N
N

N

HAL

open science

Assemblages et études de la différenciation cellulaire des
cellules souches sur des surfaces de géométrie et chimie

controlées

Batoul Hamie

» To cite this version:

Batoul Hamie. Assemblages et études de la différenciation cellulaire des cellules souches sur des
surfaces de géométrie et chimie controlées. Science des matériaux [cond-mat.mtrl-sci]. Université de

Lorraine; Université libanaise, 2018. Frangais. NNT: 2018LORR0320 . tel-02130679

HAL Id: tel-02130679
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-02130679
Submitted on 16 May 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépot et a la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche francais ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.


https://hal.univ-lorraine.fr/tel-02130679
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de I'ensemble de Ila
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de réeférencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite penale.

Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm




UNIVERSITE
_ DE LORRAINE

Ecole Doctorale
Sclences ot Technologie

THESE EN COTUTELLE

Pour obtenir le grade de Docteur délivré par

L’Université de Lorraine
Ecole doctorale Chimie Mécanique Matériaux Physique C2MP
et
L’Université Libanaise
Ecole Doctorale des Sciences et Technologie EDST

Spécialité : Science des Materiaux : Science et ingénierie des Matériaux et Metallurgie

Assemblages et études de la différenciation cellulaire des cellules souches sur

des surfaces de géométrie et chimie contrélées

Présentee et soutenue publiqguement par
HAMIEH Batoul

06 décembre 2018

Membre du Jury

Mr. Ali TRABOLSI, Professeur (New York University of Abu Dhabi) Rapporteur
Mme Halima KERDJOUDJ, MCF-HDR (Université de Reims) Rapporteur
Mr. Assem EL KAK, Doyen de la faculté de pharmacie (Université Libanaise) Examinateur
Mr. Maher KODEIH, Professeur (Université Islamique) Examinateur
Mr. Tayssir HAMIEH, Professeur (Université Libanaise) Directeur
Mr. Francois MONTAIGNE, Professeur (Université de Lorraine) Directeur

Mme. Halima ALEM-MARCHAND, MCF-HDR (Université de Lorraine) Co-directeur






Déedicace



A mes tres chers parents
A mon cher mari

A mes princesses Mira et Sara

Tous les mots du monde ne sauraient exprimer ['immense amour que je vous
porte, ni la profonde gratitude que je vous témoigne pour tous ce que vous avez
fait pour moi. J espere avoir répondu aux espoirs que vous avez fondés en moi.

Je vous dédie ce modeste travail en guise de ma reconnaissance éternelle et de

mon infini amour.



Remerciements

Je tiens a exprimer mes plus vifs remerciements a mes directeurs de thése, Pr. Tayssir
HAMIEH, Pr. Francois MONTAIGNE, et ma co-directrice Dr. Halima ALEM-MARCHAND.

Votre compétence, votre rigueur scientifique et votre clairvoyance m’ont beaucoup appris.

J’exprime tous mes remerciements a Pr. Ali TRABOLSI et Dr. Halima KERDJOUDJ
pour avoir accepté d’étre rapporteurs de mon manuscrit et de participer au jury de ma

soutenance.

Je remercie également Pr. Assem EL KAK, le doyen de la faculté de pharmacie de
[’Université Libanaise et Pr. Maher KODEIH pour avoir accepté d’étre examinateurs de

cette these.

Je tiens également a remercier Pr.Joumana Toufaily d’avoir suivi ce travail durant

toutes ces années.

Je voudrais dire un grand merci a tous les membres des equipes 1JL et MCEMA pour
leur accueil et leur sympathie et a toutes les personnes qui m’ont cotoyée et supportée
pendant cette these. Les nombreuses discussions que j’ai pu avoir avec chacun m’ont

beaucoup apporté.

J’adresse mon affection @ mes chers ami(e)s : Drs Nadine, Zahraa, Enaam, Hawraa,
Malak, elles ont cru en moi et m’ont toujours encouragé au cours de ces quatre années.
Puisque, ce n’est pas tant [’aide de nos amis qui nous aide que notre confiance dans cette
aide. Je garde d’excellents souvenirs de nos sorties et des jours passees avec vous surtout a
Nancy. Et merci a mes co-bureaux surtout Zied et Cristina pour leur gentillesse et leur
humour. Grand merci pour ma seconde famille, la famille charmante de mon mari et surtout

Abbass, le plus beau cceur.

Les mots les plus simples étant les plus forts, j adresse toute ma gratitude a ma famille
qui m’a appris que les problemes pourraient se résoudre si on a la foi et si on est entouré des

gens qui croient en nous et nous aime. Je remercie la patience de mon pére et ma mere, je



vous dédie ce succes. Je remercie mes fréres : Aly, mouhamad et houssein, merci pour votre

soutien et amour inconditionnel.

Enfin, je tiens a remercier la seule personne sans qui rien n’aurait été possible : tu m’as
toujours soutenue depuis que je te connais, dans les bons comme les mauvais moments, méme
quand je suis partie en France et méme au-dela. Sans toi pour garder les enfants, méme dans
mon séjour en France, et pour me réconforter dans les moments difficiles, cette thése n’aurait

Jjamais été terminée et pour ¢a, je te remercie de tout ceeur...Hammoud...

Merci aussi et aussi et aussi... Sans tes sacrifices, je n’ai pu voir arriver dans la méme

période de la these nos deux plus beaux cadeaux du monde MIRA et SARA ...






Table des matieres

DEAICACE ...ttt I
LiSTE dES TIGUIES ... XI
Liste des tabIEAUX ..........cccerie e XV
Liste des abréVIiatioNS.............ccccueiiieiiiicece e XVI
INEroduction QENEIKAIE............c.cvoviiieec s 1
Chapitre 1 : BiDHOGraphie ........cooiiiiiiiie e 8
Enjeux de 1a mEdecing regENETATIVE .........c.coiiiiiiiiie e 10
I- INQENIETIE TISSULAITE ...t 10
I.1- Concept de 'INgénierie tiSSUIAITE. ... ....uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 11
I.2- Nouvelle visibilité des applications de I’ingénierie tissulaire ..............ccoccvvvvvviiinennnnns 14
- Membrane extraCellUlAITe ..o 16
I1.1- Description de la membrane extracellulaire.............cccoovveiiii i, 16
[1.1.1- LeS Protéines fIDrEUSES .......c.vveiiiee ettt 19
I1.1.2- Les polysaccharides matriciels : glycosaminoglycanes et protéoglycanes.......... 21
11.1.3- Les glycoprotéings de StrUCTUIE..........eeeiiiee it 23
[1.1.4- Les protéines associ€es a la MAtriCe ...........covvveviiieiiie e 25
I1.2- Interactions entre la membrane extracellulaire et les cellules..............ccccovviiiininnenn, 26
I1.3- Intérét des cellules souches mésenchymateuses en médecine régénérative................ 29
11.3.1- HIiStOriquE d8S CSIM ......viiiiiiie ettt 30
11.3.2- Définition et localisation des CSM : ......ooiiiiiiiieiie e 30
11.3.3- Spécificités et intérét des CSMs en médecine régenérative ............cccceeevevvrennen. 34
11.3.3.1- La multipotence/différenciation.............cccccoovveiiii i, 36
11.3.3.2- La MIGratiON .....ovviieiiiiiie ettt e s e e e s srraae e 38

W



11.3.3.3- L immunomoOdUIatION .....ccevnieeeeeeee e e e a e e e 38

[1.3.3.4- L aCtiVItE PATACTINE ....cuvvieiiiiiiiiie ettt 42

I11- Développement des DIOMALEFTAUX .........ccueiiiiiiiiiiiie e 45
[11.1- Propriét€s des DIOMALEMTAUX .........eieeriieriiiieiie ettt 47
[11.2- BiomatériauX artifiCielles..........ccveivieiiieiie e 52
[11.3- Biomatériaux naturelles (DIOlOgIQUES).........couriiriieiieieie e 54
V- MOdificCatioNS A& SUITACE. .........cieiiiie e snee e 57
[V.1- MOdifiCationNS CRIMIQUES .......eeiiiiiiieiiieiee e 59
IV.1.1- Surfaces a chimie CONtIOIEES .........ccvve e 59
IV.1.1.1- Modification par assemblage multicouches de polyélectrolytes.................. 60
IV.1.1.2- Silanisation en Phase gazZEUSE ..........c.coieiiiieiiiiiiee et 62
IV.1.2- Impact des modifications CRIMIQUES...........ccoiiuiiiiiiiieiiie e 64
[V.2- MOdifications GEOMEBLIIQUES ......vveeiereeeiieeeeiie et esetee e ee e s stee e srae e snae e et e e e e e aneeas 70
IV.2.1- Surfaces a geométrie contrdlées : lithographie électronique...........cccceevvveeneen. 71
IV.2.2- Impact des modifications gEOMELIIQUES ........eeeevvreeiieeeiiee e seeesee e siee e 74
IV.3- Modifications DIOIOGIQUES ..........eeiiiie e 79
IV.3.1- Mécanismes cellulaires essentiels de contrdle de la réponse cellulaire............... 80
IV.3.2- Protéines de la matrice extracellulaire .............cccooovvvieiiiniiiiie e 84
IV.3.3- Impact des modifications biologiQUES............eeovvvreiiiee i 88

V- Adhésion bactérienne et propriétés de surface ...........cccceeviiiiiiic i, 92
V.1- Généralités concernant les bactéries : ’espéce E.COli......cccoviuviiiiiiiiiiieciiiee e, 92
V.2- Etapes d’adhésion DaCtErienne ............ccuveieiiiiiiieiiiiiie e 93
V.3- Formation du DIOTIIM ......ooiic 95
V.4- impact des propriétés de surface sur ’adhésion bactérienne ...............cccveeriinneennne 96
V.4.1- impact des propriétés mécaniques de SUrface.........coooveeviveeiviieecviie e, 96
V.4.2- impact de la chimie de SUrface...........ccoovivii i 97
V.4.3- impact de la topographie de SUrface..........cccovivveeeiiiiiii e 99

Vi



Chapitre 2: Fonctionnalisation et développement des cellules souches

mesenchymateuses sur des surfaces homogenes naturelles et arificielles .................... 103
I TNEFOAUCTION ...ttt ettt et 103
I1- Section eXPeriMENTaAlE ..........covoiiiieie s 105
[1.1- Préparation des surfaces NOMOGENES .........cceoiiiiiiiiiiii e 105
[1.1.1- Préparation des surfaces homogeénes naturelles ............cccoocovoviiiiiiiiiiininnnnnen, 105
[1.1.1.1- Silanisation en Phase gazZzeUSE :.........ccceiiriiienieiiie e 105
[1.1.1.2- Préparation des €chantillons ...........cccoiiiiiiiiieicce e 106
[1.1.1.3- HydrolySe de I'8SEer .......ccueiiiieieiece s 107
11.1.1.4- Greffage de la fibronectine et du RGD cyclique ...........ccccovieviiiiiiiinnnn. 107

11.1.2- Préparation des surfaces homogeénes artificielles...........coccoviviiiiiiiiciiiennenn 111
[1.2- CUKUIE CEIIUIAIIE ... 112
[1.3- Estimation du taux de CONFIUENCE............coviiiiiiii e 113
[1.4- FiXation et COlOTatiONS. .........viiiiiieiiee s 113
I11- RESUIALS € AISCUSSIONS .....oovviiiiiiiieieeie e 114
[11.1- Caractérisation de SUMACE ..........eeiuiieiiieie et 114
IT1.1.1- Angle de CONLACE .......ccvieeiiiie e 114
I11.1.2- XRR (Specular X-ray RefleCtiVity ).......ccccccvveiiiiiiiic e 117
[11.1.3- XPS (X-ray Photoelectron SpPectroSCOPY ) .....ccovvreiiureiiireaiieeeiieeesieeesinee s 118
[11.1.4- AFM ( Atomic FOrce MICIOSCOPY ) wvveeiuvreeiiieeiiiieeiitieeestieeesiieeesaeeesree e svea e 120
[11.2- Etude DIOIOGIQUE........coeiee e 121
I11.2.1- Mise a I’épreuve du protocole expérimental ............ccceevviiiiiiiiiiiiieiiiiineene, 121
[11.2.2- Estimation de la confluence cellulaire ...........ccccoooiiiiinii, 122
111.2.3- Comparaison morphologigUe..........c.eeeiuieeiiiee i 123
[11.2.4- Test de differenCiation............cocoiiiiiiieiicee e 124
[11.3- DISCUSSIONS €t PEISPECLIVES ......vviiieeiiiiie e ettt e r e e e 126
IV- ConClUSION €1 PEISPECLIVE .....vviii i 128

VI



Chapitre 3: fonctionnalisation et assemblage des bactéries sur des surfaces

bifonctionnelles NATUTEIIES ...........ooiiiiii s 132
g Yi e o [T £ o] o PSP R PR 132
I1- Section eXPeriMENTaAlE ..........covoiiiieie s 134
I1.1- Préparation des surfaces naturelles patternées et hOmogenes ............cccoevevvereinenne 134
[1.1.1- Préparation des surfaces patternés naturelles............cccoocevveniiniiiiiie e, 134
[1.1.1.1- Lithographie €leCtroNIQUE. .........ceivieiiiieiie et 134
[1.1.1.2- Silanisation en phase gazeuse et greffage des molécules naturelles............ 137

[1.1.2- Préparation des surfaces homogeénes naturelles ............ccccocoviiriiiiiiiiininennnen, 139
[1.2- CUItUIE DACTEIIENNE ... .o eee e 139
[1.2.1- SOUCHE DACTEIIENNE ... 139
11.2.2- Préservation et culture : en général ...........cocveiiiiiieiiie e 140
11.2.3- Elaboration du biofilm Dacterien............cccvviii i 140
I1.3- Coloration des bactéries : Marquage au backlight............c..ccooeeviiiiiin e, 141
[1.4- Estimation du taux de recouvrement et de la taille des bactéries..........c.cccccevvirnnnnn, 142
I11- RESUITALS €1 dISCUSSIONS ......veiiiieiieiiee sttt 143
[11.1- Caractérisation de SUITACE .........cuviiiiiiiiiie e 143
[11.2- Etude DIOIOGIQUE.......ccoiieecee et 143
[11.2.1- Estimation du taux de recouvrement et de la taille des bactéries ..................... 143
[11.2.2- Comparaison morphologigQUE.........ccueeeiieeeiiiie e 145
[11.3- DiSCUSSIONS Bt PEISPECLIVES ......vveeeieiieeiiiee e et e ettt ettt e e e e saee e 148
V- ConcluSioN et PEISPECLIVE .....vvviiiiieecie et aee e 149
CoNnClUSIONS et PEFSPECTLIVES ... 150
Références bibliographiqUES ............c.ccvoviiiiicecceeeccee s 154
RESUIME ...t 186






Liste des figures

Figure 1:Comparaison de plusieurs objets biologiques par taille............ccooviiieiieiiiiiicee 3

Figure 2:La meédecine régénératrice : I’ingénierie tissulaire, la thérapie cellulaire et la combinaison

0 [=1S 0 LT b G USSP 10
Figure 3:Concept de I"INgEnierie tiSSULAITES ...........civiiiiiiieiie e 12
Figure 4:Stratégie générale de I'ingénierie tISSULAITE. ..........cueeiuierieiiieiieiie e 13
Figure 5:Champs d’application du concept d’ingénierie tissulaire chez I’homme.............ccccoverirnen, 15
Figure 6:Le réseau bidimensionnel de la lame basale de la MEC............ccocoiiiiiiiiiiiciiinee 18
Figure 7:Composition des fibres de COHAgENES..........c.ciiiiiiiiiiiiee s 20
Figure 8:Représentation des lames élastiques de la matrice extracellulaire de I’aorte..............ccee.nee. 21
Figure 9:Représentation des motifs disaccharidiques composant les glycosaminoglycanes. .............. 22
Figure 10: Exemples de glycoprotéines de structure de la MEC ...........ccoeiiiiiiiiiiiiiiceee e 25
Figure 11:Schéma de la classification et les récepteurs des iNtégrines. ..........ccevveverieienieieeneseennn. 27
Figure 12:Schéma représentative des interactions cellule-MEC, cellule-cellule ...............cccoceeirnnne. 27
Figure 13:Schéma représentative des structures d’adhérence. ...........ccoovvevieriiiiiiiiienie e 28
Figure 14:Image des différents types de structure d’adhérence par microscopie a fluorescence......... 29
Figure 15:Apparence fibroblastique des CSM en culture observées en miCrosCope..........ccovvevvveenee. 31
Figure 16:L.a MUItipotenCe deS CSM ... ..c.uiiiiiii ettt e bee s 31
Figure 17:Principales sources adultes de CSMS..........oeoiiiiiiieiiiiie e 33
Figure 18:Schéma représentant la niche des cellules souches mésenchymateuses ...........cccceeeveeennee. 35

Figure 19:Caractéristiques des cellules souches mésenchymateuses: [I’autorenouvellement/
prolifération et diffErenCiation ..o e 37
Figure 20:Schéma représentant un modéle de certains potentiels de transdifférenciation de CSM..... 37
Figure 21:L’activit¢é immunosupressive des CSM induit par des cytokines proinflammmatoires et la
migration des mémes cellules T a proximité de CSM induite par les cytokines inflammatoires........ 39
Figure 22:Propriétés immunosuppressives des CSM de systéme immunitaire inné et adaptatif ......... 42
Figure 23:Images d'ulceres de la plaie des patients ayant recu une injection intramusculaire des CSM
7 OTIZINE AAIPEUSE ...ttt ettt et bee bt e e sb et e b e s st e et e e eneeenb e e nbeeereeaneeennes 44

Figure 24:Image montrant la capacité des CSM de stimuler (+) ou d’inhiber (-) certaines cellules

A LTU o] = L= PSPPSR 45
Figure 25:Biomatériaux dans Ie COrps hUMaiN.............coovueiiiii i 46
Figure 26:Réponse cellulaire au microenvironnement biophySique ..........cccoveeiieeiiiie e, 52
Figure 27:Schéma montrant le contréle du destin des cellules SOUChES ............cccevviieeiiieiieiieee, 54

Figure 28:Différents exemples de modifications de surface: physiques, chimiques et biologiques

contribuant a ’amélioration de 1’endothélialiSAtion ...........vvviiveiiiiiiiiie e e 57

Xl



Figure 29:Principe de dép6t couche par couche utilisé dans la technique de modification des surfaces
par assemblage multicouches de polyélectrolytes (PEMS). .........cooeiieiirieniiiiiieie e 60
Figure 30:Groupe de SAM compos¢ d'une téte, d’une queue et un groupe terminal fonctionnel........ 62
Figure 31:Utilisation des SAM pour 1’étude de I’influence des protéines adsorbés sur le comportement
cellulaire, comme 1’adhésion, la prolifération et la différenciation..............cccccoeviiiiiiiie e, 64
Figure 32:1mages a contraste de phase de cellules cultivées sur des multicouches d'héparine préparées
a des conditions diffErentes de PH.........ooiiiiiiiiie e 66
Figure 33:Images a contraste de phase de cellules cultivées sur des multicouches terminées soit par le
chitosan, soit par I’héparine a des différentes conditions de pH .........cccoovveviiiiiciicce e 67
Figure 34:La biocompatibilité des substrats formés par les muticouches PAH / PAA réticulés pour
I'ostéogenése et la biominéralisation deS CSM ..........coooiiiiiiiiiiiiie s 68
Figure 35:Corrélation entre la taille de la topographie du substrat et les organites de détection
(o0 | [V V-SSR PPRPRR 70

Figure 36:Influence des propriétés mécaniques et physiques de la MEC sur le comportement cellulaire

Figure 37:Schéma représentant la lithographie Electronique ...........ccooviieiiiie i 74
Figure 38:Micrographies optiques et images de fluorescence respectivement sur le support présentant
les sillons et le support présentant les Tlots montrant la différence de forme des cellules. .................. 75
Figure 39:Combinaison de caractéristiques geométriques et de ligands d'adhésion orientant la
différenciation vers des lignées adipocytaires et NEUroNales ...........cccvvevieeiiiie e, 76
Figure 40:L’étalement cellulaire affecte le degré de spécification de la lignée adipogénique et
QT (0 1<] T Lo U 1= RSP 77
Figure 41:(A) Pourcentage de cellules en forme rectangulaire et de ratio croissant différenciées en

ostéoblastes ou adipocytes. (B) Pourcentage de cellules en forme de fleur, forme pentagonale et forme

d’étoile différenciées en I'un ou 1’autre des deux ligNEes.........cceevviiiiiiiiiiiii i 78
Figure 42:Destin de differenciation cellulaire selon la contractilté des cellules ............cc.ccccveenenne. 79
Figure 43:Schéma représentant les différents aspects du microenvironnement cellulaire................... 81

Figure 44:Les voies de signalisation induites lors de la mécanotransduction qui participent a la
régulation du destin CEIIUIAITE ..........ccvii i e 82
Figure 45: ACtivation deS INEGIINES.......cciuiiiiiee ittt sbe e et e e e br e e snre e e nneeeeaees 83
Figure 46:(A) Schéma représentant la structure d’un monomeére de la fibronectine. (B) schéma
représentant les séquences d’interaction cellules-fiDronecting ...........cccoovvviieiiiiiiiiesie e, 86

Figure 47:Schéma représentative des protéines impliquées dans la constitution des adhésions focales

........................................................................................................................................................ 88
Figure 48:L’impact du nature du ligand (Fn: fibronectine, Ln: laminine, Cn: collagéne) sur le
comportement cellulaire (adipogenése ou neurogenese) sur des géométries circulaires ou étalé......... 89
Figure 49:Les molécules d'adhésion et leur affinité de favorisation de I'ostéogenése des CSM.......... 91

Xl



Figure 50:Schéma représentant le développement d’un biofilm en se basant sur quatre étapes......... 95
Figure 51:La colonisation bactérienne d’un méme groupe bactérien ayant une chimie semblable sur

une surface lisse (& gauche) et sur une surface poreuse (a droite). Les images sont prises par

microscopie électronique a balayage (MEB) ..........cooiiiiiiiiiiiiieseee s 99
Figure 52:Image du réacteur de salinisation en phase gazeuse utilisé dans notre laboratoire. .......... 106
Figure 53:La formule chimique de silane UtIliSE. .............cccooiiiiiiiiiii e 107

Figure 54:Structures chimiques de la fibronectine, de RGDcyclique, de 1-Ethyl-3-(3-
diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDC) et de 3- (Maleimido) propionique N-ydroxysuccinimide
ester (NHS) utilisés lors du greffage des surfaces SilaniSEes. ..........ccccvvvvvieiieiiieiiieiie e 108
Figure 55:Schéma représentant la silanisation des surfaces de silicium, I'hydrolyse et I'activation de
surface avec le couple EDC / NHS en solution aqueuse pour le greffage de fibronectine ou de RGD
(03[0 [0 UL TP TP TP PTPUPPOPRPRN 110
Figure 56:Schéma représentant le protocole de multicouches de polyélectrolytes. ..........ccccveennen. 111
Figure 57:Structures chimiques du chitosane, d’acide polyacrylique (PAA), de poly(sodium 4-
styrénesulfonate) (PSS) avec leurs groupements fonctionnels (en rouge). ........ccccoeeeveevveciieciieennen. 112
Figure 58:Epaisseur des monocouches de silane mises en place par la silananisation en phase gaseuse
MESUIEE PAF XIRR. <. iiiii ittt e et e e et e e sab e e e e te e e asteeesataeesseeeetaeesneeeenns 118
Figure 59:Les spectres C1s des surfaces silane — ester (échantillon 1) et des surfaces silane — acide
carboxylique (EChantillon 2). ........c.oii i 119
Figure 60:Les spectres N1s des surfaces silane — NHS (échantillon 3), des surfaces aprés le greffage
de RGDcycligue (échantillon 4) et des surfaces aprés le greffage de la fibronectine (échantillon 5) 119
Figure 61:Les spectres C1ls des surfaces silane — NHS (échantillon 3), des surfaces aprés le greffage

de RGDcycligue (échantillon 4), des surfaces aprés le greffage de le fibronectine (échantillon 5)...120

Figure 62:Images d’AFM montrant les surfaces silanisées et modifi€es..........cccocvvvviiiiiiniiiniinens 121
Figure 63:Validation du protocole de culture par 165 Caco2..........cocvveeiiivieiiee e 122
Figure 64:Pourcentage de confluence a 12 jours des CSM de moelle 0SSeuse. .........ccccvvveeviveeinnnenne, 123

Figure 65:Comparaison morphologique des cellules cultivées sur les surfaces aux différents
LU= V1T 11T 01 TR P PSP 124

Figure 66:Les différents tests de différenciation via la coloration des surfaces traitées a 1’0Oil Red O,

I’Alcian Blue et PAlizarin Red S. ... 125
Figure 67:Les différentes étapes de la lithographie électronique des surfaces de silicium................ 136
Figure 68:Les différentes étapes de la lithographie électronique des surfaces de mica..................... 136

Figure 69:Les différents motifs obtenus par lithographie électronique et repérés par le microscope
S 1=To o] T o =P STSSRRSRRSTR 137
Figure 70:Une vue schématique du processus suivi pour obtenir les surfaces & motifs et silaniséés. 139

Figure 71:Une vue schématique du processus suivi pour obtenir les surfaces homogenes silanisées.139

X



Figure 72:Taux de recouvrement des bactéries E.coli aprés 24h d’adhésion bactérienne sur des
surfaces de mica vierge et des surfaces de mica MOAITIES. .......ccovvvviiieiieiiie i 144
Figure 73:Taille des bactéries E.coli aprés 24h d’adhésion bactérienne sur des surfaces de mica vierge
et des surfaces de mMiCa MOITIBES. ........cccviiiiiii e 145
Figure 74:Comparaison morphologique des E.coli cultivées sur les surfaces aux différents
13628113113 1P 146
Figure 75:Comparaison morphologique et I’alignement paralléle des E.coli cultivées sur les surfaces
ayant modifiées par lithographique électronique greffées par le RGD cyclique (A) ou la fibronectine
(S TSP PSSP PTU R UPTPRPPRPPP 147

XV



Liste des tableaux

Tableau 1: Les protéoglycanes MAatriCIElS.........c.ciiuiiiieiieiieiie et 23
Tableau 2: Exemples des glycoprotéines solubles et matricielleS............cocvvvvvevieiiieiiieiie e, 24
Tableau 3: Marqueurs des CSM en cytomeétrie de FIUX ..o 32
Tableau 4: Molécules essentielles sécrétées par les CSMs ayant comme cellules cibles les cellules de
PimmUNité iNNEE et AdaPLALIVE .........cuiiiiii e 40
Tableau 5: Domaines d’application des DiOMAtErIAUX............cveririiiiiiiiiee e 47
Tableau 6: Différents types de biomatériaux utilisés en ingénierie tissulaire du cartilage .................. 48
Tableau 7: Quelques propriétés et définitions des biomateriauX...........cccvvviverieiiieiiiecie e, 49
Tableau 8: Résumé des avantages et des inconvénients des matériaux naturels et synthétiques ......... 51
Tableau 9: Exemples de biomatériaux d’origine végétale et leurs utilisations ............ccceeevivveeennnnen. 55
Tableau 10: Exemples de biomatériaux d’origine animale et leurs utilisations. ...........cccccveeviveennnen, 55

Tableau 11: Différentes techniques utilisées pour modifier les biomatériaux (post-polymérisation)
pour I’amélioration des interactions avec 1es CelIUIES .........ccuviviiiiiiiiiiiiiie e 58
Tableau 12: Tableau montrant des avantages et des propriétés fournis par SAMs a une surface une
fois greffée par CES MONOCOUCKES ..........viiiiii i e e e e e e 63
Tableau 13: Quelques séquences peptidiques capables de promouvoir 1’adhésion, la prolifération et la
AIfFErencCiation CEHUIAINE . .........cviiiie e 80
Tableau 14: Valeurs des angles de contact des surfaces Silanisées .........cocvvvvveeviieeiie e, 115
Tableau 15: Valeurs des angles de contact des surfaces a dép6t de polyélectrolytes de différents

(030 LSS USSP 116

XV



Liste des abréviations

AAF : Aérobie-anaérobie facultatif

ABP : Protéines liées a I’actine

ADAMs : A disintegrin and metalloproteinase
ADAMTSs : A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs
AH : Acide hyaluronique

Amp : Ampicilline

Ang-1 : Angiopoiétine-1

AP : Alkaline phosphatase

Arp2/3 : Actin-Related Proteins

BDNF : Brain-derived neurotrophic factor
bFGF : Basic Fibroblast Growth Factor
CAM : Cell adhesion molecules

CCL2 : chemokine (C-C motif) ligand 2

CD : Cellules dendritiques

CFU-F : Colony Forming Unit-fibroblasts
CMLVs : Cellules musculaires lisses vasculaires
CNTF : Ciliary neurotrophic factor

CS : Cellules souches

CS : Chondroitine-sulfate

CSH : Cellules souches hématopoiétiques
CSMs : Cellules souches mésenchymateuses
CTGF : Protein le connective tissue growth factor
CXCL-12 : C-X-C motif chemokine 12
Cyr61 : Cysteine-rich angiogenic inducer 61
DS : Dermatane-sulfate

E. coli : Escherichia coli

EGF : Epithelial Growth Factor

EPS : Extracellular Polymeric Substances
FAK : focal adhesion kinase

FGF : Fibroblast Growth Factor

FGF-2 : basic fibroblast growth factor

FN : Fibronectine

GAGs : Glycosamimoglycanes

G-CSF : Granulocyte-colony stimulating factor
GDNF: Glial cell-derived neurotrophic factor
GFP : Green fluorescent Protein

GPI : glycosylphosphatidylinositil

GVHD : Greffon contre I’hote

HAP : Hydroxyapatite

HGF : Hepatocyte growth factor

HS : Héparane-sulfate

IDO : Indoleamine 2,3dioxygénase

XVI



IFN-y : Interféron -y

Ig : Intégrine

IGF1 : Insulin-like growth factor 1

IL : Interleukin

IPA : Isopropyl Alcohol

ISCT : Société Internationale de thérapie cellulaire
IT : Ingénierie tissulaire

Km : Kanamycin

KS : Kératane-sulfate

LAP2 : Lamina-associated polypeptide 2

LB : Luria-Bertani

LINC : Linkers of Nucleoskeleton and Cytoskeleton
LOX : Lysyloxydase

MAGP : Microfibril-associated glycoproteins
MAP Kinases : Mitogen-activated protein kinases
MB : Membrane basale

MBA : Molécules biologiquement actives
MEC : Matrice extracellulaire

MEMS : Systemes microélectromécaniques
MIBK : Methyl isobutyl ketone

MLC : Chaine légére de la myosine 11
MLCK : Myosin Il Light Chain Kinase

MO: moelle osseuse

MR : Médecine régéneérative

NEMS : Systemes nanoélectromécaniques
NGF : Nerve growth factor

NK : Natural Killer

NOV : Nephroblastoma overex-pressed

PAA : Polyacrylic acid

PAAmM : Polyacrylamide

PAH : Poly(allylamine hydrochloride)

PAI-1 : Plasminoggen activator inhibitor-1
PBS : Phosphate-buffered saline

PCL : Polycaprolactone

PE : Polyélectrolytes

PEM : Assemblage multicouches de polyélectrolytes
PEO : Polyethylene Oxide

PGA : Acide polyglycolique

PGE?2 : Protaglandine E2

PGs : Protéoglycanes

P1 : lodure de propidium

PLA : Acide polylactiques

PLGA : Acide poly DL-lactique

PLGF : Placenta growth factor

XVII



PLLA : Acide poly L lactique

PLLC : Poly L-lactide-co-caprolactone
PMMA : poly (méthacrylate de méthyle)
PSS : Poly(styrene-4-sulfonate)

PTFE : Polytetrafluoroethylene

ROCK : Rho Associated Protein Kinase
SAM : Self-Assembled Monolayers
SDF-1 : stromal cell-derived factor 1
SUN : Sadl and UNC-84

TCPS : Tissue culture polystyrene

TGase : Transglutaminase

TGFa : Tissu Growth Factor o

TGFp : Tissue Growth Factor 8

TLR : Toll-Like receptor

TLRs : Toll Like Receptors

TNF : Tumor necrosis factor

TNF-a : tumor necrosis factor alpha
TRKC : Tropomyosin receptor kinase C
TSG-6 : TNF-a-stimulated gene/protein 6
VCAM-1 : Vascular cell adhesion molecule 1
VEGF : Vascular endothelial growth factor

XVl



XIX



Introduction géenérale



Introduction générale

Porté par le vieillissement de la population, La biomédecine moderne associée a I’utilisation
des dispositifs médicaux et des biomatériaux pour réparer, régénérer, reconstruire 1’humain
est en croissance. Le groupement de recherche « Réparer I’humain » (GDR) est une premiere
étape et a été labélisé fin 2017 par le CNRS et I'Inserm. Ce groupe souhaite porter en France
une démarche innovante interdisciplinaire, multi-instituts et inter-organismes dans le domaine
de la médecine réparatrice, et y associer les acteurs académiques, cliniques, industriels, et le
monde associatif. La médecine réparatrice doit permettre de remplacer le tissu ou 1’organe
déficient, mais aussi aider le corps a réparer par lui-méme le tissu cible, grace a un guidage
de ses propres capacités de régénération. Cette approche trés intégrative fait appel aux
caracteristiques structurelles et mécaniques relatives aux tissus et aux supports, a la
fonctionnalisation des biomatériaux, la vectorisation des molécules effectrices et I’apport de
cellules multi/totipotentes.

Les demandes actuelles de transplantation dépassent largement la réserve. Pour surmonter
cette pénurie d'organes, des traitements alternatifs ont été développés, en reconsidéerant le fait
quau lieu de transplanter un organe entier, un implant autologue peut étre développé et
implanté dans le patient en tant qu'organe vivant et fonctionnel. En d'autres termes, le tissu du
donneur est récolté et dissocié en cellules individuelles, et les cellules sont attachées et
cultivées sur un substrat approprié qui est finalement implanté sur le site souhaité du tissu
fonctionnel [1]. Grace aux progrés des cultures cellulaires, de nombreuses populations
cellulaires isolées peuvent étre développées in vitro, ce qui nécessite un tres petit nombre de
cellules donneuses pour préeparer de tels implants. Cependant, il a été prouvé que les cellules
isolées ne peuvent pas former de nouveaux tissus par elles-mémes [1,2]. La plupart des
cellules d'organes primaires dépendent de processus de l'ancrage et nécessitent des
environnements spécifiques qui incluent un support spécifique pour leur développement. Par
conséquent, le succés de toute thérapie de transplantation cellulaire repose sur le
développement de substrats appropriés pour la culture tissulaire in vitro et in vivo.
Actuellement, ces substrats, principalement sous forme d'échafaudages (scaffolds)
d'ingénierie tissulaire, s'averent moins qu'idéaux pour les applications, non seulement parce
qu'ils manquent de résistance mécanique, mais souffrent aussi d'un manque de canaux
d'interconnexion, soit l'absence de connaissances et de contrdle parfaits (concernant
I'échafaudage artificiel) de l'organisation du groupe chimique a la surface empéchent

I'utilisation complete des matériaux actuellement développés.



L'environnement natif des cellules souches est la matrice extracellulaire (MEC); c'est un
échafaudage 3D comprenant un agrégat insoluble de plusieurs protéines multifonctionnelles
hautement organisées et des glycosaminoglycanes. La réponse physiologique des cellules aux
stimuli externes est entierement guidée par la nature chimique et physique de
I'environnement, premierement ils vont l'intégrer et apres l'avoir interprétée, ils vont générer
une réponse physiologique a l'environnement externe [2,3]. Il est alors évident que la
migration, la prolifération, la différenciation et lI'apoptose de la cellule dépendent entierement
de leur environnement, et de l'influence combinée du milieu liquide et de la structure de la

MEC (en termes de géométrie et de chimie).

Le concept initial de I'étude des matériaux et des systémes biologiques a I'échelle micro et
nanométrique remonte a 1959, lorsque Richard Feynman a présenté une conférence intitulée
«Il'y a beaucoup de place au fond». Cette discussion est généralement considéréee comme le
premier examen de monde de matériaux, d'especes et de structures a I'échelle nanométrique
[4] (figure 1).
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Figure 1: Comparaison de plusieurs objets biologiques par taille [4].

Depuis la fin des années quatre-vingt, de nombreux efforts ont été développés dans le
domaine de développement de surfaces pouvant interagir avec des systemes vivants
(bactéries, cellules, cellules souches) [5]. En effet, le développement d'outils pour la
nanotechnologie qui a permis la création et la caractérisation de surfaces de I'échelle
macromeétrique a I'échelle nanométrique a permis de développer de nouvelles investigations
pour mieux comprendre les processus de vie a I'échelle nanométrique [6]. 1l n'est donc pas
étonnant qu'un nouveau domaine de recherche interdisciplinaire ait été développé, ce qu'on
appelle la nanobiotechnologie. La combinaison des études, du numérique a l'expérimental, a
éclairé que les systémes vivants montre un comportement fascinant, car ils peuvent intégrer,

répondre, communiquer les uns aux autres en réponse a leur environnement. Et méme des



changements au niveau nanométrique peuvent induire un changement dans la forme des

cellules, le développement et aussi la communication entre les uns et les autres [5,4].

Les cellules souches sont définies comme des cellules biologiques indifférenciées qui, dans
certaines conditions, peuvent se différencier en cellules caractéristiques et peuvent également
se diviser pour produire davantage de cellules souches. Les cellules retirées peuvent étre
réalisées a partir de différentes sources, comme le tissu adipeux des cellules lipidiques par
liposuccion, du sang ou de la moelle osseuse typiquement du fémur ou de la créte iliaque, ce
dernier étant le plus caractérisé et donc le plus commun dans la littérature [7]. L'un des roles
les plus importants des cellules souches est qu'elles sont des réservoirs de capacité de cellules
réparatrices, car elles peuvent se différencier et agir en cas de blessure ou de maladie.
Cependant, il existe certaines limites pour étudier ce réle precis dans le tissu réparateur,
principalement en raison du manque de marqueurs specifiques aux cellules utiles.
Néanmoins, les cellules souches présentent l'avantage de la facilité de retrait, d'isolement et
d'expansion des cultures cellulaires sur plusieurs générations tout en conservant leur capacité

a se différencier [8].

De méme, et dans le contexte d’interactions des systémes vivants avec les surfaces, les
bactéries occupent une place importante. La souche E.coli qui est découverte pour la
premiére fois dans les selles de nourrissons, elle est un bacille a Gram négatif et une espece
versatile incluant des bactéries pathogenes. Sa température optimale de croissance est 37°C.
Elle présente un mode de vie en biofilm qui exige pour son développement I’adhérence des
bactéries a la surface. Plusieurs études ont été menées au cours des années passées sur
I’interaction bactérie/surface et I'impact de la nature et les propriétés de surface (mécaniques,

physico-chimiques et topographiques) sur la colonisation et 1’adhérence bactérienne [9].
L’objectif principal de ce travail était d’étudier :

- L’impact de surfaces de chimie contrdlée et de surfaces de géométrie et de chimie
controlées sur I’adhésion, la prolifération et la différenciation de cellules souches dans
un premier temps.

- L’impact de surfaces de chimie contrdlée et de surfaces de géometrie et de chimie
contrdlées sur le comportement d’E.coli dans un deuxiéme temps.

Dans cette thése, des supports particuliers furent congus, mettant en avant deux aspects
essentiels que sont dune part la chimie du support et d’autre part la géométrie du support afin

d’étudier I’effet de la surface de culture sur le comportement des cellules et des bactéries. Ce



fut 'avénement de la fonctionnalisation de surface appliquée a la biologie cellulaire et
bactérienne. Deux types de molécules ont été déposés sur de telles surfaces : les molécules
dites naturelles issues de la MEC (la fibronectine) et les molécules dites de synthése comme
des fragments de molécules d’adhésion (peptide RGD cyclique) ou d’autres molécules
congues chimiquement (polyélectrolytes) permettant notamment d’étudier 1’adhésion

cellulaire.
Ce travail est divisé en trois chapitres :

Le premier chapitre sera I’état d’art sur les enjeux de la médecine régénérative en focalisant
sur I’ingénierie tissulaire son concept et ses applications qui ouvrent une nouvelle visibilité
dans ce domaine. Ensuite, nous présenterons une description détaillée de la membrane
extracellulaire, de 1’intérét des cellules souches mésenchymateuses dans la medecine
régenerative, de développement des biomatériaux (principaux acteurs de la médecine
régenérative) et de différents types de modifications de surface : chimiques, géométriques et
biologiques. La derniere partie du chapitre présentera une bréve description de 1’adhésion

bactérienne (E.coli) et les propriétés de surface affectant la colonisation bactérienne.

Le deuxiéme chapitre porte sur le developpement des cellules souches sur des surfaces
homogenes naturelles et artificielles. Cette étude comporte le développement d’un processus
de fonctionnalisation chimique de surface afin de permettre le greffage de molécules
naturelles (la fibronectine, RGD cyclique) en utilisant l'auto-assemblage d'une monocouche
de silane (silanisation en phase gazeuse). Ensuite, ’assemblage de cellules souches sera
effectué sur des surfaces homogénes greffees par des molécules naturelles (fibronectine et
RGD cyclique) et sur des surfaces homogenes fonctionnalisées par des polyélectrolytes
(chitosan/PSS ou chitosan/PAA). Cette étude comporte encore une caractérisation
physicochimique des surfaces modifiées qui était nécessaire avant d’étudier I’effet des
surfaces sur le comportement des cellules souches. La transposition de ces procédes exécutés
sur des surfaces homogénes dans ce chapitre vers des surfaces patternées était parmi nos buts

mais ce but n’a pas été effectué au cours de ce travail.

Le troisiéme chapitre est consacré a 1’élaboration a c6té des surfaces homogenes silanisees,
des surfaces boifonctionnelles, des micro-surfaces greffées par la monocouche de silane, en
combinant la lithographie électronique et la silanisation en phase gazeuse. Aprés, nous

discuterons I’impact de la modification des surfaces sur le comportement des bactéries E.coli.
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Enjeux de la médecine réegénérative

L'une des plus excitantes nouvelles frontiéres dans la médecine de nos jours est la médecine
régénérative (MR). Cette discipline émergente a comme objectif révolutionnaire la
régénération biologique des tissus et des organes 1ésés ou souffrant d’une maladie grace a
I'interaction avec de nombreux domaines, tels que la biologie, la chimie, la médecine et
I'ingénierie, donnant naissance par suite a un nouveau champ scientifique a haut niveau de
contenu technologique. Dans ce contexte, les biomatériaux utilisés sont les principaux acteurs
des enjeux de la MR, qui ont pour réle essentiel de remplacer I'environnement naturel des
cellules isolées ou des tissus greffés en assurant et en conservant leur structure
tridimensionnelle (3D) et en fournissant les signaux biologiques et mécaniques exigés [1].
Les nanomatériaux a base dargile [2], Les surfaces en forme des nids d'abeille [3], les
surfaces a base fibrine, et les matériaux a base hydrogels [4] représentent des exemples des

études tres récentes de tels biomatériaux participant aux enjeux de la MR.

I- Ingénierie tissulaire

La reconstitution des organes endommages et le remplacement des cellules déficientes restent
le but principal de la MR. Elle regroupe I’ingénierie tissulaire (IT), la thérapie cellulaire et la
combinaison des deux (figure 2), ou plusieurs cas sanitaires profitent de ce type de médecine
comme les cas de destruction des cellules, tissu ou organe (ex: greffes d’ilots de Langerhans,
reconstruction épidermique), des maladies dégénératives (maladie de Parkinson) et de

nombreuses pathologies humaines (vasculaire, cardiaque, osseuse ...).

Ingénierie tissulaire + Thérapie cellulaire

Ingénierie Therapie
tissulaire cellulaire
Im_plantqtion (_je Utilisation de cellules en
substituts biologiques tant qu’outil thérapeutique

construits in vitro

Figure 2: La médecine régénératrice : I’ingénierie tissulaire, la thérapie cellulaire et la combinaison des deux.
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L’optimisation des effets de la thérapie cellulaire est basée sur ’association de I’lIT a la
thérapie cellulaire.

En IT, deux approches ont été développées, la premiere est la génération-avant
I’implantation-d’un tissu fonctionnel entiére in vitro, la seconde est I’implantation d’un
greffon immature in vivo, ou la poursuite de sa maturation se déroulera au sein de son destin
[5]. Par ailleurs, I’outil prometteur de I’IT est I’association de deux aspects :

- Le développement de matrices mécaniquement et biologiquement adéquates.

- L’identification d’une source cellulaire ayant un potentiel de différenciation et de
réparation adapté (ex : Cellules souches mésenchymateuses (CSM) : des candidates
des choix ...).

La complémentarité de ces deux aspects de I’IT est donc essentielle dans le contexte de la

thérapie cellulaire.

I.1- Concept de I’ingénierie tissulaire

Le domaine de la transplantation d’organes a connu ces dernieres annees des importants
progrés a I’échelle de plusieurs disciplines, prenant par exemple les premieres greffes de
visage accomplis par la recherche chirurgicale francaise en 2005 [6,7]. Cependant, il demeure
limité par I’effet immunosuppresseur des traitements chirurgicaux et le manque des greffons.
En outre, et surtout a cause de la complexité de la vascularisation, la transplantation de
certains organes (la vessie, la trachée ou I’cesophage ...) ne s’achéve pas avec succés. Pour
ces raisons les chirurgiens cherchent a s’impliquer dans les recherches fondamentales et
translationnelles des thérapeutiques innovantes [8], en particulier I’implication dans un des
champs en plein essor de la MR qui est I’IT [9], qui a eté définie par Langer et Vacanti [10]
comme «un domaine interdisciplinaire qui applique les principes de I’ingénierie et des
sciences du vivant au développement de substituts biologiques Capable de restaurer,
maintenir et améliorer la fonction d’un tissu ou d’un organe entier» [11].

Le concept de I'IT a pour but de générer un tissu en basant sur I’ensemencement d’un
biomatériau biocompatible avec des cellules appropriées ou le chargement avec des
molécules biologiquement actives afin d’améliorer la différenciation et la maturation

cellulaire [5] (figure 3).
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Figure 3: Concept de I’ingénierie tissulaire [12].

Des nombreux facteurs locaux, physiques et chimiques affectent fortement le destin, in vivo,
de T’association de cellules et de biomatériau, notamment la perméabilité et les propriétés
mécaniques des néo-tissues [13], qui nécessitent une source de cellules saines capable
d’améliorer leur fonctionnalité et d’obtenir une matrice appropriée du tissu d’origine [14].
Les CSM est I'une des sources cellulaires pouvant servir a cette amélioration.
Pratiqguement ce concept est basé sur I’utilisation de cellules d’intérét autologues (les CSM,
les cellules musculaires ou les cellules épithéliales ...) prélevees chez le patient. Les cellules
isolées par une biopsie tissulaire subissent une expansion cellulaire in vitro, avant d’étre
ensemencées a une matrice acellulaire. L’association cellule/matrice et/ou substitut ainsi
formé s’en suit par une maturation dans un bioréacteur naturel ou artificiel. Ce substitut sera
implanté au niveau du site 1ésé. Ce type de remplacement d’organe est donc considéré une
autogreffe (figure 4). Le remplacement de la vessie, de I’'urétre, des valves cardiaques et la
reconstruction du vagin sont parmi les applications cliniques ayant utilisé cette stratégie d’IT
avec succes [11].
Ces dernieres années ont été marquées par la technologie avancée des nouvelles
thérapeutiques (IT, thérapie cellulaire...), aussi par la familiarisation des cliniciens avec les
concepts de base liés a I'IT (CSM, culture cellulaire...) [15] expliquant les nombreuses
applications cliniques qui se développent trés largement compte tenu du potentiel des
technologies destinées a la stimulation de la régénération tissulaire.
Plusieurs témoins autres que les applications en clinique soulignent ’émergence de concept
de I’'IT déja présenté, citons :

- La formation des équipes chirurgicales, des équipes des chercheurs et des cliniciens

impliquées dans I’application de ces thérapies innovantes.
- Lacréation des sociétés ayant comme objectif I’avancement a I’échelle mondiale de la

science et de la technologie de I'IT et de la MR telle que la société internationale
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TERMIS (Tissue Engineering and Regenerative Medicine International Society) en
2005.

- L’accroissement de nombres des journaux consacrés a ces thémes : Journal of Tissue
Engineering and Regenerative Medecine, Bioengineering the Heart, The Open Tissue

Engineering and Regenerative Medicine, Biomedical Materials, etc...) [8].

Applications cliniques existantes Patient Mugueuse buccale —cellules épithéliales
Ve§sie Muscle sguelettique ou lisse - cellules musculaires
Urétre W—— Moelle osseuse — Cellules Souches Mésenchymateuses
Yaeh N ) Biopsie tissulaire et
Valves cardiaques Remplacement exsansion e
tissulaire ou des cellules
d'organe dintérét

Ensemencement

Maturation dans un ®
d’une matrice

bioréacteur

Systéme biomécanique acellulaire
Naturels: . N ) . y ) Matrice synthétique
- muscle grand dorsal Matrice naturelle :
- grand omentum - de collagéne
Culture in vitro - extracellulaire

Conditions de culture (température — teneur en O, —statique / agitation)
Délais de culture

Milieux de culture sélectifs

Facteurs de croissance

Eigure 4: Stratégie générale de I’ingénierie tissulaire [11].

Retournant vers les applications cliniques, les années entre 2005 et 2008 a connu les
premiéres applications de ce concept en clinique. Aprés les premiéres greffes de visage
exécutées en Novembre 2005 en France pour une femme de 38 ans [6,7], le pédiatre (Antony
Atala) a réussi en 2006 d’élaboration par IT d’un tissu vésical et de I’implanter chez 7
patients soufrés de myéloméningocéle et sont menacés d’entérocystoplatie. Une histologie
semblable du néo-tissu formé a celle de la vessie native est observée chez 6 de 7 patients, a
c6té du volume et de la compliance veésicale en croissance. La stratégie d’IT utilisée par Atala
était précis, basé sur I'utilisation des cellules musculaires et urothéliales et des matrices
d’ensemencement Soit sur des matrices naturelles (sous-muqueuse vésicale), soit des matrices
synthétiques (collagéne, acide polyglycolique) [16].

En outre, un chirurgien thoracique (Paolo Macchiarini) avec ses colléegues a présenté une
avancée intéressante en remplagant la bronche souche gauche d’une femme de 30 ans,
atteinte de bronchial malacia causé par tuberculous bronchitis, par une trachée cadavérique

préparé d’une maniére spécifique, et ont réussi d’éviter une pneumonectomie gauche apres la
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réponse positive du patiente et la présentation d’une amélioration de sa fonction respiratoire
[17].

De plus, il existe de nombreux produits issus de I’IT commercialisés ou non, par exemple et
en particulier dans le domaine cutané, des produits sont déja commercialisés et appliqués en
clinique (Biobrane®, TransCyte®, Dermagraft®, Apligraf®, Integra®) [8].

Tous ces exemples cités et autres, clarifient la validité, I’'importance et le grand intérét du

concept de I'IT sur le plan expérimental, industriel et médical.

I.2- Nouvelle visibilité des applications de I’ingénierie tissulaire

Le concept d’IT, auparavant exposé constitue avec la transplantation d’organes et la chirurgie
prothétique une approche thérapeutique innovante de la MR [18,19]. Il est basé alors sur
I’utilisation des sources cellulaires (soit différenciées, soit souches), des biomatériaux
(naturels ou artificiels), des facteurs de croissance, des protéines d’adhésion cellulaire (la
fibronectine (FN), RGD cyclique...), ou bien I’utilisation des cellules souches transfectées (la
thérapie genique) [15]. Les champs d’applications chez I’lhomme sont nombreuses et incluent
la reconstitution aussi bien du foie [20], de la peau [21], de I'appareil locomoteur [15,22] et de
la cornée [23,24].

De nombreuses prothéses humaines synthétisées par bioingénierie y compris les vaisseaux
sanguins (Cytograft®), les ligaments (Lars®), le cartilage (DeNovo NT®), les os
(ChronOs®), etc..., sont ainsi disponibles et commercialisées. En outre, la régénération
d’organes déficients comme le tissu nerveux central et périphérique, les muscles, le foie, la
vessie, le pancréas, les sphincters, etc..., peuvent étre envisagé par les principes de la génie
tissulaire (Figure 5) [25].

Paralléelement a ces nombreux champs d’applications, de nombreux travaux ouvrent des
nouvelles perspectives de 1’émergence des concepts de I'IT, en particulier ceux qui font
intervenir des sources cellulaires notamment les CSM et diverses matrices (biomatériaux),
ces perspectives se développent et son attractivité se renforce aupres des chercheurs et des

praticiens.
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Applications humaines: Applications humaines:
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Muscle Coeur
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Figure 5: Champs d’application du concept d’ingénierie tissulaire chez I’homme [12].

Comme mentionné précédemment, concernant le remplacement d’une bronche souche par
Paolo Macchiarini, les cellules utilisées pour I’ensemencement de la matrice decellularisée
sont des CSM ayant été différenciées en des cellules épitheliales et des chondrocytes [17].
Ainsi, Yoshinori Miyahara et al. ont utilisé chez le rat les CSM pour la régénération tissulaire
cardiague notamment pour I’amélioration de la fonction cardiaque suite a un infarctus du
myocarde [26]. En ce qui concerne la reconstruction osseuse, les choix en genéral sont
repartis entre autogreffe et allogreffe. L’insuffisance du matériel génétique et des problémes
de la vascularisation sont affrontés dans le cas d’autogreffe, alors que dans le cas de
I’allogreffe la disponibilité des greffons restent I’important probléme a coté des problemes de
comptabilité et des risques infectieux. Toutes ces raisons illustrent ’intérét des biomatériaux
ensemences par des CSM amplifiées in vitro pour de tels cas. Chez des malades souffrant de
maladie de Blount et ayant été traités par ostéotomie tibiale, les CSM ont enregistré des
importants résultats et des effets majeurs pendant le traitement [27].

En outre, les applications de I’IT de I’cesophage jusqu’a ce jour comptent uniquement sur des
plasties d’élargissement par des matrices decellularisées [28], et actuellement, la plupart des
recherches s’orientent vers I’utilisation des CSM et surtout leur sécrétome en vue d’initier des
essais cliniques dans un avenir proche.

Ainsi, dans des études trés récentes, M. Mousa et al. ont souligné I’importance des

nanoparticules d'argile dans 1’émergence d’une nouvelle classe de biomatériaux ayant un
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potentiel intéressant pour les applications de génie tissulaire et de MR en décrivant les effets
potentiels des nanomatériaux a base d'argile sur la fonction cellulaire et en examinant le réle
potentiel des propriétés physicochimiques clés de l'argile dans I'influence des interactions
cellule-nanomatériaux a base d'argile et leurs possibilités passionnantes pour la MR [2]. M.T.
Calejo et al ont montré, de facon encourageante, le potentiel des films poreuses en nid
d'abeilles préparés par la méthode «Breath figure» a induire la différenciation des cellules
souches (CS) et de leur orienter dans une lignée spécifique sans avoir besoin de stimulis
biochimiques [3]. Ainsi, des avancées récentes se dirigent vers la conception rationnelle des
biomatériaux synthétiques d'hydrogels ayant une réactivité vis-a-vis des cellules en répondent
localement aux cellules ou aux tissus sans I'apport d'un stimulus artificiel, ce qui fournit des
nouvelles stratégies et perspectives pour lutilisation d'environnements artificiels dans le
domaine de I'IT et la MR [4]. Et finalement, plusieurs études orientent vers 1’utilisation des
biomatériaux a base fibrine pour des applications de préservation de la fertilité en cas des
cancers, grace aux nombreuses qualités de la fibrine [1].

Dans ce contexte, et aprés ’exposition de ces quelques témoins qui font intervenir diverses
matrices et cellules, apparait le réle promoteur des CSM comme outil thérapeutique. La
demande en MR reste tres élevée, car le besoin d’organes pour des transplantations ne peut
étre satisfait que par les dons d’organes de patients souvent décédés et malgré de grandes
avancées en matiere d’extraction, d’isolation de CS et le contrdle de ces dernieres en terme de
croissance, prolifération et de différenciation dans des milieux biologiques spécifiques, leur
croissance sur des substrats reste mal connue et pourtant indispensable pour le
développement des nouvelles surfaces pour induire, maitriser et étudier les comportements
cellulaires sur ces surfaces ce qui permet par suite d’émerger une nouvelle visibilité des

applications de I'IT.

I1- Membrane extracellulaire

I1.1- Description de la membrane extracellulaire

Les tissus des étres pluricellulaires sont caractérisés par une structure de base responsable de
leurs propriétés physiques, leur organisation et leur protection. C’est une espace
extracellulaire qui entoure des cellules homologues ou hétérologues et contient de
macromolécules de type et de nature différents, que I’on désigne sous le nom de matrice
extracellulaire (MEC) [29]. Aprés des études exécutées en XXeme siecle sur des tissus

conjonctifs visant a isoler et caractériser un grand nombre de leurs constituants
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macromoléculaires, la MEC a été défini comme un réseau enchevétré de macromolécules.
Ces macromolécules sont infiniment variés et sont en étroite relation avec les cellules
enveloppées dans la MEC [30].

Selon la composition moléculaire de la MEC, elle peut étre d’aspect liquide (le liquide
interstitiel ou le liquide synovial riches en polysaccharides), d’aspect solide (I’os riche en
phosphate de calcium) ou d’aspect gélatineux (les tendons riches en protéines fibreuses) [31].
Histologiquement, la MEC présente deux types d’organisations architecturale : le stroma et la
lame basale. Le stroma ou matrice interstitielle caractérise notamment les tissus conjonctifs.
Cette matrice est produite par des cellules €loignées les unes des autres, appelées cellules
résidentes ou stromales, surtout par les fibroblastes a c6té de cellules immunitaires et
endotheliales. Son réle principal est le soutien mécanique. La lame basale ou membrane
basale (MB) est spécifique des tissus épithéliaux, elle est synthétisee par les différentes
couches de cellules jointives entre elles qui reposent sur cette matrice compacte. Cette
matrice est responsable du maintien de la polarité cellulaire a travers son role de
compartimentation et de support structural [30]. Cette région spéciale constitue un type
particulier de MEC est composée de trois couches superposées : la lamina rara (transparente
aux électrons), la lamina densa et la lamina reticulata [31]. La MB présente des
morphologies, des épaisseurs et des compositions moléculaires différents selon les types
cellulaires, on peut distinguer [31] (figure 6) :

- La famille des collagénes qui forme un réseau stable de polymeres.

- La famille des laminines qui s’assemble pour constituer des réseaux associés a des
autres reseaux formes par les collagenes (surtout le collagene V).

- Le nidogéne/entactine qui relie plusieurs molécules comme le perlecan (heparan-
sulfate proteoglycane), le secreted protein acidic and rich in cystein (SPARC), la
fibuline et autres au sein des réseaux de collagénes et de laminines.

- Des molécules extrinséques telles que la FN qui contribue a la formation des MB.

- Des récepteurs a des molécules de la MEC en particulier les intégrines (lg)
(récepteurs a la FN), CD44 (récepteurs a 1’acide hyaluronique) et autres, qui sont en
regard de la MB.
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Figure 6: Le réseau bidimensionnel de la lame basale de la MEC [32].

(A) Schéma du réseau bidimensionnel formé par la lame basale a travers des interactions spécifiques (B) entre
les protéines du collagene de type 1V, la laminine, le nidogéne et le protéoglycane (perlecan). Les fleches en (B)

montrent les molécules qui peuvent se lier directement les unes aux autres.

Des interactions bidirectionnelles s’établissent entre les cellules et la MEC. Les cellules
synthétisent et organisent la MEC, alors que la MEC en retour régule leur phénotype et leur
activité, elle interagit avec des récepteurs de la surface cellulaire et affecte par suite les
processus développementaux et homeostatiques [29,33]. Comme les cellules baignent dans la
MEC, elle assure par suite leurs communications en jouant un role essentiel dans les contacts
directs entre cellules (molécules d’adhérence et jonction cellule-cellule) et dans I’intervention
dans des diverses voies de signalisation et de nombreux processus embryologiques,
physiologiques et pathologiques [34]. Sa synthése diminue avec I’dge et présente un
phénomeéne de vieillissement a 1’origine de nombreux problémes [31].

La composition de la MEC, sans prenant en compte son type, regroupe quatre classes des
macromolécules : les protéines fibreuses (élastine, collagene), les polysaccharides matriciels
(protéoglycanes et glycosaminoglycanes), les glycoprotéines de structure (fibronectine,
laminine), les protéines associées a la matrice (enzyme, facteurs de croissance). Ces
macromolécules matricielles présentent dans les fluides biologiques sous forme soluble et/ou
incorporées de facon insoluble dans les matrices solides [35-37]. Elles sont distribuées en
proportions tres variées selon le tissu considéré. Le cerveau est constitué d’une quantité

mineure de MEC, par contre les tendons et le derme en contiennent majoritairement [34]. En
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général la MEC qui est présente a tous les niveaux de l’organisme se trouve plus
specifiguement dans les tissus osseux et cartilagineux, en abondance dans les tissus

conjonctifs laches, et en pauvre quantité entre les cellules épithéliales [31].

11.1.1- Les protéines fibreuses

L’organisation structurale des tissus, y compris le soutien mécanique et la rigidité/résistance,
et ’élasticité des tissus sont les deux fonctions principales de protéines fibreuses (collagéne,
¢lastine). Ces deux fonctions s’accomplissent respectivement par des fibres structurelles et
des fibres élastiques synthétisées par ces protéines.

La famille des collagénes est parmi les protéines fibreuses productrices des fibres
structurelles. Cette famille occupe un pourcentage important parmi les protéines constitutives
du corps humain, environ 30% en masse des proteines totales chez ’homme [38]. La peau et
les os sont constitués essentiellement du collagene. Les parois vasculaires, les tendons, le
derme en contiennent respectivement 20-40%, 70-85% et 65-75% (en % du poids sec) [31].
Elle regroupe 28 types dont 80-90% sont représentés par les collagenes I, II, et IlI,
ubiquitaires [39]. Le précurseur du collagene est le pro-collagéne, synthétisé par les cellules
musculaires lisses vasculaires (CMLVs), les cellules endothéliales, les fibroblastes et les
macrophages [40]. Cette famille comporte trois groupes : les collagenes fibrillaires, les
collagénes non fibrillaires et les collagenes constituants des réseaux. Les collagenes les plus
fréquents sont les collagénes fibrillaires de type I (artére, veine, os, derme...), Il (cartilage),
[11 (artére, veine...) et IV (constituant de la lame basale) [31].

Toutes les molécules de collagénes sont composés de trois chaines polypeptidiques, ils
peuvent étre des homotrimeres ou hétérotrimeéres. Ces trois chaines contiennent la séquence
Gly-X-Y (X étant le plus souvent une proline et Y une hydroxyproline [41] (figure 7), triplet
spiralé, favorisant I’assemblage de trois chaines en triple hélice [38]. Ces triples hélices de
collagéne subissent avec d’autres des auto-assemblages en formant des fibrilles puis des
fibres rigides et stables assurant par suite le maintien de la matrice. La rigidité des tissus
augmente avec les liaisons covalentes qui s’établissent entre les fibres de collageénes par

I’intermédiaire des enzymes comme la lysyl oxydase ou la transglutaminase [42].
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Figure 7: Composition des fibres de collagenes [43].

(A): Assemblage de trois chaines de collagénes en triples hélice a cause de la répétition du motif Gly-X-Y.
(B): Clivage des domaines N-terminal et C-terminal de la triple hélice et formation des monoméres de

collagénes. (C): Assemblage des monomeéres en microfibrilles puis en fibres de collagenes.

A c0té de la fonction principale de collagéne de conférer la résistance mécanique aux tissus,
le collagéne est egalement impliqué dans la ’adhésion, la différenciation, la prolifération, la
migration, et ’apoptose cellulaires [44]. Par ailleurs, cette protéine présente des sites de
liaison pour les FN ou les glycosaminoglycanes a travers des motifs non-collagéniques non
pas formée a partir de triple hélice [45,38].

L’élastine est parmi les protéines fibreuses productrices des fibres élastiques. Ces fibres sont
composées majoritairement d’¢élastine associée a des microfibrilles de fibrillines ou de
microfibril-associated glycoproteins (MAGP). Ces fibres sont disposées en lames
concentriques paralléles a la surface du tissu (figure 8), elles sont retrouveées abondamment
dans les ligaments élastiques, les tissus musculaires, le cartilage élastique, les lames

élastiques des grosses artéres et les vaisseaux sanguins [31].
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Figure 8: Représentation des lames élastiques de la matrice extracellulaire de 1’aorte [31].

L’¢élastine est produite sous forme d’un précurseur soluble, la tropoélastine qui est formé de
deux régions : la boucle élastique N-terminale qui confére aux fibres 1’élasticité et la région
C-terminale qui permet I’interaction des fibres avec les cellules [46].

L’¢lastine joue un role important dans I’artériogenese. Chez la souris, ’absence d’élastine
suite a une invalidation du géne de 1’élastine permet une occlusion compléte des artéres et en
conséquence la mort des souris aprés la naissance [47]. Chez ’'Homme, la pathologie de la
sténose supravalvulaire aortique est le résultat d’une hémizygotie du gene de I’élastine [31].

11.1.2- Les polysaccharides matriciels : glycosaminoglycanes et protéoglycanes

Les glycosaminoglycanes (GAGs) et les protéoglycanes (PGs) sont les deux types
de polysaccharides matriciels qui assurent la fonction de résistance de la matrice et forment
un réservoir de molécules biologiquement actives des tissus.

Les GAGs sont des chaines polysaccharidiques non ramifiées, sulfatées et chargées
négativement, ce sont des enchainements de motifs disaccharidiques, dont 1'un des
disaccharides est un glucide aminé (N-acétylglycosamine ou N-acétylgalactosamine) et
I’autre un monosaccharide (acide glucuronique, acide iduronique ou galactose). lls occupent
75% du volume de la MEC et 10% du son poids [31].

Le type de liaison entre les disaccharides des GAGs, ainsi le nombre et la position des
groupements sulfates sont des criteres essentiels de classement des GAGs en cing groupes :
les héparanes-sulfates (HS), les chondroitines-sulfates (CS), les dermatanes-sulfates (DS), les

kératanes-sulfates (KS) et les acides hyaluroniques (AH) [48] (Figure 9).
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Figure 9: Représentation des motifs disaccharidiques composant les glycosaminoglycanes.

Les protéoglycanes sont composés dun cceur protéique auquel sont liées une a plusieurs
dizaines de chaines GAGs [49]. Ils se différent entre eux par la nature da la chaine protéique
(longueur et composition) et des GAGs constitutifs (composition et nombre de ramifications),
on peut les retrouver soit sous forme libre dans la MEC (PGs matricielles), soit membranaires
tels que les syndéecanes (PGs a HS) [48].

Les PGs matricielles les plus répandus sont: ’aggrécane trouvé en grande quantité dans le
cartilage, la décorine (CS/DS) abondant dans les tissus conjonctifs, et le perlecan (HS) dans
les MB [31], et autres familles y sont représentées dans le tableau 1.

L’AH est un GAG non sulfaté, ce qui ne lui permet pas d’établir des liaisons covalentes avec
des proteines et par suite on ne peut pas le trouver sous forme de PGs contrairement aux
autres GAGs (HS, CS, DS et KS). La charge négative des molécules des GAGs (groupes
sulfatés et carboxylates) les rend d’un part capable de fixer des molécules d’eau, d’augmenter
leur rayon hydrodynamique, permettant par suite d’occuper une espace importante dans la
matrice en fournissant une résistance aux forces de compression et un réservoir a eau et
molécules bioactives et d’autre part de charger les PGs négativement et les rend des
molécules hydrophiles grace a la répulsion entre les charges négatives [50]. Par ailleurs, les
PGs (libres ou membranaires) ont des fonctions biologiques différentes, ils contribuent a
I’organisation du MEC en réseau en interagissant avec les composants de la MEC ainsi qu’ils
peuvent lier directement sur les récepteurs des facteurs de croissance comme le FGF, c’est le

cas des perlécanes, PGs a HS membranaires [51].
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Tableau 1: Les protéoglycanes matriciels [52].

Protéoglycane Core protéique Nb de chaines de Distribution
(Kd) GAGs

Aggrécan 208-220 ~100 CS/DS Secrété; cartilage
Versican 265 12-15 CS/DS Secrété; tissus conjonctifs;aorte; cerveau
Neurocan 145 1-2 CS/DS Secrété; cerveau
Brévican 96 0-4 CS/DS Secrété; cerveau
Décorine 36 1 CS/DS Secrété; tissus conjonctifs
Biglycan 38 1-2 CS/DS Secrété; tissus conjonctifs
Perlécan 400 1-3 HS Secrété; membranes basales; cartilage
Agrine 200 1-3 HS Secrété; jonctions neuromusculaires
Collagéne type XVIII | 147 2-3 HS Secrété; membranes basales

11.1.3- Les glycoprotéines de structure

Les interactions entre les glycoprotéines et les autres constituants de la MEC sont tres
nombreuses (élastine-glycoprotéines de structure, protéoglycanes-glycoprotéines de structure,
glycoprotéines de structure-collagénes). Ces interactions contribuent a la mise en place et au
maintien de la cohésion tissulaire.

Par définition, les glycoprotéines de structure sont des protéines sur lesquelles sont greffées
de courtes chaines glucidiques, leur distribution tissulaire differe entre ces protéines, les uns
sont ubiquitaires comme la FN, d’autres spécifiques d’une localisation déterminée comme les
laminines des MB. Toutes les glycoprotéines présentent des sites de fixation aux cellules via
des récepteurs spécifiques tels que les récepteurs contenant la séquence Arg-Gly-Asp (RGD)
qui sont les plus fréquents, ou via les Ig ainsi que d’autres sites d’interactions avec les autres

macromolécules extracellulaires [47].
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On peut distinguer deux types de glycoprotéines, celles qui sont solubles dans les liquides
biologiques et celles qui sont liées aux cellules et/ou incorporées dans des réseaux matriciels
insolubles appelées matricielles dont chacune de ces molécules a une localisation et un réle
specifique (tableau 2). A c6té de leur capacité a la formation des réseaux complexes, les
glycoprotéines matricielles peuvent encore déclencher plusieurs voies de signalisation par
des liens établis avec des differents facteurs de croissance [48].

Tableau 2: Exemples des glycoprotéines solubles et matricielles [48].

Glycoprotéines solubles Glycoprotéines matricielles
Fibronectine Fibronectine
Vitronectine Vitronectine
Fibrinogene Laminine

Facteur Von Willebrand Thrombospondine

Immunoglobulines Ostéopontine
Ténascine
Fibrine
Fibrilline

Elles sont caractérisées par leur complexité (poids moléculaire de plusieurs Da) et leur
structure organisée en modules repliées individuellement (figure 10), dont on trouve des
séquences d’acides aminés permettant leur auto-assemblage et/ou la liaison de ces molécules

avec d’autres protéines [52].
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Figure 10: Exemples de glycoprotéines de structure de la MEC [52].

Schéma représentative de trois glycoprotéines : Fibronectine, Tenascine et Thrombospondin. Ces glycoprotéines
sont composées de plusieurs modules (domaines) illustrés par des différentes formes géométriques et sont

spécifiques d’interactions avec d’autres molécules.

11.1.4- Les protéines associées a la matrice

Les protéines associées a la matrice correspondent a des différents enzymes responsables de
la structuration et le renouvellement de la MEC, et a des molécules biologiquement actives
(MBA) stimulatrices ou inhibitrices de certains comportements cellulaires.

Les enzymes associées a la matrice peuvent modifier la MEC soit par le processus de pontage
via des enzymes liantes ou ligases, soit par le processus de dégradation via des enzymes
dégradantes (protéases).

La fonction essentielle des ligases est de créer des liaisons covalentes entre les molécules. La
transglutaminase (TGase) et la lysyl oxydase (LOX) sont des exemples de ligases qui
permettent le pontage entre les fibres de collagéne et les fibrillines [54,38]. La TGase catalyse
la formation de liaisons peptidiques entre la lysine et le glutamate alors que la LOX catalyse
la liaison entre deux fonctions aldéhydes ou entre 1’aldéhyde et la lysine. Ces enzymes
permettent la communication entre les cellules et la matrice environnante en jouant le role de
récepteur membranaire de protéines d’adhérence et de molécules matricielles [55,56]. Par
ailleurs, 1’action protéolytique des enzymes dégradantes autorise le déplacement des cellules
au sein de la MEC, la libération des facteurs de croissance et le renouvellement de la MEC.

Leur mode d’action et leur fonction dépend de I’activité de leur site actif: les
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métalloprotéases matricielles et métalloprotéases transmembranaires fonctionnent dépendant
d’ion métallique zinc, calcium et manganese, la fonction d’ADAMs et d’ADAMTs
dépendent du zinc, les Sérine protéases clivent autour des résidus sérines alors que la
cathepsine possedent des mécanismes d’action variés et ne fonctionne qu’a pH basique.

Les molécules bioactives liées a la matrice sont désignées encore sous le nom de
crynopectines, n’affectent pas la MEC structurellement mais plutdt fonctionnellement a
travers soit I’inhibition ou la stimulation de la croissance, la prolifération ou la différenciation
cellulaire.

Les crynopectines sont de deux sortes : Les crynopectines de type I comme le bFGF (basic
Fibroblast Growth Factor) et le TGFp (Tissue Growth Factor B, et les crynopectines de type Il
tels que le TGFa (Tissu Growth Factor o) et 'EGF (Epithelial Growth Factor) [48].

I1.2- Interactions entre la membrane extracellulaire et les cellules

La MEC, dynamiquement et constitutionnellement, est trés diversifiée. Elle régule le
comportement cellulaire via des interactions effectuées entre ses molécules constitutives et
les cellules environnantes. Ces interactions sont mediées par des réecepteurs
transmembranaires spécifiques exprimés a la surface cellulaire.

Les intégrines représentent une famille de récepteurs transmembranaires specifiques des
molécules matricielles. Ce sont des hétérodimeres composes de deux sous-unités o (18 sous-
unités) et B (8 sous-unités) liés entre elles par des liaisons non covalentes, et sont répartis
difféeremment entre les tissus et les cellules de I’organisme [57,58]. La classification des Ig se
base soit sur 1’association entre les sous-unités o et B (figure 11 A) soit sur la nature de la
séquence reconnue dans la matrice (les sequences RGD sont reconnues par les Ig av, a5, a8
et allb) (figure 11 B). Cette association confére aux Ig la caractéristique de la spécificité
d’affinité au ligand comme dans le cas de I’Ilg a5B1 qui reconnait spécifiquement la FN. La
FN ou autres ligands peuvent se lier a des différents récepteurs cellulaires, tel que la FN qui
est reconnue par avpl, avp3, avp5, avp6, avp8, a4Bl, a4B7, as5B1, a8Bl, a9pl, allbB3
(spécifique aux plaquettes) et aMpB2 (spécifique aux leucocytes) [58].

Les Ig sont composées de trois parties : une partie extracellulaire de liaison du ligand
extracellulaire, une partie transmembranaire et une partie cytoplasmique de liaison des
partenaires intracellulaires (sauf p4) [56]. Cette structure permet aux Ig d’accomplir leur role

d’adhérence cellule-cellule ou cellule-matrice (Figure 12).
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receplors

Figure 11: Schéma de la classification et les récepteurs des intégrines.

(A) schéma représentant la classification des intégrines en fonction de 1’association des sous-unités o et 3. Le
bleu représente les intégrines liant la séquence RGD, le violet représente les intégrines liant les collagénes, le

vert représente les intégrines liant les laminines [56]. (B) La famille de récepteurs des intégrines [59].
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Figure 12: Schéma représentative des interactions cellule-MEC, cellule-cellule [60].

L’adhésion cellule-matrice s’effectue par la participation des Ig a la constitution des
structures d’adhérence nécessaires pour la stabilisation et le renforcement des sites d’ancrage
a la matrice et ’initiation da la signalisation intracellulaire.
La formation des structures d’adhérence nécessitent le recrutement de trois types de
molécules sur la face cytosolique suite a I’interaction du ligand avec I’lg (figure 13) [61]:
- les protéines de structure (Taline) : lient I’actine du cytosquelette a la partie
cytoplasmique des Ig.
- les protéines adaptatrices (Vinculine, o-actinine): servent d’un moyen de
consolidation de la liaison entre les protéines de structure et I’actine,
- les protéines de signalisation (Arp2/3, FAK, Rho GTPases) : responsables, par leur

activites catalytiques, de la polymérisation de I’actine et par suite de la mise en place
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de voies de signalisation comme la voie des MAP Kinases et les voies des
remaniements du cytosquelette actino-myosinique [56].
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Figure 13: Schéma représentative des structures d’adhérence.

Les littératures ont décrit généralement trois types de structure d’adhérence qui se
différencient par leur localisation et leur morphologie mais elles ont comme point commun la
composition moléculaire de base (Figure 14) [63,64]:

- Les complexes focaux (moins de 1 pum de diamétre) : localisés a I’extrémité des
cellules et des protubérances membranaires. lls sont plus stables que les contacts
focaux.

- Les contacts focaux (1 a 5 um de diametre) : localisés a I’extrémité des faisceaux
d’actine a la périphérie des cellules. Leur organisation est sous forme de tiret.

- Les adhésions fibrillaires (plus de 5 um de long): localisées au centre de la cellule. On
ne les trouve pas dans des cellules en migration, et on peut les distinguer par les larges
fibres de stress disposées parallelement aux fibres de FN sous-jacentes a la cellule.

On peut trouver dans ces structures d’adhérence plus de 150 molécules différentes recrutées
selon des propriétés moléculaires, structurales et mécaniques spécifiques de 1’environnement
[64].

Le versican, le plus gros protéoglycane de la paroi vasculaire, induit ’adhésion cellulaire, la
prolifération et intervient lors de la migration cellulaire [65]. La FN, a des rdles importants
dans I’adhérence cellulaire, I’activation des voies de transduction du signal, la modification
du comportement cellulaire, et ’intervention dans 1’embryogenése et dans des différents

processus physiologiques [67,68], les laminines encore contr6lent ’adhésion, la prolifération,
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la différenciation et la polarisation des cellules. Alors, tous ces exemples et autres montrent
I’importance des interactions entre le compartiment extracellulaire et le compartiment

intracellulaire dans 1’orientation des fonctions cellulaires.

A B

Figure 14: Image des différents types de structure d’adhérence par microscopie a fluorescence [62].

(A) les complexes focaux localisés a I’extrémité des cellules. (B) triangle blanc : les contacts focaux localisés a
la périphérie des cellules et représentés en rouge par le marquage de la paxilline, fleche blanche : les adhésions

fibrillaires localisées au centre de la cellule et représentées en vert par le marquage des intégrines a5.

I1.3- Intérét des cellules souches mésenchymateuses en médecine régénérative
La MR a ete déja défini comme une combinaison de la thérapie cellulaire et de I’IT, son
objectif principal est le traitement des pathologies humaines graves et la régénération des
tissus, et tout développement concernant cette nouvelle médecine est basée sur la
comprehension des différents processus biologiques exigés dans le fonctionnement des
cellules et des tissus. Aujourd’hui le terme de MR est associé a un type de cellules qui suscite
des intéréts grandissants : les cellules souches. Le terme de « cellule souche » CS (« stem cell
» en anglais) est mentionné depuis 1883 [68]. Ces cellules présentent trois propriétés les
différencient des autres types :

1- Elles sont des cellules indifférenciées.

2- Elles possédent la propriété d’auto-renouvellement.

3- Elles ont la capacité de différenciation (transformation en cellules spécialisées) dans

certaines conditions.

Parmi ces CS, les cellules souches dites mésenchymateuses (CSM) représentent un outil
thérapeutique attrayant capable de jouer un réle dans un large range d'applications cliniques
dans le contexte des stratégies de thérapie cellulaire et de thérapie genique. Cependant, les
CSM présentent des inconvénients résidants dans leur mode d’obtention ainsi que dans le
temps de leur utilisation. En fait, les CSM issues de tissus adultes peuvent entrer en phase de

sénescence a partir du lancement de la culture cellulaire in vitro et par suite, une perte des
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caracteristiques de CS a été signalé [69]. De ce fait, les cliniciens devraient utiliser les CSM
dans des phases précoces de la culture.

11.3.1- Historique des CSM

Il'y a plus de 140 ans que Cohnheim a évoqué la réparation des Iésions cutanées par des
cellules d’origine médullaires ayant la possibilit¢é d’étre a D’origine d’une partie des
fibroblastes dermiques. En 1960, Friedenstein a remarqué dans la moelle osseuse, aprés une
série d’études, une colonie cellulaire adhérente au plastique et d’allure fibroblastique capable
de se proliférer, de se différencier en ostéoblastes in vivo, et de participer au soutien de
I’hématopoiese. Ce qui permet & Friedenstein de lancer une définition fonctionnelle des
progéniteurs mésenchymateux : Colony Forming Unit-fibroblasts ou CFU-F (les unités
formant des colonies fibroblastiques) [70]. Owen a montré en 1988 que cette population
présente les propriétés d’une CS notamment 1’autorenouvellement et la differenciation [71].
Finalement, en 1991, et aprés la mise en évidence des aptitudes de différenciation
ostéoblastique, chondrocytaire et adipocytaire de cette population, Caplan a proposé la
dénomination de « cellules souches mésenchymateuses » (CSM) et a souligné le potentiel
thérapeutique de 1’utilisation de ces cellules dans la réparation squelettique [72]. Une serie de
découvertes au sujet de CSM s’alternent, y compris leur faible immunogenicité, leur capacité
de migration vers le tissu lésé, et le plus important leur modulation de fonctionnement des
cellules voisines, confirmant par suite ’intérét de ce type de cellules en thérapeutique et
permettant encore une imagination de nouvelles potentialités thérapeutiques jour apres jour.
Aujourd’hui ces caractéristiques et autres non cités aménent a moduler plusieurs processus

cellulaires tels que la mort cellulaire, la réponse immune ou encore la cicatrisation [70].

11.3.2- Définition et localisation des CSM :

En IT, il apparait essentiel de choisir des sources alternatives des cellules réparatrices ayant
un potentiel thérapeutique adapté afin de les associer aprés aux biomatériaux. Dans ce
contexte, les CSM sont d’un intérét spécifique et remarquable dans la MR du fait de leurs
caractéristiques particulieres.

Trois critéeres de caractérisation des CSM ont été proposé en 2006 par la Société
internationale de thérapie cellulaire (ISCT) [73]:

1- T1’adhérence des cellules au plastique de culture (figure 15).
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Grossissement oculare x objectif - 200.

Figure 15: Apparence fibroblastique des CSM en culture observées en microscope [70].
2- un phénotype cellulaire commun déterminé par cytométrie en flux en se basant sur un

panel d’antigénes de surface (Tableau 3).
3- l’aptitude a se différencier in vitro en ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes (figure

16).
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Figure 16: la multipotence des CSM [69].
Les CSMs isolées de nombreux tissus et organes ont le potentiel de se différencier en des lignées
mésodermiques comme les adipocytes, les ostéocytes et les chondrocytes, et peuvent aussi transdifférencier
en cellules de certaines couches de lignées germinales comme les cellules du muscle cardiaque, des cellules

musculaires lisses, les cellules hépatiques, les cellules neurales, les cellules endothéliales et les cellules

pancreéatiques.
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Tableau 3: Marqueurs des CSM en cytométrie de flux [74].

Ces marqueurs regroupent un panel d’antigénes de surface dont 1’expression est positive et un autre dont

I’expression est négative.

Antigenes présents Antigenes absents
a la surface des propriété de la surface des propriété
CSMs (>95%) CSMs (<2%)
CD105 SH2, endogline CD45 Marqueur leucocytaire
CD73 SH3, CD34 Progéniture hématopoiétique/cellules
ecto5’nucléotidase endothéliales
CD90 Thy-1 CD14 ou CD11b Monocytes et macrophages
CD271 Récepteur de faible | CD79a ou CD19 Lymphocytes B

affinité au NGF

CD106 VCAM-1 HLA-DR En l’absence de stimulation par

I’interféron y

CD54 ICAM-1
CD29 ITGB1
CD44 Récepteur a 1’acide

hyaluronique

En plus des standards de caractérisation des CSM proposés par L’ISCT, cette société a
précise encore des critéres immunologiques des CSM, auxquels devraient répondre ces
cellules en ce qui concerne les applications cliniques [75].

Alors les CSM, qui sont identifiées par leur apparence fibroblastique, sont d’origine
mésodermique et sont décrites au niveau de la moelle osseuse (MO) mais elles ont été isolées
encore a partir de nombreux tissus et organes. L’origine des CSM affecte bien leur potentiel
de différenciation [76] et leur profil d’expression génique [77] dont ’expression de nombreux
marqueurs (antigénes) exprimés a la surface membranaire de ces cellules varie en fonction de

I’origine tissulaire [78].
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Les CSM ont été isolées a partir de la MO pour la premiere fois en 1976. Ensuite, et depuis
leur isolement au sein de la MO, ces cellules ont été isolées a partir d'une multiplicité de
sources adultes telles que le tissu pulmonaire, le tissu adipeux, le tendon, la membrane
synoviale mais aussi des sources feetales comme le placenta ou le cordon ombilical (Figure

17).
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Figure 17: Principales sources adultes de CSMs [79].

La moelle osseuse, le tissu adipeux, le tissu synovial, le muscle squelettique, la pulpe dentaire, le systéme

circulatoire, le cceur, le cerveau et d'autres tissus conjonctifs.

Alors, les CSM ont été isolées tout d’abord des tissus squelettiques vascularisés tels que la
MO et le tissu osseux, ou elles ne représentent qu’une faible proportion de la population
totale des cellules mononuclées [80]. Ensuite, a partir du tissu adipeux qui pourrait servir
d’excellente source de CSM du fait qu’elles sont 100 a 1000 fois plus abondantes que dans la
moelle ou elles posseédent un taux de prolifération élevé lors de 1’expansion in vitro avec une
capacité de différenciation multiple [82,83,84], ainsi a partir du cartilage (non vascularisé). Et
apres, elles ont été isolées a partir d’autres tissus tels que les tissus ophtalmologiques comme
le trabéculum [84] et le limbe [85], le sang du cordon ombilical [78] ou menstruel [86], ou
encore au niveau de la pulpe dentaire [87]. Ainsi, autres tissus comme le liquide synovial, la
gelée de Wharton du cordon ombilical , le tissu feetal, la veine ombilicale, le périoste, le
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systeme vasculaire, les muscles [69] et autres exemples contiennent également des CSM. En
plus, et selon les critéres d’identification de ’'ISCT [73], les CSM ont encore une localisation
périvasculaire [88].

Les CSM sont trouvés dans la MO en faible nombre [89], elles sont physiologiquement
quiescentes et présentent un faible taux de renouvellement in vivo [90]. Ces cellules
possedent in vitro une forte multiplication aprés 1’adhérence au support plastique de la
culture, ainsi une durée de vie assez limitée [91]. La vie des CSM est limitée soit a cause de
I’engagement précoce de ces cellules dans des lignages de différenciation, soit & cause
qu’elles entrent en phase de sénescence qui est caractérisé par la manque d’activité

télomérase [92].

11.3.3- Spécificités et intérét des CSMs en médecine régénérative

Du fait de I’ensemble des spécificités qu’elles présentent, les CSM apparaissent prometteuses
de nombreux études et essais cliniques quant a la réparation et la régénération de tissus, ce
qui leur permet d’abord d’occuper une place importante dans la MR, et de constituer un enjeu
majeur dans des perspectives de développement clinique.

En premier lieu, certaines études ont montrées que les conditions environnementales ou se
trouvent les CSM, sont les facteurs principaux de déterminer leur phénotype, leur
morphologie, et leur marqueurs membranaires spécifiques. L’importance biologique de
différents types de ces cellules réside dans les molécules de la surface cellulaire qui, d’une
part les caractérisent et distinguent, d’autre part sont responsables de leurs propriétés
fonctionnelles, y inclus I’adhésion cellulaire, la signalisation cellulaire, 1’activation du
récepteur et autres fonctions spécifiques des CSM. Citons parmi ces marqueurs : les protéines
ancrées a glycosylphosphatidylinositil (GPI) : le CD73 (ecto-5- nucléotidase) et CD90
(Thyl), les molécules de transduction du signal dans le systéme immunitaire humain et les
médiateurs des interactions cellule-cellule et cellule-matrice, les molécules d’adhésion
CD106 (VCAM-1) et CD166, CD105 (endogline), une intégrine et une molécule de fixation
de TGF-f , CD29 (intégrine B1) impliqué dans la migration des cellules souches
mésenchymateuse et le récepteur CD44 (récepteur hyaluonane)...[69].

En deuxieme lieu, un réle de CS et un réle dans la niche de la MO sont exercés par les CSM.
Le premier réle a pour objectif principal le renouvellement physiologique de cellules
constitutives spécifiques des tissus squelettiques, pas seulement dans les cas normales mais

encore en cas d’atteinte tissulaire [72]. Le deuxiéme rble physiologique vise & assurer un
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support physique et nutritif de maintien et de contrdle des CS du point de vue de nombre et
destin [93].

Par définition, une niche est composée d’une partie cellulaire (CS et cellules stromales) et
d’une partie non cellulaire (la MEC), elle présente des vaisseaux sanguins et des neurones
permettant la régulation de la mobilisation des CS. La fonction de ce microenvironnement est
le contréle des comportements cellulaires tels que la mobilisation, ’auto-renouvellement, la
différenciation, expansion, apoptose et quiescence [95,96] ( figure 18). La teneur en oxygeéne
est un facteur essentiel dans la composition de cette niche. ’équipe Nékanti et al., a révélé
une faible teneur en oxygene (hypoxie) dans le microenvironnement de nombreuses CS
adultes a des stades précoces du développement et des cellules souches embryonnaires, ainsi
cette équipe a montré que les CSM de la Gelée de Wharton présentent une meilleure
prolifération dans des conditions d’hypoxie, tout en conservant 1’expression des marqueurs de
surface et leur potentiel de différenciation en des différentes lignées [96].

Les CSM ont initialement été décrites dans la MO, qui aprés la compréhension progressive de
sa physiologie et de la nature des cellules qui la composent a permis de développer la
connaissance sur les fonctions des CSM medullaires et surtout sur les niches des cellules

souches hématopoiétiques (CSH).

Cadherins ® . Signaling Molecules

Integrins Surface Receptors

Figure 18: Schéma représentant la niche des cellules souches mésenchymateuses [69].
= Concentration de xygéne relative des , = Cellule différenciée, = Matrice
02 C tration de 1’Oxyge lative des CSM, DC = Cellule différenciée, ECM Matri

extracellulaire, BV = Vaisseaux Sanguins.

La niche des CSH, dans la MO, est composée majoritairement des CSM ou elles présentent
un role prédominant en recevant les messages afférents des nerfs adrénergiques [96,98], et
contribuent d’un coté au recrutement des cellules hématopoiétiques matures [98] et au
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contrble de la différenciation des CSH d’un autre coté. Ainsi, il a été identifié que les CSM
jouent un role intermédiaire, via les lymphocytes CD8+, L’IFN-y et I'IL-6, dans la
différenciation et le recrutement des progéniteurs hématopoiétiques [99]. En plus, Chao Shi et
al. ont montré que les CSM medullaires qui expriment des recepteurs TLR (Toll-Like
receptor) sont impliquées, en cas d’une infection, dans le recrutement de monocytes vers la
circulation systémique a travers la sécrétion de CCL2 [100]. D’autres roles sont identifiés
encore pour les CSM, par exemple P’identification du leur rble dans le controle de
I’hématopoiese, ainsi leurs différents réles dans la formation/réparation/renouvellement en
tant que CS, ce qui constitue un enjeu majeur dans le développement clinique.

Les effets bénéfiques globaux de I’utilisation des CSM tellement décrits dans différents
contextes pathologiques proviennent des propriétés et des mecanismes spécifiques de CSM,
ou dans la plupart des cas, I’intérét majeur de ces cellules est le résultat d’une association de
plusieurs mécanismes essentiels: la multipotence/différenciation, 1’immunomodulation et
I’activité paracrine... Ces caractéristiques émergentes occupent un atout important dans le

domaine de la MR.

11.3.3.1- La multipotence/différenciation

En effet, les CSMs sont définies par leurs caractéristiques d’autorenouvellement, de
prolifération [101] et de multipotence [73] (figure 19), et la trans ou retrodifférenciation
[102].

La multipotence définit le pouvoir d’une cellule a se différencier en plusieurs types
cellulaires issus d’un méme feuillet embryonnaire (adipocytes, ostéoblastes, chondrocytes,...)
[80]. Il a été observé des différenciations en neurones [104,105], cardiomyocytes [105],
hépatocytes [106], cellules pancréatiques[107], 1’os [108], le cartilage [109], le ligament et le
tendon [110] et cellules musculaire squelettiques ou lisses [111]. L’autorenouvellement est
I’aptitude d’une cellule a se diviser pendant plusieurs générations sans perdre de leur capacité
de différenciation ni changement de morphologie, ces démonstrations sont mises en évidence
in vitro [112], par ailleurs la capacité d’autorenouvellement in vivo n’est pas démontré que
jusqu’a I’année 2007 par I’équipe de P.Bianco [113]. Alors et comme toutes les CS, les
CSMs sont des cellules immatures (indifférenciées) capables de s’autorenouveler et de

générer plusieurs types de cellules différenciées matures et fonctionnelles.
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Figure 19: Caractéristiques des cellules souches mésenchymateuses: 1’autorenouvellement/prolifération et

différenciation [5].

Alors que, la transdifférenciation ou plasticité qui a été étudié la premiere fois par
Lakshmipathy et Verfaillie (2005) [114] est définie par la capacité des CS a générer des types
cellulaires spécialisés d’un autre tissu, elle a été observée et décrit dans plusieurs types
cellulaires (figure 20) [115,116,117]. Elle présente deux grands intéréts : le premier est la
compréhension des mécanismes déterminants le devenir des CS et I’irréversibilité ou non de
I’engagement dans des lignés spécifiques cellulaires, le deuxiéme est la capacité

thérapeutique impliquée dans les thérapies régénératives a médiation cellulaire.
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Chondrocyte

-

Osteoblast Adipocyte

Figure 20: Schéma représentant un modele de certains potentiels de transdifférenciation de CSMs [118].
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11.3.3.2- La migration

La migration ou la capacité d’adressage vers un tissu lésé est un mécanisme existant
physiologiquement, cette capacité est mise a profit en thérapeutique pour des cas des Iésions
tissulaires. En cas de souffrance tissulaire, I’intégration des signaux de souffrance ou des
paramétres physiques générés, par exemple I’hypoxie, induit la sortie des CSMs de leur(s)
niche(s) et leur migration le long d’un gradient de chimiokines dont CXCL-12 (SDF-1) [70].
Une augmentation de I’expression du cathepsine B, cathepsine D, et prohibitine et une
diminution de I’expression du PAI-1 (plasminoggen activator inhibitor-1) et la superoxyde
dismutase manganése permettent la régulation de la migration des cellules. Les CSMs du
placenta et de la MO possédent une capacité de migration plus grande que celles du cordon
ombilical [69].

11.3.3.3- L’immunomodulation

De récentes études montrent que, suite a une infection ou une atteinte tissulaire, non
seulement les cellules de I’immunité innée sont stimulés mais egalement les CSMs résidentes
[119]. D’autres études considérent que les CSMs sont des cellules sentinelles de I’immunité
innée. Cette considération est basée sur le pouvoir des CSMs a détecter les agents pathogenes
a lintérieur de l’organisme d’un part et, a résoudre l’infection d’autre part, via leurs
interactions étroites directes et indirectes avec les cellules de ’immunité innée et leur
présence dans 1’ensemble des tissus vascularisés de 1’organisme [101,121] . Par ailleurs, leurs
interactions ne sont pas limitées seulement avec les cellules de I’immunité innée (monocytes,
macrophages...) mais encore avec celles de I’immunité adaptive (lymphocytes T,
lymphocytes B...). Cette fonction des CSMs est mise en évidence chez des souris souffrant
de la septicémie (une infection générale grave provoquee par le développement de germes
pathogenes dans le sang), ces souris survivent aprés un traitement basé sur I’injection
intraveineuse de CSMs [122,123]. Cet effet immunorégulateur ne peut pas s’accomplir
par les CSMs en soi méme, mais apres leur exposition a des différentes cytokines pro-
inflammatoires telles que I'IFN, le TNF, I’IL-1a ou P et autres, qu’on les désigne sous le nom
des stimuli, ce qui induit une potentialisation des CSMs [124,125,126,127]. Des études ont
signalé le role de I’IFN-y dans la stimulation de I’immunomodulation surtout dans 1’induction
de la production d’IDO par les cellules CSMs [127], d’autres ont signalé que 1’effet de cette
cytokine est amplifié par I’ajout de TNF-a [124,129]. Guangwen et al. ont montré que I’ITFNy
seule n’induit pas une immunosuppression des Lymphocytes T (acteur de I’immunité

adaptative), c’est par I’addition concomitante de 1’une ou I’autre des autres cytokines avec
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I’IFNy que D’activite immunosupressive par les CSMs se produit (figure 21 A). Cette méme
équipe a montré encore que les cellules CSMs attirent les lymphocytes T, mais elles ne les
attirent pas qu’aprées I’exposition de ces cellules aux cytokines proinflammatoires dont une
migration des mémes lymphocytes T préactivés a été observée en co-culture aprés un
prétraitement des CSMs avec des combinaisons diverses de cytokines. Seule le résultat de la
co-culture contenant les cellules T, les CSMs, IFNy et TNFa est représenté dans la figure 21
B, mais les mémes co-cultures (cellules T, CSMs, IFNy) contenant a la place de TNFa des

IL-1o ou IL-B ont donné le méme résultat [129].
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Figure 21: A) L’activité immunosupressive des CSMs induit par des cytokines proinflammmatoires. (B) La

migration des mémes cellules T a proximité de CSMs induite par les cytokines inflammatoires [129].

L’efficacité prouvée de CSMs dans diverses lésions tissulaires (lésions neuronales,
myocardiques, articulaires ou musculaires) chez des différents modeles d’animaux est due a
la production par ces cellules des molécules anti-inflammatoires et immunosuppressives
apres quelques jours, promouvant par suite la régénération du tissu de 1’hote [130]. L’intérét
des CSMs comme immunorégulateurs et médiateurs dans I’immunité provient
essentiellement des molécules qu’elles produisent, ces intéréts ont été largement décrits in
vitro et in vivo (Tableau 4).

La protaglandine E2 (PGE2) [131], le TNF-o-stimulated gene/protein 6 (TSG-6) [132],
I’enzyme 1’indoleamine 2,3dioxygénase (IDO) [127] et le transformorming growth factor
(TGF-B) [133], sont des molécules immunosuppressives et possedent plusieurs roles
bénéfiques lors des désordres immunitaires tels que 1’induction de 1’expression de IL-10 par
les lymphocytes T régulateurs, la prolifération des cellules natural Kkiller (NK) ou aussi

I’inhibition des lymphocytes T et la maturation des cellules dendritiques (CD).
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Tableau 4: Molécules essentielles sécrétées par les CSMs ayant comme cellules cibles les cellules de
I’immunité innée et adaptative [74].

Molécules secrétées par les cellules CSMs Cellules immunitaires cibles
IDO Lymphocytes B, T, Treg, monocytes, CD
PGE2 Lymphocytes T, macrophages, NK, monocytes, CD
TGF-p Lymphocytes B, T, Treg, NK, macrophages, CD
VEGF Lymphocytes Thl, Thl7, Treg, CD
IL-10 Lymphocytes Th1, Treg, macrophages, neutrophiles, CD
IL-6 Lymphocytes Th2, Th17, Treg, lymphocytes B, neutrophiles,

monocytes, CD

CCL2 Lymphocytes Th2, Th17, macrophages

CCL5 Lymphocytes Thl, Treg, neutrophiles, monocytes, CDs

En effet, les CSMs expriment a leur surface des Toll Like Receptors (TLRs) fonctionnelles,
et plus précisément, elles expriment les ARNm des TLRs [134]. Suite a une inflammation, les
TLRs sont activés et les CSMs changent leur type de réponse selon la phase d’inflammation.
Pendant une phase aigué d’inflammation, les CSMs présentent une activité proinflammatoire
en empéchant les monocytes er les macrophages M1 (proinflammatoires) de se différencier
en M2 (anti-inflammatoires), aboutissant par suite a une réponse proinflammatoire précoce.
Dans un second temps, et lors d’une phase d’inflammation secondaire, les CSMs présentent
une activité anti-inflammatoire aprés leurs stimulations par I’ensemble des cytokines
proinflammatoires. Cette activité est contr6lée par certaines molécules immunomodulatrices
notamment 1’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) qui a un rdle essentiel au cours de la
différenciation de M1 en M2, ainsi au cours de I’inhibition de la prolifération des
lymphocytes T, ce qui engendre une réponse anti-inflammatoire tardive permettant la

régénération tissulaire [130, 136].
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Alors, le microenvironnement cellulaire et le contexte inflammatoire jouent un réle clé dans
la détermination du phénotype des CSMs d’une part et dans leurs effets sur le systéme
immunitaire d’autre part. Les CSMs présentent une plasticité marquée, exercant des
phénotypes pro- et anti-inflammatoires dépendants des stimuli environnementaux [124]. En
équilibrant le phénotype activant ou suppressif, les CSMs peuvent jouer un role central dans
la régulation du contréle immunitaire et la réparation et la régénération tissulaire. Ainsi, en
fonction du microenvironnement, les CSMs sont capables de moduler la réponse des cellules
immunitaires du systeme immunitaire inné et adaptatif (figure 22).

La facilité a proliférer dans la culture et la capacité immunosuppressive, sont les deux
caracteéristiques essentielles des CSMs qui les conférent un potentiel clinique considérable.
Plusieurs maladies ont été traités avec succes en utilisant les CSMs telle que cirrhose du foie
[136], la maladie de Crohn [139, 140] et le sclérose en plaque [141, 142]. En plus ces
cellules, dans des cas de suractivation des systemes immunitaire et inflammatoire, sont
utilisées pour traiter des différentes pathologies telles que les pathologies auto-immunes
(syndrome de Gougerot-Sjogren [141], encéphalite auto-immune [142], les pathologies
inflammatoires chroniques (colite ulcéreuse) [143], maladie de Crohn [144], et les réactions
du greffon contre 1’hote (GvHD) [147- 150].

En effet, L’activité immunosuppressive des CSMs a eté prouvé particulierement lors du
traitement de la maladie du greffon contre ’h6te qui Se caractérise par une destruction des
tissus du receveur reconnus comme intrus par les cellules immunitaires présentes dans le
greffon. Plusieurs études ont montré cette activité, une d’elles a révélé une inhibition de la
réaction aigue de la GVHD chez des patients ayant recu une transplantation allogénique de
CSH et résistants aux stéroides, ce qui montre I’efficacité des CSMs [146], une autre étude
clinique plus récente, a conduit encore aux effets prometteurs de 1’injection des CSMs chez

un groupe de 37 enfants atteint d’'une GVHD aigue et résistants aux stéroides [148].
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Figure 22: Propriétés immunosuppressives des CSMs de systéme immunitaire inné et adaptatif [149].

11.3.3.4- L’activité paracrine

Les molécules secrétées par les CSMs (facteurs de croissance, cytokines, chimiokines),
appelés encore sécrétome, sont responsables de plusieurs fonctions importants comme la
réparation tissulaire, 1’homéostasie, résolution de différents pathologies et autre. Cette
activité paracrine a été mise en évidence par plusieurs études récentes qui travaillent dans le
domaine de la thérapie cellulaire et utilisent les CSMs en tant que la source cellulaire
efficace. Elle a montré des effets bénéfiques dans différents processus tels que: la
prolifération des cellules souches endogenes, I’angiogenese, 1’activité neuroprotectrice.
Plusieurs travaux ont abordé le mécanisme de la prolifération des CS endogenes surtout au
sein de I’organe endommagé en concentrant sur le réle des CSMs dans la régénération et la

réparation tissulaire. Dans un cas d’une congestion cérébrale, une étude montre la capacité
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des CSMs a stimuler la prolifération de CS neurales résidentes chez le rat, en augmentant
significativement le taux de prolifération [150]. Dong et al., décrivent, a la suite d’un
infarctus aigu du myocarde, la réparation tissulaire médiée par les CSMs via la chimiokines
CXCL12 stimulatrices de recrutement des cellules progénitrices cardiaques [151]. Et dans un
modele de glaucome, une étude récente de Manuguerra et al. montre, que chez des souris
glaucomateuses ayant recu une injection de sécrétome des CSMSs, une régénération du
trabéculum de 1’ceil est favorisé en activant la prolifération des CS endogénes latentes [152].
Un autre mécanisme, ’angiogenése, qui est définit comme un processus physiologique de
restauration des vaisseaux sanguins, semblerait important dans la réparation et dans la
restauration de la fonction d’un organe via les CSMs qui possédent un pouvoir angiogénique
d’un grand intérét. C’est surtout le sécrétome des CSMs qui est responsable de ces effets, il
contient un panel de molécules et de facteurs agissant sur I’angiogenése : le placenta growth
factor (PLGF), FGF-2, VEGF, angiopoiétine-1 (Ang-1), la protéine cystein-rich, angiogenic
inducer 61 (Cyr61), II-6, CCL2,...[121,154-158]. Les étapes de 1’angiogenése sont affectées
par le sécrétome des CSMs, a partir du recrutement des cellules endotheliales en promouvant
leur migration [158] et leur prolifération [153] jusqu’a 1’étape de la preservation et la
stabilisation des vaisseaux néoformes en jouant un role similaire des péricytes [159].

Les pathologies d’origine ischémiques sont caractérisées par une baisse de 1’apport sanguin
artériel @ un organe ou tissu, d’ou I’importance de 1’activité angiogénique des CSMs dans le
traitement de telles pathologies. A. Bura et al. ont utilisés des CSMs dérivées du tissu adipeux
pour traiter 7 patients présentant une ischémie critique de membre, les résultats ont montré
une amelioration des ulcéres en restaurant le réseau vasculaire et par suite en accélérant la
disparition progressive de ces ulcéres [160] (figure 23).

En plus, des nombreuses études ont signalé encore I’impact considérable des CSMs sur des
ischémies tissulaires. Parmi elles I’étude de Mias C et al. qui vise a traiter les ischémies
cardiaques en montrant ’effet majeur des CSMs dans la réduction de la fibrose ventriculaire
apres un infarctus du myocarde [161]. Ainsi Alfarano C et al. révélent ’importance des
CSMs de MO dans le traitement des ischémies rénales en indiquant leur role d’améliorer la

filtration glomérulaire suite a une insuffisance rénale chronique [162].
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Patient 1

Patient 3

Patient 7

Figure 23: Images d'ulcéres de la plaie des patients ayant recu une injection intramusculaire des CSMs d’origine
adipeuse [160]. Trois exemples montrant 1’amélioration des ulcéres a partir du jour de I'injection des CSMs (d0)
jusqu'au le dernier jour de suivi (d180).

Enfin, les CSMs sont capables d’induire une neuroprotection a travers ses impacts directs sur
la croissance et la survie des neurones et les cellules neuronales (figure 24) [163]. Ces
impacts sont influencés par un ensemble des molécules (cytokines, chimiokines, facteurs de
croissance) trouvés dans le sécrétome dont leur production augmente avec I’augmentation de
I’activité neuroprotectrice des CSMs qui est excitée par un ensemble de facteurs de
microenvironnement tels que la stimulation des CSMs par un milieu hypoxique, des
cytokines proinflammatoires, ou par des cellules apoptiques ou des microglies [165— 167].
Parmi ces facteurs on compte : VEGF, CNTF, FGF8, TGF-B1, GDNF, bFGF, CXCL12,
FGF20, IGF1, TRKC HGF, IL6, NGF, G-CSF, TNF-a, et BDNF [74]. La derniére molécule a
été identifiée comme un facteur de croissance neurotrophique ayant un intérét majeur dans la
maladie de Huntington [167]. Ainsi dans plusieurs cas de lésions cérébrales, des travaux ont
prouvé que la transplantation des CSMs maintenait une masse importante de cellules
neuronales au niveau de la zone lésée [169, 170]. Plusieurs fonctions neuroprotectrices sont
accomplissés par ces différents facteurs comme 1’accroissement de la constitution des
connections synaptiques, la réduction de I’apoptose neuronique, 1’augmentation de la

formation de neurites [74]...
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Figure 24: Image montrant la capacité des CSMs de stimuler (+) ou d’inhiber (-) certaines cellules neuronales
[163].

I11- Développement des biomatériaux

Les besoins croissants en organes de remplacement sont justifies par I'inéluctable outrage du
temps sur le corps humain ainsi que les nombreuses maladies liees au passage des années.
Cependant, les transplantations classiques d'organes sont accompagnées de différents
inconvénients : la pénurie du nombre de greffons au premier rang, le risque significatif de
transmission d'agents pathogénes, et l'obligation du suivi d'un traitement immunosuppresseur.
Pour ces raisons, les scientifiques et les médecins ont depuis longtemps cherché des solutions
alternatives a la transplantation d'organes humains. Il est peu de ces alternatives qui ne
fassent appel a des biomatériaux, on peut citer : le traitement chirurgical des maladies
dégenératives, cardiovasculaires, urologiques, ophtalmologiques, les traumatismes...

Le domaine des biomatériaux représente une des grandes avancées thérapeutiques de ces
quarante derniéres années, il recouvre en effet l'ensemble de la recherche et du
développement concernant, d'un c6té, les matériaux et biomatériaux qui sont mis en jeu dans
ces systemes, d'autre cote, la fonction de ces systemes artificiels, envisagée sur le plan
biologique (biofonctionnalité).

Selon la définition élaborée a Chester en 1986 par la Conférence de Consensus organisée
sous I'égide de la Société Européenne des Biomatériaux, les biomatériaux sont des "matériaux
non vivants utilisés dans un dispositif médical destiné a interagir avec les systéemes
biologiques". Ainsi, a Sorrento (Italie) en 2005, un biomatériau était défini un comme « un
matériau congu pour interagir avec des systémes biologiques, qui participe a la constitution
d’un dispositif a visée diagnostic ou a celle d’un substitut de tissu ou d’organe ou encore a

celle d’un dispositif de suppléance (ou d’assistance) fonctionnelle » [170]. Les premiers
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biomatériaux métalliques utilisés comme attelles pour les os, datent de la fin du 18eme siécle.
La premiére prothese compléte de hanche a été réalisée en 1938. Dans les années 1950, les
biomatériaux polymeres font leur apparition. Ils sont utilisés pour les prothéses de cornée
ainsi que pour les vaisseaux sanguins. Aujourd’hui, les biomatériaux sont utilisés
pratiguement partout au niveau du corps humain et leur utilisation est trés largement
répandue [171] (Figure 25).
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Figure 25: Biomatériaux dans le corps humain [171].

Une grande variété de produits implique l'utilisation de biomatériaux, depuis les dispositifs
médicaux a usage unique jusqu'aux prothéses implantées. Leur caractéristigue commune est
la biocompatibilité, qui peut étre défini comme, la capacité d’un matériau a étre utilisé avec
une réponse de I’hdte appropriée dans une application spécifique, peut y étre associée. Enfin,
pour que le biomatériau corresponde aux critéres déja définis, il est généralement admis que
la durée de contact avec les tissus vivants dépasse quelques heures [170]. En fait, le caractere
multiparamétrique des biomatériaux est une fonction difficile a mesurer ou a évaluer
objectivement. Alors, la notion de « biomatériaux » demeure vaste et englobe de nombreux
domaines (tableau 5).
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Tableau 5: Domaines d’application des biomatériaux [170].

Domaines

Cardiovasculaire

Chirurgie plastique et reconstructive

Chirurgie orthopédique

Endocrinologie

Odontologie et stomatologie

Ophtalmologie

Radiologie et imagerie

Urologie et néphrologie

Applications

Valves cardiaques, matériel pour circulation extra-corporelle, cceur artificiel, assistance
ventriculaire, stimulateurs cardiaques, protheses et endoprothéses (stents) vasculaires,

matériels pour angioplastie luminale, cathéters

Matériaux et implants pour chirurgie esthétique, drains de chirurgie, colles tissulaires, peau

artificielle, sutures résorbables
Protheses articulaires (hanche, coude, genou, poignet), orthéses, ligaments et tendons

artificiels, cartilage, matériel de remplacement ou comblement osseux, chirurgie du rachis,

réparation de fractures (vis, plaques, clous, broches)

Pancréas artificiel, pompes portables et implantables

Matériaux de restauration, comblement dentaire et osseux, traitements prophylactiques,

orthodontie, traitements du parodonte et de la pulpe, implants, reconstruction maxillo-faciale

Implants, lentilles, coussinets de récupération, produits visqueux de chambre postérieure

Produits de contraste, produits pour embolisation, produits pour radiologie interventionelle

Dialyseurs, poches, cathéters et tubulures pour dialyse, rein artificiel portable, prothéses,

matériaux pour traitement de I’incontinence

Autres ou applicables & plusieurs domaines

Systemes de libération controlée de médicaments ou de génes, biocapteurs, encapsulation

cellulaire, néo-intestin

I11.1- Propriétés des biomatériaux

Plusieurs études précliniques et cliniques ont testés des diverses matrices (biomatériaux) in

vitro et in vivo. La nature et la forme des biomatériaux permettent leur classification en

synthétiqgue ou naturelle (selon leur nature, protéique ou polysaccharidique) ou liquide

visqueux, massique, massique poreuse, hydrogel et mousse (selon leur forme) [172]. En IT,

des differents types de biomatériaux sont utilisés selon le domaine d’application, prenant par

exemple I'IT du cartilage recrute un panel des biomatériaux de différentes natures qui
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peuvent étre associés entre eux ou modifiés chimiquement ou structurellement pour former

des matrices mixtes [173] (tableau 6).

Tableau 6: Différents types de biomatériaux utilisés en ingénierie tissulaire du cartilage [5].

Matrices a base de protéines Matrices a base de polymeéres Matrices a base de polyméres
polysaccharidiques artificiels
Collagéne Chitosane Acide polyglycolique
Laminine (Matrigel™) cellulose Acide polylactique
Fibrine Alginate Acide polybutyrique
Gélatine Agarose Phosphates de calcium
Acide hyaluronique polyéthyleméthacrylate
Polyuréthane
Téflon® (polytetrafluoroéthyléne)
Dacron® (polyéthyléne téréphtalate)
Fibres de carbone

Idéalement, Les biomatériaux doivent satisfaire plusieurs propriétés avant toute évaluation
clinique [5]:
- La biocompatibilité
- Labioactivité qui lui permet de libérer de morphogenes ou de facteurs de croissance.
- La biodegradabilité pour s’intégrer dans les processus physiologiques de remodelage
tissulaire.
- La prévention des réactions inflammatoires et immunologiques qui peuvent étre suite
a son implantation, en vue de préserver le tissu receveur.
- L’assurance d’un environnement tridimensionnel favorable a [I’adhésion, la

prolifération et la différenciation cellulaire
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- La présence d’une certaine porosité pour permettre la migration des cellules et la
diffusion des nutriments et des molécules.

- La capacité d’adhérer aux tissus, la résistance et la conservation de son intégrité
mécanique pour éviter son écoulement ou sa fuite aprés implantation.

- Le pouvoir d’étre stérilisé (sans affecter ses propriétés fonctionnelles) afin d’éviter
les contaminations par des agents pathogenes.

- La possession d’une forme et d’une taille adaptées a la forme et la taille de la lésion.

Le tableau 7 illustre certaines propriétés intrinseques avec leur définition que chaque

biomatériau utilisé doit néanmoins les présenter.

Tableau 7: Quelques propriétés et définitions des biomatériaux [174].

Propriétés Définition

Biocompatibilité Capacité a provoquer une réponse appropriée de

’organisme héte dans une application spécifique

Cytocompatibilité Capacité a conserver la viabilité des cellules

Biofonctionnalité Capacité a remplir in vivo les fonctions biologiques

auxguelles la matrice est destinée

Injectabilité Biomatériau injectable
Perméabilité Diffusion des nutriments et des déchets
Biodégradabilité Dégradation du biomatériau au cours du temps

En plus, le biomatériau idéal doit étre non-immunogenes, manufacturé dans une grande
variété de forme et de taille, facilement accessible, ainsi posséder une autorisation de mise sur
le marché pour faciliter I’application chez I’homme de concepts démontres
expérimentalement [11].

Plusieurs travaux visent a ’optimisation principalement de la biocompatibilité, la cinétique
de dégradation et des propriétés mécaniques des biomatériaux. Cette optimisation s’effectue

en prenant en considération quelques variables :
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- le poids moléculaire des molécules constitutives du biomatériau en premier lieu : une
réaction inflammatoire peut étre induite par un matériau de faible poids moléculaire
alors qu’un méme matériau de poids moléculaire élevé est bien toléré [175].
- La porosité et 1’élasticité des biomatériaux qui sont fortement impliqués dans les
processus d’adhésion et de différenciation cellulaires.
- La nature des biomatériaux [176].
Le role d’une matrice peut étre résumé par le fait de diriger a la fin la régénération tissulaire a
travers I’assurance d’un support aux cellules d’un part, et la libération des signaux favorisant
I’intégration, la différenciation, la survie, la croissance cellulaires, et 1’angiogenése. On
distingue deux types de matrices, les matrices synthétiques (artificielles) et les matrices
naturelles (biologiques) [11].
Alors, la science des biomatériaux est connu comme un outil de support cellulaire, de part
que les biomatériaux représentent un environnement tridimensionnels (3D) pour favoriser la
prolifération cellulaire et/ou la différenciation pour la régénération tissulaire [177]. Des
facteurs mécaniques tels que la rigidité de la matrice, la nanotopographie matricielle, la
microgeométrie et les forces extracellulaires influencent significativement les activités des
cellules souches. En se basant sur la source de dérivation, les biomatériaux peuvent étre
regroupés alors sous deux classes: naturels et synthétiques. Certains des biomatériaux
naturels utilisés dans I’'IT comprennent le collagéne, la fibroine de soie, l'alginate, le
chitosane, la kératine et les tissus décellularisés tels que la membrane amniotique humaine
dé-épithélialisée [178]. Chacun de ces deux types de biomatériaux représentent des avantages
ainsi que des inconvénients selon leur application. Pour les deux classes, les avantages et les

inconvénients sont résumés dans le tableau 8.

50



Tableau 8: Résumé des avantages et des inconvénients des matériaux naturels et synthétiques [179].

Avantages inconvénients
- Origine biologique - Propriétés mécaniques insuffisantes
Biomatériaux Biocompatibilité - Dégradation rapide

turel - Présence des séquences adhésives facilitant | - Propriétés variables en fonction de la
naturels
I’adhésion et la différenciation cellulaire procédure d'extraction
- Risque de contamination

- Co(ts de production élevés

- Propriétés mécaniques appropriées - Biocompatibilité faible
) L. - Propriétés chimiques et mécaniques - Risque d'effets secondaires résultant de
Biomateriaux _ - .
- Hautement reproductibles la biodégradation

synthetiques | _ Co(ts de production faibles

- Réponse immunitaire faible

La biodégradabilité et la nature biologiquement active sont les principaux avantages des
biomatériaux naturels par rapport aux biomatériaux synthétiques. Les cellules cultivées sur
des matériaux naturels révelent une bonne réponse cellulaire avec une amélioration de la
croissance et de I’IT lors de la transplantation. L'un des principaux inconvénients des
matériaux naturels est leur capacité inhérente a étre contaminés par la source [180]. Les
matériaux synthétiques représentent le plus grand groupe de polymeres biodégradables, ils
représentent des propriétés constantes et cohérentes a part du rapport surface/volume élevé de
ce type, la versatilité dans la composition chimique et les propriétés biologiques qui montrent
une bonne malléabilité et une bonne aptitude au traitement. Des polymeéres de diverses
propriétés ont été utilisés pour la fabrication des matériaux destinés a différentes applications.
L'un des principaux inconvénients des matériaux synthétiques est l'inflammation locale
déclenchée par la libération d'acides comme sous-produits de dégradation [181]. Différentes
techniques avec des architectures différentes sont utilisées pour synthétiser des matériaux a
des applications biologiques ou cliniques spécifiques. La figure 26 représente quelques
méthodes qui donnent l'unicité architecturale a la conception des matériaux et leurs limites en

ce qui concerne les applications des CS.

51



Cross Section Longitudinal Section

Adhesion

Alignment

Proliferation

Migration

Differentiation

Figure 26: Réponse cellulaire au microenvironnement biophysique [180].

Biomatériaux avec: (a) architecture fibreuse, (b) nano-sillons/crétes, (c) rugosité de surface et des
nanotopographies variables, (d) surface nanométrique, et (e) courbures concaves et convexes a l'intérieur des
matériaux poreux. Ces signaux mécaniques microenvironnementaux influencent les différents comportements

cellulaires.

111.2- Biomatériaux artificielles

On distingue parmi les matrices artificielles trois catégories: les métaux et alliages
métalliques, Les céramiques, Les polymeéres et la matiere molle.

Les métaux et alliages métalliques sont les "ancétres” des biomatériaux en vue qu’ils sont les
premiers biomatériaux utilisés pour fabriquer des implants. Les plus importants du point de
vue des propriétés mécaniques est l'acier inoxydable (utilisé en chirurgie orthopédique) et de
biocompatibilité est le titane (utilisé en chirurgie orthopédique, implants dentaires, pompes
implantables, stimulateurs cardiaques...). Ainsi, on distingue parmi les alliages métalliques :

les alliages cobalt, tantale, molybdene, chrome, etc, et parmi les céramiques : I’alumine, la
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zircone et I'hydroxyapatite (HAP) qui sont utilisés dans le domaine des biomatériaux. Le
HAP qui est une céramique a base de phosphate de calcium présente une excellente
biocompatibilité et bioactivité et capable d’améliorer les propriétés mécaniques des matrices,
il est trés utilisé dans ’ingénierie de 1’os, alors que l'alumine et la zircone sont utilisées en
odontologie pour les implants dentaires ainsi que dans les tétes de prothéses de hanche.
Finalement la catégorie des polymeres et la matiere molle regroupent plusieurs catégories de
polyméres qui présentent de nombreuses utilisations dans le domaine des biomatériaux,
citons : les élastoméres (utilisés pour les ventricules artificiels, les lentilles de contact,
Encapsulation cardiaques), les polyépoxydes (utilisés pour les montures de lunettes,
stimulateurs cardiaques, matériel d’assistance), les polyesters : poly (téréphtalate d’éthyléne),
polyesters insaturés UP, polycarbonate PC (utilises en greffes vasculaires, materiel
prothétique), les polyéthers : Poly (oxyméthylene) POM, Poly (oxyphényléne) PPO (utilisés
pour les valves cardiaques), les polymeres Cellulosiques : Acétate de cellulose, Acétobutyrate
de cellulose (utilisés pour les montures de lunettes) [182].

La possibilité d’étudier la réponse cellulaire sur des substrats synthétiques, et dans des
conditions mécaniques controlées, est trés grande. Plusieurs facteurs peuvent influencer la
différenciation des CS, y compris les facteurs solubles sécrétés, I'élasticité, et la composition
biochimique et la dimensionnalité de la matrice [183]. L’élasticité du substrat est un
parametre mécanique qui influence fortement la réponse cellulaire. Engler et al., ont examiné
I'effet de I'élasticité de la matrice sur la différenciation des CSM humaines. Ils ont montré que
les matrices de faible élasticité favorisaient la différenciation des CSM en des cellules de type
neuronal, les matrices d’une élasticité modérée favorisaient une différenciation myogenique
et que les matrices rigides stimulaient la différenciation ostéogénique (figure 27) [184].
Actuellement, les polymeéres ayant la propriété de la possibilité de la dégradation de leur
chaine principale présentent une attention particuliere en IT. Ce sont principalement les
polymeres aliphatiques a base de polyester (poly L-lactide-co-caprolactone [PLLC], acide
poly DL-lactique [PLGA], acide poly L lactique [PLLA], acide polylactiques [PLA],
polycaprolactone [PCL], acide polyglycolique [PGA]). Ces matrices présentent a la fois des
avantages et des inconvénients, les avantages résident dans la nanoporosité de leur surface
qui fournit des points d’ancrage protéique et par suite favorise la capacité adhérencielle, alors
que les inconvénients résident dans I’hydrophobicité de leur surface qui limite 1’interaction
protéine-polymére, ce qui géne 1’adhésion cellulaire. Cet inconvénient peut étre pallié
partiellement par I’introduction de protéines naturelles a la surface de ces matrices. Zhu et al.

ont montré qu’une amélioration significative de 1’adhésion, la survie et le fonctionnement
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mitochondrial de fibroblastes, de cellules épithéliales cesophagiennes et de cellules
musculaires lisses est favorisé par 1’ajout de FN ou de collagéne a la surface de différents
polyméres (PLLC, PLGA et PLLA). Le comportement, la prolifération et la différenciation
cellulaire sont ainsi influencés par la taille des pores et la concentration en calcium de la
matrice [188,189].

Factors regulating stem cell fate
Soluble T
factors | Mesenchymal  Substrate elasticity
stem cell
A 1 kPa (soft) 10 kPa 100 kPa (rigid)
N
vé
¢y
IS
Lineage:  neuronal muscle bone

Figure 27: Schéma montrant le contrdle du destin des cellules souches [183].

En définitive, les propriétés physiques et biologiques médiocres de ces matériaux peuvent
limiter leur application clinique a long terme. Le souci de leur faible biocompatibilité, qui fait
qu’elles provoquent souvent une réaction a corps étranger accompagnee de la formation de
sténose ou de fistule, a orienté les chercheurs et de nombreuses équipes vers des matrices

d'origine biologique.

111.3- Biomatériaux naturelles (biologiques)
Ils se distinguent parmi les biomatériaux d’origine naturelle, biomatériaux d’origine végétale
et les biomatériaux d’origine animale. Les tableaux 9 et 10 montrent, respectivement, des

exemples de chacun de ces biomatériaux et leurs utilisations.
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Tableau 9: Exemples de biomatériaux d’origine végétale et leurs utilisations [182].

Biomatériaux d’origine végétale

Les fucanes : polysaccharides extraits des algues

marines.

La cellulose : dérivée des parois cellulaires.

Les dextranes : préparés par transformation de

saccharose par des bactéries.

Les alginates de sodium

Utilisation

Anticoagulants, anti complémentaires.

Utilisée pour les membranes de dialyse ou comme

ciment de prothese de hanche.

Agroalimentaire

Ingénierie tissulaire, agroalimentaire

Tableau 10: Exemples de biomatériaux d’origine animale et leurs utilisations [182].

Biomatériaux d’origine animale

La chitine : polysaccharide extrait des carapaces de

crustacés.

Le corail : extrait des madréporaires.

Utilisation

Utilisée pour les fils de suture, la chirurgie

reconstructive et la peau artificielle

Utilisé en chirurgie orthopédie et maxilofaciale.

Le collagene : extrait de la peau ou du placenta

humain

- La cosmétologie et la chirurgie esthétique

- Les pansements et éponges homéostatiques
-les  implants  oculaires et  pansements
ophtalmologiques

- La reconstitution de tissus moux et durs a 1’aide de
de  croissance-

mélanges  collagene-facteurs

hydroxyapatite
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Les matrices naturelles peuvent étre considérées comme des alternatives aux matrices
synthétiques, elles présentent une meilleure surface pour I’adhésion, la prolifération, la
différenciation et la migration cellulaire [187].

Ces matrices jouent un role important d’un part, dans la réduction de fibrose et des
phénomeénes inflammatoires, et en favorisant le remodelage tissulaire d’autre part. Le
remodelage tissulaire vers le phénotype de I’organe voulu est jusqu’a présent une voie de
recherche prometteuse notamment par 1’application de 1’approche hybride de IT qui consiste
a une création d’un substitut composé d’une matrice naturelle telle qu’une MEC ensemencée
par des cellules spécialisées.

Le derme (DDM: decellularized dermal matrix), la vessie (UBM: urinary bladder matrix), la
sous-muqueuse intestinale (SIS: small intestinal submucosa), 1’estomac (GAM: gastric
acellular matrix), I’cesophage (EAM: esophageal acellular matrix), le placenta (HAM: human
amniotic membrane), ce sont quelques exemples des MEC qui sont obtenues par traitement
enzymatique de tissus natifs ou d’organes, dont I’obstacle de leur obtention réside a I’arrivée
a une décellularisation complete sans déteriorer leur structure. Ces matrices naturelles offrent
un environnement tridimensionnel capable d’avoir des impacts sur la fonctionnalité et la
nature des cellules désirant les coloniser [11]. Chaque matrice a un r6le dans 1’adhésion et la
repopulation cellulaire grace a sa composition en protéines structurelles (collagéne et
élastine) et protéines fonctionnelles (adhérentielles: FN et laminine), ainsi un role dans la
réparation tissulaire grace a sa capacité de libérer des molécules protéiques (les peptides
cryptiques) ayant des capacités mitogenes et chimiotactiques devant les cellules de 1’hote
[188].

Ainsi les matrices de collagene (un des constituants de la MEC) représentent une subdivision
des matrices naturelles. Les matériaux a base de collagéne pour la reconstruction tissulaire
peuvent se présenter principalement sous forme de solutions acido solubles lyophilisées
(éponges de collagéne) qui sont effectives chez les grands brdlés dans la reconstruction de
peau (derme et épiderme) mais leur utilisation reste largement limité aux reconstructions de
défauts osseux de taille réduite [189], ou comme des adjuvants associés aux thérapies des
défauts plus larges [190]. Ces matériaux sont également présentés sous forme d’hydrogels
faiblement concentrés qui sont utilisés comme des supports tridimensionnels pour la culture
de cellules in vitro [191] mais leur utilisation demeure limité aux réparations osseuses grace a
leurs faibles propriétés mécaniques [192]. Habituellement, les matrices de collagene sont
synthétisés a partir du collagéne bovin de type | extrait de la peau ou du tendon d’Achille,

dont la grande ressemblance avec le collagéne humain est un atout. Elles possedent une forme
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bi ou tridimensionnelle issue des processus de fabrication. Comme ces matrices sont formées
d’un seul des constituants de la MEC, il est pressenti que ses aptitudes sont limitées par
rapport aux MEC [11].

IV- Modifications de surface

La MR du XXIéme siécle est témoin d’une nouvelle génération de biomatériaux (substituts
artificiels hybrides) et matériels implantables qui constituent un des axes moteurs de
développement du génie tissulaire. Les biomatériaux doivent présenter a la fois des propriétés
structurales adaptées a la fonction prévue et des propriétés superficielles constituant la base
des interactions a [linterface biomatériau-tissu. Pour n’importe quelles applications
envisagées il est souvent difficile, voire impossible, de trouver un biomatériau répondant aux
ces deux exigences a la fois, et judicieusement il faut choisir un matériau satisfaisant la
premiére exigence puis a modifier sa surface pour qu’il puisse acquis les propriétés
superficielles demandes pour satisfaire la deuxiéeme exigence. La modification de surface a
un impact a la fois sur la nature du biomateériau, la structure de sa surface, ses caracteristiques
physico-chimiques superficielles et la micromorphologie et par suite sur le comportement
cellulaire (adhérence, étalement, migration, différenciation, prolifération...) contribuant ainsi
a I'édification d'un néotissu. Mel et al., et dans le but d’accélération de I’endothélialisation
des greffes vasculaires, ils ont envisagé différentes modifications de surface de biomatériau
(figure 28) [193].

Physicochemical Biofunctionalisation

A. Topographical - surface roughening D. Passive coating
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F. Peptide linker
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Figure 28: Différents exemples de modifications de surface: physiques, chimiques et biologiques contribuant a

I’amélioration de 1’endothélialisation [193].
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Ainsi, Le tableau 11 présente un résume des différentes techniques de fonctionnalisation
(post-polymérisation) pour modifier les biomatériaux afin d'induire la réponse cellulaire

desirée.

Tableau 11: Différentes techniques utilisées pour modifier les biomatériaux (post-polymérisation) pour

I’amélioration des interactions avec les cellules [179].

méthode de modification propriétés modifiées des biomatériaux

- Revétements contenant des pores pour améliorer la croissance
Modifications morphologiques  tissulaire

- Topographie induite (sillons, morphologie, rugosité)

- Matériaux fibreux

- Matériau poreux

- La décharge luminescente pour augmenter I'énergie de surface et

I'adhérence des tissus

- Les surfaces a polymeres réticulées pour diminuer la perméabilité de

surface et augmenter la dureté de surface

- Le traitement au plasma avec des gaz réactifs pour créer de nouveaux
Modifications chimiques groupes fonctionnels sur la surface du polymére

- La greffage des macromolécules telles que le polyéthyleneglycol pour

réduire I'adsorption de protéines et I'adhésion cellulaire

- Des groupes fonctionnels pour produire des surfaces chargées

positivement ou négativement

- Immobilisation de biomolécules pour favoriser l'adhésion et la
croissance cellulaire
Modifications biologiques - héparine, des peptides liants a 1” héparines sulfate
- Protéines naturelles de MEC (fibronectine, laminine, collagéne)
- Séquences peptidiques (RGD)
- Facteurs de croissance

Par suite, les modifications de surface peuvent étre classées en trois catégories: modifications

chimiques, géométriques, et biologiques.
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IV.1- Modifications chimiques

Les techniques de modifications chimiques font intervenir la structure chimique du matériau.
La modification de la charge ou du caractere hydrophile/hydrophobe du matériau d’une part
et de ses interactions avec les cellules d’autre part sont les effets de telles modifications. La
modification de charge des surfaces a été abondamment étudiée dans plusieurs domaines
concernant la recherche sur les biomatériaux a applications diverses. En utilisant des
polymeres plus ou moins hydrophiles, Kim et al. ont ainsi montré que I’adhésion et
I’étalement de cellules souches humaines issues de la MO étaient meilleurs sur des surfaces

hydrophiles que sur des surfaces hydrophobes [194].

IV.1.1- Surfaces a chimie contrélées

Beaucoup de travaux ont été effectués sur des surfaces a chimie controlées afin de mieux
comprendre les différents mécanismes agissant sur le devenir cellulaire. Contréler la chimie
des surfaces est intéressant pour mieux comprendre le réle des liaisons entre la membrane
plasmique et le support dans le fonctionnement cellulaire d’ou la définition d’un support a
chimie contr6lée est comme suit, un support plan sur lequel ont été déposes des substrats
(naturels ou artificiels). En effet, les cellules vont se lier aux substrats via leurs propres
molécules d’adhésion et le comportement cellulaire est influencé par le substrat en fonction
des molécules d’adhésion capables de le lier.

Les substrats peuvent étre d’origine naturelle ou artificielle. Les substrats naturels comme les
proteines de la MEC (FN, ...) sont reconnus par différentes protéines membranaires telles
que les Ig et vont entrainer des réponses relativement spécifiques de la part de la cellule
comme des changements de morphologie ou des variations d’adhésion. Les substrats dits
artificielles peuvent étre des fragments de molécules naturelles (peptides), comme le peptide
RGD de la FN, ou bien des molécules complétement artificielles comme les polymeéres ou les
polyélectrolytes (chitosan, polyacrylic acid PAA, poly(styrene-4-sulfonate) PSS...). Si les
peptides synthétiques (peptide RGD,...) permettent d’étudier les séquences fonctionnelles et
I’importance de la conformation des protéines, [I’utilisation de molécules purement
artificielles permet de mieux comprendre les interactions entre la cellule et son substrat, ainsi
que de jouer sur les paramétres physicochimiques impliqués dans 1’adhésion cellulaire pour
modifier la cytocompatibilité des surfaces. En effet il existe certains polymeres dits «
répondants » qui subissent des modifications (notamment conformationnelles) en réponse a

certaines variations du milieu.
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IV.1.1.1- Modification par assemblage multicouches de polyélectrolytes

La technique de modification des surfaces par assemblage multicouches de polyélectrolytes
(PEMs) est une des types de modifications chimiques reposant sur des molécules
completement artificielles comme les polyélectrolytes (PE), c’est une nouvelle voie des
études et de recherches qui a été développé. Cette technique a été décrite pour la premiére
fois par Decher et al. [198-200], et elle a été ensuite développé et utilisé par de nombreuses
autres équipes. L'utilisation de cette technique est facile, elle constitue un moyen simple,
original, et efficace de fonctionnalisation rapide des surfaces des biomatériaux, ainsi que les
polyélectrolytes utilisés possédent un grand nombre de charges quand ils sont dissous dans
des solvants polaires en particulier 1’eau, toutes ces raisons rendent de cette technique
utilisable particulierement dans les applications biomédicales. Cette utilisation pour telles
applications est permise par le fait qu’elle peut étre effectuée dans des conditions moyennes
de pH et de température, et dans des solutions aqueuses, aussi qu’elle ne nécessite pas
I'intervention de réactifs chimiques potentiellement dommageables ou dénaturants, ce qui
rend cette technique idéale pour I'é¢tude de molécules sensibles comme les biopolymeres ou
les protéines.

La base de cette méthode est le principe de dépot couche par couche, “Layer-by-Layer”. Ce
principe repose sur l'adsorption alternative des polyanions et des polycations sur la surface.
En raison des charges opposeées, les PE a chaque étape s'auto-assemblent, induisant par suite

une accumulation des films (figure 29).
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Figure 29: Principe de dépdt couche par couche utilisé dans la technique de modification des surfaces par
assemblage multicouches de polyélectrolytes (PEMSs). (a) schéma représentant le processus de déposition des
films de polyélectrolytes. Les étapes 1 et 3 représentent ’adsorption des polyanions (bleu) et des polycations
(rouge), les étapes 2 et 4 représentent les étapes du ringage qui éliminent I’excés des charges. (b) Schéma d’un
modéle moléculaire simplifié des deux premiéres étapes d'adsorption, le premier dépét est effectué a 1’aide
d’une solution de polyanions alors que le second dépot est effectué a 1’aide d’une solution de polycations ce qui
rend le substrat chargé positivement en surface. Ces deux dépbts ou couches peuvent interagissent entre eux

électrostatiquement [196].
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La simplicité chimique de cette technique permet d'ajuster facilement les propriétés et les
caracteristiques du film de PE grace a de petits changements dans le montage expérimental
ou en utilisant des différentes solutions des PE. Alors et selon I’application visée, les PEMs
peuvent étre adaptées en offrant par suite une multitude de possibilités, ce qui exige un choix
particulier des PE en se basant sur divers propriétés parmi elles [198]:

- lacroissance du film des PE (linéaire ou exponentielle)

- les propriétés mécaniques du film (rigidité, élasticité, résistance)

- lastabilité des PEMs

- les interactions physicochimiques existant entre les couches

- les interactions hydrophiles / hydrophobes

- la biodégradabilité et I’absence de cytotoxicité de ces types de films.

- la concentration des PE, la réticulation, le temps d’adsorption, le nombre de couches.
L'épaisseur de ces films peut étre ainsi ajustée simplement en changeant le nombre de cycles
de depdt (polyanion / polycation), le pH, ou la force ionique de la solution [199]. La rigidité
est un critere essentiel que les PEMs doivent la posséder pour optimiser I’adhésion et
I’étalement cellulaire, par exemple les PEMs formés par des couches alternées
d’hydrochlorure de poly(allylamine) (PAH) et de poly(styréne-4-sulfonate) de sodium (PSS)
sont reconnus qu’ils sont suffisamment rigides et fins pour I’amélioration de I’adhésion
cellulaire. La propriété du biodégradabilité des films PEMs peut étre obtenu pour les
multicouches a base de chitosan et de hyaluronane (HA), via des enzymes comme I’a-
amylase, la hyaluronidase et la lysozyme ainsi, certaines films peuvent étre dégradées de
maniéere pH-dépendante [170]. Cette propriété de biodégradabilité, les propriétés mécaniques
et autres propriétés physicochimiques des PEMs peuvent étre controlés par le processus de
réticulation des PE, ce qui aboutit a une modulation du comportement cellulaire, en
particulier la favorisation de la prolifération et I’étalement de nombreux types cellulaires
(ostéoblastes, chondrocytes, cellules musculaires lisses, neurones) [198].

Alors en bref, Les propriétés de surface des PEMs telles que la chimie, la topographie, et la
biocompatibilité de surface peuvent étre ajustées en variant les parametres des films tels que
les polyélectrolytes utilisés, le nombre de couches et le degré de réticulation (ceux qui
augmentent la rigidité) [200]. Ces propriétés rendent les PEMs utiles pour étudier et
améliorer les interactions entre les cellules (comme les cellules stromales mésenchymateuses
et d'autres types de CS) et les substrats ainsi pour évaluer leur utilité potentielle en tant que
revétements pour des dispositifs biomédicaux implantables en améliorant la fixation entre les

implants et les tissus.
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IV.1.1.2- Silanisation en phase gazeuse

Les SAM (Self-Assembled Monolayers) sont des assemblages moléculaires formés
spontanément sur des surfaces par adsorption et sont organisées en domaines ordonnés plus
ou moins grandes [204,205]. Dans certains cas, les molécules constitutives de la monocouche
n'interagissent pas fortement avec le substrat. C'est le cas par exemple des réseaux
supramoléculaires bidimensionnels [203]. Dans d'autres cas, les molécules possédent des
groupes dont leur téte présente une forte affinité pour le substrat et permet I’ancrage de la
molécule sur le substrat [204] (figure 30). La téte de ces groupes peut comprendre des thiols,
des silanes, des phosphates, etc, elle peut adsorber sur le substrat (surface) par phase gazeuse

(vapeur) ou liquide, suivie d'une configuration lente des groupes formant une queue.

Functional groups

R R R Tail
head ; ; ;
Substrate

group

Figure 30: Groupe de SAM composé d'une téte, d’une queue et un groupe terminal fonctionnel.

Le fait que les SAM sont d’une part, des agrégations moléculaires ordonnées et, d’autre part
formés par adsorption sur la surface avec une affinité spécifique de la téte de leur groupe
[205], les rend les intrinsequement manufacturables et par suite technologiquement attractifs
dans le domaine de I’ingénierie de surface [206].

Historiquement, la forte activité dans le domaine des SAM et les progres dans la
compréhension microscopique de celles-ci a commencé dans les années 1980 [205].
Cependant, d'autres sources ont montré que ce champ a vraiment commencé beaucoup plus
tot. En 1946, Zisman a publié la préparation d'une monocouche de n-hexadécane oléophobe
par une adsorption (auto-assemblage) sur une surface métallique. A ce moment, il n'a pas été

reconnu comme un auto-assemblage et I'enquéte n'a suscité qu'un intérét limité.
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Le tableau 12 expose quelques principaux raisons et propriétés pour lesquels les SAM
présentent un intérét particulier et attrayant.

Tableau 12: Tableau montrant des avantages et des propriétés fournis par SAMs a une surface une fois greffée

par ces monocouches

La facilité de la maniére de préparation de telles surfaces

L'obtention des propriétés de surface convenables via des modifications de la structure moléculaire et des

fonctions
L'utilisation des SAM en tant qu'unités élémentaires dans des structures plus complexes
La possibilité d’une structuration latérale dans des échelles nanométriques

Les applications sont rendues possibles par propriétés citées

Les combinaisons les plus populaires des SAM et de substrats sont représentees par les
combinaisons des alkylsilanes sur le silicium, comme mentionné par Whitesides [207] dans
son rapport et principalement des thiols sur des substrats d’or [206]. Un avantage important
du silane est que les extrémites terminales des monocouches présentent une stabilité physique
et chimique supérieure a celle d'une monocouche terminée par des groupements thiol.

Alors Les SAM sont considérées comme des revétements de surface économique et versatile
pour plusieurs applications, y compris le contréle de I’humidité et de Il'adhérence, la
résistance chimique, la biocompatibilité, la sensibilisation et 1’identification moléculaire pour
les capteurs (détecteurs) et les techniques de nanofabrication. Les domaines d'application des
SAMs sont nombreux, ils comprennent la biologie, I'électrochimie et I'électronique, les
systemes nanoélectromécaniques (NEMS) et les systemes microélectromécaniques (MEMS),
ainsi que les produits ménagers quotidiens. Les SAM peuvent servir ainsi comme des
mode¢les d’étude des propriétés membranaires cellulaires et de la fixation des cellules sur les
surfaces [207]. Les SAM peuvent également étre utilisés pour la modification des propriétés
de surface des électrodes en électrochimie, électronique générale et en divers NEMS et
MEMS, En plus, Les SAM sont également utiles dans le dépdt des nanostructures, car chaque

molécule adsorbée peut étre adaptée pour attirer des différents matériaux.
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Dans le but de contréler I'influence des substrats sur la régulation de la fonction cellulaire,
kilian et al., ont servi de I'ingénierie moléculaire, en utilisant les SAM d’alkanethiolates sur
des films d’or comme des substrats modeles car ces surfaces permettent un excellent contréle
des interactions ligand-récepteur qui constituent un médiateur lors de l'adhésion cellulaire,
d’une part elles sont structurellement bien définies et d’autre part, parce que l'utilisation de
ces monocouches qui sont terminées par un groupe oligo (ethylene glycol) sont trés efficaces
pour empécher l'adsorption non spécifique des protéines [208]. De méme, Hudalla et al., ont
décrit dans leur revue des divers exemples montrant que les substrats de culture cellulaire
préparés de SAM d’alkanethiolates sont des outils uniques et indispensables pour élucider les
détails mécaniques régissant les interactions cellule-MEC, et qu’ils sont utilisées
régulierement pour étudier l'influence de la chimie de surface des biomatériaux sur
I'adsorption des protéines et, a son tour, l'interaction des cellules avec les protéines adsorbeées.
Et par suite I’impact des protéines adsorbés sur les fonctions et comportements cellulaires

(adheésion, prolifération, differenciation) [209] (figure 31).
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Figure 31: Utilisation des SAM pour 1’étude de I’influence des protéines adsorbés sur le comportement
cellulaire, comme 1’adhésion, la prolifération et la différenciation. (A): Représentation schématique d’une
adhésion cellulaire sur des SAM fonctionnalisées initialement par des alkanethiol suivies par une adsorption
protéique. (B) Photomicrographe fluorescent des CSM humaines adhérants aux SAM. (Bleu : noyau, orange : F-

actin, vert : vinculine) [209].

IV.1.2- Impact des modifications chimiques

Yamato et al. ont réalisé des cultures cellulaires sur une couche de poly(N-
isopropylacrylamide) (PIPAAm) dont les propriétés sont semblables a celles des surfaces de
polystyréne utilisées en culture cellulaire traditionnelle mais qui acquiert des propriétés
hydrophiles et s’hydrate lorsque la température diminue, conduisant au détachement des
cellules [210]. De la méme fagon, Aggarwal et al. ont déterminé qu’une modification de

surface par l’alternance de couches de PE répondant aux variations de pH (chitosan et
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héparine) permettait de conditionner les propriétés de la surface sur laquelle les cellules vont
développer. Leurs résultats présentent une différence d’épaisseur et d’hydratation selon le pH
auquel les couches ont été déposées, suggérant qu’il est possible d’influencer Ila
cytocompatibilité des PEM en jouant sur les parametres physicochimiques au moment de
I’élaboration de la structure [211].

Les résultats de Aggarwal et al [211] concernant I’effet de pH sur le développement cellulaire
suggérent que les cellules ont pu développer sur tous les substrats avec une augmentation du
nombre de cellules allant du premier jusqu’au troisieme jour. L’étalement cellulaire est
amélioré dans le cas des multicouches préparées a pH = 4 mais le nombre de cellules ne
présente qu’une légére augmentation. La haute confluence cellulaire n’a pas été atteint
qu’apres 3 jours de culture a pH = 9 et présentent donc la plus importante prolifération (figure
32). Ainsi cette méme équipe a compare entre les multicouches terminées par le chitosan et a
celles terminées par 1’héparine, Ils ont constaté que I’effet de la couche terminale semble
négligeable mais le pH a évidemment un effet important sur I’adhésion et 1’étalement

cellulaire au cours de la formation des multicouches (figure 33).
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Figure 32: Images a contraste de phase de cellules cultivées sur des multicouches d'héparine préparées a des
conditions différentes de pH [211].

La figure 32 montre la morphologie des cellules pendant la période de culture allant d'un jour (cété gauche)
jusqu’a trois jours (coté droit). Aggarwal et al. ont utilisé trois modalités de pH. Les images 32 a et b montrent
les substrats préparés a un pH = 4. Les images ¢ et d montrent les substrats préparés & un pH alternatif entre 4 et

9. Les deux derniéres images montrent les substrats préparés a un pH =9.
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Figure 33: Images a contraste de phase de cellules cultivées sur des multicouches terminées soit par le chitosan,
soit par I’héparine a des différentes conditions de pH. Images a contraste de phase de cellules cultivées sur des
multicouches terminées soit par le chitosan (a-c) soit par I’héparine (d-f) a des différentes conditions de pH : pH
= 4 (a-d), pH alternatif entre 4et 9 (b-¢), pH = 9 (c-f) [211].

De méme, Pattabhi et al. ont étudié I’impact de la modification chimique par la technique de
PEM sur la différenciation des CSMs en particulier la différenciation ostéoblastique en
utilisant comme couple d’étude le couple PAH/PAA, le poly(allylamine hydrochloride )
(PAH) c’est le polycation utilisé, et le polyanion est représenté par le poly(acrylic acid)
(PAA). llIs ont montré I’aptitude du substrat des PEM construits par ces deux PE a la
favorisation de 1’ostéogenése des CSMSs ainsi qu’ils ont mis en évidence I’importance des
effets du substrat sur I’organisation de la MEC et sur la biominéralisation [212] (figure 34). 1l
est important de noter qu’ils ont utilisé des multicouches suffisamment épaisses (des
muticouches terminées soit par le PAH a 29 couches, soit par le PAA a 30 couches) et
exigeantes pour telles différenciations, du fait qu’ils offrent une grande flexibilité pour
I’ajustement des multicouches en réticulant les couches ainsi qu’ils présentent également des

réponses viscoeélastiques proches de celles des tissus vivants [213].
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Figure 34: La biocompatibilité des substrats formés par les muticouches PAH / PAA réticulés pour
I'ostéogenése et la biominéralisation des CSMs [212].

(1) Tableau montrant I’activité d’ALP exprimée par les CSMs cultivées sur des multicouches thermiquement
réticulées terminées soir par le PAH soit par le PAA, sur des CS et sur des TCP et qui sont induites avec BDM
pendant trois jours.

(2) Images immunofluorescentes montrant la localisation du COL1 dans le MEC organisé par des CSMs

induites par BDM et cultivées sur des multicouches thermiquement réticulées soit (PAH / PAA),PAH (A, 3
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jours, B, 15 jours), soit (PHA / PAA) 15 (C, 3 jours, D, 15 jours), ainsi que sur des CS non revétues (E, 3 jours;
F, 15 jours). G : Analyse par Western blot de I'expression de COL1 sur les multicouches terminées soir par le
PAH soit par le PAA et sur les CS au jour 3 et 15, I’expression de GAPDH est utilisé pour le contréle.

(3) : (A1-C1) Immunolocalisation de BSP dans des cultures de CSMs induites par BDM pendant 15 jours sur:
(A1) des multicouches thermiquement réticulées (PAH / PAA),PAH, (B1) des multicouches de (PAH / PAA);s,
et (C1) une surface de lamelle de verre non revétue pour le contrdle. A2-C2: agrandissement des zones
encadrées de A1-C1. D : Analyses par Western blot de I'expression de BSP aprés 15 jours d'induction des CSMs
par BDM sur des surfaces de multicouches terminées par PAH, PAA, et CS, avec le GAPDH qui est utilisé
pour le contréle.

(4) : Biominéralisation des substrats par les CSMs induites par le BDM pendant 21 jours. Coloration a 1’aide
d’ARS de cultures sur: (A) multicouches thermiquement réticulée (PAH / PAA)1,PAH, (B) multicouches de
(PAH/ PAA);s, (C) une surface de contrble de CS non revétue, et (D ) une plaque de plastique pour culture
tissulaire. (E) et (F) : Zones d'images colorées par I’ARS et colorant ARS extrait des surfaces et tache d’ARS
extraite des surfaces.

ALP : Alkaline Phosphatase, marqueur précoce de différenciation ostéoblastique. TCP : Tissue Culture Plastic,
plastique de culture cellulaire. CS : coverslip, lamelles de verre. BDM : Bonne Differentiation Medium, milieu
de différenciation osseuse. CSMs : cellules souches mésenchymateuses. MEC : Matrice extracellulaire. COL1 :
collagéne de type I. GADPH : glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase. BSP : Bone Sialoprotein,, marqueur
de différenciation des ostéoblastes a des stades avances. ARS : Alizarin Red S : colorant utilisé pour évaluer les

dépbts de calcium dans la culture cellulaire.

Pris ensemble, Les CSMs induites par le BDM ont exprimé des taux élevés d’ALP et du
COL1, plus tét sur les multicouches terminées par le PAA que sur les multicouches terminées
par le PAH. Les cellules cultivees sur les deux types de multicouches ont exprimé le BSP,
mais les cellules induites par le BDM ont organisé une localisation plus amorphe du COL I et
plus dense de BSP sur les multicouches terminées par le PAA que sur les multicouches
terminées par le PAH. Ces organisations distinctives de collagene | et de BSP de MEC sont
en forte corrélation avec la plus grande biominéralisation des multicouches terminées par le
PAA que sur les multicouches terminées par le PAH au jour 21 de linduction de culture
cellulaire par BDM. Alors, es résultats soulignent I'importance des effets du substrat dans
l'organisation de MEC sur le comportement et la différenciation des CSMs.

Il a été constaté grace a différents travaux et littératures que les propriétés physicochimiques
des surfaces n’étaient pas les seules a étre importantes, mais que la géométrie de la surface

I’était également.
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1V.2- Modifications géométriques

Les modifications géométriques (topographiques) s’effectuent d’une maniére mécanique via
des processus différents (exemple : lithographie électronique ou optique...) en vue de
structurer une surface. La croissance des cellules peut étre mise en évidence par 1’étude de
I’impact des nano/micro surfaces a chimie et géométrie controlées a la fois (surfaces
patternées et fonctionnalisées).

Au niveau cellulaire, les connaissances sur I’impact de la topographie sur la maniére de la
réaction des cellules ne sont pas encore entierement comprises. Récemment, il a été montré
que les facteurs topographiques tels que la taille (telle que la largeur, I'espacement et la
profondeur), la forme et l'arrangement géométrique peuvent exercer de forts effets sur de
nombreux comportements cellulaires tels que l'adhésion, la migration, I'alignement et la
différenciation. Alors que la microtopographie a principalement des effets sur la morphologie
de la cellule entiére, la nanotopographie est particulierement impliquée dans les mécanismes
de détection subcellulaire. La corrélation entre la taille de la topographie et les organites de
détection cellulaires a été observée dans plusieurs études (figure 35) [214].

(ii) 70 nm: threshold for integrin (v) 6 um: neurite
clustering

guidance

10 nm 100 nm 1um 10 ym
0 0 i ==
Size of Size of Diameter Size Size of axon size of
integrin filopodia ofaxon  of growth cone single cell
(12 nm) (100-300 (1um) FAs (7 um)
nm)

(i) 8 nm: height limit of (iiii) 100-300 nm: neurite (iv) <10 pm: FA rearrangement
filopodial sensing sensing (cell morphology/alignment)

Figure 35: Corrélation entre la taille de la topographie du substrat et les organites de détection cellulaire [214].
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(i) Détection des filopodes cellulaires des nanotopographies aussi haut que 8 nm. (ii) Assemblage des intégrines
en un cluster lorsque leur espacement est inférieur & 70 nm. (iii) Les neurites sont sensibles & des
nanotopographies supérieures a 200 nm. (iv) Réarrangement des adhérences focales est observé dans la gamme
de taille inférieure a 10 um. (v) 6 um est la plus longue distance inter-pilier qui a un effet sur I'orientation des

neurites.

IV.2.1- Surfaces a géométrie contrdlées : lithographie électronique

Flemming et al., ont défini le support & géomeétrie contrdlée comme une surface qui a subi des
modifications physiques par photolithographie [215] ou par un autre procédé, permettant d’y
imposer des motifs et des structures spécifiques. Ce type de surface permet d’observer et
d’étudier la réponse cellulaire. Les supports a Tlots (nanodots), a sillons, a puits et les supports
a géométrie anisotropique [216] représentent des exemples des différents types de tels
supports. Bien entendu, il existe de nombreux autres motifs de forme plus particuliére. On
peut parler encore d’un support a chimie et géométric contrdlées, dans ce cas les
caractéristiques intrinséques sont déterminées par la structure et les motifs du support d’une
part, et par les traitements chimiques (dépots, greffages, etc.) réalisés a sa surface d’autre
part.

On peut distinguer ainsi plusieurs parametres ayant un role direct ou indirect dans
I’architecture de telles surfaces, ce sont des parametres mécaniques et géométriques. Les
interactions physiques de la MEC avec les cellules contribuent au contréle de I’activité des
CS telles que : les propriétés mécaniques et la topographie de la MEC ainsi la forme de la
cellule. Une revue récente expose précisément la réaction de la MEC a des stimulations
mécaniques (mechanosensing) et les mécanismes résultants a 1’intérieur de la cellule, en
particulier en ce qui concerne les forces cytosquelettiques et les propriétés mecaniques
nucléaires [217].

La rigidité est parmi les plus importantes propriétés mécaniques de la MEC ayant une grande
influence sur la détermination du destin et du comportement cellulaire (figure 36). Elle est
I’objet de plusieurs études in vivo et in vitro. In vivo, la diminution de la rigidité musculaire
en collagéne VI chez les souris induit une réduction de 1’auto-renouvellement des cellules
souches dans leur niche cellulaire, cette diminution est corrigée par un greffage des
fibroblastes [218]. Ainsi, plusieurs études in vitro ont mis en évidence le réle de la rigidité du
substrat. La rigidité mécanique de la MEC affectent le comportement cellulaire, tel que la
migration [219], la prolifération [220] et I’apoptose [182]. Saha et al., 2008 ont montré que
des substrats souples de I’ordre de 10 Pa inhibent la différenciation et I’allongement des

cellules souches neuronales tandis que des substrats présentant une rigidité de 100 Pa ou plus
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favorisaient la multiplication de ces cellules. D’autres études ont montré que ’utilisation d’un
MEC souple ayant une rigidité proche de celle de la MO permet de maintenir les CSMs dans
un état de repos tout en conservant le potentiel de différenciation et par suite de maintenir ces

cellules pendant une longue durée [221].
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Figure 36: Influence des propriétés mécaniques et physiques de la MEC sur le comportement cellulaire [222].

Ainsi, la topographie (la géometrie et la taille) de la MEC peut avoir des importantes
influences sur un grand nombre de comportements cellulaires, telles que 1’adhésion, la
migration et la prolifération. Il a été établi que 1’espacement précis entre les iles d’adhésion
sur un substrat permet la régulation de regroupement des intégrines, de 1’adhésion focale et et
de I’organisation des fibres d’actine et par suite la modulation de 1’adhésion et I’étalement
cellulaire [223]. En plus, il a été montré que la topographie de la MEC peut modifier la
morphologie et la prolifération des CS embryonnaires humaines a travers le cytosquelette. Un
alignement et un allongement des cellules souches embryonnaires a été induit par un substrat
de polydiméthylsiloxane (PDMS) avec caillebotis de 600 nm d’espacement [224]. Par
exemple, chez la drosophile, la topographie entourant leurs CS, en particulier la topographie
de leur support a ét¢ montré, par plusieurs études, qu’elle participe a la régulation de la
prolifération des CS [225]. Des résultats similaires ont été observé lors du contrdle de l'auto-
renouvellement et de la différenciation des cellules souches chez C. Elegans [226].

Aussi, Certaines études utilisant des indices nanométriques ont révélé comment la
topographie peut influencer la différenciation des CSMs in vitro. Dalby et al. ont induit une
différenciation ostéoblastique chez les CSMs humaines en utilisant une topographie de la

surface d’un ordre nanométrique et sans ajouter des suppléments ostéogéniques [230, 231].
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En plus, en présence d'un milieu ostéogénique, Engel et al. ont pu montrer I’effet synergique
des microstructures sur la différenciation des CSMs en ostéoblastes matures [229].

Enfin, les cellules ont la capacité de détecter les indices géométriques de leur
microenvironnement (la topographie de la surface, la rugosité, la rigidit¢é ou d’autres
paramétres), ce qui nous permet de dire que le facteur de forme des cellules peut étre un
puissant régulateur de la croissance et de la différenciation cellulaire. Depuis longtemps, en
1991, il a été montré par Ingber, que le changement de la forme des cellules endothéliales
induit par la MEC, a une grande influence sur leur prolifération et leur différenciation [230].
Ainsi, certaines études ont montré que le devenir CS peut étre influencé grace a un contrdle
de leur forme par la MEC, les intercations entre de plusieurs facteurs extrinseques et
intrinséques, ou par d’autres paramétres mécaniques [234-236]. Prenant par exemple la
différenciation chondrocytaire des CS. Des études ont pu montrer que la forme arrondie des
cellules souches adultes ou embryonnaires est une exigence pour la différenciation des
cellules en chondrocytes [237]. En effet, I’expression des marqueurs moléculaires de la
chondrogenése augmente dans le cas des CSM dérivées de la MO ayant les noyaux plus
arrondis [233] ainsi que celles derivees du tissu adipeux cultivées en 3D dans des
biomatériaux a base d’agarose ou d’alginate et qui ont encore un phénotype arrondiec [234].
Lithographie électronique

En sciences des matériaux, les techniques de nanofabrication permettent d’une part, la
synthese de nouveaux matériaux qui présentent par leur nouvelle structure des propriétés
enticrement différentes des matériaux conventionnels et d’autre part, la reproduction des
interactions ou des comportements existants deja dans certains matériaux. Ces matériaux
néosynthétisés n’existent pas dans la nature et étendent les limites et les propriétés de certains
systemes. Il existe plusieurs techniques de nanofabrication citons par exemple: la
lithographie électronique, la lithographie optique ou photolithographie, lithographie par
microscopie champ proche, nanoimprint, le différentes techniques de micropatterning...
Dans notre travail la lithographie électronique est la méthode utilisé pour modifier
géométriquement les surfaces afin d’étudier et controler les comportements cellulaire.

Par définition, la lithographie électronigue est une technique permettant de réaliser des motifs
haute résolution allant jusqu’au nanomeétre a partir d’un film de résine photosensible. Le
principe de lithographie électronique est basé sur 1’adressage d’un faisceau électronique par
un logiciel qui permet de reproduire dans la résine le motif choisi par ’opérateur (figure 37).
La haute résolution de ce type de lithographie rend la technique lente puisque le faisceau

d’électrons dessine progressivement le motif a transferer. La détermination de la résolution
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ne repose pas uniquement sur la taille du spot du faisceau mais encore sur I’interaction
électron-matiére dans la résine notamment et le substrat dont il faut tenir compte surtout

lorsque les motifs sont tres proches [235].
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Figure 37: Schéma représentant la lithographie électronique. L’insolation de la résine est assurée par

I’utilisation d’un faisceau d’électrons [236].

Des modifications chimiques et structurales de la résine sont provoquées suite a I’exposition
de celle-ci au faisceau d’électrons, aussi cette exposition provoque des différences de
solubilité ou de vitesse d’attaque chimique de la résine entre zones exposées et non-eXpoSees.
Le motif dessiné lors de I’exposition pourra donc étre révélé par différence de solubilité. En
lithographie électronique, la dose est définie comme étant la quantité de charges deposees sur
la résine. Ce facteur est précisé initialement et dépend essentiellement de la taille et

I’environnement du motif ainsi de la résine.

1V.2.2- Impact des modifications géométriques

L’influence des modifications géométriques du support a été étudiée, grace au développement
d'une nouvelle méthode de création des nanostructures sur les surfaces comme les montre la
figure 38 ou des différentes nano-topographies sont présentées (figure 38 a: nano-lignes,
figure 38 b : nano-ilots). La forme de la surface, en terme de nanostructures, a été montré
pour planifier un role important de poursuite de I'évolution cellulaire, en vue qu’elles
ensemble influencent la forme cellulaire. Comme par exemple, Hsu et al., ont développé deux
supports différents, le premier présente des sillons dans lequel le cytosquelette des cellules
aura tendance a s’organiser en parallele, leur conférant une morphologie allongée, alors que
le deuxiéme est développé avec des Tlots susceptible de confiner les cellules et de les

maintenir arrondis (Figure 38) [240, 241] comme montré par Cheng et al.[238].
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Figure 38: Micrographies optiques (a) [237] et images de fluorescence (b) [238] respectivement sur le support

présentant les sillons et le support présentant les Tlots montrant la différence de forme des cellules.

Les CSMs, selon que leur forme est arrondie ou aplatie se différencient davantage en
adipocytes ou en ostéoblastes lorsqu’on les expose a un milieu contenant les facteurs de
différenciation des deux types cellulaires. En effet, Zhang et al. ont montré que les cellules
cultivées sur de larges Tlots s’étalent et présentent des marqueurs plus spécifiques de la lignée
ostéoblastique alors que celles qui sont confinées sur de petits ilots s’orientent
préférentiellement vers la voie adipocytaire. En plus, les cellules maintenues dans une forme
arrondie, et dont le cytosquelette subi peu de tension, conservent plus longtemps leur
caractere multipotent [239]. Alors la forme des cellules modifie I’organisation du
cytosquelette ce qui facilite I’'une ou ’autre voie de différenciation.

Donc et comme présentée plus haut, géométrie du support (la structure et les motifs du
support) vont donc étre importants puisqu’ils influencent a la fois la forme des cellules et
I’affinité de la cellule avec son ligand qui a son tour module le degré de tension exercée sur
son cytosquelette. Tous ces paramétres combinés orientent le comportement cellulaire et
prédéterminent le destin de la cellule.

Lee et al., ont associé certaines cellules exprimant des marqueurs d’ adipogenese (p-par y) et
de la neutrogenese (beta3 tubulline). La figure 39 montre que les cellules qui adoptent une
morphologie arrondie la plupart du temps ont tendance d’exprimer des marqueurs
adipogeéniques, alors que les cellules qui ont une morphologie étendue (allongée) et ont une
tendance a I’étalement cellulaire montrent une expression plus élevée des marqueurs de

neurogenese [240].
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Figure 39: Combinaison de caractéristiques géométriques et de ligands d'adhésion orientant la différenciation

vers des lignées adipocytaires et neuronales [240].

L’hypothese de cette équipe est illustrée dans la figure 40. Cette figure présente le destin des
CSMs sur un hydrogel polyacrylamide mince avec ou sans des contraintes géométriques. Il a
été démontré que dans le cas ou il y a des géométries identiques dans toutes les directions,
I’étalement cellulaire est limité favorisant une grande expression des marqueurs

adipogeniques par rapport aux cellules qui peuvent se propager.
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Figure 40: L’étalement cellulaire affecte le degré de spécification de la lignée adipogénique et neurogénique
[240].

(A) images d'immunofluorescence de CSMs adhérents sur des substrats non patternés avec de fibronectine
montrant des cellules rondes et autres étalées. (B) Expression des marqueurs adipogéniques (gauche, PPAR v) et

neurogéniques (droite beta3 tubulin) démontrant I’influence de 1’étalement sur la différenciation cellulaire.

Des efforts significatifs ont été dirigés vers la compréhension des facteurs qui influencent la
différenciation des CS vers une lignée ou vers une autre. Kilian et al ont publié un travail trés
intéressant en 2010, ou ils ont montré qu'avec la méme chimie de surface, des différentes
différenciations de CS pouvaient étre obtenues et plus précisément, ’ensemble de ce travail
souligne que la forme cellulaire, indépendante des facteurs solubles, a une forte influence sur
la différenciation des CSMs humaines de la MO [241]. Suite a 1’exposition des cellules
cultivées en forme rectangulaire avec des ratios (longueur/largeur) croissants et des cellules
présentant une symétrie pentagonale mais des courbures subcellulaires différentes (forme de
fleur, forme pentagonale, forme d’étoile), & des signaux de différenciation solubles
concurrents, elles montrent des différentes orientations soit adipogéniques, soit ostéogéniques
(figue 41 A et B).
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Figure 41: (A) Pourcentage de cellules en forme rectangulaire et de ratio croissant différenciées en ostéoblastes
ou adipocytes. (B) Pourcentage de cellules en forme de fleur, forme pentagonale et forme d’étoile différenciées

en 1’un ou I’autre des deux lignées [241]

Ainsi, Les résultats de ce travail révélent que les caractéristiques geométriques qui
augmentent la contractilité de lI'actomyosine (myosine Ila qui est la protéine motrice primaire
responsable de la contractilité cellulaire) et par suite la contractilité du cytosquelette
favorisent l'ostéogenése. Ces resultats sont compatibles avec des observations précédentes
démontrant que les substrats rigides favorisent 1’ostéogenése [186,245]. La figure 42 A
montre qu’une forme circulaire des cellules favorise 1’adipogenése tandis que les cellules
ayant une augmentation de contractilité de cytosquelette favorisent 1’ostéogénése, cette
différence du destin de ces deux formes de cellules est approximativement similaire de celle
observée dans le cas des cellules en forme d’étoile (ostéogenese) et de fleur (adipogenése) ou
le chemin (en termes de mécanotransduction) de la différenciation en ostéogenese des

cellules en forme d’étoile est représenteé dans la figure 42 B .
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Figure 42: Destin de differenciation cellulaire selon la contractilté des cellules.Images d’immunofluorescence

de localisation de Myosin lla de forme circulaire et contractile des cellules (A : gauche), pourcentages de
différenciation des cellules de deux formes (A: droite). (B) voie ostéogénique des cellules contractiles (forme
étoile par exemple) en favorisant I’activation de JNK (c-Jun N-terminal kinase) et de ERK1/2 (extracellular

related kinase) associée a une élévation de la signalisation Wnt (winglesstype) [244].

IVV.3- Modifications biologiques

La modification biologique ou biofonctionnalisation agit au niveau protéique pour contréler
les différentes réponses cellulaires et tissulaires. Elle s’effectue par la fixation des protéines
d’adhérence (ex: la FN...) ou des motifs peptidiques (tableau 13) reconnus spécifiqguement
par des récepteurs cellulaires (ex : les Ig comme avp3) favorisant par suite la fixation des

cellules sur le support [243].
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Tableau 13: Quelques séquences peptidiques capables de promouvoir 1’adhésion, la prolifération et la
différenciation cellulaire [244].

RGD Arg-Gly-Asp

REDV Arg-Glu-Asp-Val

SVVYGLR Ser-Val-Val-Tyr-Gly-Leu-Arg

YIGSR Tyr-lle-Gly-Ser-Arg

WQPPRARI Trp-GIn-GIn-Pro-Pro-Arg-Ala-Arg-lle

IV.3.1- Mécanismes cellulaires essentiels de contréle de la réponse cellulaire

La MEC a un réle important de transmission des signaux extracellulaires a la cellule qui les
intéegre en induisant des voies de signalisation et des réponses cellulaires adaptées aux
propriétés du microenvironnement. En fait, la cellule est capable de percevoir des signaux
mécaniques exercant sur elle et autour d’elle (étirement, pression, rigidité du support), des
signaux solubles (facteurs de croissance) et insolubles matricielles (FN, collagéne...), ainsi
que des modifications d’ordre biologiques (ligands spécifiques), chimiques, et structurelles de
son environnement a 1’échelle nanométrique (figure 43). La détection de ses variations repose
sur des différents mécanismes faisant appel aux molécules d’adhésion et au cytosquelette
[239] et induisant des changements dans la cellule via diverses voies de signalisation : c’est la
mécanotransduction.

Par définition, la mécanotransduction étant un procédé permettant de transformer des signaux
mécaniques en signaux biochimiques, elle est considérée comme 1'une des premieres, si ce
n’est la premicre forme de perception cellulaire. A ce titre, elle a regu une attention toute
particuliére et de nombreux efforts sont faits pour mieux comprendre son fonctionnement. Au
niveau moléculaire, il existe de nombreuses voies de signalisation qui ont été identifiés en
mécanotransduction, y compris les voies RassMAPK, PI3K/Akt, RhoA/ROCK, YAP/TAZ,
Wnt/B-catenin, ou TGF-B pathways [249 — 251] (Figure 44).
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Figure 43: Schéma représentant les différents aspects du microenvironnement cellulaire [245].

(@) Adhésion des cellules a des ligands d’adhésion adsorbés sur des surfaces non traités et leur interaction avec
des signaux solubles. (b) Complexe de la fonctionnalisation biologique (vert) via des signaux insolubles dérivés

de la MEC. (c) Matériaux chimiquement fonctionnalisés (rouge) permettent une présentation adaptée des

ligands bioactifs.
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Figure 44: Les voies de signalisation induites lors de la mécanotransduction (fleches noires) interférées avec les
voies de signalisations mendiées par les facteurs solubles (fleches bleues) qui participent a la régulation du
destin cellulaire [248].

Plusieurs acteurs ont déja été identifiés, parmi lesquels les intégrines, les cadhérines, les
canaux ioniques activés par D’étirement (Stretch Activated ion Channels : SACs), le
cytosquelette et le noyau.

Les intégrines sont au cceur de la transmission des signaux de ’extérieur vers I’intérieur de
la cellule (outside-in) mais également de I’intérieur vers I’extérieur (inside-out) (figure 45).
Ce sont des protéines transmembranaires participant a I’adhésion des cellules avec la MEC et
servant de trait d’union avec le cytosquelette par I’intermédiaire de protéines de liaison de
I’actine (Actin Binding Proteins : ABPs). La liaison d’une |g avec son ligand est d’abord
faible puis se renforce sous I’action des contraintes exercées sur elle. Dans un premier temps,
et en présence de ces forces, I’lg passe a une conformation de plus haute affinité (forme
active), permettant de stabiliser 1’interaction. Cette réponse de 1’Ig est plus efficace si la
contrainte est appliquée rapidement ou si elle est cyclique. Des protéines des complexes
d’adhésion focale comme la vinculine, taline, kindlin sont egalement recrutées. Dans un
second temps, d’autres Ig de haute affinité vont étre recrutées a leur tour pour interagir
localement avec les protéines extracellulaires au niveau de la liaison, ce qui renforce le
complexe d’adhésion focale. Ces adhésions focales vont ainsi transmettre des signaux
biochimiques par I’intermédiaire de RhoA GTP, de c-src et de la Focal Adhesion Kinase
(FAK) et entrainer une modulation de 1’organisation et de la contraction du cytosquelette
[249]. L’activation des Ig est dépendante de la présence de cations divalents (magnésiums,
calcium ou manganese), leur conformation est inactive, et leur liaison au ligand est trés faible
en cas d’absence de liaisons de ces ions [56].

Les cadhérines sont également des protéines impliquées dans I’adhésion cellulaire mais
participent aux interactions des cellules entre elles. Soumises a des contraintes, elles
répondent de fagon similaire aux Ig, en changeant de conformation et en recrutant d’autres
cadhérines pour former des clusters tres semblables aux complexes d’adhésion focale des
intégrines. La kinase de la chaine Iégere de la myosine Il (Myosin Il Light Chain Kinase :
MLCK) et ROCK (RhoAssociated Protein Kinase) joueraient un rdle essentiel dans le
renforcement des liaisons des cadhérines et dans le recrutement des clusters, notamment en

activant Rho et en phosphorylant la chaine Iégere de la myosine Il (MLC) [250].
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Figure 45: Activation des intégrines [56].

(@) Conformation inactive des intégrines en absence des cations divalents. (b) Signalisation inside-out : la
conformation des intégrines est active grace a la présence des cations. La liaison des protéines taline et kindline
aux intégrines leur facilite d’acquérir une conformation active d’une part et leur liaison aux ligands d’autre part.

(c) Signalisation ouside-in : recrutement et regroupement des intégrines.

Les canaux activés par 1’étirement sont des canaux calciques transmembranaires répondant
aux contraintes mécaniques. Ils s’ouvrent en réponse a un étirement et permettent un influx
d’ions calciques dans le cytoplasme de la cellule. Ils seraient responsables de I’induction d’un
certain nombre de mécanismes physiologiques ou pathologiques dépendants du calcium dans
la cellule. lls sont notamment soupconnes de participer a la transformation cancéreuse, a
I’activité métastatique et la migration cellulaire. Vladislav et al. ont déterminé en 2014 qu’ils
pourraient entrainer une signalisation via les canaux potassiques dépendants du calcium. Il est
également envisageable que cet influx de calcium soit pris en charge par la calmoduline et
régule la MLCK, entrainant par une voie de signalisation la contraction de 1’actinomyosine et
le remodelage cellulaire [251].

Le cytosquelette est composé de nombreuses molécules dont I’actine ainsi que de protéines
lices a I’actine (ABP). Il donne sa morphologie a la cellule et subit les forces exercées sur
elle. Il est lié indirectement a certaines molécules membranaires comme par exemple au
niveau des adhésions focales et il constitue les fibres de stress [252]. Sous I’action des
contraintes mécaniques ou via les signalisations force-dépendantes déclinées plus haut, le
cytosquelette va se remodeler et donc changer I’architecture de la cellule [253]. Le noyau
traite des signaux intracellulaires issus de stimuli mais peut répondre directement aux

contraintes mécaniques par 'intermédiaire de son « squelette ». Il posseéde un réseau de
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lamines sous sa membrane interne qui se lie a des protéines transmembranaires (comme
LAP2, emerine...) et a I’hétérochromatine. La déformation du cytosquelette va avoir un
impact directement sur la structure du noyau par les contraintes mécaniques qu’elle exerce
sur les complexes LINC (Linkers of Nucleoskeleton and Cytoskeleton) comme les triméres
de SUN et va entrainer des changements de conformations de protéines qui pourront
engendrer des interactions altérées, ou provoquer la dépolarisation des lamines nucléaires et
donc un remodelage de la chromatine. Fedorchak et al. ont remarqué que les facteurs de
transcription induits par les forces (lex-1, Egr-1 ou Pai-1 par exemple) étaient moins
exprimés en 1’absence de lamines A ou C [254].

Donc, la transmission des signaux de I’environnement extracellulaire (mécaniques,
topographiques, biochimiques, électriques) vers la cellule en mettant en place des voies de
signalisation intracellulaire induit des differents comportements et réponses cellulaires. Les
réponses cellulaires aux différents signaux extracellulaires sont variées: adhérence, étalement,
différenciation, prolifération, migration et autres. L’adhérence et 1’étalement sont des
processus d’attachement des cellules a leur support, et d’induction a la cellule les premiers
signaux de survivre [258,259]. La différenciation est un processus par lequel une cellule se
spécialise en un type cellulaire spécifique [257]. La prolifération permet aux cellules
adhérées et différenciées de se multiplier. Alors que la migration correspond au processus
permettant le deplacement des cellules en fonction des caractéristiques du

microenvironnement matriciel [258].

IV.3.2- Protéines de la matrice extracellulaire

En 1948, la FN est découverte sous le nom de « cold-insoluble protein » [259]. Elle est une
des macromolécules constituant les MEC et une des premieres protéines reconnue par sa
grande importance structurellement et fonctionnellement [263, 264].

La FN est une glycoprotéine matricielle d’un poids moléculaire variant de 420 a 500 kDa en
fonction des glycosylations qu’elle absorbe et des epissages alternatifs qu’elle subit. Elle est
constituée de deux sous-unités homologues reliées entre elles par deux ponts disulfures au
niveau du domaine carboxy-terminal. Chaque sous-unité est constituée de domaines de type |
(douze modules), Il (deux modules), Il (quinze modules) qui sont repliés en modules
globulaires [48]. Ces trois types de module sont tous repliés en feuillets B antiparalleles
intramoléculaires renfermant un ceeur hydrophobe [262]. Ainsi, elle posséde trois domaines
d’épissage alternatif appelés EDA (extradomaine de type Il A), EDB (extradomaine de type
I11 B) et le domaine variable I11CS (type Ill connecting segment) (Figure 46 A).
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Cette protéine subit des modifications post-traductionnelles ayant une importante influence
sur le comportement cellulaire : la phosphorylation, la glycation, et la glycosylation. La
fibronectine intervient dans la régulation des différents comportements cellulaires et dans la
stabilisation et I’organisation de la MEC grace a ses séquences d’interaction qu’elle possede
avec les autres constituants moléculaires de la MEC, elle-méme, ainsi des séquences
d’interaction avec les récepteurs cellulaires. Ces derniéres lui permettent d’interagir avec les
cellules du microenvironnement.

L’interaction de la FN avec les cellules se fait par I’intermédiaire des récepteurs cellulaires
tels que les Ig, les syndécanes, et la transglutaminase. a5p1, avp3, allbf3, avpl, avp3, avps,
avpBo, avp8, a5P1 et a8P1, ce sont les Ig qui permettent I’interaction entre le module 11110 de
la fibronectine et les cellules [59, 266]. Les Ig a5p1, avp3 et allbp3 permettent également
I’association des cellules avec le module juxtapose 1119 (figure 46 B) [264] et les Ig avp3 et
aSP1 interagissent avec le module I5. L’lg 04P1 interagit avec le module 11114 et 1’lg a9p1
avec le module EDA [67, 268]. Le module I11CS est reconnu par les Ig a4p1 et 04B7 ainsi les
modules 1111214 SONt reconnus par les syndécanes présents a la surface cellulaire [266].

Alors il existe une importante variété des Ig qui reconnaissent la FN mais les Ig a5p1 et avp3
restent parmi les principaux récepteurs liant la FN a cété syndecanes-4. La séquence RGD
(Arginine-Glycine Aspartate) situee dans le module 11110 est reconnue par les Ig a5B1 et la
séquence flanquante PHSRN (Proline-Histidine-Serine-Arginine-Asparagine) qui se trouve
dans le module juxtaposé 1119 [267]. Ainsi, la famille des syndécanes regroupe quatre
membres, la fibrillogenese de la FN et I’adhérence des cellules a la FN s’effectuent via les
syndécanes-2 [271, 272]. La formation des structures d’adhérence est initiée par I’interaction
de la FN avec les Ig et les syndécanes-4 [270]. Enfin, la transglutaminase (TGase) sert
¢galement a I’interaction cellule-FN, il sert comme un récepteur contribuant a I’assemblage
fibrillaire de la FN [271].

En conséquence, via ces interactions la FN régule le comportement cellulaire.
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Figure 46: (A) schéma représentant la structure d’un monomeére de la fibronectine. (B) schéma représentant les

séquences d’interaction cellules-fibronectine [48].

La FN peut présenter sous forme soluble par exemple la FN plasmatique sécrétée par les
cellules endothéliales et les hépatocytes ou bien sous forme insoluble dans la MEC, c’est
alors la FN tissulaire sécrétée par les cellules endothéliales et épithéliales, les fibroblastes, les
CML, les chondrocytes. Et comme mentionne précédemment, Elle présente de nombreux
sites de liaison, soit pour des protéines de la MEC (comme, la thrombospondine le
collagéne), soit pour des récepteurs membranaires (les intégrines), des GAGs (I’héparine et le
chondroitine-sulfate) ou bien pour des protéines du sang circulant (la fibrine) [31].

En plus de son role majeur dans 1’adhérence cellulaire, clle intervient encore lors des
communications cellulaires, I’embryogenése (aide les cellules a migrer au cours du
développement embryonnaire), dans des divers processus pathologiques (inflammmation...)
et physiologiques (cicatrisation...). Ainsi en se liant avec les récepteurs d’intégrines, elle
permet I’activation les voies de transduction du signal amenant par suite a la modification du
comportement cellulaire tels que migration, motilité, différenciation, prolifération [67].
Chatakun et al. en 2014, ont mis en évidence 1’effet important de la FN sur les ostéoblastes
du point de vue de I’adhésion, la prolifération, la différenciation et autres mécanismes [272].
En outre, il été montré que la FN favorise le prosessus de la fibrillogénése du collagene
suggeérant son réle majeur dans la maturation de la MEC dans l'os [273].

En outre, les séquences oligopeptidiques actives de la plupart des protéines matricielles
contiennent une séquence tripeptidique Arginine-Glycine Aspartate (Arg-Gly-Asp) a laquelle
sont assignées des propriétés d’adhérence cellulaire. Parmi les propriétés de ce tripeptide est

la forte affinité pour les récepteurs cellulaires de la superfamille des Ig, qui font partie des
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CAM (cell adhesion molecules). L’équipe de C. Baquey (Inserm U.443), a montré que
I’adhérence de cellules endothéliales est améliorée es cas de fixation de fagon covalente des
peptides contenant la séquence Arg-Gly-Asp sur une surface de silice [274], les mémes
résultats sont observés sur des gels d’alginates modifiés ne présentant pas les propriétés
intrinseques d’ancrage cellulaire [275].

Dans la FN, la séquence RGD (Arginine-Glycine Aspartate) est située dans le module 11110
de cette molécule et elle est bien reconnue par les intégrines a5B1. Ce tri-peptide s’agit du
plus petit fragment que la FN ait besoin pour se lier aux Ig et fixer par suite les cellules [276].
Le peptide RGD peut étre linéaire ou cyclique, I’affinité du RGD cyclique pour I’'lg avp3 —
un important récepteur qui favorise 1’adhésion et 1’ostéogenése des CSMs [277]- est
approximativement plus importante de 1’ordre de deux fois que celle du RGD linéaire [278].
De plus, la forme cyclique est plus stable que la forme linéaire, ainsi que ces peptides sont
thermorésistants et peuvent donc étre stérilisé par la chaleur [279]. Les fragments RGD
peuvent étre fabriqués synthétiquement, ce qui limite le risque de transmission des maladies.
Ainsi, la fibuline, les collagénes, les protéoglycans, les laminines, les thrombospondines, les
ténascines, le vitronectine et autres, sont encore des glycoprotéines matricielles (autres que la
FN et le RGD) participant au contrdle de plusieurs comportements cellulaires (prolifération,
différenciation, polarisation, adhérence...). Chacune de ces molécules a une localisation et
un réle spécifique direct ou indirect dans 1’adhésion cellulaire [31]. Une nouvelle famille de
protéeines contribuant a la régulation de la différenciation et de la croissance cellulaire connue
sous I’acronyme CCN référant aux trois premiéres protéines découvertes dans cette famille :
le CYR61 (cystein rich protein), le connective tissue growth factor (CTGF) et le
nephroblastoma overex-pressed (NOV), elle regroupe encore les protéines WISP1, 2 et 3. Ces
protéines CCN sont impliquées dans plusieurs phénoménes biologiques fondamentaux ainsi
que dans I’adhérence, la migration et la prolifération cellulaire. Ils sont capables d’interagir
notamment avec les intégrines pour influencer au niveau cellulaire. C’est le cas de CYRG61
[280], de NOV [281] mais aussi de CTGF [282]. Chacune de ces protéines a ses effets
propres grace a la spécificité de leur liaison de vis-a-vis des différentes Ig.

De plus, il faut noter que plusieurs protéines ont des roles principaux dans la formation des
adhésions focales suite a la liaison de la cellule avec les protéines d’adhérence de la MEC.
Ces protéines d’ancrage permettent 1’activation des Ig via I’interaction du F-actine dans le
cytoplasme avec la sous-unité  de 1'lg [62,283]. Elles sont considérées comme des structures
dynamiques pour la constitution des adhésions focales [284]. La figure 47 présente des

exemples de ces protéines.
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Figure 47: Schéma représentative des protéines impliquées dans la constitution des adhésions focales [118].

1VV.3.3- Impact des modifications biologiques

Les cellules qui adhérent a la MEC peuvent détecter les propriétés mécaniques matricielles
grace aux interactions spécifiques entre les Ig de surface cellulaire d’une part avec les ligands
d'adhérence d’autre part [211,288-291]. Engler et al., ont démontré Il'importance des
propriétés mecaniques de la matrice pour diriger le devenir des CSMs adhérées sur la surface
en variant la rigidité d’hydrogels de Polyacrylamide revétus par le collagéne). Ils ont trouvé
qu’un mince hydrogel de polyacrylamide (<1 kPa) favorise une neurogenese, un hydrogel de
rigidité intermédiaire (~10 kPa) favorise une myogenese, alors que des hydrogels rigides (
>30 kPa) favorise ’ostéogenése [184]. En plus de facteur de rigidité et autres propriétés
mécaniques, il a été démontré par plusieurs études 1’influence de la composition et la nature
des ligands d'adhésion sur un substrat influencent la différenciation des des CSMs [211, 212,
288, 289, 292, 293]. Cooper-White et ses colléegues ont montré que des différentes protéines
matricielles d’adhésion (FN, laminine, collagene) -selon leur nature et leur mode de
présentation a la cellule- greffées sur des substrats d'hydrogel de rigidité différente ont
significativement une influence sur I'expression des marqueurs myogéniques et ostéogéniques
ainsi qu’elles jouent un rdle important dans la promotion compétitive des résultats de

différenciation.
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Lee et al. ont cultivé des cellules souches mésenchymateuses sur des gels hydratés a base de
polyacrylamide (PAAmM) en faisant varier la géométrie du support, la rigidité de la matrice et
la nature des ligands déposés a la surface des gels. Ils ont pu démontrer que des CSMs
humaines issues de la MO cultivées sur des Tlots (circulaires) la FN ont plus largement
tendance a s’orienter vers la voie adipogénique qu’en culture classique. De la méme fagon,
les cellules cultivées sur du collagéne s’orientent plus facilement vers la voie neurogénique
[240]. Ainsi il a été montré que pour tous les ligands d’adhésion, le plus grand pourcentage
des cellules étalées ont choisi un destin neurogéniques (figure 48). En effet, en combinant le
collagéne avec n’importe quelles autres protéines (FN et/ou laminine), il a été obtenu des

cellules nerveuses, quelque soit la forme de la cellule et la surface.
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Figure 48: L’impact du nature du ligand (Fn: fibronectine, Ln: laminine, Cn: collagéne) sur le comportement
cellulaire (adipogenése ou neurogenése) sur des géométries circulaires ou étalé [240].

Kilian et al. ont montré comment la modulation de I'expression des marqueurs associés a la
neurogenese, la myogenese et l'ostéogenese est fortement li€é a la densité et l'affinité des
peptides d'adhésion, ce qui conforme I'importance du type, de la nature, de la densité et de la
présentation du ligand dans la différenciation des CS. En premier temps, ils ont cultivé des

CSMs pendant 10 jours soit sur des films d’or de monocouches (SAM d’alkane-thiolate)
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présentant du cycRGD ou linRGD a des densités différentes : haute densité (1%) et faible
densité (0.1%), soit sur des films d’or recouverts par la FN, et en détectant le marqueur
précoce de 1’ostéogenése AP (alkaline phosphatase) ils ont démontré que la FN et les
monocouches présentant le RGD cyclique favorisent l'ostéogenese (figure 49). Et dans un
deuxiéme temps, et dans les mémes conditions de la culture des CSMs sur des films d’or
portant de la FN ou du cycRGD, ont démontré qu’a une faible densité de ligand, les cellules
expriment davantage de marqueurs neurogéniques et myogéniques. De plus, a de faibles
densités de ligand, plus 'affinité de liaison est élevée, plus la cellule semble privilégier le
devenir neurogenique. Si la densité de ligand est élevée, la cellule a tendance a se masser sur
la zone d’adhérence et rester relativement arrondie. A I'inverse, si la densité est faible, elle
cherche a atteindre ses ligands et s’étend [208].

Finalement, la réponse biologique qui s’ensuit une modification biologique va dépendre de la
densité et de la distribution spatiale des proteines et des peptides favorisant et facilitant
I’adhésion cellulaire. Toutefois, ce type de modification par des molécules biologiques a une
durée de vie limitée, et il est primordial de pouvoir controler de maniere optimale la

fonctionnalité de ces molécules en fonction du temps.
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Figure 49: Les molécules d'adhésion et leur affinité de favorisation de I'ostéogenese des CSMs [208].

(a) Immobilisation des peptides RGD (en rouge) sur les monocouches (SAM) préparées sur des films d’or. (b)
gauche : Images a contraste de phase de CSMs colorées pour le marqueur d’ostéogenése I’AP (alkaline
phosphatase, gris foncé) apres 10 jours de culture sur les monocouches présentant des cycRGD et linRGD de
densités différentes et sur les films d’or recouverts par le fibronectine. Droite : Quantification du pourcentage de

cellules exprimant I’AP.
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V- Adhésion bactérienne et propriétés de surface

Depuis longtemps, les bactéries ont été étudiées dans leur environnement naturel in vivo,
dans les conditions contrdlées. Elles sont definies comme des microorganismes vivants
unicellulaires dépourvues de noyau et d’organites. Elles mesurent quelques micrometres de
long et apparaissent sous diverses formes : sphérique (coque), allongée ou en batonnets
(bacilles). Elles existent sous deux grandes familles : les bactéries gram positif et les bactéries
gram négatif. Cependant, leur grande différence réside principalement dans la structure et

I’épaisseur de leur paroi ainsi que dans la coloration que prend le Gram.

V.1- Généralités concernant les bactéries : I’espéce E.coli

La bactérie Escherichia coli est découverte pour la premiere fois par Theodor Escherich dans
les selles de nourrissons en 1885. Tout d’abord elle a été nommée Bacterium coli commune,
et apres 70 ans et en hommage des travaux de Theodor Escherich elle devient reconnue par le
nom d’Escherichia coli (E. coli) [291].

Escherichia coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae et des protéobactéries. Elle est
un bacille a Gram négatif, aérobie-anaérobie facultatif (AAF) ayant une catalase et une nitrate
réductase, dépourvue d’oxydase ainsi qu’elle est non halophile. E.coli est immobile ou
mobile possédant une structure non-sporulée et flagellaire péritriche. La température optimale
de croissance de cette bactérie est 37°C. Elle est non exigeante, capable de developper sur des
milieux ordinaires [292]. Cette bactérie constitue 1% du microbiote aérobie-anaérobie
facultatif intestinale de 'Homme et des animaux ou elle représente 80 a 90 % des coliformes
fécaux ou thermotolérants.

E.coli mesure 2 x 0,54, elle possede un chromosome circulaire avec un génome comprenant
4800 genes dont 1400 entre eux participe a la régulation du métabolisme bactérien. En milieu
nutritif, cette bactérie se divise en 2 bactéries filles chaque 20 a 40 minutes. Sa transcription
s’effectue directement dans le cytoplasme. La membrane cytoplasmique des bacteries a Gram
négatif est formée de 2 bicouches lipidiques (interne et externe) qui sont separées par une
espace peri-plasmique. La bicouche lipidique externe et 1’espace péri-plasmique comprennent
du peptidoglycane et assurent la forme et la stabilité de la bactérie. E.coli se communique
avec l’extérieur par I'intermédiaire des canaux, des porines, et des pompes transporteurs,
actifs ou passifs et qui sont en général spécifiques d’une molécule donnée. Chez E.coli K12
(MG1655), il a été décrit plus de 250 transporteurs. Ce qui caractérise I’E. coli ainsi est la
présence de différents appendices associés (des flagelles, de fimbriae ou pili) a sa paroi ayant

des fonctions importantes. E. coli présente une capacité d’interagir avec des surfaces
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biotiques ou abiotiques et peut adhérer : soit a des récepteurs cellulaires spécifiques (étape du
processus infectieux d’une bactérie), soit sur des surfaces inertes ou encore elles peuvent
adhérer entre elles. En outre, elle posséde la capacité de formation d’une matrice adhésive et
protectrice qui s’appelle "biofilm". Ce mode de vie, ajoutant encore les autres types
d’interactions inter-cellulaires sont régis partiellement par un systeme de communication
connu par "le quorum sensing. Ainsi, la détection des variations externes et la transmission
des informations au génome bactérien sont effectués par des senseurs protéiques présents
dans la membrane se E.coli [293].

Cette espece est versatile incluant des bactéries pathogénes, des bactéries commensales du
tube digestif et des bactéries adaptées a I’environnement a la fois [294]. Les E.coli
commensaux ont des réles bénéfiques pour la flore intestinale surtout dans le metabolisme
des sels biliaires et dans la protection alors que chez les E.coli pathogenes on distingue d’une
part les entéropathogénes (responsables d’infections intestinales) et les pathogénes extra-
intestinaux (ExPEC) d’autre part. Parmi les entéropathogénes on trouve les souches
entéropathogénes (EPEC), entéro-hémorragiques (EHEC), entérotoxinogenes (ETEC),
entéroinvasives (EIEC), entéro-agreégatives (EAEC) et celles adhérant de facon diffuse
(DAEC). L’E.coli peut s’adapter face aux différents stress environnementaux brutales
(changements du pH, de la température, ou un épuisement en nutriments) par le phénoméne
d’homéostasie en disposant pour ce but de senseurs et d’effecteurs permettant aux bactéries

de survivre au détriment de leur croissance et leur mobilité [298, 299].

V.2- Etapes d’adhésion bactérienne
L’adhésion bactérienne sur une surface se déroule en deux principales étapes:
1- L’étape de transport des bactéries a I’intérieur d’un fluide jusqu’a une surface.

2- L’étape d’adhésion proprement dite des bactéries sur la surface.

La premiére étape est influencée par plusieurs processus physiques : 1’écoulement du liquide,
les effets de convection du liquide, le mouvement brownien et la sédimentation qui varie en
fonction de la nature du liquide contenant les bactéries. Yang et al. [297] ont montré que
’orientation perpendiculaire du flux par rapport a la surface favorise le taux d’adhésion des
bactéries qui est plus important que dans le cas d’orientation parallele. Ainsi, le transport des
bactéries vers la surface est facilité par le mouvement du liquide vers la surface. En outre, les
propriétés d’adhésion des bactéries ont affecté par la mobilité de la bactérie par son ou ses
flagelles. Pratt et Kolter [298] montrent que la formation d’un biofilm d’E.coli est favorisé

par la présence d’un flagelle alors que Prigent-Combaret et al. n’ont signalé aucune
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observation significative de ’influence du flagelle. Peut-étre que I’intérét du flagelle depend
de ’environement et de la nature de la surface [299].

Cette étape implique une mobilité de deux catégories des bactéries a 1’état planctonique : une
mobilité passive ( la gravité, le mouvement brownien, la convection du milieu ...) qui due au
milieu, et une mobilité active (swimming) qui due au déplacement spécifique de la bactérie
par sa nage grace a ses flagelles [300]. Un déplacement des bactéries sur la surface est
observable ainsi lorsque celle-ci est en contact avec la surface avant leur adhésion définitive,
c’est la motilité. De méme pour la forme planctonique, on distingue une motilité passive et
une motilité active. Quatre types de motilités actives ont été distingués : le « swarming », le «
twitching », le « gliding », le « sliding », mais ’ensemble des mécanismes ne soient pas
clairement ¢élucidés méme qu’ils ont en commun la capacité de favoriser 1’adhésion des
bactéries et la formation et le développement des biofilms. Ces quatre types de motilité ne
présentent pas chez toutes les espéces bacteriennes puisque il y en des types qui exigent
I’utilisation de structures dont ne sont pas rencontrées chez toutes les espéces bactériennes.
Par exemple, le « swarming » exige une activité du flagelle alors que le « twitching » dépend
de P’activité des pili de type IV. [301].

La deuxieme étape se divise en deux phases :

1- Phase d’adhésion réversible : Cette phase est définie comme une approche de la surface
par la bactérie, elle est soumise aux différents types de forces physiques et chimiques a
courtes distances : forces hydrophobes/hydrophiles, electrostatiques attractives ou répulsives
entre les deux surfaces et de van der Waals (attractives). Les théories DLVO qui ne prend pas
en compte d’une part la nature et les propriétés mémes de la bactérie, et sa capacité a
modifier la composition de sa membrane en fonction de sa perception de surface d’autre part,
décrivent cette étape Pourtant, la bactérie possede plusieurs caractéristiques et différences qui
introduisent un biais dans la prévision théorique de leur adhésion : une paroi peu déformable
et potentiellement poreuse dont I’externe est plus ou moins protonnée en fonction du pH du
milieu et sa composition est liée a la présence ou non d’espéces ioniques, une membrane du
nature chimique pas absolument définie a cause de sa dépendance directe de son
environnement, dont sa charge est majoritairement négative(fonctions carboxyles, phosphates
et amines) dans les environnements biologiques courants (entre pH 5 et pH 7) [302].

2- Phase d’adhésion irréversible : cette phase consiste a la mise en place de 1’adhésion
irréversible de la bactérie sur la surface en intervenant des forces a courtes distances (liaisons
covalentes, liaisons hydrogénes) qui peuvent étre complétées par la mise en place de liaisons

de type ligands-récepteurs via des protéines membranaires ou des pili [303]. Les pili de type
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I, qui sont présents chez la plupart des E.coli, peuvent surtout se lier d’'une maniere spécifique

au mannose par ’intermédiaire de I’adhésine FimH [304].

V.3- Formation du biofilm

Plusieurs microorganismes ont la capacité de la formation d’un biofilm qui est une
caractéristique propre a eux, ou 80 % de la biomasse microbienne se trouve sous forme d’un
biofilm. En général, Les biofilms bactériens sont définis comme des amas de cellules
bactériennes attachés a une surface et enrobés d’une matrice polymérique. La formation d’un

biofilm se fait en plusieurs étapes selon un modele en quatre étapes [305] (Figure 50).
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Figure 50: Schéma représentant le développement d’un biofilm en se basant sur quatre étapes [305].

Les éléments essentiels de la structuration du biofilm sont regroupés sous le nom de
substances polymeéres extracellulaires (EPS ; Extracellular Polymeric Substances) qui sont
des molécules et des protéines produits par les bactéries pionnieres (les premieres bactéries
adhérées) et permettent la consolidation de leur adhésion sur la surface dont une part
importante de ces substances produites sont des polysaccharides (on parle alors
d’exopolysaccharides), comme I’acide colanique pour E.coli [306].

L’environnement du biofilm en formation, le type d’espeéce bactérienne et le milieu nutritif
influencent le développement et la structuration du biofilm, alors que la colonisation de la
surface est influencée d’une part de mobilité des bactéries & la surface et en suspension
surtout par des flagelles ou des pili et de leur aptitude a produire des biosurfactants, par

exemple Serratia liquefaciens, qui facilite leur dispersion sur la surface d’autre part [307]. La
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structure du biofilm permet I’accessibilité des éléments nécessaires a chaque bactérie pour
permettre leur prolifération (nutriments, oxygene...), ainsi qu’elle permet I’élimination des
déchets d’origine métabolique qui peuvent étre a 1’origine de ralentissement de la croissance
des bactéries s’ils s’accumulaient. Toutes les étapes de formation du biofilm s’accompagnent
d’une augmentation de la densité bactérienne et d’un renforcement de la cohésion du biofilm
[308].

La population bactérienne a I’intérieur d’un biofilm, et grace a des mécanismes complexes de
communication interbactérienne, peut s’adapter a des variations d’environnement et
développer une résistance aux différents stress (naturels ou provoqués par I’introduction
d’antibiotiques ou d’agents antibactériens) que la colonie peut. Ainsi, le développement du
biofilm le rend moins perméable aux molécules du milieu d’une part, et permet la
différentiation du comportement des bactéries tant au niveau de 1’expression génique
bactérienne qu’au niveau de la vitesse de prolifération au sein du biofilm via la mise en place
des mécanismes biologiques (production d’ADN extracellulaire et de protéines) d’autre part
[312,313]. Ils aboutissent a la création de bactéries résistantes et persistantes aux agents
antibactériens préesents [311]. Alors, I’organisation du biofilm formé une souche bactérienne
varie en fonction du milieu, de la nature des stress auxquels il s’adapte et qu’il subit
[315,316].

V.4- impact des propriétés de surface sur I’adhésion bactérienne
La nature et les propriétés de surface affectent la colonisation bactérienne de la surface. On

distingue des propriétés mécaniques, physico-chimiques et topographiques [314].

V.4.1- impact des propriétés mécaniques de surface

Lorsqu’on parle de I’effet des propriétés mécaniques de la surface sur 1’adhésion bactérienne,
on parle notamment de I’effet du module élastique des matériaux sur telle adhésion, quand
méme ces effets sont rarement étudiés dans la littérature malgré I’obtention des résultats
favorables. Le role des propriétés mécaniques de la surface lors de 1’adhésion des bactéries
E.coli K12 a été montré par Cottenye et al. [315]. Le caractére mou d’une surface et d’un
module de quelques centaines de kPa a pour effet de limiter ’adhésion des bactéries et par
suite de favoriser la mobilité des bactéries a la surface qui peuvent atteindre une distance de
plusieurs micromeétres en quelques minutes [316]. Guégan et al. ont constaté que la souplesse
de la surface est défavorable pour I’adhésion des bactéries ainsi qu’elle contribue au

changement de phénotype des bactéries que ce soit Gram positives et Gram négatives [317].
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Ces résultats ont observé a une rigidité minimum de 6,6 kPa et en utilisant des taux de
réticulation différents d’un gel d’agarose.

L’utilisation d’autres hydrogels par d’autres travaux qui contrdlent la chimie de surface
arrivent aux mémes résultats [321, 322]. Dans ces deux études, la variation de ratio de
polyméres présent dans la solution initiale aboutit a la variation du module élastique du
revétement. En outre, d’autres chercheurs ont vari¢ le module élastique de quelques kPa a
environ 150 kPa via la variation du taux de réticulation de films de PE, par photoréticulation
mais sans varier significativement la chimie de surface ou le pH. Ils ont montré que les
surfaces exprimant le plus faible module élastique présentent une diminution de I’adhésion
bactérienne uniquement pour les bactéries Gram négatives peut-étre a cause de la chimie des
films obtenus [320].

V.4.2- impact de la chimie de surface

La chimie de surface a un important effet sur le comportement des bactéries notamment par
certaines propriétés physico-chimiques qui influencent ’adhésion bactérienne : I’énergic de
surface, la charge de surface et I’hydrophobicité de la surface.

L’¢énergie de surface est un des facteurs ayant un impact sur 1’adhésion bactérienne. Plusieurs
études révelent une réduction d’adhésion bactérienne sur des surfaces présentant une faible
énergie de surface [321]. Mais, L’énergie de surface de la membrane bactérienne est
intéressée par peu de ces études. Quand méme, I’énergie de surface du matériau seule ne
permet pas de déterminer facilement les regles comportementales qui régissent le couple
bactérie-surface. Cependant, les interactions acido-basiques montrent une importance dans
I’adhésion bactérienne ou elle est limitée en cas d’absence d’interaction acido-basique entre
la bactérie et le substrat. Ces interactions ont été¢ mises en évidence dans I’adhésion d’E.coli
sur des matériaux polymeres [322].

Ainsi, la charge de surface que possede le matériau joue un réle au cours de I’adhésion des
bactéries sur une surface. Nombreux auteurs confirment en partie que la charge positive de
surface favorise I’adhésion des bactéries [302]. Terada et al. ont prouvé que les forces
électrostatiques attractives existant entre les bactéries et la surface, en cas du charge positive
de surface, sont les mécanismes qui ménent a 1’adhésion bactérienne [323]. Ceci indique
qu’une surface chargée positivement pourrait étre un paramétre plus favorable a I’adhésion
bactérienne qu’une surface chargée négativement. Gottenbos et al. [324] ont comparé la
quantité de bactéries (E.coli et P.aeruginosa) sur des surfaces chargées positivement et autres

négativement apres plusieurs heures de culture, ils ont trouvé que sur des surfaces de charge
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négative, la quantité de bactéries est toujours supérieure a celle des surfaces de charge
positive. En effet, les surfaces chargées positivement présentent des importantes forces
électrostatiques qui aboutissent a des ruptures membranaires et causent un disfonctionnement
au cours de la multiplication cellulaire, ce qui explique la diminution de la viabilité cellulaire
sur telles surfaces. En outre, Rzhepishevska et al. ont étudi¢ la capacité qu’intervient la
bactérie "Pseudomonas aeruginosa" pour s’adapter a son environnement qu’on I’appelle la
capacité d’adaptation a la charge de surface. Ils ont montré ses capacités a modifier la surface
de sa membrane pour s’adapter a une surface de charge négative [325]. Ainsi, au cours du
développement du biofilm des bactéries, cette capacité est observée comme une fagon de
favoriser la formation du biofilm en augmentant I’hydrophobicité bactérienne. Par exemple,
lorsque la bactérie Pseudomonas aeruginosa entre en contact avec une surface chargée
négativement, la production des exopolysaccharides de la matrice du biofilm augmente ainsi
les bactéries E.coli montrent une orientation particuliére lors de leur adhérence sur de telles
surface [326].

Un autre parametre important dans 1’adhésion des bactéries est I’hydrophobicité de la surface.
Plusieurs études ont traité le réle du caractére hydrophile ou hydrophobe dans 1’adhésion des
bactéries. Certaines entre eux ne révelent pas une différence entre 1’adhésion des bactéries sur
des matériaux hydrophiles et hydrophobes [302], alors que d’autres et notamment An et
Friedman [327] ont prouvé que 1’adhésion de bactéries ayant une membrane hydrophobe est
défavorable sur des matériaux hydrophiles tandis que 1’adhésion de bactéries avec une
membrane hydrophile est difficile sur des matériaux hydrophobes.

En plus, les propriétés de la membrane bactérienne d’hydrophobicité/hydrophilicité ont
encore un rble dans 1’adhésion comme montré par D. P. Bakker et al. qui affirment que les
bactéries qui possedent un plus grand caractere hydrophobe a leur surface colonisent une plus
grande surface. En outre, Ploux et al. ont montré que I’hydrophobicité n’affecte pas
uniquement I’adhésion bactérienne mais encore le développement du biofilm qui peut avoir
une structure différente suivant la fonctionnalisation de surface du matériau (—CH3 ou —NH2)
[328]. Ainsi ce méme équipe de travail a montré la différence de cinétique de prolifération
des bactéries au cours du temps en signalant un détachement d’une partie du biofilm (pour la
surface fonctionnalisée —~NH2) dont dépend de la nature de la chimie de surface. Et a travers
une autre étude, il a été montré que les dynamiques et les mécanismes d’adhésion bactérienne
se different méme si les cinétiques de colonisation d’une surface peuvent étre identiques et
qu’elle soit hydrophobe ou hydrophile. Autres travaux ont ainsi indiqué, en fonction de

I’hydrophobicité de surface, des comportements d’adhésion différents [329].
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V.4.3- impact de la topographie de surface
L’impact de la topographie de surface sur I’adhésion des bactéries n’est pas tout a fait
compris. Une relation entre la microtopographie de surface et sa colonisation par les bactéries

a été montré par nombreuses études (Figure 51) [314].

Figure 51: La colonisation bactérienne d’un méme groupe bactérien ayant une chimie semblable sur une surface
lisse (a gauche) et sur une surface poreuse (a droite). Les images sont prises par microscopie électronique a
balayage (MEB) [299].

Flint et al. montrent que pour une rugosité moyenne Ra d’ordre de 0,9 et 1,24 um I’adhésion
bactérienne est élevée [330], alors que dans d’autres études, il a été montré que ce type de
topographie n’a pas une influence lorsque celle-ci est comprise entre 10 nm et 900 nm
[334,335]. Un groupe de chercheurs ont prouvé que 1’organisation, 1’échelle et la complexité
de la topographie (les structures définies et la rugosité) affecte ’adhésion bactérienne, d’ou la
difficulté de comprendre les effets de la topographie sur I’adhésion des bactéries. IIs ont
montré une adhésion minimale pour une topographie ayant des rayures de 700 nm et un Ra =
0,16 um [333].

Cependant, certains travaux conduisent a démontrer que les bactéries peuvent arriver aux
rainures ou anfractuosités de la surface pour s’y fixer grace a leurs flagelles [334].
Néanmoins, I’impact de la topographie de surface sur I’adhésion des bactéries n’est que peu
décrite et comprise. Des études ont montré que les bactéries ont une orientation vers la
topographie nanométrique de la surface en utilisant le protocole démouillage total des
surfaces avant I’observation qui est probablement a 1’origine de cette orientation [338, 339].
Alors et devant toutes ces contradictions, certains chercheurs essayent de faire une

modélisation de 1’adhésion bactérienne sur les surfaces topographiées [337].
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Chapitre 2 : Fonctionnalisation et développement des cellules souches

meésenchymateuses sur des surfaces homogenes naturelles et arificielles

I- Introduction
Les Cellules souches mésenchymateuses offrent un large potentiel thérapeutique en raison de
leur immunocompatibilité, leur capacité a se différencier en plusieurs types cellulaires
importants pour le génie tissulaire et de I'absence de problemes éthiques liés a leur dérivation.
Bien que ces cellules soient trés prometteuses, un contréle et une compréhension précis de la
signalisation complexe entre la cellule et la matrice extracellulaire seront importants pour
’application clinique [338].
Depuis de nombreuses années, plusieurs chercheurs biologistes et spécialistes des maladies
de cancer ont observé et étudié les différents comportements cellulaires (prolifération,
adhésion, différenciation ...). Et comme la culture cellulaire a un grand intérét dans la
comprehension des besoins des cellules et des mécanismes impliqués dans leur devenir d’un
part et dans I’orientation de la cellule vers I'une ou I’autre voie de différenciation d’autre
part, il serait réducteur de limiter le devenir d’une cellule au seul impact des facteurs présents
dans son milieu. Au cours des derniéres années, de nombreuses études se sont intéressées au
réle du support de culture [241].
Notre ¢étude s’est orientée vers la création d’un environnement pour les cellules presque
similaire de la MEC. Le travail proposé dans cette étude repose alors sur la mise en ceuvre
d’un procédé de fonctionnalisation chimique de surface homogéne appliquée a la biologie
cellulaire, en déposant des molécules naturelles (Fibronectine, RGD cyclique) ou artificielles
(polyéléctrolytes) sur de telles surfaces qui permettent notamment d’étudier 1’adhésion
cellulaire. L’avantage de ce procédé est de contrdler la chimie de surface et d’étudier les
comportements cellulaires résultants de I'impact direct de la chimie de la surface sur la
cellule. La faisabilité de cette approche a été démontrée dans plusieurs travaux antérieurs.
L’objectif de ce travail est de :

- concevoir des supports homogenes particuliers fonctionnalisés chimiquement soit

naturellement soit artificiellement.
- Mettre un aspect chimique (surface a chimie contrélée) du support afin d’étudier

I’effet de la surface de culture sur les voies cellulaires.
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Les principales questions scientifiques relatives a cette étude sont les suivantes :
- Quelle est I'influence de fonctionnalisation chimique sur les substrats ?
- Est-il possible de promouvoir et de comprendre I’influence de ces surfaces
développées naturelles ou artificielles sur le comportement cellulaire ?
Pour tenter de répondre a ces questions, I’étude qui suit présente les travaux réalisés pour
montrer la faisabilité de notre approche. Par ailleurs, les modifications chimiques des surfaces
homogenes sont effectuées par deux méthodes chimiques : la méthode de multicouches de
polyéléctrolytes et la silanisation en phase gazeuse, suivis par un traitement avec des
molécules naturelles pour les surfaces silanisees. Ainsi, des CSMs sont ensemencées issues
de moelle osseuse humaine sur des telles surfaces. Et ensuite les résultats de culture
biologique sont comparés avec des cultures témoins réalisées sur de supports conventionnels
(TCPS) et soumises a des milieux induisant la différenciation en adipocytes, chondrocytes et

ostéocytes, principaux types cellulaires issus de ces cellules souches.
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I1- Section expérimentale

I1.1- Préparation des surfaces homogenes
Les travaux ont réalisés sur des surfaces de silicium pour les caractérisations physico-

chimiques et sur des surfaces de mica pour les études biologiques de 1 centimétre carré.
11.1.1- Préparation des surfaces homogénes naturelles

11.1.1.1- Silanisation en phase gazeuse :

La silanisation en phase gazeuse comprend plusieurs étapes permettant d’obtenir des
monocouches greffées de qualité de trés bonne reproductibilité. Elle est relativement délicate,
ce qui exige lors de manipulations une attention particuliére lors du nettoyage, du séchage du
réacteur, de la préparation des échantillons et de la manipulation proprement dite des silanes
qui sont en géneéral toxiques. La propreté est le facteur majeur et essentiel a la réussite de ce
type de manipulations [339].

La figure 52 représente un schéma du notre réacteur de silanisation. Il est constitué de verre
pyrex® et sa contenance est d’environ 0,7 dm3. Son fournisseur est la société Techlab
(France). Le réacteur posséde une double paroi qui permet la circulation d’huile chaude
nécessaire a la régulation en température. La conception du réacteur a été étudiée pour qu’un
minimum de surface autre que le verre (pyrex®) soit en contact des vapeurs de silanes (les
silanes dégradent certaines matiéres couramment associées a ce type de verrerie comme le
PTFE ou certains ¢lastomeres employés pour 1’étanchéité). Le porte échantillons également
en pyrex® est percé sur les deux étages inférieurs facilitant la circulation des vapeurs au sein
du reacteur, mais le bouclier supérieur est quant a lui un verre de montre plein, convexe vers
le sol pour éviter la retombée de gouttelettes qui peuvent se condenser sur la partie supérieure
du couvercle qui est plus froid. Un dispositif de mesure de pression (manomeétre de type
Bourdon) est disposé sur la partie supérieure permettant au manipulateur un contréle lors des
différentes étapes nécessaires a la synthése. Le bras du réacteur possede une triple fonction :
un lien avec la pompe rotative précédée d’un piege cryogénique, une entée d’argon (la qualité
du gaz doit étre excellente pour limiter la présence d’eau et d’huile) et un sas pour introduire
le silane surmonté d’un septum.

D'autre part, Hughes et al. ont utilisé un dessiccateur a vide a joint sec. Le vide (vaccum)
obtenu a été réalisé par pompage pendant 15-30 minutes suivi d'une incubation a 60°C
pendant 18 heures [340]. Nous nous sommes intéressés a leur approche en considérant

I'utilisation du méme silane dans I'expérience. Un autre type de systéeme de silanisation en
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phase gazeuse est décrit par Fiorilly et al. dans leur expérience [341] ou ils ont utilisé une
chambre a vide en verre associée a une pompe rotative et un systeme de distribution composé
d'un réservoir en verre avec des réactifs, relié¢ & une ligne en acier inoxydable qui permet
I’entrée des vapeurs de réactifs dans la chambre de réaction.

Dans le cas présent et avant de commencer l'expérience, le réacteur a été nettoyé avec une
solution de piranha (acide sulfurique/eau oxygénée 50% v/v) pendant 20 minutes. Ensuite, il
a été rincé avec de l'eau désionisée Mili-Q cing ou six fois. Le dernier ringage était avec
I'éthanol. Aprés le réacteur a été connecté avec une pompe afin d'éliminer tout le gaz et I'eau
possible d’étre existé. Il a été maintenu sous pompage et chauffage a 100°C pendant 24

heures.

Figure 52: Image du réacteur de salinisation en phase gazeuse utilisé dans notre laboratoire.

11.1.1.2- Préparation des échantillons

Des surfaces de silicium (1 cm?), ont été nettoyées ainsi que le réacteur dans un bain de
piranha comme décrit ci-dessus également pendant 20 minutes afin d’éliminer les
contaminants comme les poussiéres. La seule différence est que les surfaces ont été rincées
seulement avec de l'eau, sans éthanol. Elles ont été trés soigneusement sechées a haute
température et ensuite ils ont été placés a l'intérieur du réacteur pour un séchage complet
pendant plus de 24 heures, tandis que le réacteur atteignait la température de 100 ° C.
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Le silane utilisé est le 10 - (carboxymethoxy) decyldimethylchlorosilane (figure 53). Il a été

injecté a 0,2 ml suivi d’une vaporisation de 24 heures.

CH3
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10 — (carboxymethoxy)decvldimethylchlorosilane

Figure 53: La formule chimique de silane utilisé.

Apres la silanisation, les échantillons ont été soumis a une extraction (nettoyage) au soxhlet
(bain d'acétone) pendant 24h afin d’éliminer le surplus de silane adsorbé sur les surfaces ainsi
les résidus de silane des autres contaminants. Apres, le réacteur a été nettoyé provisoirement

trois fois avec du chloroforme, rince avec de I'éthanol et séché a tempeérature ambiante.

11.1.1.3- Hydrolyse de I'ester

La liaison Si-O-Si est tres sensible a une hydrolyse acide ou basique. Pour éviter le dé-
greffage du silane, nous avons di mettre en place les meilleures conditions d'une hydrolyse
alcaline qui permet I'hydrolyse de I'ester sans rompre la liaison Si-O-Si. Nous avons alors
choisi une solution acide faiblement concentrée, et effectué des essais a température moyenne
(50 °C) et a température ambiante, mais la surface a été mise en contact avec la solution
pendant un temps court (2 heures).

Pour I'nydrolyse de I'ester, on a préparé 200 ml de solution d'acide chlorhydrique 0,1 N dans
un bécher préalablement trempé dans un bain piranha. L'hydrolyse a été réalisée pour
seulement deux des échantillons a différentes températures pendant une heure; un échantillon

a été soumis a 50 ° C et l'autre a température ambiante.

11.1.1.4- Greffage de la fibronectine et du RGD cyclique

Dans la présente étude, des surfaces de silicium et de mica (1 cm?) ont été utilisées. s ont été
préalablement nettoyés dans un bain de piranha pendant 30 minutes afin d'éliminer les
contaminants.

Pour greffer les molécules naturelles d'intérét (la fibronectine et le peptide RGD cyclique), les
surfaces ont dii étre modifiées afin d’y ajouter des groupements d'ancrage. Pour cette raison
les groupes d'esters ont été hydrolysés en groupes COOH. La terminaison COOH va nous

permettre de mettre en réaction les surfaces avec la FN ou le RGD cyclique avec l'aide du
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couple EDC/NHS (1-Ethyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide/3- (Maleimido)
propionique N-ydroxysuccinimide ester) (figure 54).

COOH

T Heparansulfat- @ ntegrin binding
Fibrin binding
<> Collagen @  Heparansulfat binding
<>  Fibrin binding
Fibronectine
(‘DH
CHz
H
) \H
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H“‘N/ Se ~¢ \C/M—p
\ I \ I /
o Q
o=C

RGDcyclique EDC NHS

Figure 54: Structures chimiques de la fibronectine, de RGDcyclique, de 1-Ethyl-3-(3-diméthylaminopropyl)
carbodiimide (EDC) et de 3- (Maleimido) propionique N-ydroxysuccinimide ester (NHS) utilisés lors du

greffage des surfaces silanisées.

Pour ce faire un procédé en deux étapes a été utilise:

- La premiére étape consiste a greffer le 10 - (carboxyméthoxy) décyldiméthylchlorosilane,
par silanisation en phase gazeuse. Plus précisément, les surfaces ont été nettoyées au piranha
puis elles ont été mises en contact avec les vapeurs de silane dans une enceinte a vide sous
atmosphere d'argon. L'exposition a été faite pendant 24 heures. Ensuite, un nettoyage Soxhlet
a I’aide de l'acétone pure a été fait également pendant 24 heures dans le but d'éliminer les
résidus de silane et d'autres contaminants.

- La deuxiéme étape consiste a greffer la FN et le peptide RGD cyclique. Une fois activées,
Les surfaces ont été immédiatement immergées dans une solution aqueuse de NHS (0,05 M)
et d'EDC (0,2 M) pendant 3 heures, suivi par un ringage dans de I'eau Milli-Q. Les surfaces

ensuite ont été mises en contact pendant 3 heures a température ambiante avec une solution
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de FN/PBS stérile filtré (25 pg/mL) ou de RGD cyclique / PBS stérile filtré (5.10* mol/L).
Enfin, elles ont été rincées dans du PBS stérile filtré et ensuite séchées.

La figure 55 représente les différentes étapes chimiques de préparation des surfaces

homogenes naturelles fonctionnalisées par salinisation et greffage des molécules naturelles.
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Figure 55: Schéma représentant la silanisation des surfaces de silicium, I'nydrolyse et I'activation de surface
avec le couple EDC / NHS en solution aqueuse pour le greffage de fibronectine ou de RGD cyclique.
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11.1.2- Préparation des surfaces homogénes artificielles

Un polyélectrolyte est une macromolécule qui lorsqu’elle est mise dans I’eau ou un autre
solvant ionizant, se dissocie en une espéce hautement chargée. La méthode d’assemblage
multicouche de polyélectrolyte est une assemblage électrostatique de polyélectrolytes et peut
étre effectue tres facilement selon les methodes qui alternent les polyanions et les polycations
tel qu’a chaque étape d’adsorption, il y a une inversion de charge a la surface du substrat, et
une solidité de 1’édifice se tient entre autre a ces interactions électrostatiques [342].

Les PE sont donc particulierement intéressants lorsqu’on désire modifier chimiquement la
surface du substrat et plus précisément, lorsqu’on désire contrdler la charge d’une surface.
Deux couples de PE (chitosan / poly (sodium 4-styrénesulfonate) et chitosan / acide
polyacrylique) ont été déposés sur les surfaces de mica et de silicium, comme I’indique la

figure 56.
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Figure 56: Schéma représentant le protocole de multicouches de polyélectrolytes.

Toutes les surfaces et les verreries utilisées dans cette méthode sont déja bien nettoyées dans
un bain de pirranha pour enlever les contaminants et les toutes les lavages sont réalisés dans

de I’eau mili-Q.
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5, 10, 15 et 20 cycles ont été réalisés, consistant chacun en un dép6t de chitosan (un PE
cationique), suivi d’un dépot de PSS (un PE anionique fort) ou de PAA (un PE anionique
faible) de sorte que la couche externe soit anionique (figure 57).

r

0
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n

n

Chitosan PAA PSS

Figure 57: Structures chimiques du chitosane, d’acide polyacrylique (PAA), de poly(sodium 4-
styrénesulfonate) (PSS) avec leurs groupements fonctionnels (en rouge).

Chaque solution a été réalisé a une concentration de 10? mol / | dans un volume final de 50
ml. La solution de chitosan est réalisée a 5% en volume d’acide acétique. Toutes les solutions
sont équilibrées a un pH compris entre 6 et 6.5 a ’aide des solutions de Hcl (0.5M) et de
NaOH (0.5M).

Les surfaces ont ensuite séchées et mises a 1’étuve pendant 24 heures a 137 degrés afin

d’¢éliminer les résidus d’acide acétique.

11.2- culture cellulaire

Toutes les manipulations de culture cellulaire furent réalisées en conditions stériles sous une
hotte a flux laminaire en salle blanche. Les cultures furent incubées dans une étuve a 37°C
sous une atmosphere a 5% CO2. Deux types de cellules furent utilisés : une lignée de cellules
de carcinome colique Caco2 et une culture primaire de CSMs de MO humaine issues d’un
individu de 24 ans. L’entretien des CS fut réalisé avec une solution de trypLE® Express
(12604-013 Gibco). Pour I’entretien des Caco2, de la trypsine (25200056 Gibco) et du
tampon phosphate stérile (PBS, D8537 Sigma) furent utilisés. Les comptages furent réalisés a
’aide d’un appareil Vicell (Beckman Coulter).

Les CS furent ensemenceées au troisieme passage (P3) dans des plaques 6 puits (NunclonTM
Delta Surface, Cat. no. 140675, Thermo Fisher Scientific, Danemark) a une densité de 2000
cellules par centimétre carré sur des surfaces de mica posées sur un lit d’agarose, ou
directement au fond des puits, et dans du milieu cMEM (M4526 Sigma) supplémenté avec

10% de sérum de veau feetal décomplémenté, 4mM de glutamine, 1% d’une solution «
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AntibioticAntimycotic » (A5955 Sigma : solution stock 100X contenant 10000 unités de
pénicilline, 10 mg de streptomycine, et 25 pg d’amphotéricine par millilitre), 5 uL. de FGF2 a
0.1 mg/mL. Le milieu fut remplacé tous les trois jours par du milieu neuf.

Apres 12 jours de culture, les cellules étant arrivées a confluence, les puits sans surface
(témoins) furent traités pendant 17 jours avec du milieu de différenciation spécifique
adipogénique, ou ostéogénique StemPro® contenant 1% de solution «Antibiot ic-
Antimycotic». Les témoins de différenciation chondrogénique ont été ensemencés dans des
plaques 24 puits (FalconTM Multiwell 24 well, Cat. no. 353047, Becton Dickinson, USA) a
une densité de 3,5.105 cellules par centimétre carré et immédiatement traités avec du milieu
de différenciation chondrogénique StemPro® pendant 17 jours. Le milieu fut remplacé tous
les trois jours par du milieu neuf.

La lignée de cellules de carcinome colique (Caco2) a egalement été utilisée pour tester le
protocole d’expérience avant I’ensemencement des CS. Ces cellules ont été cultivées sur des
lamelles de verre dans des plaques 6 puits préalablement tapissées d’agarose. Le milicu de
culture utilisé fut du DMEM (D5671 Sigma) supplémenté avec 10% de sérum de veau foetal
décomplémenté, 4 mM de Glutamine et 1% de solution «Antibiotic-Antimycotic». Le milieu

fut remplacé tous les trois jours par du milieu neuf.

11.3- Estimation du taux de confluence

Les taux de confluence furent déterminés manuellement par la méthode des grilles. Les
photographies des cultures furent normalisées et contrastées avec le logiciel GIMP 2.8 et une
grille de 408 cases fut appliquée. Le pourcentage de confluence pour chaque photographie fut
calculé en déterminant le pourcentage d’occupation de la grille par les cellules. Le
pourcentage de confluence pour chaque condition fut obtenu en calculant la moyenne des
pourcentages de confluence de 10 photographies. Les résultats sont présentés sous la forme

d’une moyenne + 1’erreur standard a la moyenne.

I1.4- Fixation et colorations

Aprés élimination du milieu de culture, les surfaces et les tapis cellulaires furent rincés deux
fois au PBS stérile 1X. Sous une hotte aspirante, 400 pL. d’une solution de formaldé¢hyde 4%
furent déposés au fond des puits et les plaques furent laissées 30 minutes a température
ambiante. Pour les puits traités avec le milieu adipogénique, de I’isopropanol a 60% fut
utilisé a la place du formaldéhyde (400 pL pendant 2 minutes). Le fixateur fut ensuite éliminé
et les puits rincées trois fois a 1’eau distillée. 400 pL de solution d’Oil Red O (1%), d’Alcian
Blue (1%) préparée dans une solution d’HC1 0.1 N, ou d’Alizarin Red S (2%) a pH 4.2 furent
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ensuite déposes au fond des puits pour révéler respectivement les gouttelettes lipidiques, les
protéoglycanes et le calcium. Les colorants furent laissés 3 minutes au fond des puits avant
d’étre éliminés puis les surfaces furent rincées a nouveau trois fois a 1’eau distillée. L’ Alcian
Blue fut préalablement rincé avec une solution d’HCI a 0.1 N. Les photographies furent

réalisées au microscope inversé en utilisant le filtre bleu.

I11- Résultats et discussions

I11.1- Caractérisation de surface
Avant de pouvoir étudier ’influence des surfaces sur les CSMs issues de MO, un certain

degré de caractérisation physico-chimique était nécessaire.

111.1.1- Angle de contact

La mesure des angles de contact est I’'une des premiéres étapes de caractérisation de surfaces.
Aisée a reéaliser, elle consiste a deposer une goutte de liquide sur une surface et a mesurer
I’angle entre la tangente a cette goutte au point de contact et la surface (angle de contact). La
mesure de I’angle de contact renseigne sur 1’étalement d’un liquide sur une surface (igi
I’étalement de I’eau est étudi€) et permet donc de déterminer et de se renseigner sur le profil
polaire ou apolaire. Elle permit de vérifier I’hydrophilicité relative de nos surfaces d’intérét,
laquelle était requise pour une bonne adhésion cellulaire. Le mica et le silicium ayant des
propriétés physico-chimiques trés proches, les mesures furent réalisées sur des surfaces de
silicium afin d’économiser le mica. Les mesures ont été réalisées sur un appareil Digidrop
(GBX) a I’aide de gouttelettes d’eau calibrées. Trois mesures sont réalisées en triplicat pour
chaque surface et la moyenne des trois valeurs fut considérée. Les résultats sont présentés
sous la forme d’'une moyenne + I’erreur standard de la moyenne.

Les angles de contact avec I’eau des surfaces de silicium silanisées et greffées avec la FN ou
le peptide RGD cyclique, et des surfaces de silicium traitées avec des PEM ont été donc
mesures.

Pour les surfaces silanisées et aprés la fonctionnalisation de la surface en suivant les étapes
décrites dans la partie de silanisation en phase gazeuse de section expérimentale, nous avons
combiné différentes techniques pour évaluer la bonne efficacité des processus que nous avons
utilisés dans ce travail. La figure 54 représente les différentes étapes de fonctionnalisation de
surface. Pour s’assurer rapidement du succés de la modification de surface, des mesures

d'angle de contact ont été effectuées. A chaque étape de la modification de la surface, le
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groupe terminal de la molécule va changer ce qui va influencer l'angle de contact de I'eau
avec la surface et par suite il nous donnera donc des informations sur le profil de polarité de
I'échantillon. Elle permet également de Vérifier I'nydrophilicité relative des surfaces ayant des
propriétés physico-chimiques trés proches. Ainsi, les résultats des angles de contact pour des
surfaces silanisées non hydrolysé, hydrolysé et greffées avec de la FN et le peptide RGD
cyclique ainsi que pour des surfaces de silicium non traitées sont tous rassemblés dans le
tableau 14.

Tableau 14: Valeurs des angles de contact des surfaces silanisées.

Angle de contact 1 Angle de contact 2
Echantillon Premiére Apreés 3 Premiére Aprés 3
mesure minutes mesure minutes
silane non 122,5 125,8 122.5 125.8
hydrolyse 121 122 121 122
silane hydrolysé 80.8 715 80.8 71.5
(température
) 82,6 71,2 82,6 70,5
ambiante)
silane hydrolysé 4.7 60.8 74.1 60.8
(50°C) 72.9 54 72.4 54
o Non traitée Fibronectine RGDcyclique
Surface de silicium
23+0,530° 39,62+1,648° 26,82+0,808°

La diminution de l'angle de contact avec I'hydrolyse confirme la création de carboxyl groupe
O = C-OH a la surface de silicium. Les angles de contact obtenus, c'est-a-dire 122 ° pour le
silane a terminaison ester et 60-70 ° pour le silane a terminaison acide caroboxylique (la
valeur dépend complétement de la condition d'hydrolyse) sont en accord avec les résultats de
Hughes-Chinkhota [340]. Généralement, les surfaces hydrophobes présentent un haut angle
de contact avec I'eau, jusqu'a 90 °. Dans leurs résultats, ils soulignent la nature hydrophobe
du silane avec des groupes terminaux ester et le fait que sa diminution est liée a I'hydrolyse
des groupes ester. Ceci suggere donc que la réaction d'hydrolyse acide a réussi a créer des
groupes acides a la surface de nos substrats. De plus, en augmentant le temps de contact de la
goutte d'eau sur les surfaces, l'angle de contact diminue, ce qui confirme 1’existence d’une

interaction entre les groupes chimiques greffés sur la surface des substrats de silicium, en
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effet, les groupes d’acide carboxylique sont capables d'interagir avec l'eau par des
interactions acide/base contrairement aux groupes esters qui sont inertes.

La liaison Si-O-Si est sensible aux milieux acides, c'est pourquoi nous avons sélectionné 2
conditions, a faible concentration en acide, mais a deux températures différentes (température
ambiante et a 50 ° C), les deux substrats ont été mis en contact avec la solution acide pendant
2 heures. Pour Vérifier I'influence de I'hydrolyse sur la monocouche de silane, nous avons
également effectué des mesures d'angle de contact de l'eau en vue de ses résultats rapides.
Comme prévu, nous n‘avons noté aucun changement dans les surfaces non traitées et une
augmentation visible de I'hydrophilicité dans les deux autres cas. En ce qui concerne les
résultats de I'angle de contact avec I'eau, I'angle le plus bas a été observé pour les surbstrats
hydrolyseés a 50 ° C, ce qui confirme que dans ces conditions, nous avons crée une plus
grande quantité de groupes OH-C = O a la surface de nos substrats. De plus, nous avons
observé une différence de 20 ° en 3 minutes seulement apres le dépot de la goutte d'eau, ce
qui montre que la surface est beaucoup plus réactive.

Les résultats des angles de contact des surfaces fonctionnalisées par la méthode de PEM, en
utilisant deux couples de polyélectolytes chitosan/PAA et chitosan/PSS et variant le nombre

de couches, sont rassemblés dans le tableau 15.

Tableau 15: Valeurs des angles de contact des surfaces a dép6t de polyélectrolytes de différents cycles.

Couple chitosan / PAA chitosan / PSS

Nombre de cycles

5 55.76 68.2
10 34.96 48.98
15 70.02 55.88
20 63.99 43.78

Les angles de contact des surfaces ayant subi 5, 10, 15, et 20 cycles de dépbts de
polyélectrolytes pour les deux couples étant tous inférieurs a 90°. Ces surfaces présentent
donc des profils plus apolaires que les surfaces non traitées (23°), lesquels sont supérieurs a
ceux des surfaces silanisées greffées avec les molécules naturelles (FN et RGD cyclique) qui

révélent une légere baisse d’hydrophilicité des surfaces. Alors, ces traitements réalisés ont
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donc tous affecté le profil polaire du silicium, ce qui suggére que nos surfaces demeurent

toutefois suffisamment hydrophiles pour permettre 1’adhésion cellulaire.

111.1.2- XRR (Specular X-ray Reflectivity )

Les mesures d'angles de contact nous ont permis de confirmer que nous avons réussi de
greffer et d'hydrolyser des molécules dérivées de silane. Mais pour ce travail, il est crucial de
greffer une monocouche. En effet, la molécule de silane contient des groupements Si-Cl qui
sont capables d'interagir avec les groupes d’ester en fonction des conditions de la réaction. En
vue de sa haute résolution, la techniqgue XRR (la réflectivité des rayons X, abréviation de
l'anglais « Specular X-ray Reflectivity ») a été utilisé pour determiner si le processus de
silanisation en phase gazeuse que nous avons développé permettait le greffage d'une
monocouche ou de bicouches

Le silane utilise contient 10 carbones, en tenant compte du fait que la longueur de la liaison
C-C-C est d'environ 2,5 Angstrom, nous nous attendions a une épaisseur d'environ 1,5 nm.

La silanisation en phase gazeuse a été conduite a différentes températures, 100 ° C; 80 ° C, 70
° C. Une fois mesurées, toutes les couches ont une épaisseur d'environ 3 nm, ce qui signifie
qu'une bicouche a été greffée sur la surface et pas une monocouche. Nous avons alors décidé
de diminuer a nouveau la tempeérature jusqu'a 50 ° C, et les résultats de XRR confirment une
épaisseur de monocouches (une épaisseur d'environ 2 nm a été mesurée). Nous avons donc
enfin mis en place la silanisation en phase gazeuse pour le greffage d'une monocouche du 10

- (carboxymeéthoxy) décyldiméthylchlorosilane (figure 58).

Fourier Magnitude (a.u.)

Thickness (nm)
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Figure 58: Epaisseur des monocouches de silane mises en place par la silananisation en phase gaseuse mesurée
par XRR.

111.1.3- XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy )

La Spectroscopie photoélectronique par rayons X (XPS, abréviation de « X-ray
Photoelectron Spectroscopy ») a été utilisée pour confirmer la silanisation sur nos sufaces, et
montrer le greffage de FN et cycRGD sur les monocouches.

Le spectre de base C 1s (figure 59) de la monocouche greffée par 10 - (carboxyméthoxy) -
décyldiméthylchlorosilane présente trois composants principaux. Le pic principal est centré a
284,8 eV est attribué aux atomes de carbone aromatiques. Les deux autres composants qui
apparaissent autour de 286,4 et 289 eV sont caractéristiques des carbones aliphatiques liés a
l'oxygeéne [343]. Le premier provient des espéces C-O (groupes C-O et C-OR) et le second
des especes doubles O-C = O (groupes acide carboxylique et ester). Les spectres C 1s du 10 -
(carboxyméthoxy) - décyldimethylchlorosilane aprés I'nydrolyse alcaline, présentent aussi
trois composantes principales mais le pic lié aux liaisons C = O et O-C = O est beaucoup plus
prononcée comme on peut le voir dans les spectres du haut de la figure 59 de 1’échantillon 2.
Une fois le NHS est greffé a la surface (figure 61), les spectres C1s restent similaires a ceux
de la surface de silane hydrolysée (figure 61, échantillon 3). Mais, en analysant l'azote, leur
zone d'énergie de liaison respective correspondant au spectre caractéristique de la liaison de
I’azote avec le carbone aliphatique (400 e.v) pour la surface de silane dérivée de NHS (figure
60, échantillon 3) a été obtenue. La silanisation a été ainsi confirmé par I’apparence de pic N

1sa 400 e.v [343].
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Figure 59: Les spectres C1s des surfaces silane — ester (échantillon 1) et des surfaces silane — acide
carboxylique (échantillon 2).

Sample 4

400.0 eV

Intensity (arb. units)

Sample 3
LNLANL L N BB L LN L B BN BB R BB L LN BN
403 402 401 400 399 398 397 396
Binding energy (eV)

Figure 60: Les spectres N1s des surfaces silane — NHS (échantillon 3), des surfaces aprés le greffage de

RGDcyclique (échantillon 4) et des surfaces aprés le greffage de la fibronectine (échantillon 5)

Les spectres de base C 1s des échantillons de silane greffés par le RGDcyc et la FN montrent
des changements significatifs (figure 61, échantillon 4 et 5 respectivement). Un composant
principal est toujours centré a 284,8 eV, qui sont l'empreinte des atomes de carbone
aromatiques. Les deux pics qui sont décalés pour apparaitre autour de 285,9 et 287,8 eV sont
beaucoup plus intenses. Ces deux derniers pics sont caractéristiques des carbones aliphatiques
liés a l'azote (C-N) et des carbones aliphatiques impliqués dans le groupe amide (N-C=0),
respectivement. De plus, un composant centré a 399,8 eV caractéristique de I'azote impliqué
dans le groupe amide (N-C=0) apparu dans le spectre de base N 1s de ces échantillons
(figure 60, échantillons 4 et 5). Ces spectres C 1s et N 1s sont ceux qui sont attendus pour le
RGDcyc et la fibronectine. Il est donc évident que le procédé que nous avons développé

permet le greffage de la FN et du RGDcyc a la surface des surfaces de silicium oxydé.
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Figure 61: Les spectres Cls des surfaces silane — NHS (échantillon 3), des surfaces apres le greffage de RGD

cyclique (échantillon 4), des surfaces apres le greffage de la fibronectine (échantillon 5).

111.1.4- AFM ( Atomic Force Microscopy )

La microscopie a force atomique (AFM, d'apres I'anglais « Atomic Force Microscopy ») est
utilisée pour examiner la morphologie de surface du film. Des images par AFM ont été
enregistrées afin d'obtenir des informations sur I'homogenéité des surfaces modifiées car des
zones non greffées sur la couche seraient extrémement nuisibles pour l'application biologique
ultérieure des surfaces. Les images topographiques des silanes modifiés par EDC/NHS
indiquent que la couche est homogene (les points blancs sont liés aux sels qui sont déposés au
cours de la réaction) Ces sels peuvent étre éliminés lorsque la surface est immergée dans une
solution de PBS comme ils sont plus solubles (figure 62 A). Une fois le RGDcyc est greffé
(voir figure 62 B), la surface reste homogene. Comme le RGDcyc est une molécule, aucune
modification importante de la surface n'était attendue. Une fois la FN est greffée, la
topographie de la surface présente de nouvelles caractéristiques, comme on peut le distinguer
sur les figures 62 C et D. De plus, une organisation proteique paralléle peut étre clairement
observée a petite échelle ou les lignes de cette organisation sont représentées sur la figure 62
D.
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Figure 62: Images d’AFM montrant les surfaces silanisées et modifiées. (A) SilanetEDC/NHS, (B) Silane +
EDC/NHS+RGDcyc, (C) Silane+EDC/NHS+fibronectine (grande échelle), (D) Silane+EDC/NHS+fibronectine
(petite échelle).

111.2- Etude biologique

111.2.1- Mise a I’épreuve du protocole expérimental

Le nombre de surfaces utilisables et la source de cellules souches étant restreint, il était
important de vérifier en amont la méthode de culture employée au cours de ces tests. Des
cellules de carcinome colique (Caco2) furent donc d’abord mises en culture sur des surfaces
de verre et observées.

Les cellules Caco2 adhérent et proliferent normalement sur le verre dégraissé a I’éthanol a

96% (sur nos surfaces d’intérét, ce dégraissage est réalisé par le mélange piranha) et les
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supports de culture traditionnels (TCPS). En revanche leur adhésion est inhibée sur la couche
d’agarose a 1% (figure 63).

E| Y 100X 100X

Figure 63: Validation du protocole de culture par les Caco2. (A) L’inhibition de 1’adhésion des cellules Caco2

par ’agarose 1%. (B) L’adhérence normale des cellules Caco2 sur le verre dégraissé a 1’éthanol a 96%.

111.2.2- Estimation de la confluence cellulaire

La confluence des cellules apres 12 jours de culture a éeté calculée dans les différentes
conditions afin d’estimer 1I’impact des surfaces sur la croissance cellulaire.

Les cellules cultivées sur les surfaces greffées avec la FN sont celles qui donnent le meilleur
résultat avec un pourcentage moyen de confluence de 93.25+2.75 %. De plus ces cellules
sont les seules a avoir un taux de confluence supérieur aux contrdles. Les autres conditions ne
dépassent pas 80% de confluence. Les cellules cultivées sur les surfaces greffées avec le
peptide RGD cyclique de la FN présentent un pourcentage de confluence de 57.45+6.45 %.
Les cellules cultivées sur les surfaces modifiées avec cing couches du couple Chitosan/PAA
présentent un pourcentage de confluence de 61.00+4.08 %. Enfin, les cellules cultivées sur
les surfaces modifiées avec cing couches du couple Chitosan/PSS) présentent un pourcentage
de confluence de 54.75+1.75 % (figure 64). Il est important de noter que les cellules cultivées
sur les PEM ont subi un temps de latence pendant les trois premiers jours de culture apres

ensemencement.

122



Pourcentage de confluence a 12 jours

100 93.25
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0 T T T
FN RGD PAA PSS Témoin Mica vierge

571"45

Figure 64: Pourcentage de confluence a 12 jours des CSMs de moelle osseuse.

Apres 12 jours de culture, les tapis cellulaires furent photographiés afin d’estimer le pourcentage de confluence
des cellules en fonction du traitement de surface.

111.2.3- Comparaison morphologique

Afin de déterminer I’'impact des traitements de surface sur la morphologie cellulaire, les
phénotypes des CSMs de MO cultivées en condition controle, sur des surfaces de mica
vierges et sur les surfaces de mica traitées ont été compareés.

Les cellules cultivées sur les surfaces de mica vierges présentent une morphologie allongée
de type fibroblastique, similaire a celle des cellules de la condition contréle (figure 65 A et 65
B) a la différence que celles-ci semblent avoir davantage de difficultés a s’étaler sur le
support et ont tendance a conserver un phénotype en aiguille.

Les cellules cultivées sur les surfaces modifiées, qu’il s’agisse des surfaces greffées avec la
FN ou le peptide RGD cyclique, ou des surfaces ayant subi un dépot de PE, présentent une
morphologie fibroblastique tres nette et étalée (figure 65 C a 65 F). Ces cellules prennent
davantage d’espace que celles ensemencées sur les surfaces de mica vierge, leur morphologie

étant donc plus proche de celle des cellules en condition contréle.
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Figure 65: Comparaison morphologique des cellules cultivées sur les surfaces aux différents traitements.

111.2.4- Test de différenciation

Les colorations des surfaces traitées a 1’0Oil Red O, I’Alcian Blue et 1’Alizarin Red S sont
restées sans effet. En effet, et contrairement aux puits témoins, ces surfaces, qu’elles aient éte
greftées avec des molécules naturelles ou qu’elles aient été traitées avec des PE, ne montrent
aucune coloration. Les morphologies typiques des adipocytes, des chondrocytes et des
ostéoblastes ne sont pas visibles, suggérant une absence de différenciation des CSMs sur ces
surfaces et pour ce temps de traitement (figure 66).
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Témoin ch

Figure 66: Les différents tests de différenciation via la coloration des surfaces traitées a 1’Oil Red O, 1’ Alcian
Blue et 1I’Alizarin Red S.
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I11.3- Discussions et perspectives

En condition physiologique, les cellules souches mésenchymateuses de moelle osseuse ont
une morphologie de type fibroblastique, c’est-a-dire une forme toute en longueur, et s’étalent
sur leur support. Ce phénotype se retrouve sur les cellules cultivées sur le TCPS et sur les
surfaces de mica traitées. L’étalement relativement réduit des cellules sur le mica vierge peut
s’expliquer par des conditions moins propices a 1’adhésion. Malgré un profil hydrophile et
bien que permettant ’adhésion stricte et la prolifération cellulaire, cette surface non traitée
n’offre pas un environnement parfaitement satisfaisant aux cellules.

Les cellules cultivées sur la fibronectine et le peptide RGD cyclique quant a elles ont acces a
des sites de liaison sur lesquels elles adhérent en condition physiologique, favorisant leur
liaison au support et leur étalement dans toutes les directions. Les CSMs ensemenceées sur la
FN semblent avoir mieux proliféré que dans toutes les autres conditions. De plus, elles ont
proliféré plus vite que sur les supports de culture classiques, démontrant I’efficacité¢ du
traitement de surface avec cette protéine. Les surfaces greffées avec le peptide RGD cyclique
n’ont pas été ensemencées de fagon trés homogeéne, ce qui peut justifier le plus faible
pourcentage de confluence obtenu par la méthode des grilles par rapport aux surfaces greffées
avec la FN.

Le temps de latence de 3 jours des cellules ensemencées sur les surfaces traitées par les
multicouches de polyélectrolytes peut étre responsable de la difféerence de confluence a 12
jours avec les autres traitements. Pendant ce laps de temps, les cellules ont conservé une
morphologie en aiguille, similaire a celle des cellules cultivées sur le mica vierge, et ne se
sont pas divisées. Ce temps de latence correspond a une période d’adaptation des cellules a
leur support. Une fois adaptées, les cellules se sont étalées et ont proliféré normalement. Le
profil plus apolaire de ces surfaces peut expliquer cette latence, les cellules étant capables
d’adhérer aux supports mais n’étant pas dans les conditions optimales de croissance. Ces
résultats peuvent étre directement liés au protocole de dépét, le pH des différents PE ayant
une influence sur la structure finale des multicouches comme 1’ont mentionné Aggarwal et al
[211].

Les surfaces planes n’ont pas induit de différenciation des CSMs de MO apreés 12 jours de
culture, date a laquelle les cellules ensemencées sur la FN atteignaient leur confluence
maximale. Ces résultats, couplés a I’étude morphologique des cellules indiquent que les
traitements de surface seuls ne sont pas suffisants pour induire une différenciation de ces
cellules. Cette conclusion s’oppose aux résultats de Lee et al [240] qui avaient obtenu un

début de différenciation spontanée des CSMs de MO de 10 a 20% sur des hydrogels
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d’acrylamide greffés avec la FN. Il est toutefois important de remarquer la différence de
rigidité entre ces hydrogels et nos surfaces de mica. D’autre part, si les cellules témoins
soumises aux milieux de différenciation se sont engagées dans les voies adipogénique et
ostéogénique sous le seul effet des facteurs différenciant, la différenciation chondrogénique a
quant a elle nécessité un ensemencement a une densité trés élevée. Ce n’est qu’en présence de
milieu de différenciation chondrogénique et a cette tres haute densité que les cellules se sont
réorganisees en micromasses. Cette absence de différenciation peut signifier un maintien de
la voie proliférative de ces cellules par les surfaces, ce qui serait particulierement vrai pour
celles greffées avec la FN. D’une fagon complémentaire, cela pourrait impliquer un maintien
des propriétés souches de ces cellules.

L’étude des surfaces de mica traitées nous a apporté des renseignements essentiels sur le
comportement des CSMs de MO sur des supports homogenes. Si ces polyélectrolytes
pourraient s’avérer tres intéressants notamment pour le détachement facilité¢ et controlé des
cellules souches sans action enzymatique, la FN semble étre de loin la molécule la plus
efficace dont nous disposions actuellement. La caractérisation approfondie du profil cellulaire
apres culture sur ces surfaces doit étre sérieusement considérée pour confirmer ou infirmer un
maintien des propriétés souches.

La prochaine étape de ce projet sera I’étude des surfaces de chimie et géométrie controlées
afin de comparer leur impact potentiel sur la différenciation des cellules souches avec les
résultats obtenus dans cette partie, mais dans le chapitre 3 on a limité 1’étude de 1’impact des
surfaces de chimie et géométrie contrblées seulement a ’assemblage des bactéries (E.coli)

sur telles surfaces bifonctionnelles.
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I\VV- Conclusion et perspective

Comme il a été montré dans la revue bibliographique, toutes les cellules d'organes primaires
sont dépendantes de I'ancrage, ce qui nécessite des environnements spécifiques incluant un
matériau de support spécifique pour leur développement. Au cours de cette partie de travail,
nous réussissons a mettre en place une silanisation en phase gazeuse des surfaces de silicium
oxydé ainsi que pour des surfaces de mica. Une monocouche de silane a été obtenue avec
succes, ce qui a permis le greffage de molécules biologiques comme le RGD cyclique et la
fibronectine. La combinaison de différentes techniques de caractérisation nous a permis de
confirmer que les molécules sont greffées d’une maniére homogeéne. Enfin, lorsque les
surfaces ont été soumises a des cellules souches, nous avons pu constater que méme si ces
surfaces ne permettent pas la différenciation des cellules souches, elles sont cytocompatibles,
c'est-a-dire qu'elles permettent la croissance des cellules souches et un taux de confluence
élevé est obtenu pour les surfaces dérivées de la fibronectine.

Ce travail ouvre la voie a un projet plus générique qui combinera la modification de la chimie
et la geométrie de surface pour déterminer les parametres pouvant jouer un réle majeur dans

le développement et/ou la différenciation des cellules souches.
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Chapitre 3 : fonctionnalisation et assemblage des bactéries sur des surfaces

bifonctionnelles naturelles

I- Introduction

En milieu naturel, 90% des espéces bactériennes comme les souches E.coli et autres ne vivent
pas individuellement en suspension, mais en communautés complexes adhérant a des
surfaces, autrement dit le mode de vie dominant des bactéries est probablement en biofilm.
Cependant I’étude du développement du biofilm et 'adhérence bactérienne reste un défi, dont
un large éventail de facteurs intervient dans I’interface bactéries/matériau qui joue un réle
important dans de nombreux domaines industriels et médicaux [314].

Un grand nombre de travaux publiés ont porté sur l'influence des propriétes de surface sur le
comportement des bactéries insistant sur les roles de la topographie [337, 346, 347], de la
chimie [329, 348, 349] et de la fonctionnalité de surface [350— 352]. Et comme ces études et
autres sont intéressées au role du support de culture sur I’assemblage des bactéries, le travail
propos¢ dans cette étude repose alors sur la mise en ceuvre des procédés de modifications
chimiques qui interviennent la structure chimique du matériau (silanisation par phase
gazeuse), géométriques qui s’effectuent d’une maniére mécanique (lithographie électronique)
et biologiques qui agissent au niveau protéique (fibronectine, RGD cyclique). Ces techniques
de modifications de surfaces de culture permettent notamment d’étudier 1’adhésion et
I’assemblage des bactéries.

L’objectif de ce travail est de :

- Développer des surfaces homogeénes naturelles modifiées chimiquement ainsi des
surfaces patternées naturelles (modifiées géométriquement en déposant des molécules
naturelles).

- Mettre en évidence I’effet de la surface de culture sur le comportement des bactéries.

Dans ce cadre, nous nous sommes intéressés alors a deux questions essentielles :

- Quelle est I’influence de 1’état de surface sur 1’adhésion et la colonisation d’une
surface?

- Quels phénomeénes vont intervenir sur E. coli lorsque la structure de la surface est
variée?

Pour ce but et pour essayer de répondre a ces questions nous avons réalisé une étude

approfondie de ’adhésion et de la colonisation de E. coli sur des surfaces a physico-chimie

132



contrélée, pour ensuite transposer nos études sur des bactéries non pathogenes (mais cela ne
sera pas fait dans le cadre de ce travail).

Par ailleurs, et a cOte des surfaces homogeénes silanisées, une combinaison d’une étape de
nano-fabrication accompagnée d’une étape de silanisation et de purification est effectuée sur
des surfaces de mica, suivis finalement par une greffage avec des molécules naturelles (la
fibronectine et le RGD cyclique). Ensuite, des souches d’E. coli 2146 sont cultivées sur des
telles surfaces. Et apres, les résultats de culture bactérienne sur les surfaces traitées sont
comparés avec des cultures témoins réalisées sur les surfaces de mica non traitées vierge, afin
de pouvoir définir I’influence de la chimie et la géométrie des surfaces et d’étudier les
comportements des bactéries résultants de 1’impact direct de la modification de la surface sur

la souche E.coli.

133



I1- Section expérimentale

I1.1- Préparation des surfaces naturelles patternées et homogenes
Dans la présente étude, les surfaces destinées a la culture bactérienne sont de deux types :

- Le premier est patterné ayant subi des modifications géométriques par la technique
de la lithographie électronique puis modifié chimiquement par le procédé de la
silanisation en phase gazeuse et ensuite greffé par des molécules biologiques
(fibronectine et RGD cyclique).

- Le deuxiéme est homogene et silanisé ayant subi une modification chimique par la
technique de la silanistion en phase gazeuse et greffé encore par des molécules
biologiques (fibronectine et RGD cyclique).

Pour les études bactériennes, les travaux ont realisés sur des surfaces de mica de 1 centimétre
carré. Avant ces telles cultures, les surfaces ont préalablement nettoyé avec I’éthanol pour

éliminer toute contamination ou des poussieres.
I1.1.1- Préparation des surfaces patternés naturelles

11.1.1.1- Lithographie électronique

Le principe de la lithographie électronique est basé sur l'irradiation de films minces de
PMMA (poly (méthacrylate de méthyle)) filés sur un substrat. Le rayonnement électronique
induit une scission de la chaine dans la zone PMMA irradiée, qui peut étre eliminée par une
dissolution dans un mélange de solvants. Le développement de surfaces (substrats) est une
étape critiqgue pour la production de petites structures (motifs) [353, 354]. Une bonne
conception de la distribution de masse du PMMA et de sa masse molaire moyenne est
également une étape critiqgue pour la résolution finale. Les interactions entre les électrons
énergétiques et la matiére représentent un point essentiel pour la résolution des motifs
(patterns) [353]. Le principal avantage de la lithographie électronique consiste a générer
directement des motifs haute résolution a partir d'un logiciel informatique.

En lithographie électronique, des surfaces de silicium et de mica de 2 centimétres carrés ont
été utilisées. Les surfaces ont préalablement trempées dans un bain piranha pendant 30 min
pour les nettoyer et éliminer toute contamination par des poussieres sous une hotte.

Aprés les suites des manipulations de lithographie sur ces surfaces nettoyées ont été
transférees aux salles rouge et blanche de CC-MiNaLor de I’institut Jean Lamour.

Dans un premier temps et sous une hotte a flux laminaire en salle rouge, les surfaces sont

préparées par enrésinement suivant ces différentes étapes :
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- Nettoyage des surfaces avec de I'acétone, et comme ’acétone laisse des résidus sur les
surfaces alors un deuxiéme nettoyage par l'isopropanol est nécessaire, puis séchées
avec de l'azote gazeux.

- L'enduction centrifuge (plus connue sous son nom anglais de spin coating) qui
consiste a déposer une couche mince et uniforme sur la surface plane d'un substrat.
Une seule couche de résine PMMA/MA a été déposée sur les surfaces, et selon le
programme 10 du machine spin coater utilisée (vitesse = 5000 tours/min, acceleration
= 7000 tours/min, temps = 90s), la résine est bien déposée uniformément sur les
surfaces de silicium et mica d’une épaisseur d’ordre de 50nm détectée par la
technique de profilométrie en utilsant un profilométre mécanique (Tencor P6).

- Recuit des résines sur une plaque chauffante selon le programme 5 de celle-ci
(température = 180°C, temps = 300s).

Dans un deuxieme temps, Les surfaces enrésinees passe a la lithographie électronique, une
différence réside entre les surfaces de silicium et mica notamment dans la phase qui précede
la lithographie. Au contraire des surfaces de silicium qui sont opaques les micas sont
transparents, d’ou la nécessité de faire un dépdt d’aluminium sur les surfaces de mica avant la
lithographie suivie d’une évaporation thermique pour 2-3 heures.

La lithographie des surfaces se passe dans un systeme de lithographie RAITH 150-11 qui
offrira des possibilités inédites en termes de résolution (inférieure a 10 nm), parallelement ce
systéme est connecté a un software « RAITH 150-TWO » qui nous permet de suivre le trajet
de I’échantillon a I’intérieur de cet appareil d’une part, et d’ajuster la distance de travail
optimale des électrons, régler leur tension et leur champ d'écriture, mesurer le courant des
faisceaux (307.92 pA) et fixer la position de 1’échantillon d’autre part.

Ensuite, une étape de développement des surfaces est nécessaire pour le repérage des motifs
par le microscope optique :

- Les surfaces de silicium sont développées par des solutions de MIBK/IPA (2:3)
pendant 1 minute apres par 'IPA pendant 30s.

- Pour les surfaces de mica, le dépot d’aluminium est enlevé avant le développement
par une solution de MF319 pendant a peu prés 2 minutes jusqu’ a que la surface
devient transparent du nouveau puis avec de I’eau deionisé pour 30s. Ensuite, elles

sont développées de la méme maniére des surfaces de silicium.

Les figures 67 et 68 représentent le résumé des différentes étapes de la lithographie

électronique des surfaces de silicium et des surfaces de mica respectivement.
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Figure 67: les différentes étapes de la lithographie électronique des surfaces de silicium.
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Figure 68: Les différentes étapes de la lithographie €électronique des surfaces de mica.
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Les motifs repérés par le microscope optique (objectif 50x) sont du forme rectangulaire d’une
longueur = 40 pm et d’une largeur = 10pum.

Quatre types de motifs sont écrits et se different par la période entre eux. L’énergie des
électrons utilisée est de I’ordre de 5 Kev alors que la dose des électrons est de 10 pC/cm?,

La figure 69 représente les différents motifs dessinés par le systeme de lithographie
électronique ou la différence en période est bien illustrée dans la figure ci-dessous :

Figure 69: Les différents motifs obtenus par lithographie électronique et repérés par le microscope électronique.

11.1.1.2- Silanisation en phase gazeuse et greffage des molécules naturelles

Toutes nos surfaces patternées sont ensuite seront étre silanisées par la technique de la
silanisation en phase gazeuse puis greffées par les molécules d’adhésion naturelles (la
fibronectine et le RGD cyclique).

Dans ce contexte, les composés a base de silane, qui sont bien connus pour former des
monocouches stables sur des surfaces portant des hydroxyles, comme le dioxyde de silicium
hydraté peuvent sembler plus attrayants. Les monocouches dalkylsilane peuvent étre
préparées a partir de la solution, ou de la phase vapeur a partir de chloro ou alcoxysilanes
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mono ou trifonctionnels, des films denses pouvant étre obtenus dans des conditions
appropriées.

De plus, la post-modification chimique des monocouches de silane greffé permet d'obtenir
une large gamme de fonctionnalités chimiques. Différentes méthodes sont possibles pour
structurer les monocouches de silane. En raison de la sensibilité des silanes a I'nhumidité, les
méthodes d'estampage n'ont pas été développées pour ces composés. En outre, I'estampage
des silanes a généralement été limité a I'échelle du micron, sauf pour les rapports rares. De
méme, la nanolithographie (dip-pen) n'est que rarement utilisée pour les silanes, car elle
repose sur la formation d'un ménisque d'eau entre I'extrémité et la surface pour transporter les
molécules.

Par conséquent, la plupart des méthodes de structuration des monocouches de silane reposent
sur la modification postérieure ou la dégradation locale d'une monocouche homogéne
préalablement formée, soit par écriture directe avec des faisceaux d'électrons, des faisceaux
d'ions ou d'atomes et des sondes proximales, soit par exposition des monocouches aux UV ou
X- ray a travers les masques appropriés. Des caractéristiques nanométriques ont parfois été
rapportées, mais ces techniques souffrent généralement de la gamme limitée de
fonctionnalités chimiques accessibles [339].

Contrastant avec ces methodes précédentes, notre route pour construire des groupements
chimiques d’ancrage sur silicium ou d’autres surfaces portant OH, comprend d'abord une
approche utilisant la lithographie par faisceau d'électrons (lithographie électronique), pour
définir des nano-structures dans un masque de polymére moulé sur le substrat, puis une
silanisation en phase gazeuse du substrat a travers les nanostructures du masgue.

Pour obtenir les substrats patternés, la lithographie électronique utilisée est décrite au-dessus
dans la partie 11.1.1.1 de ce chapitre. En résumé un film de PMMA/MA est irradié afin de
créer des zones solubles (ce qui conduit a la création d’un masque), ensuite 1’auto-assemblage
de monocouche de silane est effectuee. Le masque est retiré via une extraction soxlhet. Ceci
permet de libérer la surface de silane et ainsi greffer une seconde monocouche de silane,
terminée par des groupements PEO, connus pour leur propriété antiadhésive (figure 70). La

technique de la silanisation en phase gazeuse est décrite dans la partie 11.1.1 du chapitre 2.
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Figure 70: Une vue schématique du processus suivi pour obtenir les surfaces a motifs et silaniséés.

Ensuite, ces surfaces sont greffées par des molécules naturelles (la fibronectine et le RGD

cyclique) suivant les mémes etapes décrites dans la partie 11.1.1.4 du chapitre 2.

11.1.2- Preparation des surfaces homogeénes naturelles
Les surfaces homogénes destinées a la culture bactérienne ont subi une silanisation en phase
gazeuse (figure 71), puis greffées par la fibronectine et le RGD cyclique suivant le méme

protocole décrit dans la partie 11.1.1 du chapitre 2.
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Figure 71: Une vue schématique du processus suivi pour obtenir les surfaces homogénes silanisées.

I1.2- culture bactérienne

11.2.1- Souche bactérienne

E. coli est une bactérie a Gram négative, en forme de batonnet. Elle est anaérobie facultative.
Elle fait partic de la microflore intestinale microbienne et certaines souches sont a I’origine
d’infections humaines. Notre étude est portée sur la souche bactérienne E. coli (E2146). La
souche utilisée est fournie gracieusement par I’équipe du professeur Jean-Marc Ghigo de
I’institut pasteur de Paris (Unité Génétique des Biofilms). C’est un modele génétique modifié
construit a partir de la souche E. coli K12 provenant de la collection ATTC MG 1655 (E. coli
centre de stock génétique #6300). Elle est fluorescente grace a I’expression du géne gfpmut3
transfecté dans leur génome et qui leur permet d’exprimer la protéine GFP (Green fluorescent

Protein). En outre, elles sont génétiquement programmées pour présenter une résistance
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specifique a certains antibiotiques : I’ampicilline, Kanamycine et le chloramphénicol pour
cette souche (E2146). La souche (E2146) est caractérisée par la production exclusive de
fimbrie de type 1. Elle ne posséde de flagelle.

11.2.2- Préservation et culture : en général
E.coli E2146 est conservé a une température de -80°C dans un stock tampon composé de 920
ML de la culture bactérienne et de 390 pL de glycérol / eau (v/v : 50/50).
Le milieu nutritif est Luria-Bertani LB (Miller, Fluka) dont la composition est (g/l): tryptone
10, extrait de levure 5, NaCl 10.
Les milieux de culture a 25 g/l (LB) et 2,5 g/l (LB /10) sont préparés dans de I'eau désionisée
(Millipore Corp., Milli-Q). Le pH des solutions: ~7.
La gélose LB est préparee avec 25 g/l de poudre LB et 15 g/l de gélose bactérienne ou
directement avec 35 g/l de poudre de la gélose LB préte.
Les solutions sont agitées puis autoclavées a 121°C pendant 15 minutes.
Les antibiotiques sont nécessaires pour les stocks de travail et les sous-cultures (mais pas
pour les cultures):

- Ampicilline (amp): solution mére dans I'éthanol a 50% a 100 mg/l, conservation a

20°C, utilisée a 100 pg/ml final.
- Kanamycin (Km) : solution mére dans 1’eau a 25 mg/l, conservation a 4°C, utilisée a
50 pg/ml final.

Un stock de colonies bactériennes sur la gélose LB avec les antibiotiques amp et Km est ainsi
préparé. Un glacon est introduit dans 50 g de milieu LB stérile, puis la suspension
bactérienne est déposée sur la gélose LB dans la boite de Pétri. La boite de Pétri est ensuite
incubée a 37°C pendant 24 h, puis conservée a 4°C pendant une semaine.
La croissance est contr6lée par des mesures de densité optique a 600 nm (DQOggo) dans des
semi-microcuvettes en polystyréne (usage unique, volume utile: 1 ml). La référence: le milieu

dans lequel les bactéries vont étudier.

11.2.3- Elaboration du biofilm bactérien

Toutes les manipulations ont été réalisées en milieu stérile prés d’une flamme de bec bunsen
et ’ensemble du matériel utilisé fut autoclaver pendant 15 min & 121°C.

Pour la réalisation de la suspension bactérienne, le milieu nutritif utilisé est le LB de
concentration massique 25 g/I. Deux types de cultures ont été préparés pour I’élaboration du
biofilm : La premiére dite pré-culture, elle a été préparée en mélangeant 0,5 g de LB dans 20

ml d’eau Milli-Q, la seconde est le milieu de culture LB a été préparé en mélangeant 5 g de
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LB avec 200 ml d’eau Milli-Q. Ainsi une préparation d’eau physiologique (0.9% NaCl : 1.8 g
de Nacl dans 200 ml d’eau Milli-Q) et des blancs (références pour la mesure de DO) de LB et
de I’eau physiologique est ainsi exigée.

Une colonie bactérienne est inoculée dans 20 mL de la pré-culture de LB stérile avec des
antibiotiques (20 puL dampiciline @ 100 mg/mL et 40 pL de Kanamycine a 25 mg/mL) dans
un erlenmeyer de 100 mL. L’utilisation de ces antibiotiques est intéressante du fait que la
souche utilisée présente une résistance spécifique a ces antibiotiques. La pré-culture est
ensuite incubée dans un bain-marie pendant 16 h a 37°C +/- 1°C sous agitation (160 rpm).
Apres 16 h de croissance, une quantité nécessaire de la pré-culture est ajoutée dans 200 mL
de LB stérile dans un erlenmeyer de 500 ml afin d'obtenir une DOg(qo initiale de 0,05 +/- 0,01.
La culture est ensuite incubée a 37°C sous agitation (160 rpm) dans un bain-marie pendant
environ 2 h. L'erlenmeyer contenant la culture bactérienne est enlevé du bain-marie lorsque le
DOgoo atteint une valeur entre 0,5 et 0,6 (en genéral apres environ 2 h de croissance). La
culture est transférée alors dans un tube a centrifuger de 250 ml. Un autre tube de méme
masse est nécessaire. La culture est centrifugée pendant 10 minutes, a 5000 g et 4°C. Le
surnageant est delicatement éliminé dans une poubelle, et le culot est remis en suspension et
homogénéis¢ a 1’aide 10 ml d’eau physiologique (0,9% de NaCl) en I’agitant trés bien
jusqu’au que la suspension bactérienne disparaisse sans former des agrégats. Ensuite le tout a
été versé dans 200 ml d’cau physiologique et une nouvelle DO a été pris qui devrait étre 0.5
+/- 0.02. L’eau physiologique est utilisée pour transférer les bactéries et le changement de
milieu est important pour éviter aucune influence sur 1’adhésion bactérienne. Cette
suspension sera utilisée pour I'élaboration du biofilm.,

L’étape suivante fut de mettre 2 ml de la derniére suspension sur nos surfaces de mica
préparées et qui sont déja placées dans des plaques a 6 puits. L’ensemble a été mis dans une
étuve a 37°C pendant 3 h. Toutefois, et dans le cas ou on est obligé a laisser les surfaces dans
I’étuve plus de 3 h (par exemple une nuit complete) et pour éviter que les bactéries ne soient
tuées, on doit ajouter aux surfaces (avent de mettre les 2 ml de suspension) 40 pL d’une

solution du sucre (solution de glucose a 20%). Dans notre cas, on les laisse pour environ 24 h.

11.3- Coloration des bactéries : Marquage au backlight

LIVE/DEAD Back Light est une méhode développée par Molecular Probes qui permet de
différencier et de dénombrer les cellules viables et mortes. Le principe est basé sur une
double coloration par I’intermédiaire de deux fluorophores : Syto9 et I’iodure de propidium

(P1). SYTQO9 cible les acides nucléiques, mais il est capable de traverser la membrane
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cellulaire des cellules mortes et vivantes [354]. Il colore donc, en vert, la totalité des cellules
d’un échantillon. Le PI est un agent intercalant de I’ADN, une fois lié a ce dernier, le Pl émet
une fluorescence rouge (ou orange). Ce fluorochrome ne peut pénétrer dans les cellules que si
les membranes sont altérées, donc seules les cellules mortes ou endommagées sont colorées
en rouge (ou orange).

Toutes nos manipulations du marquage au backlight furent réalisées en conditions stériles
sous une PSM (poste de sécurité microbiologique) en salle grise. L humidité des surfaces de
mica avant de mettre le marqueur est une condition importante pour éviter d’endommager les
membranes des bactéries ainsi le travail doit étre a I’abri puisque le backlight est un marqueur
tres sensible a la lumiere. Avant le marquage des bactéries E.coli par 100 pL de backlight par
surface humide, on effectue un double ringage avec de I’eau Milli-Q autoclavée stérile puis
avec du PBS stérile chacune pour 5 s. La durée du marquage est de ’ordre de 20 min. Ensuite
les surfaces marquees ont été rincés avec de I’eau stérile (2 ml). L’étape qui a suivi, fut de
bien secher les surfaces, ensuite de les poser sur une lame de verre. Les photographies furent

réalisées au microscope a epifluoresence (objectif*100).

I1.4- Estimation du taux de recouvrement et de la taille des bactéries

Les taux de recouvrement et de la taille bactérienne furent déterminés par le logiciel Analy
SIS. Les photographies des cultures bactérienne furent modifiées (luminosité et contraste)
avec le programme Microsoft Office Picture Manager. Le pourcentage de recouvrement fut
calculé en déterminant le pourcentage d’occupation de la photographie par les bactéries. Le
pourcentage de recouvrement et la taille bactérienne pour chaque condition fut obtenu en
calculant la moyenne des taux de recouvrement de 10 photographies, le méme pour la taille.

Les résultats sont présentés sous la forme d’une moyenne =+ I’erreur standard a la moyenne.
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I11- Résultats et discussions

I11.1- Caractérisation de surface

Avant de commencer la culture bactérienne et étudier I’impact des surfaces modifiées sur
I’assemblage des bactéries E.coli, une caractérisation physico-chimique était nécessaire. Cette
caractérisation était la méme effectuée sur les surfaces utilisées pour 1’étude de
développement des CSMs issues de MO dont les résultats sont mentionnés dans la partie 111.1
des résultats et discussions du chapitre 2.

Des mesure des angles de contact avec I’eau des surfaces de silicium silanisées et greffées
avec la fibronectine ou le peptide RGD cyclique ont été effectuées, dans le but d’affirmer
rapidement du succés de la modification de nos surfaces, de préciser le profil de polarité de
I'échantillon et de veérifier I'nydrophilicité relative des surfaces. Par la technique XRR, nous
avons déterminé que la silanisation en phase gazeuse pour le greffage d'une monocouche du
10 - (carboxyméthoxy) décyldiméthylchlorosilane a été mis en place. La technique XPS nous
permet de confirmer la silanisation sur nos surfaces, et montrer le greffage de FN et de RGD
cyclique sur les monocouches. L’AFM est utilisée pour examiner la morphologie,

I'homogenéité et la topographie des surfaces.

111.2- Etude biologique

Le nombre de surfaces utilisables pour la culture bactérienne était limité.

111.2.1- Estimation du taux de recouvrement et de la taille des bactéries

Comme on a mentionné avant, I’estimation du taux de recouvrement et de la taille des
bactéries ont été déterminés a I’aide du logiciel Analy SIS. Cette estimation a été effectuée
sur les différentes surfaces aprés 24h de culture (adhésion bactérienne) dans 1’étuve a 37°c
(derniere étape de la culture bactérienne) en vue d’étudier ’influence de la modification des
surfaces (chimique et topographique) sur I’assemblage des bactéries d’E.coli.

Les bactéries adhérentes sur les surfaces de mica greffées avec la FN soit homogénes ou
patternées sont celles qui donnent le meilleur résultat avec un pourcentage moyen de
recouvrement de 64,01 % + 12 % pour les surfaces patternées supérieur a celui des surfaces
homogeénes qui est de 57,63 % * 6 %. En ce qui concerne les surfaces greffées avec le RGD
cyclique, elles ne dépassent pas 50 % de recouvrement. Elles présentent un pourcentage de
recouvrement égale a 38,34 % + 10 % pour les surfaces patternées ainsi supérieur a celui des

surfaces homogenes qui est de 26,00 % + 16 %.
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Ainsi, ce taux de recouvrement sur les surfaces patternées greffées avec la FN (64,01 % +
12%) est plus grand que celui des surfaces patternées greffées avec le RGD cyclique (38,34
% £ 10 %). De méme, il est sur les surfaces homogenes greffées avec la FN (57,63 % + 6 %)
supeérieur a celui des surfaces homogenes greffées avec le RGD cyclique (26,00 % + 16 %)
(Figure 72).

De plus, toutes ces surfaces modifiées présentent un taux de recouvrement supérieur aux

contrdles (mica vierge) qui présentent un taux de recouvrement beaucoup trop faible (3,35 %
+ 2 %).

80
@Homogene

= B Patterné
S 60 |
]
C
(B}
e
S
3 40 A
[&]
oL
[¢5)
°
3
ﬁ 20 7

o L7773 |

Mica Vierge Fibronectine RGD cyclique

Figure 72: Taux de recouvrement des bactéries E.coli aprés 24h d’adhésion bactérienne sur des surfaces de

mica vierge et des surfaces de mica modifiées.

Relativement a la taille bactérienne, les surfaces de mica vierges présentent une taille plus
petite (1.86 + 0.24 um) en comparaison a celles des surfaces traitées que ce soit des surfaces
homogénes ou patternées greffées avec la FN ou le peptide RGD cyclique.

Les bactéries adhérentes sur des surfaces patternées greffées de FN (3.21 £ 0.40 um) ou de
RGD cyclique (2.66 = 0.34 um), présentent une taille plus grande en comparaison respective
a celles sur des surfaces homogeénes (2.66 + 0.18 um pour la FN et 2.11 £ 0.38 um pour le
RGD cyclique), en notant que sur le méme type de surface (patternée ou homogene), la FN
donne le meilleur résultat par rapport au RGD cyclique (figure73).
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Figure 73: Taille des bactéries E.coli apres 24h d’adhésion bactérienne sur des surfaces de mica vierge et des

surfaces de mica modifiées.

111.2.2- Comparaison morphologique

En raison de déterminer 1’influence des traitements de surface sur la morphologie bactérienne
(forme, taille,...) et ’adhésion des bactéries, les phénotypes des bactéries E. coli cultivées en
condition contréle, sur des surfaces de mica vierges et sur les surfaces de mica traitées
(homogenes ou patternées silanisées greffées par la FN ou RGD cyclique) ont été comparés.
La plupart de nos bactéries présentent une membrane perméable altérée, d’ou leur coloration
orangée. Cependant, E. coli est une bactérie autofluorescente grace a I’expression du gene
gfpmut3 transféré dans leur génome et qui leur permet d’exprimer la protéine GFP. Selon le
type de surface, la taille, la forme et le taux d’adhésion de la bactérie diffeérent.

Les bactéries E.coli cultivées sur les surfaces de mica vierges (figure 74 A) et sur les autres
surfaces aux différents traitements présentent une morphologie batonnet. Les E.coli cultivées
sur les surfaces de mica vierges recouvrent faiblement ces surfaces par rapport aux surfaces
modifiées soit aux surfaces homogeénes silanisées et greffées avec le peptide RGD cyclique
(figure 74 B) ou la FN (figure 74 D) ou soit aux surfaces ayant subi une lithographie
électronique et silanisées greffées avec le peptide RGD cyclique (figure 74 C) ou la FN
(figure 74 E).
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Figure 74: Comparaison morphologique des E.coli cultivées sur les surfaces aux différents traitements.

(A) mica vierge, (B) mica homogéne silanisée greffée avec le RGD cyclique, (C) mica patternée silanisée
greffée avec le RGD cyclique, (D) mica homogéne silanisée greffée avec la fibronectine, (E) mica patternée
silanisée greffée avec la fibronectine.
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Ces bactéries prennent davantage de recouvrement sur les surfaces patternées que sur celles
homogenes et notamment pour celles greffées avec la fibronectine. Les bactéries E.coli
s’assemblent suivant des lignes paralleles sur les surfaces lithographiées greffées avec le

RGD cyclique (figure 75 A) ou la FN (figure 75 B), avec un taux de recouvrement plus grand

pour les derniéres.

Figure 75: Comparaison morphologique et I’alignement paralléle des E.coli cultivées sur les surfaces ayant

modifiées par lithographique électronique greffées par le RGD cyclique (A) ou la fibronectine (B).

147



I11.3- Discussions et perspectives

Le phénotype batonnet, connu pour les souches E. coli, se retrouve sur les bactéries E. coli
cultivées sur les surfaces de mica vierge ainsi que sur les surfaces de mica traitées.

En condition in vitro, la souche d’E. coli 2146 adhére a ’ensemble des surfaces avec
lesquelles elle a été mise en contact. La prolifération relativement réduite des bacteries sur le
mica vierge peut s’expliquer par des conditions moins propices a I’adhésion. Cette surface
non traitée n’offre pas un environnement parfaitement agréable aux bactéries.

Les bactéries se trouvant sur des surfaces modifiées quant a elles présentent une meilleure
adhésion. Les bactéries sur la fibronectine semblent avoir mieux proliférées que dans toutes
autres conditions, en particulier sur la surface patternée. De plus, leurs tailles apparaissent
plus grandes, démontrant ainsi ’efficacité du traitement avec cette protéine. Les surfaces
greffées avec le RGD cyclique présentent une moins bonne prolifération, ce qui suggere une
affinité inferieure des bactéries pour ce peptide. En outre, il est toutefois important de
signaler la différence de nature de la surface. Ainsi, les surfaces homogénes dénotent une
adhérence moins satisfaisante par rapport aux surfaces patternées. Cependant la taille
bactérienne rentre dans la moyenne dans I’ensemble des surfaces bien qu’elle parait plus
grande sur certaines que sur d’autres. De plus une influence de la micro-struration sur la
concentration des bactéries sur la surface a été remarqué et semble avoir un avantage majeur
ou il est a remarquer que lorsque les bactéries sont confinées sur des surfaces plus petites
(patternees), elles ont tendance a plus se regrouper ce qui peut encourager, dans des
conditions de contact plus longues, a de meilleurs chance de fabrication de biofilms et
d’envisager de pouvoir les obtenir plus rapidement. Ce qui nous permet de dire qu’un effet de
confinement a été mis en évidence pour les surfaces modifiées topographiquement. Ces
résultats peuvent étre directement liés a la nature et les propriétés de surface mécaniques,
physico-chimiques et topographiques ayant une influence sur la colonisation bactérienne de
la surface comme 1’ont mentionné dans plusieurs études [314].

L’¢tude des surfaces de mica modifiées apporte des renseignements essentiels sur le
comportement des bactéries et sur leur morphologie principalement sur leurs tailles. Le
traitement avec la fibronectine semble étre de loin le plus efficace dont nous disposons dans
notre étude. Des recherches plus poussées de I’adhésion bactérienne sur ce type de surface
doit étre sérieusement considérées afin de pouvoir confirmer ou infirmer la capacité de

produire de meilleurs résultats.

148



V- Conclusion et perspective

La bibliographie a montré I’existence d’une relation entre les propriétés de surface et la
colonisation par les bactéries. A travers ce travail et pour une surface donnée, nous avons pu
montrer que l’adhésion bactérienne va varier non seulement en fonction de la nature
chimique du groupement fonctionnel & la surface, mais aussi de la géométrie de la surface.
Cette étude préliminaire commencée dans le cadre de ce travail avait donc pour objectif de
mettre en évidence I’influence de la chimie et de la micro-structuration de surfaces. Ce que
nous avons pu démontrer en mettant en évidence la meilleure croissance d’E.coli sur les
surfaces greffées avec la fibronectine dans un premier temps. Et dans un second temps,
lorsque les groupements sont uniquement greffés sur une micro-surface, les bactéries se
regroupent toutes sur ces micro-surfaces. Cela ouvre de nouvelles perspectives quant a
I’étude de I’assemblage des bactéries.

Par ailleurs, et comme il y a des études qui montrent 1’effet de la chimie de la surface sur le
comportement des bactéries et notamment sur 1’adhésion bactérienne tels que la charge de la
surface [302, 323-326] et la variation de ratio et de taux de réticulation des polyélectrolytes
[320], ce qui ouvre la perspective d’étudier 1’effet de modification de surface par la méthode
de multicouches de polyélectrolytes sur ces souches bactériennes comme celle utilisée avec

les cellules souches mésenchymateuses dans le chapitre 2.
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Conclusions et perspectives
Dans cette thése, 1’objectif initial était de développer des surfaces fonctionnelles, de mettre en
évidence les paramétres chimiques, géométriques et biologiques de la surface puis d’étudier
I’influence de ces parametres sur le comportement des cellules souches (mésenchymateuses)
et des bactéries (E.coli). Rappellons que la stratégie générale de ce travail repose sur :
- Le développement des surfaces homogenes et bifonctionnelles naturelles basées sur le
greffage covalent des molécules naturelles (fibronectine, RGD cyclique).
- Le développement des surfaces homogenes artificielles basées sur I’assemblage
électrostatique des polyélectrolytes (chit/PAA et chit/PSS).

- Le contrdle du comportement cellulaire et des bactéries.

Notre objectif de contrdler et étudier I’'impact des surfaces modifiées sur le devenir des CSMs
est atteint grace au développement des procédés de fonctionnalisation chimique de surfaces
homogénes conférant a nos surfaces un aspect chimique : surfaces a chimie contrélée. Ces
procédes consistent en premier temps au greffage des molécules naturelles a des surfaces
traitées chimiguement par une silanisation en phase gazeuse, et au dépot des molécules
artificielles tels que des polyélectrolytes. La caractérisation physico-chimigque par mesure des
angles de contact de ces surfaces a montré que nos surfaces sont suffisamment hydrophiles
pour permettre I’adhésion cellulaire, les résultats de XRR ont montré qu’on a réussi a greffer
une monocouche de silane par silanisation en phase gazeuse alors que ceux de XPS ont
confirmé la silanisation sur nos surfaces et le greffage de la FN et le RGD cyclique sur les
monocouches de silane. Les résultats d’AFM nous permettent de distinguer la nouvelle
morphologie homogene de la surface apres traitement, une organisation protéique paralléle
remarquable des FN est observée sur nos surfaces. Une comparaison entre les surfaces
naturelles et artificielles a été ensuite menée aprés I’ensemencement des CSMs, elle a prouvé
la cytocompatibilité de nos surfaces permettant la croissance des CSMs mais ne permettent
pas leur différenciation avec un taux de confluence élevée pour les surfaces traitées avec la
FN.

Dans I’étude de I’impact de la modification de surface sur le comportement de la souche
E.coli, nous nous intéresserons a des différents procédés de fonctionnalisation de surface, la
silanisation en phase gazeuse combinée aux techniques de structuration de surface
(lithographie électronique) pour développer de nouvelles surfaces bifonctionnelles qui nous
permettent de mettre en évidence I’impact de la surface de culture sur I’adhésion et la

colonisation des bactéries. Ces procédés de fonctionnalisation donnent un nouvel aspect a nos
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surfaces : surfaces a chimie et géométrie controlées. Nos résultats suggérent que 1’adhésion
des E.coli est affectée non seulement par la chimie de la surface (surfaces homogénes
silanisées greffées par la FN et le RGD cyclique) mais ainsi par la géométrie de la surface
(surfaces patternées silanisées greffées par la FN et le RGD cyclique). Ainsi il été démontré
que les surfaces greffées avec la fibronectine présentent les milieux les plus favorables pour
la croissance et la taille d’E.coli. En plus il a été montré qu’un effet de confinement a été
observé sur les surfaces patternées, la micro-structuration présente une influence sur la
concentration des bactéries sur la surface.

Pour conclure, notre étude a permis de développer des procédés de fonctionnalisation
chimiques, géométriques et biologiques. Ces procédés participent au changement de
propriétés de la surface et ont été développeés afin d’aller plus loin dans la compréhension des
relations existants entre la surface du support et le comportement des systémes vivants
(cellules souches, bactéries) et quelle que soit la méthode de fonctionnalisation, elle a amené
a améliorer les propriétés de surface permettant soit la croissance des CSMs, soit 1’adhésion
et la colonisation des bactéries E.coli, méme si les pourcentages sont différents entre un
procéde et un autre. Ceci permet de créer des nouveaux champs scientifiques et d’élargir le
nouveau technologique et les interactions entre les différents domaines : la biologie, la
chimie, la physique, I’ingénierie dans le but de participation aux enjeux de la médecine
régeénérative.

Ce travail ouvre plusieurs pistes et perspectives d’études :

- Ce travail nous a permis de montrer la croissance des CSMs sur des surfaces
homogeénes. Il serait judicieux de transposer les études effectuées sur les surfaces
planes aux surfaces patternées, et de relier les différents processus mis en jeu au role
du support de culture dans le comportement des ce type des cellules.

- Il serait intéressant d'utiliser des types de cellules souches autres que les CSMs issues
de la moelle osseuse utilisées dans ce travail, pour savoir si les cellules souches
d’autres origines gardent les mémes comportements vis-a-vis de la fonctionnalisation
des surfaces.

- Il serait important d’étudier ’impact d’autres types de modifications de surfaces
(autres que ceux utilisés dans notre travail) sur le comportement d’E.coli, et de
transposer cette étude sur I’E.coli (bactérie pathogéne) sur des bactéries non

pathogenes.
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Assemblages et études de la différenciation cellulaire de cellules

souches sur des surfaces de geométrie et chimie controlées

Résumé

La cellule répond aux contraintes physiques exercées par son environnement par un ensemble
de mécanismes regroupés sous le terme de mécanotransduction. Ces processus font appel aux
molécules impliquées dans 1’adhésion cellulaire, au cytosquelette et au noyau. Ces
contraintes environnementales, qu’elles soient liées a la rigidité du support, a sa topographie
ou a la nature de sa chimie de surface, vont moduler la morphologie cellulaire et impacter le
comportement de la cellule. Afin d’étudier cette influence du support, nous avons ensemencé
des cellules souches mésenchymateuses (CSMs) de moelle osseuse (MO) issues d’une culture
primaire sur des surfaces de mica vierges ou fonctionalisées de facon homogene avec des
molécules naturelles (la fibronectine FN et le peptide RGD cyclique) ou avec des
multicouches de polyélectrolytes PEM (cing cycles de Chitosan/PAA ou de Chitosan/PSS).
Nous avons ensuite étudié la morphologie, la prolifération et la différenciation de ces cellules
apres 12 jours de culture. Il en résulte que les CSMs de MO adherent sur toutes les surfaces,
traitées ou non, et bien que leur étalement soit moindre sur les surfaces vierges, elles adoptent
une morphologie de type fibroblastique similaire a leur phénotype physiologique. Leur
pourcentage de confluence varie significativement en fonction du traitement de surface
utilisé. En effet la confluence maximale a été observee pour les surfaces greffées avec la FN
(93.25 + 2.75 %) alors que les surfaces traitées avec les PEM présentent des pourcentages de
confluence bien plus faibles (61.00 + 4.08 % pour le couple chitosan/PAA et 54.75 £ 1.75 %
pour le couple Chitosan/PSS), s’expliquant principalement par une latence cellulaire en début
de culture. Enfin, les cellules cultivées sur nos surfaces ne réagissent a aucune des trois
colorations Oil Red O, Alcian Blue ou Alizarin Red S, suggérant une absence de
différenciation dans les voies adipogénique, chondrogénique ou ostéogénique induite par ces
surfaces. Ainsi, le contréle de la chimie du support ne permet pas a lui seul un contréle de la
différenciation cellulaire. Cette étude ouvre la voie a I’étape suivante au cours de laquelle
I’influence des supports a chimie et géométrie contrdlées.

De méme, la souche E.coli (bactérie pathogéne) répond aux contraintes physiques et
chimiques qui lui ont été imposées. Ces contraintes qu’elles soient liées a la topographie ou la
nature de la chimie de surface font appel a des molécules naturelles impliquées dans le
comportement des bactéries et leur morphologie en particulier sur leur taille. Pour étudier cet

impact, nous avons mis en contact la souche E.coli E2146 avec des surfaces de mica vierges
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ou traitées de fagon homogéne ou patternée avec des molécules naturelles (la FN et le peptide
RGD cyclique). Ensuite, nous avons étudié le taux de recouvrement et la taille des bactéries.
Il en résulte que les bactéries adhérent sur ’ensemble des surfaces bien que ’adhésion soit
moindre sur les surfaces de mica vierges. Leur taux de recouvrement varie significativement
pour une surface donnée. En effet, le taux de recouvrement et la taille maximaux sont
observés sur des surfaces patternées greffées avec la FN, ce qui prouve leur efficacité et
I’impact qu’elles ont sur le comportement de E.coli. Nous avons donc démontré dans ce
travail de thése I’influence des propriétés de surfaces sur la croissance de cellules vivantes

telles que les cellules souches ou les bactéries.
Mots-clés : Cellules souches Mésenchymateuses - Mécanotransduction — Différenciation -

Chimie controlée — Géométrie contrélée — souche E.coli — Adhésion.
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Assemblies and studies of the cellular differentiation of stem cells

on controlled geometry and chemistry surfaces

Abstract

The cell responds to the physical constraints exerted by its environment by a set of
mechanisms grouped under the term of mechanotransduction. These processes involve the
molecules involved in cell adhesion, the cytoskeleton and the nucleus. These environmental
constraints, whether related to the rigidity of the support, to its topography or to the nature of
its surface chemistry, will modulate the cellular morphology and impact the behavior of the
cell. In order to study this influence of the support, we have seeded bone marrow
mesenchymal stem cells from a primary culture on virgin mica surfaces or functionalized
homogeneously with natural molecules (fibronectin and the cyclic RGD peptide) or with
polyelectrolyte multilayers (five cycles of Chitosan/PAA or Chitosan/PSS). We then studied
the morphology, proliferation and differentiation of these cells after 12 days of culture. As a
result, bone marrow mesenchymal stem cells adhere to all surfaces, whether treated or not,
and although they are less spread on virgin surfaces, they adopt a fibroblastic type
morphology similar to their physiological phenotype. Their percentage of confluence varies
significantly depending on the surface treatment used. Indeed the maximum confluence was
observed for the surfaces grafted with fibronectin (93.25 + 2.75%) whereas the surfaces
treated with the polyelectrolyte multilayers have much lower confluence percentages (61.00 £
4.08% for the chitosan/PAA couple) and 54.75 £ 1.75% for the Chitosan/PSS couple), mainly
due to cell latency at the beginning of culture. Finally, cells cultured on our surfaces do not
respond to any of the three Oil Red O, Alcian Blue or Alizarin Red S stains, suggesting a lack
of differentiation in the adipogenic, chondrogenic or osteogenic pathways induced by these
surfaces. Thus, the control of the support chemistry alone does not allow control of cell
differentiation. This study paves the way for the next step in which the influence of controlled
chemistry and geometry media will be studied.

Similarly, the E. coli strain (pathogenic bacterium) responds to the physical and chemical
constraints imposed on it. These constraints, whether related to the topography or the nature
of surface chemistry, involve natural molecules involved in the behavior of bacteria and their
morphology, in particular their size. To study this impact, we contacted E.coli strain E2146
with virgin mica surfaces or treated homogeneously or patterned with natural molecules
(fibronectin and cyclic RGD peptide). Then we studied the recovery rate and the size of the

bacteria. As a result, the bacteria adhere to all surfaces although adhesion is less on virgin
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mica surfaces. Their recovery rate varies significantly for a given area. Indeed, the recovery
rate and the maximum size are observed on patterned surfaces grafted with fibronectin which
proves their effectiveness and the impact they have on the behavior of E. coli. We have
therefore demonstrated in this thesis the influence of surface properties on the growth of
living cells such as stem cells or bacteria.

Keywords: Mesenchymal stem cells - Mechanotransduction - Differentiation - Controlled

chemistry - Controlled geometry - E.coli strain — Adhesion.
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