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Abréviations et symboles 

 

• Produits utilisés : 
 

COL :    collagène 

ALG :    alginate 

PEI :    poly(éthylène imine) 

PLL :    poly(L-lysine) 

PSS :    poly(styrène sulfonate) 

PAH :    chlorydrate de poly(allylamine) 

HA :    acide hyaluronique 

GEN :    génipine 

GLU :    glutaraldéhyde 

CHI :    chitosane 

EDC :                          hydrochlorure de N, N-(3-diméthylaminopropyl)-N-carbodiimide   

s-NHS :                       sulfo-(N-hydroxysuccinimide)  

DMSO :   diméthyl sulfoxide 

PDMS :   poly(diméthyl siloxane) 

FITC :   fluorescéine isothyocyanate 

 

• Techniques d’analyse et de caractérisation : 
 

FRAP :   recouvrement de fluorescence après photoblanchiment 

AFM :   microscopie à force atomique 

MEB (SEM) :  microscopie électronique à balayage 

MET (TEM) :  microscopie électronique à transmission 
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CLSM :   microscopie confocale à balayage laser 

QCM-D :   microbalance à cristal de quartz avec dissipation 

IRTF :   spectroscopie infrarouge à transformée de fourier 

UV-vis :   spectroscopie ultraviolet-visible 
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Introduction générale 

 

Les progrès réalisés au cours des dernières décennies en ingénierie, biologie et 

médecine entrouvrent des possibilités jusqu’alors insoupçonnées de chirurgie corrective, 

suppléance d’organes déficients et de restauration de fonctions altérées. L’ingénierie tissulaire 

et la fonctionnalisation de biomatériaux s’appuient sur les connaissances acquises dans des 

domaines cellulaires, des technologies, des sciences des matériaux et des mécanismes 

moléculaires et cellulaires aux interfaces.  

La fonctionnalisation de surfaces est une stratégie adoptée dans de nombreux 

domaines tels que l’automobile, l’électronique, l’aérospatial, le textile et les biomatériaux. 

Cette stratégie permet de modifier les propriétés physiques et/ou chimiques des matériaux 

telles que leur dureté, leur résistance aux chocs ou à l’abrasion, leur conductivité thermique 

ou électrique, leurs propriétés optiques, d’adsorption, de barrières aux agents biologiques et 

leurs interactions biochimiques avec un environnement biologique.  

La fonctionnalisation de biomatériaux consiste à modifier une surface, par exemple en 

déposant un revêtement sur cette surface. Auparavant, les matériaux destinés à être implantés 

dans un organisme vivant devaient être inertes et stables au long terme. Des matériaux comme 

le titane (Noort 1987), les céramiques et certains polymères ont été utilisés car répondant à 

ces exigences. Leurs propriétés physiques ou chimiques permettent de les utiliser pour 

remplacer des os, des articulations, ou bien pour pallier à des déficiences biologiques (stent, 

pacemaker, implants dentaires). Pour améliorer l’intégration de tels matériaux, il est possible 

de les fonctionnaliser en modifiant leurs propriétés de surface. Cela peut se faire par 

déposition d’un film à leur surface. Ces films peuvent être dotés de propriétés anti-
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microbiennes, anti-bactériennes, anti-adhésives, anti-inflammatoires, contenir des 

médicaments ou des enzymes pouvant être libérés.   

Les surfaces fonctionnalisées peuvent aussi répondre à l’application de stimuli 

externes. La plupart de ces surfaces, dites « adaptatives », développées répondent aux 

variations de pH (Cai et al. 2009), de température (Mueller et al. 2005) ou de contraintes 

mécaniques (Hemmerlé et al. 2005). Ces fonctionnalisations de surfaces ont pour but de 

développer des matériaux ayant des propriétés physico-chimiques modulables (densité de 

charges, propriétés viscoélastiques, propriétés optiques), soit dans le but de délivrer des 

composés actifs consécutivement à une variation de pH, de température, de lumière ou de 

contraintes mécaniques.  

Le dépôt couche par couche de films multicouches de polyélectrolytes sur une surface 

constitue une technique fiable, simple et respectueuse de l’intégrité des composés utilisés pour 

fonctionnaliser des biomatériaux. Les prémices de cette technique datent des années 1930. 

Les travaux de Langmuir et Blodgett ont ouvert la voie aux premières méthodes pour réaliser 

des assemblages de molécules chargées positivement et négativement. Ces films 

communément appelés films de « Langmuir-Blodgett » (LB) consistent à construire un film 

monocouche par le dépôt de molécules tensioactives ou amphiphiles, à une interface air/eau 

(Blodgett and Langmuir 1937). Un autre concept d'élaboration de tels films basé sur les 

interactions électrostatiques a été décrit dès 1966 par Iler (Iler 1966). Cette approche simple a 

consisté à utiliser des particules colloïdales anioniques et cationiques interagissant via des 

forces électrostatiques pour créer des films multicouches. Au début des années 1990, les 

travaux de Decher ont véritablement mis en valeur la méthode d’assemblage couche par 

couche, appliquée en particulier à des polymères chargés, ou polyélectrolytes (Decher et al. 

1992a; Decher et al. 1992b; Decher 1997). Depuis une dizaine d’années, ces assemblages 

supramoléculaires suscitent une attention considérable due à leur fort potentiel d’applications 
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notamment en tant que revêtements d’implants, traitements de surfaces antireflets pour 

l’optique, systèmes de séparation de molécules et de nanofiltration, ou encore membranes à 

haute résistance mécanique. 

Beaucoup de travaux se sont portés sur des films multicouches à base de polypeptides 

et polymères synthétiques tels que poly(L-lysine) (PLL)/acide hyaluronique (HA) ou 

poly(styrène sulfonate) (PSS)/poly(allylamine hydrochloride) (PAH). Depuis quelques 

années, des systèmes à base de polysaccharides ont vu le jour. Ainsi, le chitosane a été utilisé 

entre autres pour ses propriétés anti-microbiennes. L’alginate, un autre polysaccharide naturel 

provenant de ressources renouvelables (algues marines), a été utilisé pour sa biocompatibilité 

et sa biodégradabilité. En vue d’applications biomédicales, plusieurs équipes ont étudié des 

systèmes multicouches à base de collagène (Johansson et al. 2005b; Mhanna et al. 2011). 

Cependant, l’association du collagène avec l’alginate pour la fabrication de films 

multicouches n’avait jamais été proposée. Ce système a pourtant les avantages d’être 

totalement naturel, et d’être constitué d’une part de collagène (type I), protéine à la structure 

fibrillaire indispensable aux propriétés mécaniques des tissus, et d’autre part, l’alginate, déjà 

utilisé pour de multiples applications biomédicales et agroalimentaires. 

 

La modification de la topographie et/ou des propriétés physico-chimiques d’une 

surface peut permettre d’aligner des fibres selon un axe et de « guider » l’adhésion et la 

prolifération de cellules déposées sur le support structuré. Weiss a introduit le terme de 

« contact guidance »  ou guidage par contact en 1934 (Weiss 1934). Certains tissus comme les 

tendons (tissu conjonctif dense orienté) possèdent des structures fibrillaires alignées, à base de 

collagène, parmi lesquelles les cellules s’alignent dans le même sens. D’autres études ont 

également montré l’importance de l’alignement cellulaire au cours de la morphogénèse 

(Simone 2010).  
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Depuis quelques années, plusieurs techniques d’alignement d’un support fibrillaire 

pour guider différents types cellulaires ont vu le jour. Le collagène est beaucoup utilisé 

comme matériau de base puisqu’il est présent dans la matrice extracellulaire et contribue à la 

structure mécanique des tissus conjonctifs. En 1984, Torbet et al. ont décrit l’alignement de 

fibres de collagène induit par un champ magnétique. Cet alignement peut être utilisé pour 

l’alignement de cellules cultivées sur ce type de substrat. La micro- ou nanostructuration de 

surfaces par lithographie permet d’obtenir des surfaces avec une topographie également 

capable d’induire l’alignement de cellules. Les cellules sont alors guidées par les canaux ou 

rainures tracés sur le matériau. Plusieurs équipes ont notamment étudié l’influence de la taille 

de ces canaux sur l’alignement et la prolifération cellulaires (Oakley and Brunette 1993). 

D’autre part, certaines modifications ont été apportées à l’électrofilage (technique utilisant un 

champ électrique pour tisser des fibres de polymères à partir d’une solution liquide) pour 

permettre d’aligner des fibres polymériques. Yang et al. ont ainsi développé une technique 

basée sur l’électrofilage (Yang et al. 2005), mais à la place d’un récepteur plat, ils ont utilisé 

une roue tournant à une vitesse donnée et permettant d’enrouler les fibres de polymères à la 

manière d’une pelote de fil. Les fibres sont alors alignées le long de l’axe d’enroulement. 

Une autre technique consiste à appliquer un étirement cyclique (5 à 10% de la 

longueur au repos, nombre de répétitions donné) à des feuilles de PDMS. Les cellules 

s’alignent alors perpendiculairement à l’axe d’étirement après un certain temps (Mills et al. 

1997). Lorsque l’étirement cyclique est arrêté, les cellules perdent l’alignement et s’orientent 

de nouveau aléatoirement. Cette technique ne permet donc pas de conserver l’alignement des 

cellules après suppression de la déformation (stimulus) mécanique en vue d’utilisations in 

vivo. Les applications potentielles de ce type de fonctionnalisation vont de l’étude des 

mécanismes de migration cellulaire à la reconstruction de tissus naturellement alignés dans un 

organisme vivant (tendons, cornée). Il est également possible d’étudier les phénomènes de 
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cicatrisation de tissus de la moelle épinière et du cerveau ainsi que la croissance des neurites 

(provenant des neurones) afin de favoriser la prolifération des neurones.  

Cependant, la plupart des techniques employées actuellement ne permettent pas de 

fabriquer des matériaux à base de collagène directement implantables dans un environnement 

biologique. Or, il serait intéressant de recréer des systèmes mimant des architectures 

naturellement alignées pour les implanter in vivo. C’est pourquoi l’utilisation du collagène 

(surtout du collagène de type I), protéine majoritaire dans la structure d’un tendon par 

exemple, paraît essentielle. Il a été décrit que l’électrofilage pouvait endommager les 

molécules de collagène (Zeugolis et al. 2008). L’utilisation d’un fort champ magnétique est 

une technique lourde à mettre en œuvre. Il nous a donc paru opportun de mettre au point une 

technique simple permettant de conserver la structure fibrillaire tout en préservant les 

propriétés (bio)chimiques du collagène. 

 

C’est au cœur de ces problématiques que se place ce travail de thèse. L’objectif étant 

de mettre en place une stratégie de fonctionnalisation de biomatériaux, notre attention s’est 

orientée vers les films multicouches à base de polyélectrolytes naturels : le collagène et 

l’alginate. Les films ainsi formés sont réticulés avec un agent naturel, la génipine (réticulant 

naturel d’origine végétal, Gardénia Jasminoides), pour être stables en conditions 

physiologiques. Ces films multicouches ont pour but de favoriser l’adhésion et la prolifération 

de différents types cellulaires. Ils peuvent être déposés sur des surfaces aux morphologies 

variables ce qui permet, par exemple, de fonctionnaliser des prothèses constituées de 

microbilles en titane. 

A notre connaissance, l’alignement de matériaux fibrillaires induit par étirement d’un 

support en PDMS sur lequel est déposé un film multicouche composé de collagène et 

d’alginate,  n’a fait l’objet d’aucune étude. Dans cette optique, nous avons exploité la mise au 
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point du système collagène/alginate. Ces films ont été déposés sur des supports élastiques en 

PDMS, étirés à l’aide d’une platine d’étirement manuelle fabriquée au laboratoire, puis 

réticulés avec la génipine.  De plus, ces films peuvent être pelés puis déposés sur différents 

types de surfaces en conservant leurs propriétés mécaniques, chimiques et structurales ainsi 

que leur faculté à aligner les cellules. Il serait donc possible d’utiliser les films ou membranes 

multicouches collagène/alginate alignés pour la fonctionnalisation de biomatériaux ou comme 

supports pour l’étude, la fabrication ou la régénération de tissus tels que la cornée, les tendons 

ou d’autres tissus naturellement alignés. 

  

La stratégie consistant à fonctionnaliser des surfaces de biomatériaux présente 

pourtant certaines limites au regard des enjeux actuels pour la reconstruction d’organes ou de 

certains tissus. En effet, cette stratégie permet de modifier ou d’améliorer l’intégration d’un 

implant dans un environnement biologique mais ne permet pas, à elle seule, de reconstruire un 

organe dans son intégrité. Pour cela, une autre stratégie a vu le jour à la fin des années 1980 : 

l’ingénierie tissulaire. Cette approche se situe à l’interface de l’ingénierie et des sciences de la 

vie afin de développer des substituts pour restaurer, maintenir ou améliorer les fonctions des 

tissus biologiques (Langer and Vacanti 1993). La combinaison des connaissances en 

matériaux, (bio)polymères, culture cellulaire et mécanismes biologiques a permis d’offrir de 

nouvelles solutions pour une meilleure intégration des implants ou pour la reconstruction 

d’organes.  

On pourrait ainsi imaginer un jour reconstituer in vitro ou in vivo, suivant une 

approche ascendante (bottom-up approach), un tendon ou une cornée par exemple à partir de 

films multicouches alignés par étirement et à base de collagène. Cela permettrait de mettre à 

profit la stratégie de fonctionnalisation de surfaces pour l’ingénierie tissulaire. Ceci étant, des 
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problématiques majeures restent à surmonter telles que reproduire la résistance mécanique du 

tissu, les structures histologiques et la stabilité du matériau à long terme. 

 

La première partie du chapitre 1 fait le point sur les travaux réalisés en ingénierie 

tissulaire et en fonctionnalisation de matériaux. Dans la deuxième partie, nous décrirons les 

films multicouches de polyélectrolytes, notamment à base de collagène et leur utilisation pour 

la fonctionnalisation de biomatériaux. Dans la troisième partie sont exposées les différentes 

techniques utilisées pour aligner des fibres polymères et ainsi guider l’adhésion et la 

prolifération de cellules déposées sur ces surfaces structurées.  

Dans le chapitre 2 sont décrits les méthodes, techniques et protocoles utilisés au cours 

de nos travaux. Nous développons particulièrement la technique d’étirement de films 

multicouches déposés sur des feuilles de PDMS, technique mise au point au laboratoire. Nous 

décrivons les étapes (culture cellulaire, ensemencement) des études biologiques réalisées sur 

les films COL/ALG. Nous détaillons aussi les techniques de caractérisation utilisées 

(microbalance à cristal de quartz, microscopie à force atomique) dans le cadre de nos 

investigations.  

Dans le chapitre 3, nous abordons le nouveau système de films multicouches à base de 

collagène et d’alginate mis au point au cours de ce travail de thèse. Nous détaillons la 

construction, la stabilisation et la caractérisation de ces architectures. Nous donnons 

également les résultats obtenus quant à la morphologie, l’adhésion et la prolifération de 

cellules endothéliales humaines sur ces films. Dans la deuxième partie de ce même chapitre, 

nous montrons que des implants en microbilles de titane, destinés à la reconstruction de 

trachées, peuvent être recouverts par les films multicouches collagène/alginate.  
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Dans le chapitre 4, nous développons la méthode d’alignement des fibres de collagène 

élaborée au laboratoire. Nous montrons les résultats obtenus quant à la morphologie, 

l’adhésion et la prolifération de différents types cellulaires déposés sur les films 

collagène/alginate alignés. Nous soulignons aussi la possibilité de fabriquer des membranes 

auto-portées (détachées de leur support de fabrication) et que l’on peut déposer sur différents 

types de surfaces à visées biomédicales. 

Enfin, nous présentons les conclusions générales et proposons des perspectives pour 

ces travaux. 
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L’ingénierie tissulaire est un domaine multidisciplinaire à la confluence de la biologie, 

de la science des matériaux et des disciplines technologiques. Son but est de développer des 

substituts biologiques permettant de restaurer, de maintenir ou encore d’améliorer des 

fonctions tissulaires. L’ingénierie tissulaire repose sur l’utilisation d’architectures ou de 

substituts temporaires à la surface ou à l’intérieur desquelles des cellules vont produire de la 

matrice extracellulaire, ce qui conditionne l’intégration d’un matériau dans un environnement 

biologique. Jusqu’à récemment, ces architectures étaient dites biocompatibles et pouvaient 

servir de substrats pour l’adhérence ou la prolifération cellulaires. Williams a défini 

l’ingénierie tissulaire comme « la création de nouveaux tissus pour la reconstruction 

thérapeutique du corps humain par la stimulation induite et contrôlée de cellules grâce à la 

combinaison de signaux moléculaires et mécaniques » (Williams 2006). La problématique 

actuelle n’est donc plus de proposer des systèmes à longue durée de vie, dits inertes, n’ayant 

presque pas d’interactions avec leur environnement biologique mais de promouvoir ou, 

mieux, de guider des interactions avec celui-ci.  

Pour conférer à des implants inertes la bioactivité en plus de la biocompatibilité, il est 

possible de les fonctionnaliser en déposant un film à leur surface. La méthode couche par 

couche permet l’élaboration de films multicouches de polyélectrolytes particulièrement 

adaptés au recouvrement d’implants. Au début des années 1990, les travaux de Decher ont 

véritablement mis en valeur la méthode d’assemblage couche par couche, appliquée en 

particulier à des polymères chargés, ou polyélectrolytes (Decher and Hong 1991; Decher et al. 

1992a; Decher et al. 1992b; Decher 1997). Depuis une dizaine d’années, ces assemblages 

supramoléculaires suscitent une attention particulière due à leur fort potentiel d’applications 

notamment en tant que revêtements d’implants, traitements de surface antireflets pour 

l’optique, systèmes de séparation de molécules et de nanofiltration, ou encore membranes à 

haute résistance mécanique. 
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La fonctionnalisation d’une surface, c'est-à-dire la modification de sa topographie 

et/ou de ses propriétés physico-chimiques de surface, permet dans certains cas d’aligner des 

cellules selon un axe et de guider la migration cellulaire. Weiss a introduit le terme de 

« guidage par contact » en 1934 (Weiss 1934). Depuis quelques années, plusieurs techniques 

telles que l’électrofilage (de l’anglais « electrospinning »), l’utilisation d’un champ 

magnétique ou la nano/micro structuration de surfaces ont émergé afin d’aligner un support 

fibrillaire et ainsi de guider différents types cellulaires déposés sur ces revêtements. Toutefois, 

il a été décrit que l’électrofilage pouvait endommager les molécules de collagène (Zeugolis et 

al. 2008). Il est donc souhaitable de mettre au point une technique simple permettant de 

conserver la structure fibrillaire tout en préservant les propriétés (bio)chimiques du collagène. 

 

1.1 Bioingénierie et fonctionnalisation  

 

1.1.1 Influence du substrat sur les fonctions cellulaires 

 
1.1.1.1 Prolifération cellulaire 

 

Le rôle que joue le substrat sur le comportement cellulaire a beaucoup été étudié et est 

maintenant bien connu (Lo et al. 2000; Karamichos et al. 2006; Dado and Levenberg 2009). Il 

a été mis en évidence que les interactions entre les cellules et la matrice extracellulaire mènent 

à deux mécanismes signalétiques concurrents : 

• Le premier dépend des propriétés chimiques de la surface de la matrice 

extracellulaire ; 

• Le deuxième dépend des stimuli mécaniques transmis par la matrice extracellulaire. 
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Les travaux de Discher et al. ont montré que le phénotype et la prolifération cellulaire 

étaient dépendants des propriétés mécaniques du substrat de la même manière qu’ils peuvent 

l’être au regard des interactions biochimiques (Discher et al. 2005). Ces études ont été menées 

sur différents types de substrats et plus particulièrement sur du poly(diméthyl siloxane) 

(PDMS) recouvert de collagène et sur des gels de polyacrylamide (Wang and Pelham 1998). 

Une étude portant sur des architectures à base de hyaluronane et de fibronectine a montré que 

des fibroblastes humains (provenant du derme) cultivés sur des substrats plus durs avaient, 

entre autres caractéristiques, un cytosquelette d’actine très organisé et étiré, et proliféraient 

uniquement sur les substrats durs (Ghosh et al. 2007). 

 
Le collagène est la protéine la plus abondante dans la matrice extracellulaire. Ainsi, les 

matériaux à base de collagène pourraient être des supports adaptés à l’étude des mécanismes 

cellulaires et à l’intégration de biomatériaux ou à la fonctionnalisation de biomatériaux placés 

dans un environnement biologique.  

 

1.1.1.2 Migration cellulaire  

 
Comprendre les mécanismes qui guident les cellules apporterait des réponses dans 

l’étude des interactions cellules-substrats ou de l’élaboration d’architectures biomimétiques, 

ou encore dans l’ingénierie tissulaire. Il a déjà été établi que le mouvement directionnel des 

cellules joue un rôle majeur au cours de la cicatrisation, du développement des tumeurs et 

dans le développement des tissus (Noden 1991). Les cellules peuvent d’une part migrer 

préférentiellement selon un axe sous l’effet d’un gradient d’agent chimique, d’autre part, être 

guidées par une modification de la dureté du substrat, des fonctions chimiques ou de la 

topographie du matériau (Wallingford et al. 2002). 
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1.1.1.3 Intégration d’un implant 

 

Plusieurs études sur l’intégration d’un matériau se sont portées, par exemple, sur la 

réparation et l’ingénierie de cartilage fibreux (Spalazzi et al. 2006). D’autres études ont 

exploré la migration de fibroblastes dans la peau et les tendons (Marenzana et al. 2007). Les 

forces d’adhésion entre les cellules et la surface sur laquelle elles sont déposées ont alors été 

mises en relation avec le dépôt de collagène (Gobin et al. 2006) et la durée des cultures 

cellulaires (Obradovic et al. 2001; Marenzana et al. 2007; Scotti et al. 2007). La migration 

cellulaire a été identifiée comme le phénomène majeur lors de l’intégration d’un matériau 

(Gobin et al. 2006; Marenzana et al. 2007). Le manque de contrôle de certains paramètres 

essentiels tels que l’organisation de la structure à l’interface, la densité cellulaire, et la dureté 

du substrat rendaient l’identification des mécanismes cellulaires difficiles. L’ingénierie 

tissulaire apporte certaines réponses à ces problématiques, puisqu’elle permet de construire 

des architectures ayant des propriétés mécaniques, physiques et chimiques déterminées ainsi 

que des propriétés de dégradation adaptables.  

 

La dureté du substrat est un facteur important qui permet d’agir sur la migration 

cellulaire, la prolifération cellulaire et le dépôt de collagène (Gray et al. 2003; Discher et al. 

2005; Ghosh et al. 2007; Dado and Levenberg 2009). En fait, il a été suggéré que l’étude des 

effets de la dureté du substrat pouvait constituer une méthode utile pour comprendre les 

phénomènes mis en jeu au cours de la réparation du cartilage. Comme les cellules produisent 

de la matrice extracellulaire (riche en collagène) à l’interface avec le substrat, la densité et la 

dureté de la matrice augmentent. L’augmentation de la dureté de la matrice extracellulaire 

pourrait, dans ce cas, influencer le processus d’intégration en modifiant les fonctions 

cellulaires aux interfaces (Dado and Levenberg 2009). La possibilité de contrôler la dureté 
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d’un substrat à l’interface avec son environnement, et de ce fait la réponse cellulaire, 

permettrait de moduler ou optimiser l’intégration d’un matériau.  

 

La modification de la topographie ou des fonctions chimiques d’une surface telle que 

celle des implants en titane conduisent, dans certains cas, à l’augmentation de la quantité de 

protéines adsorbées et ainsi à l’amélioration de l’attachement cellulaire (Aita et al. 2009). Il 

est également possible de greffer des protéines ou peptides sur ces surfaces afin de favoriser 

l’adhésion et la prolifération de fibroblastes gingivaux et de cellules épithéliales (Zhao et al. 

2005). Le greffage de collagène de type I sur des surfaces de titane a permis d’améliorer la 

croissance de l’os et les interactions avec l’implant (Morra et al. 2003).  

 

Il est toutefois difficile de caractériser avec précision l’influence de la topographie ou 

des interactions chimiques sur le comportement cellulaire. Britland et al. ont étudié le 

comportement cellulaire sur des substrats nanostructurés et modifiés chimiquement (Britland 

et al. 1996). Ils ont montré que l’influence des modifications chimiques était plus importante 

que celle de la topographie. Les travaux d’Anselme et al. ont montré, quant à eux, que la 

prolifération cellulaire était dépendante de l’adhésion cellulaire à court et à long termes 

(Bigerelle et al. 2002; Bigerelle and Anselme 2005; Anselme and Bigerelle 2006a; Anselme 

and Bigerelle 2006b). Des travaux sur le comportement d’ostéoblastes ont permis de montrer 

que l’adhésion à court terme était influencée par la présence d’un revêtement sur la surface. 

Ces travaux soulignent également que l’adhésion à long terme de ces cellules était fortement 

liée à la topographie de la surface.  
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1.1.2 Les biomatériaux 

 

Un biomatériau est un dispositif destiné à améliorer les propriétés d’un organe, à 

remplacer un organe ou à remplacer/créer une fonction déficiente dans un organisme vivant. 

De nombreux matériaux existent déjà tels que les valves cardiaques, les stimulateurs 

cardiaques, les prothèses orthopédiques ou encore les lentilles de contact (liste non 

exhaustive). D’autres, plus ambitieux encore, sont en développement ou ont été récemment 

mis sur le marché ; c’est le cas des peaux artificielles. 

Le titane et les alliages à base de titane sont employés dans le domaine des implants 

depuis la fin des années 1940, mais ce n’est que depuis les années 1980 que leur intérêt a cru 

fortement (Vannoort 1987). Le titane possède une excellente résistance à la corrosion en 

milieu biologique et est biocompatible. Cela est dû à sa passivation par la formation d’une 

couche de protection, constituée majoritairement de dioxyde de titane (TiO2) à la surface du 

matériau par corrosion. Cette couche permet ainsi de ralentir une éventuelle dégradation de la 

surface par l’environnement biologique par exemple. Ces caractéristiques ont permis de 

développer de nombreuses applications dans le domaine biomédical telles que les prothèses 

de hanches ou les implants dentaires (Figure 1.1). 

 

Figure 1.1 : Exemple d’implant dentaire en titane, utilisé pour la pose d’une prothèse fixe. 
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La particularité des implants est qu’ils sont en contact direct avec des tissus vivants. 

Les mécanismes mis en jeu à l’interface entre substrat et environnement biologique sont donc 

cruciaux. Ils vont déterminer le mode d’intégration de l’implant à court terme et à long terme. 

Il a été démontré que le titane est un métal inerte physiologiquement et n’est pas cytotoxique 

(Okazaki et al. 1998). Toutefois, pour l’ingénierie tissulaire, il est utile de modifier le 

comportement d’intégration de ce matériau. A l’aide de différentes méthodes (modifications 

physiques ou chimiques des surfaces) développées récemment, il est ainsi possible de conférer 

une bioactivité à ce matériau. Cela veut dire que des matériaux modifiés, inertes à l’origine, 

ont des interactions avec leur environnement biologique.  

 

De manière générale, des traitements de surface tels que la lithographie, le traitement 

par UV, le traitement plasma, l’électrochimie par oxydation permettent de changer les 

propriétés chimiques et physiques de la surface pour modifier l’intégration de ces matériaux. 

Afin d’améliorer les interactions entre l’implant et l’environnement biologique, en 

l’occurrence le tissu osseux, il est possible, par exemple, de former des pores en surface 

(Bobyn et al. 1980). La présence de ces pores en surface améliore le développement de tissu 

osseux comparé à une surface plane. Bobyn et al. ont pu optimiser la taille des pores formés à 

la surface pour améliorer l’intégration d’implants en alliage métallique à base de cobalt. Cela 

indique encore que la topographie de la surface des implants joue un rôle prépondérant pour 

l’intégration de ces matériaux dans un environnement biologique. Toutefois, la modification 

de la structure d’un matériau peut entraîner la fragilisation de sa tenue mécanique. Ainsi, Zou 

et al. ont montré la diminution du module d’Young avec l’augmentation de la porosité de 

matériaux à base de titane (Zou et al. 2008).  
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Depuis quelques années, une autre stratégie consistant à fonctionnaliser les implants 

par des dépôts de films, gels ou mousses a émergé. Ces revêtements ont pour but de conserver 

l’intégrité du matériau utilisé pour l’implant (préservation de la résistance mécanique), de 

guider l’orientation cellulaire, voire de contrôler les interactions avec l’environnement 

biologique, par exemple pour favoriser la prolifération cellulaire. 

 

1.1.3 La fonctionnalisation par dépôt de revêtements multicouches 

 
La grande variété de paramètres ajustables (nature des polyélectrolytes, épaisseur, 

propriétés physiques et chimiques, etc.) permet d’utiliser les films multicouches de 

polyélectrolytes comme revêtements de surface pour la fonctionnalisation de matériaux.  

Des études ont montré la possibilité de construire des films multicouches antiadhésifs 

ou antibactériens pour la fonctionnalisation de matériaux. Pour cela, Boulmedais et al. ont 

étudié des films poly(L-lysine) (PLL)/poly(acide glutamique) (PGA). Du poly(éthylène 

glycol) (PEG) a été greffé chimiquement sur des chaines de PGA. A la fin de la construction 

des films PLL/PGA, ces auteurs ont déposé quelques paires de couches de PLL/PGA-(greffé 

PEG). De telles surfaces permettent une réduction de l’adhésion de bactéries Escherichia coli 

(Boulmedais et al. 2004).  

Un autre avantage des films multicouches est qu’il est possible d’y intégrer des agents 

thérapeutiques pour ajouter un effet sur l’environnement biologique. Plusieurs paramètres 

peuvent être contrôlés afin de stimuler la libération de ces agents. Ces paramètres sont par 

exemple, le pH, la température, la force ionique ou encore un stimulus mécanique. Crouzier et 

al. ont étudié l’absorption et la libération de facteurs de croissance dans des films PLL/HA-

héparine (Crouzier et al. 2010). D’autres travaux portant sur des films multicouches poly(N-

isopropylacrylamide-co-acide acrylique) (pNIPAm-AAc)/PAH ont montré que la libération 
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d’un agent anticancéreux était favorisée par l’augmentation de la température (Serpe et al. 

2005). 

 Les films multicouches de polyélectrolytes peuvent également être déposés sur des 

implants en titane. Cai et al. ont déposé des films multicouches chitosane/gélatine sur des 

supports en titane afin d’améliorer leur ostéointégration. Les études biologiques d’adhésion, 

prolifération et viabilité ont montré que les surfaces ainsi fonctionnalisées amélioraient les 

interactions cellules/cellules et cellules/substrat (Cai et al. 2005).  

Enfin, les films multicouches peuvent servir à favoriser l’adhésion ou la prolifération 

cellulaire. Wang et al. ont déposé des films multicouches composés d’héparine, d’un facteur 

de croissance (VEGF) et de fibronectine sur des substrats en titane (Wang et al. 2013). Ils ont 

montré que des cellules déposées sur les substrats en titane fonctionnalisés avec les films 

multicouches adhéraient et proliféraient mieux que sur les substrats en titane seul. Des films 

multicouches déposés sur des implants en titane pourraient donc conférer aux implants une 

certaine bioactivité en plus de la biocompatibilité.   

 

1.2    Les films multicouches de polyélectrolytes 

 

Les polyélectrolytes sont des polymères (synthétiques ou naturels) comportant des 

fonctions ioniques. Ces groupements se dissocient en solution aqueuse et conduisent à la 

formation de polymères chargés, soit positivement soit négativement. Les propriétés des 

polyélectrolytes combinent donc les propriétés d’électrolytes et de polymères. Ces 

macromolécules chargées jouent un rôle fondamental dans la stabilisation ainsi que dans la 

détermination des structures et des interactions d’assemblages moléculaires. Dans le but de 

fonctionnaliser des matériaux, plus particulièrement en vue d’applications biomédicales, des 
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polyélectrolytes naturels peuvent être utilisés. Beaucoup de macromolécules biologiques sont 

des polyélectrolytes tels que les polypeptides, les glycosaminoglycanes et l’ADN.  

Depuis une vingtaine d’années, les polyélectrolytes ont été utilisés pour former de 

nouvelles architectures communément appelées multicouches de polyélectrolytes. Les dépôts 

sont généralement réalisés par trempage (Decher 1997), par centrifugation (Lee et al. 2001) 

ou encore par pulvérisation (Schlenoff et al. 2000).  

Les films multicouches de polyélectrolytes (PEM) possèdent l’avantage de pouvoir 

être déposés sur des surfaces aux formes variées (planes, sphériques, cylindriques, etc.) et 

d’être préparés sous la forme de solutions aqueuses. Les applications sont nombreuses. Parmi 

celles-ci, les applications dans le domaine biomédical ont une place prépondérante. En effet, 

la littérature nous indique que les PEM sont beaucoup utilisés pour la fonctionnalisation 

d’implants en tant que revêtements permettant, par exemple, de favoriser la prolifération 

cellulaire (Wang et al. 2013), la libération de médicaments (Crouzier et al. 2010) ou encore 

pour produire des surfaces anti-bactériennes (Boulmedais et al. 2004). 

 

1.2.1 Historique des films multicouches 

 

Au début du XXe siècle, Irving Langmuir et Katherine Blodgett ont décrit la possibilité 

d’obtenir des films minces nano-structurés. Ces films communément appelés films de « 

Langmuir-Blodgett » (LB) se présentent sous la forme d’une monocouche obtenue par dépôt 

de molécules tensioactives ou amphiphiles à une interface air/eau. Cette monocouche est 

ensuite transférée sur un support solide par trempage (Blodgett and Langmuir 1937). 

Dans les années 1980, d’autres méthodes d’auto-assemblage ont été développées pour 

former des films organiques structurés. Ainsi, la chimie de coordination des systèmes 
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métal/phosphonate (Guang et al. 1992) et la chimie covalente (Netzer and Sagiv 1983) ont 

constitué les premières alternatives à la technique LB. Un autre concept d'élaboration de films 

nanostructurés basé sur les interactions électrostatiques a été décrit dès 1966 par Iler (Iler 

1966). Cette approche simple consistait à utiliser des particules colloïdales anioniques et 

cationiques interagissant via des forces électrostatiques pour créer des films multicouches. Ce 

concept est tombé dans l’oubli, sans doute à cause du manque de techniques expérimentales 

nécessaires pour caractériser ces assemblages. Par ailleurs, il était admis que le dépôt de 

substances de charges opposées s’arrêtait dès que les charges des espèces cationiques avaient 

exactement compensé celles des espèces anioniques ou l’inverse. Au début des années 80, des 

publications font état de travaux appliquant ce concept à l’adsorption de protéines (Fromherz 

and Arden 1980; Golander et al. 1982). Au début des années 1990, les travaux de Decher ont 

véritablement mis en valeur la méthode d’assemblage couche par couche, appliquée en 

particulier à des polyélectrolytes (Decher et al. 1992a; Decher et al. 1992b; Decher 1997).  

 

 

Figure 1.2 : a) Principe de la méthode de construction de films multicouches de polyélectrolytes. Les 
étapes 1 et 3 correspondent à l’adsorption des polyanions et des polycations respectivement sur un 
substrat (ici chargé positivement en surface). Les étapes 2 et 4 correspondent à l’étape de rinçage qui 
suit l’adsorption d’un type de polyélectrolyte. Ces quatre étapes représentent la séquence de base 
pour le dépôt d’une paire de couches. La répétition de cette séquence permet d’obtenir le nombre de 
paires de couches souhaité. b) Schéma simplifié à l’échelle moléculaire d’un film multicouche 
constitué de deux paires de couches  (Decher 1997). 
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La technique couche par couche (LbL, layer-by-layer) appliquée aux polyélectrolytes 

conduit à la formation de films appelés multicouches de polyélectrolytes, présentant une 

architecture nano ou microstructurée (Figure 1.2). 

 

1.2.2 Les polyélectrolytes naturels utilisés 

 

1.2.2.1 Collagène  

 

Les collagènes forment une famille de protéines constituant les tissus conjonctifs dans 

le règne animal. Il s'agit des protéines les plus abondantes dans l’organisme humain, 

représentant le quart de la masse protéique. Ces molécules sont secrétées par les cellules des 

tissus conjonctifs. Le « collagène » est en réalité un terme général pour définir des protéines 

composées de trois chaînes polypeptidiques associées qui s’organisent en hélice (Wyckoff et 

al. 1935; Rich and Crick 1955; Ramachandran 1956). Il n’existe pas moins d’une vingtaine de 

types de collagène. Chaque type de collagène possède une structure propre et se retrouve dans 

des organes particuliers. Par exemple, le collagène de type I intervient dans la formation de la 

peau, des tendons, des os et de la cornée, tandis que le type III se retrouve au niveau du 

système cardiovasculaire. Il existe parmi tous ces types des collagènes fibrillaires, non 

fibrillaires et transmembranaires. Au cours de ce travail de thèse, nous nous intéresserons 

uniquement au collagène de type I, qui est un collagène fibrillaire. Ces protéines ont pour 

fonction de conférer aux tissus une résistance mécanique à l'étirement. Le collagène est 

notamment indispensable aux processus de cicatrisation. Contrairement à l’élastine présente 

aussi dans les tissus conjonctifs, le collagène est inextensible et résiste bien à la traction. Le 

collagène s’organise suivant quatre types de structures. 
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• Structure primaire : 

Le collagène comporte essentiellement des résidus de glycine, de proline et 

d’hydroxyproline, et possède entre 1050 et 1060 acides aminés. Les chaines polypeptidiques 

des collagènes fibrillaires sont composées dans leur région centrale d’une succession de 

triplets G-X-Y (en général proline en position X et hydroxyproline en position Y). Des 

domaines terminaux beaucoup plus courts et de composition différente y sont accolés 

(Hulmes et al. 1973). D'un point de vue industriel et économique, il faut noter que le 

collagène constitue la matière première permettant la production de gélatine. 

 

• Structure secondaire : 

La molécule de collagène est une chaîne polypeptidique qui a la forme d’une hélice de 

type gauche étirée. Cette hélice est stabilisée par la teneur élevée en amino-acides. Les 

mécanismes de conformation ont été décrits par Ottani et al.. Cette hélice est généralement 

nommée hélice α.  

 
• Structure tertiaire : 

La structure tertiaire correspond à la molécule de tropocollagène. Les travaux de  

Ramachandran et al. ont permis de montrer que trois chaines en hélice α s’enroulent en une 

superhélice droite pour former la molécule de tropocollagène ou triple hélice (Davison 1969). 

Ce sont les liaisons hydrogènes entre les chaines qui assurent la stabilité de la triple hélice. 

 
• Structure quaternaire : 

Les molécules de tropocollagène s’assemblent pour former les fibrilles de collagène. 

Les fibrilles ont en moyenne un diamètre d’environ 50 nm. Ces fibrilles peuvent s’agréger et 

former des fibrilles de plus gros diamètre (environ 500 nm). Enfin, les fibrilles peuvent 

former des fibres de collagène, avec un diamètre variant de 1 à 10 µm (Traub 1981). 
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Le collagène a beaucoup été utilisé sous diverses formes telles que des hydrogels, 

mousses ou films multicouches de polyélectrolytes dans le domaine des biomatériaux (Zhang 

et al. 2005; Kopecek 2007). L’historique de son utilisation (biocompatibilité) prouve qu’il est 

judicieux de fabriquer des matériaux ou surfaces basés sur cette molécule pour l’ingénierie 

tissulaire. Il existe deux stratégies d’utilisation du collagène dans les biomatériaux : 

• Une approche descendante : à partir d’une matrice complexe riche en collagène qui 

ressemble à l’architecture désirée où les cellules sont retirées (Qiu et al. 2012) ; 

• Une approche ascendante : à partir de molécules de collagène que l’on assemble pour 

former une architecture (Oh et al. 2012). 

 

Tandis que l’approche descendante tend à simplifier la complexité d’un tissu 

biologique, l’approche ascendante permet d’élaborer des architectures complexes. 

 

1.2.2.2 Alginate de sodium 

 

Les alginates représentent l’ensemble des polysaccharides appartenant à la famille des 

copolymères, constitués des résidus de l’acide D-mannuronique et de l’acide L-guluronique, 

dans des proportions et des arrangements séquentiels différents. L’alginate de sodium est un 

polysaccharide linéaire, polyanionique, naturel, extrait des algues brunes. A l’échelle 

industrielle, il est essentiellement issu de certaines espèces d’algues brunes : Macrocystis 

pyrifera aux Etats-Unis, Laminaria digitata, Laminaria hyperborea ou encore Ascophyllum 

nodosum  en Europe. L’alginate est le polysaccharide le plus abondant de ces organismes, 

constituant plus de 40% de leur poids sec. 
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L’alginate de sodium est utilisé comme gélifiant dans un vaste domaine d’applications 

industrielles. Il est également utilisé dans l’industrie agroalimentaire. Il est fréquemment 

employé pour l’encapsulation de cellules ou d’enzymes (Elçin 1995). 

 

 

1.2.3 Mécanismes de croissance des films 

 

Dans les films mutlicouches de polyélectrolytes, un type de polyélectrolytes 

(anionique ou cationique) interagit avec l'autre type de polyélectrolytes de charge opposée 

constituant la surface externe du film (Decher 1997). Le système poly(allylamine 

hydrochloride)/poly(styrène sulfonate) (PAH/PSS) en est sans doute l’exemple le plus 

largement étudié. Ce type de film est caractérisé par une augmentation de son épaisseur 

constante pour chaque paire de couches déposée et est donc dénommé "film à croissance 

linéaire". Des analyses réalisées par réflexion de RX et neutrons aux petits angles ont montré 

que ces films sont pseudo-stratifiés, c'est-à-dire qu’ils présentent une interpénétration partielle 

entre les couches adjacentes (Schmitt et al. 1993; Decher et al. 1994; Decher 1997; Decher et 

al. 1997). Plusieurs paramètres caractérisant ces films à croissance linéaire peuvent être 

contrôlés tels que l’épaisseur, la densité et la structure. Par exemple, le choix de différents 

polycations et polyanions, faibles ou forts, permet de moduler l’épaisseur des films, de même 

que la variation de la force ionique ou du pH des solutions de polyélectrolytes. En effet, la 

conformation des polyélectrolytes dépend du taux de sel en solution : à faible concentration, il 

existe une grande longueur de persistance en raison des répulsions entre les charges du 

polyélectrolyte alors qu’à forte concentration, l’écrantage des charges lui confère une 

conformation plus repliée. L’épaisseur des films formés à fort taux de sel est donc plus 

grande, jusqu’à atteindre une force ionique critique au-delà de laquelle les interactions 

electrostatiques sont complètement écrantées.  
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En augmentant le taux de sel en solution, certains auteurs ont observé une croissance 

plus rapide que la croissance linéaire, qu’ils ont appelée « super linéaire » (Ruths et al. 2000; 

McAloney et al. 2001). Ils ont relié cette augmentation d’épaisseur à une augmentation de la 

rugosité du film. En effet, l’augmentation de la rugosité entraîne une augmentation de l’aire 

de la surface d’adsorption et, par conséquent, de la quantité de matière pouvant être déposée. 

D’autres études portant sur des polyélectrolytes de type polypeptides et polysaccharides ont 

mis en évidence une croissance exponentielle de l’épaisseur. En 1999, Elbert et al. (Elbert et 

al. 1999) ont montré que le système poly(L-lysine) (PLL)/alginate (ALG) présentait une 

croissance exponentielle et l'épaisseur mesurée à sec atteignait 150 nm après le dépôt de 15 

paires de couches. Ils ont attribué la croissance du film à la présence de complexes formés 

progressivement au cours du dépôt des couches. Par la suite, d’autres films à croissance 

exponentielle ont été mis en évidence par Lavalle et al. : des films construits à base de 

polypeptides comme les systèmes (PLL)/poly(acide L-glutamique) (PGA) (Lavalle et al. 

2002) et à base d’un polypeptide et d’un polysaccharide, PLL/Hyaluronane (HA) (Picart et al. 

2001) en sont deux exemples types. L’épaisseur des films peut atteindre un à plusieurs 

micromètres après dépôt d’une vingtaine de paires de couches. Ces épaisseurs permettent 

d’utiliser la microscopie confocale pour visualiser la structuration en z du film après 

marquage fluorescent d’un des polyélectrolytes.  

 

1.2.4 Stabilisation des films par réticulation 

 

Certains films multicouches sont très fragiles et peu résistants à des changements de 

pH, de solvant ou de force ionique. De plus, il paraît possible de moduler certaines propriétés 

des films multicouches par réticulation, telles que leur perméabilité (Dai and Möhwald 2002) 

ou leurs propriétés mécaniques (Francius et al. 2006). Ainsi, plusieurs travaux ont porté sur 
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les procédés de réticulation des films multicouches en vue de changer leurs propriétés 

physico-chimiques (Tableau 1.1). 

 

Techniques de réticulation Avantages Inconvénients Références 

Par voie 

chimique 

 

 

 

Glutaraldéhyde 

 

 

Efficace, très 

répandu 

 

Risques de 

toxicité 

(calcification…) 

pH 

 

(Schuetz 

and Caruso 

2003; 

Richert et al. 

2004) 

 

Carbodiimides : EDC-

(sulfoNHS) 

Moins toxique que 

les aldéhydes 

 

Cytotoxique 
(Francius et 

al. 2006) 

Génipine Non toxique 
Solubilisation 

(DMSO : TMP) 

(Johansson 

et al. 2005b; 

Hillberg et 

al. 2009) 

Par voie thermique : 

DHT (dehydration treatment) 

Pas de réactifs 

supplémentaires 

Trop haute 

température  

 

 

(Chen et al. 

1999) 

 

(Vuillaume 

et al. 2002) 

Par voie 

photo-

chimique  

 

Films contenant une 

diazoresine  

(polycation réactif à 

l’UV) et du  PSS, 

réaction entre les 

groupes N
2+

 et SO
3-

 

 

Contrôle spatial de 

la réticulation avec 

possibilité de motifs 

réalisés avec des 

masques 

 

Modification 

chimique 

requise des 

polymères 

 

 

(Chen et al. 

1999) 

 

 

 

Poly(diallylammonium) 

couplé à un 

groupement styrène 

sensible à 254 nm et 

laponite 

 

Fabrication 

dans le DMSO 

 

(Vuillaume 

et al. 2002) 

Tableau 1.1 : Récapitulatif des différents agents réticulants pouvant être utilisés. 
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Les procédés de réticulation peuvent être répartis en trois catégories : 

 

• La réticulation chimique utilise un agent réticulant en vue de réaliser des ponts  

chimiques entre les groupements chimiques des polyélectrolytes. Selon l’agent de couplage, 

les groupements réactifs ne sont pas les mêmes. Ainsi, le glutaraldéhyde, qui réagit 

uniquement avec des fonctions amines, a été utilisé pour réticuler des films à base d’héparine 

et d’albumine (Brynda and Houska, 1996). Cependant, pour des applications biomédicales, ce 

produit peut se révéler toxique. Les carbodiimides permettent la formation de liaisons amides 

entre les groupements acide carboxylique et amine (Schuetz and Caruso 2003). Les 

carbodiimides sont moins toxiques que le glutaraldéhyde. Cependant, ils doivent être 

complètement éliminés avant toute utilisation du film dans le domaine des biomatériaux. 

Plusieurs équipes (Mi et al. 2005; Hillberg et al. 2009) ont proposé un mécanisme de réaction 

chimique entre la génipine et les groupements amines du chitosane ou du collagène (Figure 

1.3). La génipine, d’origine végétale (Gardenia Jasminoïde), est maintenant connue pour être 

un agent réticulant efficace et non cytotoxique. Elle peut également être utilisée comme agent 

de régulation lors de l’administration de médicaments ou encore comme composé de base 

pour la préparation de pigments bleus. La police scientifique s’intéresse d’ailleurs à ses 

propriétés de coloration bleue (après réaction chimique) pour le relevé d’empreintes digitales. 

Le mécanisme de réaction chimique entre la génipine et les fonctions amines du collagène 

n’est à ce jour pas encore parfaitement déterminé. La génipine formerait des ponts entre les 

chaines de protéines. Ces ponts pourraient faire intervenir une ou plusieurs molécules de 

génipine. 
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Figure 1.3 : Schéma de principe du mécanisme de réaction de la génipine avec le collagène (Hillberg 

et al. 2009). 

 

• La réticulation thermique, qui consiste à placer le film à haute température (~100 °C, à 

l’étuve) pendant une certaine durée : elle peut être appliquée à des polyélectrolytes contenant 

des groupements amines et imines, qui en réagissant avec des groupements carboxyliques 

vont former des liaisons amides ou imides, respectivement (Lee and Kunitake 1994; Harris et 

al. 1999). Cette technique est difficile à appliquer lorsque des protéines sont incluses dans le 

film. En effet, les protéines peuvent être dénaturées à haute température. 

 

• La photo-réticulation fait intervenir un agent photo-sensible qui est soit incorporé dans 

le film soit couplé à un des polyélectrolytes. Dans ce cas, le film est réticulé lorsque l’agent 

est irradié à une longueur d’onde précise (Chen et al. 1999; Vuillaume et al. 2002). Ce type 

de réticulation permet d’envisager la réalisation de motifs gravés en utilisant des masques.  

 
 

1.3   Alignement de fibres polymères et guidage cellulaire 

 

Les échafaudages de biomatériaux jouent un rôle majeur pour guider la régénération 

tissulaire en tant que supports temporaires mimant la matrice extracellulaire. Comprendre 
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comment les propriétés physico-chimiques ou l’architecture d’un échafaudage influencent les 

fonctions cellulaires et la régénération de tissus constitue un défi de première importance. Ces 

connaissances pourraient faciliter le développement d’architectures aux propriétés physiques, 

chimiques et biologiques parfaitement contrôlées. Cette partie expose les stratégies actuelles 

utilisées pour contrôler la topographie (échelle micro ou nanométrique) ainsi que les 

comportements biologiques. Les architectures, en vue d’applications en ingénierie tissulaire, 

peuvent être préparées par plusieurs méthodes telles que l’électrofilage, l’utilisation d’un 

champ magnétique ou encore par micro ou nanostructuration de surfaces. Ces méthodes 

permettent d’aligner des fibres de polymères (synthétiques et naturels) et les cellules déposées 

sur ces mêmes surfaces.  

 

1.3.1 Interactions des cellules avec leur substrat 

 

Fabriquer des objets capables de mimer des tissus naturellement alignés dans un 

organisme vivant constitue un défi de taille depuis des années. Le guidage par contact de 

cellules joue un rôle dans beaucoup de processus physiologiques. Le mouvement d’une 

cellule dû au guidage par contact est dit directionnel, sachant que la probabilité qu’une cellule 

migre dans cette direction est la plus forte. Cette direction est fortement liée à l’anisotropie 

chimique, structurale ou mécanique du substrat (Dunn and Ebendal 1978). L’exemple le plus 

probant met en jeu la migration bi-directionnelle de cellules le long de fibres orientées de la 

matrice extracellulaire. La littérature nous indique que le guidage par contact est un 

mécanisme important pour la morphogénèse, où les forces de traction appliquées par les 

cellules sur le substrat génèrent l’orientation des fibres, ce qui entraine l’orientation de leur 

migration (Stopak and Harris 1982). Le guidage par contact est également impliqué dans 
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plusieurs processus homéostatiques tels que la cicatrisation (Katz and Lasek 1980), où la 

rétraction des caillots de fibrine par les plaquettes et la contraction de la plaie par les 

fibroblastes peut entrainer l’orientation radiale des fibres de la matrice extracellulaire et de ce 

fait guider les cellules jusqu’à la plaie (Lackie and Lawrence 1986).  

Bien qu’il y ait eu des études réalisées sur le guidage par contact de cellules déposées 

sur des surfaces orientées par différentes techniques, il reste à développer une technique 

simple et rapide, permettant d’élaborer des revêtements entièrement naturels, biocompatibles 

et implantables conduisant au guidage de différents types cellulaires.    

 

1.3.1.1 Matrice extracellulaire (MEC) 

 

La matrice extracellulaire est un ensemble complexe composé de protéines d’adhésion 

(fibronectine, laminine), de protéines de structure (collagène, élastine), d’eau, d’ions et de 

petites molécules solubilisées (sucres, oligopeptides, etc.). Cette matrice comble les espaces 

entre les cellules (espace extracellulaire) et possède plusieurs fonctions [Wang et al. 2006] : 

• favoriser l’association des cellules pour former un tissu cohérent 

• permettre les divisions et la différenciation cellulaires 

• contrôler la mobilité cellulaire 

• assurer la résistance mécanique dans certains tissus comme les os, les parois des 

artères, les tendons et les ligaments. 

La teneur et la composition de la matrice extracellulaire dépendent de la nature du 

tissu (Sanes et al. 1990; Sechler et al. 1998). La matrice peut être soit liquide, soit gélatineuse, 
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soit rigide. Les propriétés fonctionnelles, morphologiques et biologiques sont propres à 

chaque tissu. Les paramètres influençant ces propriétés sont : la nature des cellules, la 

composition de la matrice extracellulaire et la proportion cellules/matrice extracellulaire. 

Quatre grandes familles de tissus peuvent ainsi être distinguées : les tissus épithéliaux, 

musculaires, nerveux et conjonctifs. 

 

1.3.1.2 Tissus conjonctifs  

 

Il existe plusieurs types de tissus conjonctifs dont les tissus muqueux (exemple : paroi 

de l’appareil respiratoire), lâche (exemple : derme), dense (exemple : tendons) et élastique 

(exemple : trachée). Les proportions en élastine et en collagène, composants majoritaires des 

tissus conjonctifs, permettent de les distinguer. Parmi ceux-ci, les tissus conjonctifs denses 

sont riches en fibres et pauvres en cellules. Ils ont essentiellement une fonction mécanique et 

peuvent être séparés en deux groupes : les tissus fibreux non-orientés et les tissus fibreux 

orientés. Nous nous intéresserons particulièrement aux tissus fibreux orientés au cours de la 

deuxième partie de ce travail. Ces tissus peuvent être répartis en deux sous-groupes : 

 

• Les tissus fibreux unitendus tels que les ligaments ou les tendons. Les fibres (en 

majorité des fibres de collagène) forment des faisceaux parallèles. Les cellules sont 

peu nombreuses et sont alignées selon l’axe d’alignement des fibres. 

• Les tissus fibreux bitendus tels que le stroma de la cornée (majeure partie de 

l’épaisseur la cornée ~ 400 nm) ou les aponévroses (membrane recouvrant et séparant 

les muscles en loges musculaires). Les fibres, en partie de collagène, sont organisées 

en lames, c'est-à-dire en couches superposées d’orientations différentes. Par exemple, 
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dans la cornée, l’orientation de la première lame est orientée à 0°, la deuxième lame 

est orientée à 90°.  

 

Dans les tissus naturels, la matrice extracellulaire apporte les propriétés chimiques, 

physiques ou topographiques nécessaires à l’expression des fonctions cellulaires. Ces 

différents facteurs se combinent aux signaux cellulaires pour déclencher des mécanismes tels 

que l’expression de protéines, la différentiation cellulaire et l’apoptose des cellules. Jusqu’à 

présent, les technologies d’ingénierie n’ont pas permis de mimer le degré de complexité de la 

matrice extracellulaire, mais de grandes avancées ont été réalisées afin d’étudier l’influence 

d’architectures nanostructurées sur les comportements cellulaires à l’échelle micrométrique et 

sur la régénération de tissus. 

 

• Les cellules :  

Les cellules mésenchymateuses et les fibroblastes sont les cellules les plus présentes 

dans le tissu conjonctif. Les cellules mésenchymateuses sont peu différenciées et ont toutes la 

même morphologie au stade de l’embryon. Cependant, leur destinée au cours du 

développement peut varier. En effet, certaines pourront se différencier en fibroblastes, 

d’autres en cellules du tissu conjonctif de différents types (chondroblastes, ostéoblastes, etc.). 

Ces cellules sont déterminées puis se différencient sous l’influence d’éléments extérieurs 

spécifiques, comme par exemple des facteurs de croissance mais aussi l’orientation ou la 

dureté du substrat (Discher et al. 2005). 

Les fibroblastes sont les cellules les plus fréquentes dans un tissu conjonctif adulte non 

spécialisé. Les fibroblastes sont fusiformes et leur noyau est allongé dans l’axe de la cellule. 

Ces cellules ont deux fonctions. D’une part, elles synthétisent et sécrètent les fibres et la 
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substance fondamentale (cf. 1.3.1.3 ci-dessous) du tissu conjonctif, d’autre part, elles 

produisent les enzymes indispensables à la dégradation des protéines présentes dans la 

matrice extracellulaire. Les fibroblastes assurent ainsi le renouvellement du tissu. 

• Les fibres : 

L’ensemble des fibres constitue le deuxième élément des tissus conjonctifs. Les fibres 

se distinguent en fibres de collagène et en fibres élastiques. Les fibres de collagène (COL I 

essentiellement) assemblées à partir de fibrilles de collagène, majoritaires dans les tissus 

conjonctifs, s’organisent en forme de faisceaux entre les cellules. 

 

1.3.1.3 Substance fondamentale  

 

Au cœur de la matrice extracellulaire, les cellules et les fibres sont entourées de 

substance fondamentale. Cette substance est un gel très hydraté. Elle assure la cohésion entre 

cellules et fibres. Les propriétés de la substance fondamentale sont dues à la présence de 

protéoglycanes et de glycoprotéines, et particulièrement les fibronectines. Ce sont les 

fibronectines qui favorisent la cohésion entre les cellules et les fibres. Elles ont la faculté de 

s’attacher d’une part au collagène organisé en fibres ou fibrilles et, d’autre part, à la 

membrane des cellules. Elles sont donc directement impliquées dans la formation des contacts 

focaux et dans la migration cellulaire (Norton and Izzard 1981).  
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1.3.1.4 Interactions cellules/ matrice extracellulaire 

 

Les interactions cellules-matrice extracellulaire jouent un rôle majeur dans la 

formation, le développement des tissus et les processus de cicatrisation. Ces interactions 

mènent à la formation de structures, à la morphogénèse, à l’acquisition et à la maintenance de 

phénotypes différenciés au cours du développement ainsi qu’à la migration voire à 

l’alignement des cellules. Les interactions avec la surface sur laquelle les cellules sont 

déposées jouent également un rôle important (Curtis and Wilkinson 1997). L’intérêt d’utiliser 

du collagène pour fabriquer de telles architectures réside dans le fait que, contrairement aux 

polymères synthétiques, le collagène de type I est constitué par des mécanismes d’auto 

assemblage conduisant à un matériau présentant des structures ordonnées à différentes 

échelles de taille (cf. 1.2.2.1), et que sa séquence protéique contient des motifs spécifiques 

permettant l’adhésion cellulaire.  

Comprendre comment les cellules ressentent leur environnement extracellulaire, et 

plus particulièrement la topographie d’un substrat sur lequel elles sont déposées, pourrait 

fournir des indications quant à la préparation de matrices tridimentionnelles pour l’ingénierie 

tissulaire. La littérature nous indique que les cellules perçoivent et trouvent de nouveaux sites 

d’attachement par l’intermédiaire des filopodes qui sont des excroissances cytoplasmiques 

permettant aux cellules de se mouvoir (Curtis et al. 2004). Ces mécanismes proviendraient 

des contraintes mécaniques transmises au niveau du cytosquelette, qui est constitué de 

filaments d’actine, de filaments intermédiaires et de microtubules (Chan and Odde 2008). Les 

travaux de Teixeira et al. ont montré l’influence de la topographie extracellulaire sur le 

comportement des filopodes (Teixeira et al. 2003; Rajnicek et al. 2008). Sur des surfaces 

micro ou nanostructurées, les cellules semblent allonger leurs filopodes afin de mieux 

percevoir leur environnement ou la topographie locale (Dalby et al. 2002). De plus, le réseau 
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de filaments d’actine, lié aux contacts focaux qui sont des structures cellulaires impliquées 

dans les contacts cellules/matrice extracellulaire, sont influencés par la topographie de la 

surface. Sur des surfaces nano/microstructurées, ces phénomènes conduisent à l’alignement 

des cellules et à leur migration préférentielle dans le sens de la structuration (Teixeira et al. 

2003). Les études d’Oakley et al. ont montré que les microtubules, les filaments d’actine et 

les contacts focaux de fibroblastes gingivaux réagissent simultanément et entrainent 

l’alignement des cellules dans l’axe d’orientation de la surface sur laquelle elles sont déposées 

(Oakley and Brunette 1993). Cependant, ces mécanismes ne sont pas les seuls mis en jeu au 

cours de l’alignement. En bloquant les récepteurs du cytosquelette, Wojciakstothard et al. ont 

montré que les cellules déposées sur des surfaces orientées s’alignaient quand même 

(Wojciakstothard et al. 1995).  

En plus de la topographie, d’autres facteurs peuvent influencer l’alignement et la 

migration cellulaire. Ainsi, un étirement mécanique cyclique (5 à 10% de la longueur 

d’origine) appliqué à des cellules endothéliales vasculaires (Houtchens et al. 2008) ou un 

champ électrique appliqué à des cellules épithéliales de la cornée entrainent l’alignement et la 

migration préférentiels des cellules (Rajnicek et al. 2007).  

En résumé, tous les principes gouvernant l’alignement ou la migration cellulaire ne 

sont pas encore parfaitement compris. L’investigation de ces mécanismes revêt donc un 

intérêt majeur. Le développement de nouvelles techniques de préparation de surfaces 

influençant l’alignement et la migration cellulaire trouve donc toute sa place dans l’étude de 

ces principes. De tels travaux permettront d’améliorer la compréhension des interactions 

intervenant entre les cellules et la topographie ou les propriétés physico-chimiques des 

surfaces sur lesquelles elles sont déposées.  
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1.3.2 Conditions nécessaires pour mimer des structures tissulaires alignées 

 

Il existe deux conditions indispensables pour préparer des substrats ou matériaux dans 

lesquelles les molécules présentent un ordre à une échelle de taille définie. La géométrie des 

molécules constitue une de ces deux conditions. En effet, les molécules doivent présenter une 

certaine anisotropie pour pouvoir être assemblées de manière ordonnée. C’est le cas par 

exemple des cristaux liquides. Lorsque les molécules sont organisées en phase nématique, 

elles possèdent une orientation globale caractérisée par un paramètre d’ordre, l’orientation 

moyenne des molécules. Dans le cas du collagène, les molécules sont des fibrilles ou fibres 

qui sont des molécules anisotropes. La deuxième condition est la possibilité d’appliquer une 

contrainte ou force extérieure aux molécules. Les molécules, en général, ne s’auto-organisent 

pas pour former un matériau ordonné. Il est alors possible d’appliquer une force extérieure 

telle qu’un champ électromagnétique ou une contrainte mécanique (traction, compression). 

L’application de cette force sert à guider l’orientation des molécules. 

 

1.3.3 Principales techniques utilisées 

 

Dans le but d’aligner un matériau ou des fibres de polymères, c'est-à-dire de créer un 

ordre au sein d’un matériau, plusieurs techniques ont été développées. Des études ont ainsi 

décrit l’utilisation d’un champ magnétique (Kotani et al. 2000; Dubey et al. 2001; Kaufman 

and Guo 2007; Builles et al. 2010),  de l’électrofilage (Yang et al. 2005; Baker et al. 2006; 

Huang et al. 2006; Liu et al. 2010), de la microstructuration de surfaces (Vernon et al. 2005; 

Chen et al. 2011), de la microfluidique (Lee et al. 2006), ou d’un flux (Tanaka et al. 2011) et 

encore de techniques combinées telles que l’electrofilage associé à un champ magnétique 

(Kaufman and Guo 2007).  
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1.3.3.1 Structuration de surfaces 

 

L’utilisation de surfaces nano ou microstructurées est une stratégie non biologique 

pour réguler les fonctions cellulaires. Ces surfaces servent de supports extracellulaires et ne 

font pas intervenir d’interactions biochimiques. Cependant, la topographie de ces surfaces 

permet de guider les cellules (Figure 1.4). Les différentes topographies sont classées par 

échelle de taille et par type de structure (stries, sillons). Parce que les membranes de divers 

tissus biologiques (la cornée par exemple) sont composées de pores, stries, particules ou fibres  

à l’échelle nanométrique (5 - 200 nm), les surfaces nano-structurées pourraient être mieux 

adaptées que les surfaces microstructurées (Flemming et al. 1999).  

L’orientation et la migration de cellules sur des surfaces structurées  par nano-

lithographie ont été étudiées par différentes équipes (Oakley and Brunette 1993; 

Wojciakstothard et al. 1995; Lim and Donahue 2007). Ils ont ainsi observé une modification 

de la forme du cytoplasme des cellules. Leur cytosquelette subit également des modifications 

puisqu’on observe une certaine orientation. L’orientation des filaments d’actine et des 

microtubules a été identifiée comme l’élément intervenant en premier lors de l’alignement de 

cellules « guidées » (Oakley and Brunette 1993; Wojciakstothard et al. 1995).  De plus, il a 

été démontré que les protéines des contacts focaux (vinculine) jouaient un rôle primordial 

dans l’alignement cellulaire (den Braber et al. 1998).  
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Figure 1.4 : Cellules cultivées sur des substrats structurés observés par microscopie électronique à 

balayage (Teixeira et al. 2006). (A) Cellule alignée perpendiculairement aux rainures (70 nm de 

large, 400 nm de profondeur). (B) Zoom de l’image A. (C) Cellule alignée parallèlement aux rainures 

(1900 nm de large, 4000 nm de profondeur). (D) Zoom de l’image C.  

 

La plupart des premières études réalisées sur des surfaces portaient sur des rainures 

espacées de l’ordre du millimètre. Il a été mis en évidence que l’échelle des rainures jouait un rôle 

crucial sur l’alignement des cellules. L’alignement des cellules augmente, en général, avec 

l’augmentation de la profondeur des rainures et la diminution de leur espacement (Lim and 

Donahue 2007). A l’échelle du micromètre, avec l’augmentation de la profondeur des rainures et 

la diminution de l’espacement, les cellules semblent faire des « ponts » entre les rainures sans 

descendre au fond de celles-ci. En même temps, les auteurs notent que les contacts focaux 

montrent une orientation dépendante de la largeur des rainures. Avec le développement des 

techniques lithographiques, des études récentes ont pu être menées sur l’alignement de cellules sur 

des surfaces nanostructurées. L’influence des dimensions minimales des rainures pouvant 

entrainer l’alignement des cellules a ainsi été étudiée. Teixeira et al. ont observé l’alignement de 

cellules épithéliales (humaines de la cornée) sur des surfaces nanostructurées avec des rainures de 

70 nm de large (Teixeira et al. 2003). L’alignement et la prolifération d’axones ont également été 
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observés sur des surfaces nano-imprimées, avec des largeurs de rainures comprises entre 100 et 

400 nm (Johansson et al. 2006). Une étude utilisant des surfaces nanostructurées en poly(styrène) 

(70 nm de profondeur) a montré que des cellules souches (préostéoblastes) s’orientaient de 

manière anisotrope non seulement au niveau des filaments d’actine mais aussi de la matrice 

minéralisée, suggérant que la topographie pouvait également influencer l’activité synthétique des 

cellules (Zhu et al. 2005). L’échelle d’espacement des rainures a également un effet sur le 

comportement des cellules qui vont former des ponts entre les rainures grâce à la formation 

préférentielle de contacts focaux soit sur les sommets soit sur les creux des rainures 

(Wojciakstothard et al. 1996). Ces travaux démontrent que les cellules détectent le rainurage nano 

ou micrométrique sur lequel elles sont déposées et réagissent de manière sélective. 

 

1.3.3.2 Electrofilage  

 

L’électrofilage (de l’anglais « electrospinning »), technique dont le principe a vu le 

jour en 1902, consiste à utiliser un champ électrique pour produire des fibres. Le principe de 

cette technique repose sur l’étirement d’un jet de solution de polymère sous l’effet d’une 

différence de potentiel de l’ordre de 10 à 20 kV pour produire des fibres dont le diamètre 

varie entre quelques nanomètres et quelques micromètres. Pour l’ingénierie tissulaire, des 

fibres de différents diamètres peuvent être préparées pour moduler des paramètres tels que la 

porosité, le diamètre des pores et les propriétés mécaniques. Au sein de la matrice 

extracellulaire, le diamètre moyen des fibres varie entre quelques dizaines de nm et environ 

300 nm, c’est pourquoi il est préférable de produire des fibres ayant ces dimensions. Les 

travaux de Reneker et al. ont ainsi montré les possibilités offertes par l’électrofilage (Reneker 

et al. 2000). Il a été montré que les paramètres tels que la valeur du champ électrique, la 

tension de surface, le débit, la concentration en polymère et la nature du polymère permettent 

d’ajuster les propriétés des structures ainsi fabriquées.  
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Beaucoup de polymères synthétiques et naturels ont été utilisés et plusieurs types 

cellulaires ont été étudiés sur des supports préparés par électrofilage. Les nanofibres ainsi 

élaborées apportent une très large surface d’échange pour des interactions cellules-cellules et 

cellules-supports. Cependant, une étude montre que la structure du collagène des fibres 

préparées par électrofilage peut être dénaturée (Zeugolis et al. 2008).  

 

• Applications à l’alignement 
 

Des nanofibres électrofilées orientées peuvent être utilisées en ingénierie tissulaire 

pour contrôler l’alignement cellulaire. Dans les tissus naturels, les cellules peuvent être 

alignées et cet alignement est crucial pour assurer les fonctions cellulaires. Par exemple, dans 

les vaisseaux sanguins, les contraintes dues au flux sanguin entrainent l’orientation des 

cellules endothéliales dans le sens du flux (Levesque et al. 1986). Afin d’aligner des cellules 

le long de fibres électrofilées alignées et donc de mimer l’alignement de ces cellules dans le 

corps humain, Yang et al. ont développé une technique innovante (Yang et al. 2005). Ils ont 

placé un récupérateur capable de tourner sur lui-même et ainsi enrouler les fibres de 

polymères produites par électrofilage. En agissant sur la vitesse de rotation, ils ont pu aligner 

les fibres.     

Bashur et al. ont utilisé la technique d’électrofilage pour produire des fibres de 

caprolactone alignées (Bashur and Ramamurthi 2012). Ils ont cultivé des cellules musculaires 

lisses sur ces supports et ont montré l’effet de l’alignement des fibres sur ces cellules. Les 

cellules sont guidées par les fibres et s’alignent selon celles-ci.  

Pour trouver de nouvelles solutions quant à la régénération de la moelle épinière, 

Corey et al. ont étudié la croissance des neurites de cellules des ganglions de la racine dorsale 

sur des supports alignés. Pour cela, ils ont cultivé ces cellules sur des supports en PLLA 
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électrofilés et alignés (Corey et al. 2007). Ils ont pu montrer que les neurites s’alignaint le 

long des fibres.  

Bhattarai et al. ont cultivé des fibroblastes NIH 3T3 de souris sur des fibres à base de 

poly(p-dioxanone-co-L-lactide)-block-poly(ethylene glycol) (PPDO/PLLA-b-PEG) (Bhattarai 

et al. 2004). Ils ont montré que les cellules conservent leur phénotype et sont guidées par 

l’orientation des fibres.  

Enfin, certains travaux ont montré la possibilité de différencier des cellules souches 

sur des architectures fabriquées par électrofilage et soumises à des contraintes mécaniques 

(Subramony et al. 2013). Des cellules mésenchymateuses sont cultivées sur des supports 

électrofilés en poly(lactide-co-glycolide) (PLGA). Les cellules cultivées sur les supports 

alignés et sur lesquels est appliquée une contrainte mécanique se différencient en cellules du 

type fibroblastes ligamentaires. 

 

Fig. 1. 5 : Observation de fibres de collagène de type I produites par électrofilage en microscopie 

électronique à balayage (Nöth et al. 2010). (A) Orientation aléatoire des fibres récupérées sur un 

récupérateur plan. (B) Alignement des fibres récupérées sur un récupérateur rotatif (7 m.s-1). 

Echelle = 10 µm.  
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1.3.3.3 Champ magnétique 

 

Au cours de la formation des fibrilles de collagène en solution, un champ magnétique 

peut être appliqué. Le collagène, tout comme d’autres protéines possède une anisotropie 

diamagnétique. Les origines structurales de l’anisotropie diamagnétique des protéines ont été 

exposées par Worcester (Worcester 1978). Les liaisons peptidiques et les résidus aromatiques 

sont les principales sources d’anisotropie au sein des protéines. Dans le cas du collagène, la 

faible présence de groupes aromatiques fait que l’anisotropie est majoritairement due aux 

liaisons peptidiques. L’existence de cette anisotropie permet d’aligner des fibrilles ou fibres 

de collagène selon un axe par application d’un champ magnétique.  

 

• Applications à l’alignement 

Les travaux de Torbet et al. ont décrit la formation de fibres (fibrine et collagène) 

alignées sous l’effet d’un champ magnétique intense (Torbet et al. 1981; Torbet and Ronziere 

1984). Ainsi, l’orientation et la croissance de neurites de cellules neuronales ont été étudiées 

sur des surfaces de fibrine alignées par un champ magnétique (Dubey et al. 2001). L’effet du 

guidage par contact des fibres alignées sur les cellules a pu être démontré. Plus récemment, 

des substrats alignés par champ magnétique à base de collagène ont été utilisés afin d’étudier 

la régénération et la reconstruction de cornées (Torbet et al. 2007; Builles et al. 2010).  
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Fig. 1.6 : Fibres de collagène sous champ magnétique observées par microscopie électronique à 
balayage (Torbet et al. 2007). (A) Orientation aléatoire, en l’absence de champ magnétique. (B) 
Fibres alignées de manière uniaxiale, champ magnétique 7T. (C) Fibres alignées orthogonalement, 2 
étages de fibres. 

 

1.3.3.4 Microfluidique  

 

La microfluidique permet d’étudier des écoulements de liquides dans des canaux de 

taille micrométrique. Whitesides a défini la microfluidique comme étant « la science et la 

technologie des systèmes qui manipulent de petits volumes de fluides (10-9 à 10-18 litres), en 

utilisant des canaux de la dimension de quelques dizaines de micromètres » (Whitesides 

2006). Des micro-canaux peuvent être gravés ou moulés dans un matériau tel que du verre, du 

PDMS ou du silicium ce qui permet de fabriquer des puces microfluidiques à l’image des 

circuits intégrés en électronique. Les propriétés de ces puces telles que les caractéristiques 

optiques, la compatibilité biologique, le nombre et la taille des canaux sont facilement 

modulables (Mark et al. 2010).  

L’origine de la microfluidique remonte aux années 1950 avec l’invention des 

transistors. Au cours des années 1960, l’apparition de la photolitographie a permis de 

miniaturiser la fabrication de ces transistors (Pease and Chou 2008). Des techniques de 

miniaturisation ont ensuite été utilisées pour fabriquer des microcanaux sur d’autres supports. 
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C’est à partir des années 2000 que la microfluidique a connu un essor particulier avec le 

développement de systèmes ou puces à base de poly(diméthylsiloxane) (PDMS). 

• Applications à l’alignement : 

Lee et al. ont montré la possibilité d’aligner des fibres de collagène en utilisant la 

microfluidique (Lee et al. 2006). La solution de collagène est introduite dans des micro-

canaux et un flux est appliqué pour faire couler la solution. Les fibres de collagène 

polymérisent et se déposent sur les parois selon l’axe du flux. Cependant, cette technique ne 

permet pas d’obtenir des matériaux directement implantables et reste compliquée à mettre en 

œuvre pour fonctionnaliser une surface. 

 

1.3.4 Etirement du revêtement collagène/alginate 

 

Les contraintes mécaniques appliquées aux protéines et plus généralement aux 

polymères ont fait l’objet de nombreuses études. Les travaux de Hemmerlé et al. ont montré 

l’influence de l’étirement sur des films multicouches PAH/nafion et PAA/PAH (Hemmerlé et 

al. 2005). Un film PAH/nafion est déposé sur un substrat en silicone puis recouvert d’un film 

PAA/PAH. La surface est hydrophile avec un angle de contact d’environ 50° pour l’eau. 

Après étirement, la surface devient hydrophobe avec un angle de contact de 100° pour l’eau, 

et ceci de manière réversible. Des films multicouches étirables et compartimentés 

(réservoirs/barrières) ont également été développés (Mertz et al. 2007). Par exemple, Mertz et 

al. ont étudié l’effet de l’étirement sur des films compartimentés avec comme structure de 

base dite « réservoir » un film PLL/HA recouvert par un film dit « barrière » 

PSS/poly(diallyldiméthylammonium) (PDADMA). L’étirement provoque la formation de 

pores en surface. Lorsque que la contrainte d’étirement est supprimée, les pores se referment 

et les films retrouvent leur structure initiale. D’autres systèmes de modulation de l’adhésion 
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cellulaire (fibroblastes) en fonction de l’étirement ont vu le jour (Reisch et al. 2008). Plus 

récemment, l’étirement de films multicouches a été utilisé afin de provoquer une dégradation 

enzymatique pour la libération de médicaments (Barthès et al. 2012). La libération de 

protéines à partir d’un implant en fonction des contraintes mécaniques appliquées a également 

été étudiée (Arm and Tencer 1997). 

• Applications à l’alignement 

 

La résistance à la traction est une technique de caractérisation généralement employée 

pour déterminer les modules élastiques des matériaux. La résistance mécanique de matériaux 

tels que des fibres de collagène peut être améliorée par simple étirement mécanique du 

matériau (Pins et al. 1997). Pedicini et al. ont utilisé l’étirement mécanique en essai de 

traction pour aligner des fibres de polyuréthane électrofilées (Pedicini and Farris 2003). Ils 

ont ainsi pu montrer l’influence de l’étirement sur l’alignement des fibres. Il en résulte que 

l’alignement des fibres augmente avec le taux d’étirement. 

Afin de caractériser les propriétés et le comportement de caillots de sang, constitués 

essentiellement de fibrine (fibres), Brown et al. les ont étirés mécaniquement (Brown et al. 

2009). Ils ont ainsi montré qu’en étirant les caillots de sang de manière uniaxiale il était 

possible d’aligner les fibres selon cet axe. De la même manière, Yano et al. ont étudié l’effet 

de l’étirement sur l’orientation de fibres de poly(alcool vinyl) produites par électrofilage 

(Yano et al. 2012) et ont vérifié que l’alignement augmentait avec le taux d’étirement.  

A notre connaissance, aucune étude n’a porté sur l’étirement uniaxial de feuilles de 

PDMS sur lesquelles étaient déposés des films multicouches à base de collagène afin 

d’aligner les fibrilles ou fibres de collagène. Cette technique présente pourtant plusieurs 

avantages pour aligner simplement et efficacement des fibrilles de collagène dans un 
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revêtement. Premièrement, elle utilise la méthode de dépôt de films multicouches de 

polyélectrolytes dont les avantages tels que la facilité de mise en œuvre, les paramètres 

ajustables (pH, nature des polyélectrolytes, etc.) et la multitude d’applications biomédicales 

(films anti-adhésifs, anti-microbiens, favorisant l’intégration d’implants) ont été largement 

cités dans la littérature (Boudou et al. 2010). Deuxièmement, l’intégrité de la structure 

chimique des polyélectrolytes utilisés demeurerait préservée. Cela veut dire qu’il n’y aurait 

pas de dégradation due à un champ électromagnétique ou une contrainte mécanique (pression, 

traction, torsion) trop importante. Le collagène pourrait donc conserver ses propriétés 

biochimiques et mécaniques. Troisièmement, il serait possible de fabriquer des architectures à 

épaisseur variable et facilement déposables sur différents types de surfaces.  

Quant aux applications, ces revêtements pourraient être utilisés comme supports pour 

étudier les mécanismes de migration et de prolifération de cellules par guidage. On a pu voir 

dans la partie 1.3.3 (voir ci-dessus) que des supports alignés, élaborés par différentes 

techniques, suscitaient un fort intérêt dans des applications très variées. Ces supports 

permettent d’étudier aussi bien la régénération de fibroblastes (muscles, tendons, gingivaux) 

que la régénération de nerfs ou de cellules neuronales.  
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2.1   Matériels 

 
Les polyélectrolytes utilisés pour construire les films multicouches sont dissous dans 

une solution tampon citrate-NaCl à pH 3,8, à base de citrate de sodium (4 mM), d’acide 

citrique (7 mM) et de chlorure de sodium (150 mM NaCl) préparée avec de l’eau ultra-pure 

(de résistivité 18,2 M.cm, système Milli-Q-plus, Millipore). Les solutions de polyélectrolytes 

sont réalisées à une concentration de 0,5 mg.mL-1 et le pH de ces solutions est ajusté à 3,8 

avec des solutions concentrées de HCl et de NaOH (0,1 M). Le tableau 2.1 récapitule les 

polyélectrolytes utilisés pour nos travaux. 

 

Nom du polyelectrolyte Notation Nature Fournisseur 

Poly(éthylène imine) PEI Polycation Sigma Aldrich 

Collagène (type I bovin) COL Polycation Symathese 

Alginate de sodium ALG Polyanion Novamatrix 

Tableau 2.1 : Liste des polyélectrolytes utilisés pour la construction de films multicouches. 

 

Une solution tampon Hepes-NaCl à pH 7,4, à base d’Hepes (10 mM) et de chlorure de 

sodium (150 mM), a été utilisée afin de rincer les échantillons après les avoir construits et 

pour les analyses biologiques. Les solutions tampons ont été préparées à partir d’eau ultra-

pure (de résistivité 18,2 MΩ.cm, système Milli-Q-plus, Millipore). Le pH des solutions a été 

ajusté à 7,4 avec des solutions concentrées de HCl et de NaOH (0,1 ou 1 M).  
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2.2   Préparation des échantillons 

 

2.2.1 Construction des films 

 
Lors de nos travaux, nous avons utilisé quatre types de substrats selon les expériences 

et la technique de caractérisation employée. Pour les expériences de spectroscopie infrarouge, 

nous avons utilisé un cristal de séléniure de zinc (ZnSe), pour la microbalance à cristal de 

quartz (QCM-D) nous avons utilisé des substrats en silice conçus spécialement pour la QCM-

D, pour les mesures d’ellipsométrie nous avons utilisé des tranches (wafers) de silicium, pour 

la culture cellulaire nous avons utilisé des lamelles de verre de 12 mm de diamètre et pour la 

partie concernant l’étirement ce sont des feuilles de silicone (Statice, Besançon, France) 18 × 

25 mm2 qui ont été employées.  

Dans tous les cas, ces substrats ont été soigneusement nettoyés avant leur emploi pour 

la construction des films multicouches. Trois protocoles différents de nettoyage sont mis en 

œuvre suivant la nature des substrats utilisés. Ainsi, les cristaux de QCM-D et le cristal de 

ZnSe sont lavés pendant 15 min dans une solution de hellmanex à 2% chauffée à 70 °C, puis 

rincés à l’eau milli-Q et encore lavés pendant 15 min avec une solution de HCl à 100 mM 

chauffée également à 70 °C et enfin rincés à l’eau ultrapure et séchés sous jet d’azote. Les 

tranches de silicium sont lavées suivant le protocole appliqué au cristal de ZnSe mais pendant 

30 min au lieu de 15 min et à une température proche de l’ébullition. Les feuilles de PDMS 

sont nettoyées préalablement avec de l’éthanol (quelques minutes) puis rincées abondamment 

avec de l'eau ultrapure. Les films multicouches ont été élaborés selon la méthode de 

construction par trempage (« dipping »). Les substrats (verre, PDMS), chargés négativement, 

sont immergés pendant 8 min dans une solution de polycations (étape 1) préparée suivant le 

protocole décrit précédemment, puis rincés dans une solution saline à 150 mM NaCl (étape 2) 

durant 8 min. Ils sont ensuite trempés dans une solution de polyanions pendant 8 min (étape 
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3) puis rincés (étape 4 identique à l’étape 2). Ce cycle est répété autant de fois que nécessaire 

pour obtenir le nombre de bicouches désiré. 

 

 

Figure 2.1 : Construction d’un film multicouche par trempage. Les étapes de trempage sont réalisées 

respectivement dans les solutions de 1) polycations, 2) tampon, 3) polyanions et 4) tampon (Decher 

1997). 

 

La plupart des films étudiés ont été construits par la méthode de trempage. Cette 

méthode de dépôt a été facilitée par un bras automatisé (Dipping Robot DR3, Kriestein, 

Allemagne). Celui-ci est programmé pour déplacer de manière séquentielle les échantillons 

dans les différents bains de polyélectrolytes et de rinçage (Figure 2.2).  

 

 

Figure 2.2 : Construction d’un film multicouche à l’aide d’un bras automatisé (Dipping Robot DR3, 

Kriestein, Allemagne).  
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2.2.2 Dispositifs d’étirement 

 

2.2.2.1 Platine d’étirement 

 

La feuille de PDMS, sur laquelle se trouve le système étudié est fixée à l’aide de mors 

sur un dispositif d’étirement (Figure 2.3). Celui-ci a été conçu au laboratoire et construit en 

acier inoxydable. Il permet d’étirer l’échantillon et de revenir à l’état initial manuellement.  

 

Figure 2.3 : Photographie du dispositif d’étirement manuel. 

 

2.2.2.2 Dispositif de maintien à l’état étiré pour l’AFM 

 

Afin d’imager des échantillons à l’état étiré en microscopie à force atomique, où 

l’espace disponible est très restreint, un autre système a été conçu et fabriqué en acier 

inoxydable (Figure 2.4). Celui-ci ne permet pas d’étirer l’échantillon in situ, mais seulement 

de le maintenir à l’état étiré. La partie inférieure du système est placée dans la gouttière 

prévue à cet effet sur la platine d’étirement (Figure 2.3), puis la partie supérieure est amenée 

par le dessus afin de plaquer le film. Enfin, les deux parties sont vissées l’une à l’autre. 
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Figure 2.4 : Photographie du dispositif de maintien d’échantillons en PDMS à l’état étiré. 

 

2.2.2.3 Brides de maintien à l’état étiré pour la culture cellulaire 

 

Afin d’utiliser des échantillons à l’état étiré en biologie (culture cellulaire), un dernier 

système a été conçu et fabriqué en acier inoxydable (Figure 2.5). Celui-ci ne permet pas 

d’étirer l’échantillon in situ, mais seulement de le maintenir à l’état étiré. La partie inférieure 

du système est placée sous la feuille de PDMS étirée et sur la platine d’étirement (Figure 2.3), 

puis la partie supérieure est amenée par le dessus afin de plaquer le film. Enfin, les deux 

parties sont vissées l’une à l’autre. 

 

Figure 2.5 : Photographie du dispositif de maintien d’échantillons en PDMS pour la culture 

cellulaire. 
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2.2.3 Agents de réticulation 

 

Certaines manipulations nécessitent de réticuler chimiquement les films COL/ALG. 

Pour cela, les agents de réticulation (EDC/s-NHS, glutaraldéhyde) sous forme de poudres, ont 

été solubilisés à une concentration déterminée dans une solution tampon (citrate) à pH 3,8. La 

génipine a été solubilisée dans un mélange DMSO/tampon citrate (1 : 5) à pH 3,8. Les 

solutions tampons ont été préparées à partir d’eau ultra-pure (de résistivité 18,2 MΩ.cm, 

système Milli-Q-plus, Millipore). Le pH des solutions a été ajusté à 3,8 avec des solutions 

concentrées de HCl et de NaOH (0,1 ou 1 M). Le tableau 2.2 récapitule les agents réticulants 

utilisés pendant nos travaux. 

 

Nom du produit 

Notation ou 

formule 

chimique 

Fournisseur 

Masse 

molaire 

(g.mol-1) 

1-Ethyl-3-(3-

diméthylamino-propyl) 

carbodiimide 

EDC 
Sigma 

Aldrich 
191,7 

N-hydroxysolfo succinimide Sulfo-NHS Fluka 217,1 

Génipine GEN WAKO 226,2 

Glutaraldéhyde GLU 
Sigma 

Aldrich 
100,1 

Tableau 2.2 : Liste des agents de réticulation utilisés. 
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2.3    Analyses biologiques  

 

2.3.1 Culture cellulaire 

 

2.3.1.1 Culture de cellules endothéliales 

 

Les cellules endothéliales humaines HUVEC (passages de 1 à 5) sont cultivées dans le 

milieu de culture « Minimum Essentiel Eagle » (MEM, GibcoBRL) supplémenté avec 10 % 

de sérum de veau foetal (FCS) et 1% d’antibiotiques pénicilline/streptomycine (GibcoBRL) 

dans une étuve thermostatée à 37 °C sous une atmosphère de 5% de CO2. Pour le passage, les 

cellules sont détachées par trypsination (Trypsine/EDTA, Sigma à 0,5 %) pendant 4 min à 37 

°C. Les cellules sont stockées par congélation (-80 °C).  

   

2.3.1.2 Culture de fibroblastes  

 

Les fibroblastes de souris NIH 3T3 (passages 6 à 8) sont cultivées dans le milieu de 

culture DMEM (PromoCell) 4,5 g/L de glucose supplémenté avec 10 % de sérum de veau 

fœtal (FCS GibcoBRL) et 1 % d’antibiotiques pénicilline/streptomycine, dans une étuve 

thermostatée à 37 °C et sous une atmosphère à 5 % de CO2 dans des flasques de culture de 75 

cm2 en conditions stériles. Pour le passage, les cellules sont détachées par trypsination 

(Trypsine/EDTA, Sigma à 0,5 %)  pendant 4 min à 37 °C. Les cellules sont stockées par 

congélation (-80°C). Pour cette congélation, elles sont suspendues à 106 cellules par mL dans 

un milieu contenant du DMEM, 20 % de sérum de veau fœtal  et 20 % de diméthyl sulfoxyde 

(DMSO, Sigma). La densité cellulaire est mesurée avec une cellule Neubauer. Pour les études 
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de prolifération cellulaire, les cellules sont déposées à une concentration comprise entre 104 et 

105 cellules par mL. Le milieu est changé après 24 h puis tous les 2 jours. 

 

2.3.1.3 Culture de fibroblastes gingivaux  

 

Les fibroblastes gingivaux humains primaires (HGFs, passages 6 à 8) sont extraits de 

tissus gingivaux humains sains selon le protocole approuvé par le comité d’éthique pour la 

protection des patients des hôpitaux de Strasbourg. Les cellules sont cultivées dans le milieu 

de culture DMEM (PromoCell) à 1 g/L de glucose supplémenté avec 10 % de sérum de veau 

fœtal (FCS GibcoBRL) et 1 % d’antibiotiques pénicilline/streptomycine, dans une étuve 

thermostatée à 37 °C et sous une atmosphère à 5 % de CO2 dans des flasques de culture de 75 

cm3 en conditions stériles. Pour le passage, les cellules sont détachées par trypsination 

(Trypsine/EDTA, Sigma à 0,5 %)  pendant 4 min à 37 °C. Les cellules sont stockées par 

congélation (-80 °C). Pour cette congélation, elles sont suspendues à 106 cellules par mL dans 

un milieu contenant du DMEM, 20 % de sérum de veau fœtal  et 20 % de diméthyl sulfoxyde 

(DMSO, Sigma). La densité cellulaire est mesurée avec une cellule de Neubauer. Pour les 

études de prolifération cellulaire, les cellules sont déposées à une concentration comprise 

entre 104 et 105 cellules par mL. Le milieu est changé après 24 h puis tous les 2 jours. 

 

2.3.1.4 Culture d’astrocytes  

 

Les astrocytes primaires de rats (passages 1 à 2) sont extraits de cerveaux de rats. Les 

cellules sont cultivées dans le milieu de culture DMEM (PromoCell) à 4,5 g/L de glucose 

supplémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (FCS GibcoBRL) et 1 % d’antibiotiques 

pénicilline/streptomycine, dans une étuve thermostatée à 37 °C et sous une atmosphère à 5 % 
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de CO2 dans des flasques de culture de 75 cm3 en conditions stériles. Pour le passage, les 

cellules sont détachées par trypsination (Trypsine/EDTA, Sigma à 0,5 %)  pendant 4 min à 

37°C. Les cellules sont stockées par congélation (-80 °C). Pour cette congélation, elles sont 

suspendues à 106 cellules par mL dans un milieu contenant du DMEM, 20 % de sérum de 

veau fœtal  et 20 % de diméthyl sulfoxyde (DMSO, Sigma). La densité cellulaire est mesurée 

avec une cellule de Neubauer. Pour les études de prolifération cellulaire, les cellules sont 

déposées à une concentration comprise entre 104 et 105 cellules par mL. Le milieu est changé 

après 24 h puis tous les 2 jours. 

 

2.3.2 Ensemencement des cellules sur les films multicouches 

 

Les échantillons sont préalablement stérilisés sous UV (exposition de 30 min) dans 

une hotte de culture. Les cellules presque confluentes sont détachées des flasques de culture 

par trypsinisation (Trypsin, Gibco, Villebon-sur-Yvette, France), comptées avec un 

haemacytomètre puis ensemencées (200 µL/échantillon et avec 104 cellules/cm2). Les cellules 

sont alors cultivées à 37 °C sous une atmosphère humidifiée (5 % de CO2) pendant une durée 

déterminée. Pour les films déposés sur les feuilles de PDMS et étirés, une demi-heure après 

ensemencement, la quantité de milieu est complétée pour atteindre un volume de 5 mL.  

 

2.3.3 Fixation/perméabilisation 

 

Après lavage des cellules au tampon phosphate (PBS à 37 °C), elles sont fixées avec 

du paraformaldéhyde (PFA, sigma) à 3,7 % v/v dans du PBS, pendant 15 min à température 

ambiante. Les cellules fixées sont perméabilisées avec une solution à 0,1 % v/v de triton X-
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100 (t-Octylphenoxy Polyethoxyethanol, Sigma) dans le PBS durant 10 min à température 

ambiante. 

 

2.3.4 Marquages immuno-fluorescents  

 

2.3.4.1 Marquage du noyau  

 

Le 4',6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI) est un marqueur de l’ADN et permet 

d’observer le noyau de la cellule. Il donne ainsi des informations sur l’organisation et la 

morphologie de la cellule. Après rinçage des échantillons au PBS, le DAPI est mis en contact 

des cellules durant 10 min à température ambiante.  

 

2.3.4.2 Marquage du cytosquelette 

 

• Marquage à la rhodamine-phalloïdine 

 

La rhodamine-phalloïdine est un marqueur des filaments d’actine et permet d’observer 

le cytosquelette. Elle donne ainsi des informations sur l’organisation et la morphologie de la 

cellule. Après rinçage des échantillons au PBS, la rhodamine-Phalloïdine à 1 µg/mL est mise 

en contact des cellules durant 10 min à température ambiante. Finalement, les échantillons 

sont rincés au PBS et conservés à 4 °C dans le PBS jusqu’à l’observation. L’observation est 

réalisée avec le filtre 560/590 nm sur le microscope à épi-fluorescence TE200 Nikon.  
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• Marquage à la vinculine 

 

La vinculine est un marqueur des contacts focaux et permet d’observer le cytosquelette 

de la cellule ainsi que la manière dont les cellules s’attachent à la surface. Ce marquage 

permet d’obtenir des informations sur la morphologie et le comportement des cellules. 

Après rinçage des échantillons au PBS, la vinculine (diluée à 1/300e) est mise en 

contact des cellules durant 2 h à température ambiante. Un anticorps secondaire (dilué à 

1/300e) greffé à l’isothiocyanate de fluorescéine (FITC) est ensuite mis au contact des cellules 

durant 1 h 30 à température ambiante. Finalement, les échantillons sont rincés au PBS et 

conservés à 4 °C dans le PBS jusqu’à l’observation. L’observation est réalisée avec le filtre 

(560/590 nm) sur le microscope à épi-fluorescence TE200 Nikon.  

 

• Marquage à la GFAP 

 

La protéine acide fibrillaire gliale (de l'anglais, glial fibrillary acidic protein ou GFAP) 

est un filament intermédiaire présent dans certaines cellules gliales du système nerveux 

central, les astrocytes notamment. Décrit pour la première fois en 1971, chez l'homme, le gène 

codant cette protéine de type III est 17q21. Elle est étroitement liée aux autres protéines du 

cytosquelette de cellules non épithéliales, à savoir la vimentine, la desmine ou encore la 

périphérine. Cette protéine participe au maintien de l'effort cellulaire et à sa forme, ainsi qu'au 

fonctionnement de la barrière hémato-encéphalique. Le marquage à la GFAP permet d’obtenir 

des informations sur la morphologie, l’adhésion et la prolifération des cellules. 

Après rinçage au PBS, la GFAP (diluée à 1/800e) est mise au contact des cellules 

durant 2 h  à température ambiante. Un anticorps secondaire (dilué à 1/1000e) greffé à la FITC 

est ensuite mis en contact des cellules durant 90 min à température ambiante. Finalement, 
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l’ensemble est rincé au PBS et conservé à 4 °C dans le PBS jusqu’à l’observation. 

L’observation est réalisée avec le filtre 560/590 nm sur le microscope à épi-fluorescence 

TE200 Nikon.  

 

2.4   Méthodes d’analyse et de caractérisation des films et des cellules 

 

2.4.1 Microbalance à cristal de quartz avec mesure de la dissipation 

 

La technique de la microbalance à cristal de quartz (QCM) est utilisée depuis de 

nombreuses années pour contrôler les dépôts de couches métalliques sur des supports solides 

(Sauerbrey 1959). Son principe repose sur les propriétés piézo-électriques du cristal de quartz. 

En effet, le quartz est un matériau qui se déforme sous l’application d’une différence de 

potentiel électrique, et réciproquement une contrainte mécanique entraîne l’apparition d’une 

polarisation à ses bords. 

Plus récemment, la technique a été étendue au suivi de dépôts viscoélastiques en 

milieu liquide. Il est alors nécessaire de mesurer l’amortissement de l’oscillation de 

l’ensemble quartz-dépôt-liquide qui est en général beaucoup plus important que celui du 

quartz seul (Figure 2.6 a). A partir du temps caractéristique d’amortissement, τ, on obtient la 

dissipation, D, définie par : 

� = 	 1���					(2.1) 
où f est la fréquence d’oscillation. On parle alors de microbalance à cristal de quartz avec 

mesure de la dissipation (QCM-D). 
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Le cristal (Q-sense AB, Göteborg, Suède) se présente sous la forme d’un disque de 

quartz de 0,3 mm d’épaisseur environ, entouré de deux électrodes en or, l’une d’entre elles 

étant recouverte de silice de 100 nm d’épaisseur (Figure 2.6 b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.6 : (a) Photo et (b)  coupe schématique du cristal de quartz utilisé pour les mesures de QCM 

(c) schéma de principe de la  mesure par QCM-D. 

 

En appliquant une différence de potentiel entre les deux faces, un mouvement de 

cisaillement pur est induit. Si la face inférieure de la lame est fixée sur un support immobile, 

la face supérieure subit un mouvement oscillant horizontal. En première approximation, 

l’ensemble du système est équivalent à un oscillateur harmonique. La différence de potentiel 

appliquée entre les électrodes est équivalente à une force mécanique extérieure qui s’applique 

sur l’oscillateur. Cet oscillateur harmonique est caractérisé par sa fréquence de résonance ƒr : 

ƒ
 = 12����					(2.2) 

a b 

c 

Quartz Electrodes d’or 
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où M représente la masse de l’oscillateur (le cristal de quartz) et k sa constante de raideur. Le 

dépôt d’une masse m d’un matériau (m << M) sur la lame de quartz, la masse totale de 

l’oscillateur s’élève alors à M + m et la nouvelle fréquence de résonance ƒ devient : 

ƒ = 12�� �� +� ≈ ƒ
 �1 − �2��					(2.3) 
Ainsi, le dépôt d’une masse m d’un matériau sur la lame de quartz conduit à une 

différence de fréquence de résonance donnée par la relation : 

∆ƒ = ƒ − ƒ
 = −�ƒ
2� = −�� 					(2.4) 
où C est une constante caractéristique de la lame de quartz appelée constante de Sauerbrey : 

� = 2�ƒ
 					(2.5) 
Le principe de la microbalance à cristal de quartz consiste à mesurer la variation de 

fréquence de résonance ∆ƒ engendrée par le dépôt d’un matériau de masse inconnue et d’en 

déduire la masse déposée par unité de surface avec une précision proche du ng.cm-2. De plus, 

une telle lame de quartz peut non seulement être mise en résonance à sa fréquence 

fondamentale (notée ƒ), mais également à toutes ses harmoniques impaires (ƒν = νƒ où ν est 

un entier impair positif). A chaque harmonique correspond aussi un changement de fréquence 

de résonance consécutif au dépôt de matière et m sera relié à ∆ƒν par la relation de Sauerbrey : 

� = −� ∆ƒ�� 					(2.6) 
Cette relation s’applique de façon approchée, à un dépôt de matériau en milieu liquide, 

mais toujours pour des films fins, rigides et uniformes (Rodahl and Kasemo 1996). Or, les 

films multicouches étudiés sont très hydratés et possèdent généralement un comportement 

semblable à celui d’un gel ou d’un liquide visqueux lorsqu’ils deviennent épais. La relation de 

Sauerbrey n’est alors plus applicable et un autre modèle qui tient compte des propriétés 

viscoélastiques des films multicouches est utilisé. Les récentes évolutions techniques ont 
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permis l’acquisition d’un nouveau paramètre expérimental : le facteur de dissipation 

visqueuse noté D qui est lié aux propriétés viscoélastiques du film déposé. Une analyse de 

l’évolution des fréquences et de la dissipation a été réalisée à partir du modèle proposé par 

Voinova et al. (Voinova et al. 1999). Un programme d’ordinateur a été élaboré à l’unité pour 

déterminer ainsi l’évolution de l’épaisseur sur plusieurs centaines de nanomètres ainsi que la 

viscosité et le module élastique de cisaillement pour des films multicouches de 

polyélectrolytes (Zhang et al. 2004). 

 

2.4.1.1 Fonctionnement de la QCM-D 

 

L’appareil que nous avons utilisé est de marque Q-Sense (Q-Sense AB, Göteborg, 

Suède) de type QCM-D E1. Il comporte une chambre de mesure thermostatée par un système 

Pelletier et une unité électronique interfacée à un ordinateur (Figure 2.7).  

 

Figure 2.7 : Photographie du modèle QCM-D E1 (Q-Sense) 

 

Cet appareil fonctionne sur le principe suivant : un générateur de fréquence excite le 

cristal de quartz avec une tension sinusoïdale de fréquence f1. Cette fréquence prend 

successivement la valeur de la fréquence fondamentale de résonance de la lame (~ 5 MHz) et 

de ses harmoniques (~ 15, 25 et 35 MHz). L’excitation du cristal est imposée sur une durée 

très brève (quelques µs). Après l’arrêt de l’excitation, pour chaque résonance (υ = 1, 3 ,5 ,7), 

le cristal oscille librement à une fréquence de résonance proche de la fréquence d’excitation 
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du cristal. Ces oscillations mécaniques génèrent des oscillations électriques aux bords du 

cristal, qui sont enregistrées et traitées informatiquement. Ces oscillations sont amorties, 

comme cela est représenté sur la Figure 2.6 c. En effet, l’amortissement du signal est dû à 

l’énergie dissipée dans la lame, mais surtout dans le film et dans le fluide au contact de la 

lame. En QCM-D, les grandeurs que l’on mesure sont la fréquence de résonance et le facteur 

de dissipation visqueuse D (déterminé via la constante d’amortissement) pour les 4 fréquences 

d’excitation (5, 15, 25 et 35 MHz). Cette dissipation renseigne en principe sur les propriétés 

viscoélastiques des films. 

 

2.4.1.2 Mode opératoire 

 

Les cristaux utilisés sont recouverts d’un film de SiO2 de 100 nm d’épaisseur. Ils 

possèdent une fréquence fondamentale de résonance de 5 MHz et des harmoniques à 15, 25 et 

35 MHz. Avant chaque expérience, le cristal est nettoyé in situ, avec une solution de 

Hellmanex à 2 % pendant une demi-heure à température ambiante. Il est ensuite rincé avec 

une solution de HCl 0,1 M puis lavé à l’eau et séché à l'azote.  

La construction d’un film multicouche de polyélectrolytes se fait dans la chambre de mesure 

de l’appareil QCM-D (Figure 2.8) où se trouve le cristal de quartz. Tout d’abord, on injecte 

600 µL de la solution de polycations qui est mise en contact avec le cristal dans la cellule de 

mesure et laissée au repos pendant une durée déterminée. L’opération est répétée avec la 

solution de rinçage (150 mM de NaCl ou H2O) puis la solution de polyanions est injectée de 

façon similaire. Les étapes d’injection et de rinçage sont poursuivies jusqu’à obtenir le 

nombre de couches voulu. 
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Figure 2.8 : Photographie d’une chambre de mesure en QCM-D (Q-Sense). 

 

2.4.2 Microscopie à force atomique 

 

2.4.2.1 Principe de fonctionnement d’un AFM 

 

La microscopie à force atomique (AFM, Atomic Force Microscopy) est une 

microscopie à champ proche développée dans les années 1980 en même temps que la 

microscopie à effet tunnel (Binnig and Rohrer 1982). L’AFM est une variante de la 

microscopie à effet tunnel destinée à l’observation de la topographie des surfaces non-

conductrices (Binnig et al. 1986). Le principe consiste à balayer la surface de l’échantillon 

avec une pointe très fine de nitrure de silicium (Si3N4, jouant le rôle de sonde) montée à 

l’extrémité d’un levier de constante de raideur connue (Figure 2.9), l’ensemble formant le 

micro-levier ou cantilever, et à détecter les interactions entre cette pointe et la surface. 

L’AFM est ainsi utilisée pour imager les surfaces biologiques avec une résolution latérale 

(dans le plan (x,y)) de l’ordre de la dizaine de nanomètres et une résolution normale (en z) de 

l’ordre de l’Angström. Les évolutions des techniques AFM ont permis notamment la 

cartographie de différentes propriétés mécaniques (Burnham et al. 1990), électrostatiques et 

magnétiques (Martin et al. 1988).  
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Figure 2.9 : Schéma d’un support de cantilevers à pointes pyramidales de constantes de raideur 

différentes (modèle MSCT-AUHW, Veeco). Généralement, seuls les cantilevers C et D à faible raideur 

(0,03 N.m-1 et 0,07 N.m-1) sont utilisés pour l’imagerie des films de polyélectrolytes. 

 

L’échantillon est fixé sur un tube piézo-électrique 3D qui permet un mouvement dans 

les 3 directions de l’espace. Lors du balayage, les interactions intermoléculaires de van der 

Waals de la sonde avec la surface génèrent la déflection du cantilever. Pour mesurer la 

déflection, un faisceau laser est focalisé sur l’extrémité du cantilever (zone réfléchissante) et 

est réfléchi sur une photodiode à quatre cadrans (Figure 2.10).  

  

Figure 2.10 : Schéma du principe de fonctionnement d’un microscope à force atomique (Université de 

Pau).  
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La différence de potentiel entre les différents quadrants indique avec précision la 

déflection du cantilever. Cette méthode de mesure de la déflection présente l’avantage de ne 

détecter que les variations angulaires du cantilever. En revanche, ce type de mesure est 

sensible à la dérive thermique et nécessite un temps d’attente avant l’obtention d’un signal 

stable. La déflection est reliée à la force (F) exercée sur la pointe par la loi de Hooke : 

� = � ∆!					(2.7) 
avec kc la constante de raideur du cantilever et ∆d la déflection du cantilever.  

 

2.4.2.2 Imagerie AFM 

 

L’image en AFM est obtenue par la mesure de la déflection du cantilever en chaque 

point (x,y) de la surface ce qui donne accès à la topographie de l’échantillon. Différents modes 

ont été développées afin de cartographier et de quantifier les propriétés physicochimiques de 

la surface : modes contact, non-contact et tapping (oscillant). Dans ce qui suit, nous nous 

intéresserons à l'imagerie en mode contact et en mode tapping.  

• Mode contact 

Dans ce mode, la pointe est maintenue en contact avec la surface de l’échantillon, 

généralement avec une force constante de l’ordre de 10 nN. Une boucle de rétroaction ajuste 

en permanence la position en z de l’échantillon à l’aide du déplacement de la céramique 

piézo-électrique (Figure 2.10). Le déplacement vertical (en z) du tube piézo-électrique en 

fonction de la position (x,y) donne alors l’image topographique de la surface.  
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• Mode tapping 

Dans ce mode, le cantilever oscille à sa fréquence de résonance avec une certaine 

amplitude et la pointe interagit périodiquement avec la surface. Il est particulièrement bien 

adapté pour imager des échantillons mous car il réduit le risque de dégradation de la surface. 

L’étude de la variation d'amplitude et du déphasage entre le signal fréquentiel appliqué et 

celui détecté à la photodiode permet de remonter à la topographie des échantillons ainsi qu’à 

l'obtention des images de phase.  

 

2.4.2.3 Mode opératoire 

 

Les images topographiques sont réalisées sur un appareillage Nanoscope IIIa (Veeco, 

Santa Barbara, CA) avec des pointes pyramidales montées sur des cantilevers de constante de 

raideurs variables (Figure 2.9). Les films ont été observés en mode contact à une fréquence de 

balayage d’environ 2 Hz en utilisant des cantilevers de raideurs 0.03 N.m-1 (Modèle MSCT-

AUHW, Veeco).  

Pour les surfaces à imager en milieu hydraté, on utilise une cellule spéciale, pouvant 

contenir un liquide, que l’on remplit avec quelques microlitres de solution tampon (Figure 

2.11).  
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Figure 2.11 : Photographie d’une cellule d’AFM spécialement conçue pour l’imagerie en milieu 

liquide. 

 

La solution tampon est préalablement filtrée à 0,22 µm pour éviter la présence 

d’impuretés et de poussières pouvant gêner le déplacement du cantilever. De plus, les surfaces 

ont été rincées abondamment avec la solution tampon filtrée pour les mêmes raisons.  

 

2.4.3 Observations cellulaires 

 

Les cellules sont observées avec un microscope (Nikon Ellipse TE200) équipé en 

champ clair et en épi-fluorescence (lampe au mercure 100W et filtre pour la FITC (495/520 

nm) et la rhodamine  (560/590 nm)). Les images sont capturées à l’aide d’une caméra 

numérique (DMX1200, Nikon) associée à un logiciel de capture d’images (NIS-Elements).  

 

2.4.4 Quantification de l’orientation des fibrilles et des cellules 

 
La distribution des angles des fibres de COL a été déterminée à l’aide de OrientationJ, 

un plug-in du logiciel ImageJ (Rezakhaniha et al. 2011). 6 images obtenues par AFM sont 
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transformées en format 8-bit. 64 repères de même taille sont alors dessinés par l’opérateur sur 

les 6 images et correspondant aux mêmes conditions expérimentales (Figure 2.12).  

 

Figure 2.12 : Image obtenue par AFM sur laquelle 64 repères ont été dessinés. 

 

Le logiciel calcule l’orientation moyenne des fibres à l’intérieur de chaque repère. 64 

valeurs d’angles sont alors récupérées par image. Les 6 × 64 = 384 valeurs ainsi obtenues sont 

regroupées par classes de largeur égale à 5°. La fréquence est tracée en fonction de l’angle 

(Figure 2.13).  

 

Figure 2.13 : Distribution de l’angle d’orientation des fibres de collagène déposés pour un 

échantillon (COL/ALG)15  étiré à 100 % puis réticulé. 

 

Afin de comparer les différentes conditions d’étirement, nous avons décidé d’utiliser 

les écarts-types des valeurs d’angle. Pour chaque graphique (6 images/condition), nous 

pouvons calculer un écart-type. La moyenne de ces écarts-types et les écarts-types 

correspondant ont ensuite été tracés en fonction du taux d’étirement.  
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2.4.4.1 Etude de l’orientation des cellules et des noyaux 

 

Les cellules sont préalablement observées avec un microscope (Nikon Ellipse TE200) 

équipé en champ clair et en épi-fluorescence. Les images sont récupérées et traitées à l’aide 

du logiciel ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, 

Maryland, USA, http://imagej.nih.gov/ij/ , 1997-2011).  

 

Figure 2.14 : a) Image de cellules obtenues à l’aide d’un microscope à épifluorescence (les noyaux 

ont été marqués au DAPI, colorant bleu), b) l’image subit un seuillage (threshold), c) tableau 

récapitulatif des données (dont l’angle d’orientation des noyaux) obtenues à partir de la commande 

« analyze particles » dans le logiciel ImageJ. 

 



Chapitre 2. Matériels et méthodes 

75 

 

Un seuillage de l’image est réalisé (Figure 2.14 a et b). La commande « Analyze 

particules » dans ImageJ permet de déterminer plusieurs types d’informations tels que des 

facteurs de forme et des angles d’orientation des objets (Figure 2.14 c). Dans ce cas précis, 

l’orientation est calculée comme l’angle correspondant à l’axe le plus grand compris dans 

l’objet, c'est-à-dire entre les deux points les plus éloignés dans l’objet. Cet axe correspond 

donc à l’axe d’orientation du noyau. Un total de 100 cellules par condition a été analysé (sauf 

contre-indication). L’influence du taux d’étirement sur l’orientation des fibroblastes 3T3 

murins a été étudiée. Pour cela, les écarts-types des distributions de l’angle d’orientation pour 

chaque condition ont été tracés en fonction du taux d’étirement (voir Chapitre 4.). 

 

2.4.5 Spectroscopie infrarouge (IRTF) 

 

2.4.5.1 Principe de base de l’infrarouge 

 

La spectroscopie infrarouge est basée sur des mesures de transitions vibrationelles, 

entre un état énergétique fondamental et un état excité. Ce processus est régi par les lois de la 

mécanique quantique. L’énergie totale d’une molécule augmente ou diminue, selon qu’il y a 

respectivement absorption ou émission d’un ou plusieurs quanta. Il est usuel de considérer 

que l’énergie totale d’une molécule est la somme de quatre contributions : l’énergie 

électronique (Ee), l’énergie de vibration (Ev), l’énergie de rotation (Er) et l’énergie de 

translation (Et) : 

trvetotal EEEEE +++=   (2.8) 

avec Ee >> Ev >> Er > Et. 
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Les changements d’énergie de vibration sont dus à des radiations dans le domaine 

spectral de l’infrarouge moyen (nombre d’onde de 400 à 4000 cm-1). L’absorption ou 

l'émission d'un rayonnement infrarouge par une molécule conduit à une variation de l'énergie 

vibrationnelle donnée par l’équation de Bohr : 

ν12 hchfEEE ==−=∆   (2.9) 

où E1 est l’énergie initiale, E2 l'énergie finale, h la constante de Planck, c la vitesse de la 

lumière, f la fréquence de vibration (s-1) et ν le nombre d’onde (cm-1). Lors de l’étude des 

transitions vibrationnelles, il est plus commode de décrire la radiation par son nombre d’onde, 

ν, plutôt que par sa fréquence, f, ou par sa longueur d’onde λ (on peut rappeler que ν = 1/λ). 

Les spectres infrarouges sont traditionnellement représentés en fonction du nombre d’onde, 

qui est souvent appelé par abus de langage "fréquence", bien qu’il soit exprimé en cm-1.  

 Le spectre d’un composé obtenu par des méthodes de spectroscopies vibrationnelles 

(infrarouge, Raman) lui est propre et joue le rôle d’une véritable empreinte chimique. 

Parallèlement, certains groupements chimiques présentent des bandes vibrationnelles qui 

apparaissent toujours aux mêmes fréquences, quelle que soit la molécule qui porte ces 

groupements. Par exemple, le groupement méthylène -CH2- produit toujours une bande 

intense vers 2850 cm-1 (correspondant au mode d'élongation symétrique), que ce groupement 

appartienne à des lipides, des protéines, etc. 

 Les fréquences de vibration d'autres groupements peuvent varier à cause des 

interactions intra ou inter moléculaires. Parmi les effets intermoléculaires, la liaison 

hydrogène est l’un des facteurs les plus importants qui affectent les fréquences des 

groupements. En spectroscopie infrarouge, cette propriété permet l’étude de la structure 

secondaire de protéines ou de polypeptides. 
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2.4.5.2 La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier 

  

La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (IRTF) nécessite l’utilisation 

d’un interféromètre de Michelson (Figure 2.15).  

 

Figure 2.15 : Représentation schématique de l’interféromètre de Michelson. Encart : représentation 

de l’intensité (interférogramme) mesurée par le détecteur avec un faisceau monochromatique de 

longueur d'onde λ comme source. 

 

Le faisceau issu d'une source infrarouge est divisé en deux faisceaux grâce à une lame 

séparatrice semi-réfléchissante, généralement une lame de KBr revêtue de germanium. Cette 

lame semi-réfléchissante (L) est montée à un angle de 45 ° par rapport à deux miroirs plans, 

dont l'un est fixe (F) et l'autre mobile (M), et qui sont placés à 90 ° l’un par rapport à l’autre. 

Lorsque le faisceau issu de la source infrarouge atteint la lame semi-réfléchissante (L), 50 % 

de l’intensité du faisceau incident sont réfléchis sur le miroir fixe (F), et 50 % sont transmis 
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au miroir mobile (M). Après réflexion des deux faisceaux sur les miroirs, ils convergent sur la 

lame L et sont recombinés. Le faisceau recombiné passe à travers l’échantillon avant 

d’atteindre le détecteur.  

L’appareil utilisé pour nos expériences est de type Equinox IFS55/E (Bruker, 

Wissembourg, France), avec une gamme comprise entre 4000 cm-1 et 400 cm-1 et une 

résolution de 0,4 cm-1. L’intensité de la lumière entrant dans l’interféromètre peut être 

modulée par une ouverture placée devant la source. Le laser hélium-néon émet à 632,8 nm. Le 

détecteur MCT, qui requiert un refroidissement à l’azote liquide, est plus sensible que le 

DTGS. Le détecteur DTGS est utilisé en mode transmission et le MCT en mode réflexion 

totale atténuée. 

 

2.4.5.3 Techniques d’échantillonnage 

 

• Précautions relatives aux mesures 

Dans le cadre de l’étude des polyélectrolytes en solution aqueuse, la bande de 

vibration de déformation H-O-H de l'eau (ν = 1650 cm-1) induit un chevauchement avec la 

bande amide I (1600-1700 cm-1) caractéristique du collagène. Par conséquent, nos mesures 

ont été réalisées dans l’eau lourde (D2O), dont la bande de déformation est déplacée à ν = 

1215 cm-1. 

D’autre part, la vapeur d’eau et le dioxyde de carbone absorbent très fortement dans 

l'infrarouge. Lors des mesures en IR, cette absorption réduit l’énergie totale du faisceau qui 

atteint le détecteur. Ceci se traduit sur les spectres par une augmentation du bruit dans les 

régions d'absorption de l’eau et du dioxyde de carbone. Cette augmentation est très gênante 
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lors de l’étude des protéines ou d’autres molécules biologiques qui présentent une faible 

absorption dans le même domaine de fréquence. Il est donc nécessaire de purger la cellule de 

mesure avec de l’air dépourvu d'eau et de dioxyde de carbone. Ainsi, le spectromètre IRTF 

que nous utilisons est équipé d’un sécheur d’air (série KM 25 MS/TE, Zander, Allemagne). 

• IRTF en mode réflexion totale atténuée 

Les multicouches de polyélectrolytes ont été étudiées par IRTF en mode réflexion 

totale atténuée (Attenuated Totale reflexion, ATR). Les principes de l’ATR ont été décrits par 

Harrick (Harrick 1967) et ses applications dans le domaine biologique par Fringeli et 

Gunthard (Fringeli and Günthard 1981). Dans notre étude, nous utilisons un cristal en ZnSe 

trapézoïdal (Figure 2.16).  

 

Figure 2.16 : Faisceau infrarouge traversant un cristal trapézoïdal d’ATR. Le faisceau entre 

normalement par une des faces du cristal (α = 45 °) et frappe l’interface entre le cristal (milieu 1) et 

la solution aqueuse (milieu 2). Le faisceau crée une onde évanescente dans le milieu 2 au-dessus du 

cristal d’ATR. Le faisceau est ainsi réfléchi plusieurs fois avant de ressortir par l'autre face du prisme. 

L'intensité du faisceau sortant est alors mesurée par un détecteur. 
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Grâce à un montage optique constitué de plusieurs miroirs, le faisceau infrarouge 

(provenant de la lame semi-réfléchissante) est dirigé vers l'une des faces du cristal d’ATR. Ce 

faisceau incident tombe sur l’interface entre le cristal d’ATR (milieu 1) et la solution aqueuse 

au-dessus du cristal (milieu 2). Si l’angle α du faisceau incident est supérieur à l’angle 

critique αc, le faisceau est totalement réfléchi à l’intérieur du cristal.  

 

2.4.5.4 Mode opératoire 

 

• Cellule liquide en mode transmission  

Pour les mesures des spectres d'absorption des polyélectrolytes en solution, nous 

utilisons la cellule liquide en mode transmission avec le détecteur DTGS. La cellule se 

compose d'un support métallique, d'une partie en inox possédant deux injecteurs, de deux 

fenêtres en CaF2, de joints en téflon et d'un espaceur de 15 µm en téflon. Les fenêtres sont 

nettoyées au Hellmanex (2 %) avec du papier pour nettoyage optique (Whatman, Maidstone, 

Grande-Bretagne). Elles sont rincées ensuite à l'eau et à l'éthanol. D'autre part, le support en 

inox, les joints et l'espaceur sont lavés de même au Hellmanex, puis rincés à l'eau. 

Pour le montage de la cellule, il suffit d'installer les fenêtres séparées par l'espaceur 

dans le support muni de son joint. La partie en inox est ensuite emboîtée avec son joint et un 

anneau métallique fileté est alors vissé sur la cellule pour garantir l'étanchéité de l'ensemble. 

La solution échantillon est alors introduite dans la cellule par l'un des injecteurs, qui sont par 

la suite obstrués par deux bouchons en téflon. La cellule est ensuite mise en place dans le 

spectroscope. Il faut attendre environ 20 min pour éliminer la vapeur d'eau dans le 

spectroscope avant d'effectuer la mesure du spectre de transmission de l'échantillon. 128 scans 
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(interférogrammes) sont enregistrés pour la référence (solution tampon utilisée) et pour 

l'échantillon (polypeptide + solution tampon), avec une résolution de 2 cm-1. 

 

• Cellule en mode réflexion totale atténuée : 

Pour les mesures des spectres d'absorption des polypeptides en multicouches, nous 

utilisons la cellule en mode réflexion totale atténuée avec le détecteur MCT refroidi à l'azote 

liquide. La cellule se compose d'une chambre thermostatée, composée de deux parties en 

inox, d'un cristal de ZnSe et d'un joint qui permet d'avoir un volume de 110 µL dans la 

cellule. Les tuyaux en Tygon© du montage, le joint, ainsi que la chambre sont nettoyés avec 

du Hellmanex puis rincés à l'eau. Le cristal de ZnSe est lavé avec du Hellmanex, du méthanol 

et ensuite rincé à l'eau. 

Le montage de la cellule s'effectue en insérant d'abord le joint dans la chambre puis le 

cristal de ZnSe. La deuxième partie de la chambre est ensuite emboîtée et fixée par 4 vis. La 

cellule est mise en place dans le spectroscope. Ensuite, il suffit d'installer les tuyaux à l'entrée 

et à la sortie de la chambre de mesure. Les solutions sont introduites à travers ces tuyaux par 

l'intermédiaire d'une pompe péristaltique. Il faut attendre au moins 8 heures avant de 

commencer la construction de la multicouche afin d'éliminer la vapeur d'eau. 

• Construction des films multicouches 

 Dans un premier temps, la solution tampon préparée dans D2O est introduite dans la 

chambre sous un débit de 0,25 mL/min en circuit fermé. 512 scans sont alors enregistrés avec 

une résolution de 2 cm-1. 

 La construction des multicouches est ensuite réalisée avec les solutions de 

polyélectrolytes de concentration 0,5 mg/mL. Ces solutions sont injectées sous flux en circuit 
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fermé avec un débit de 0,25 mL/min. Six spectres de 128 scans sont enregistrés, ce qui 

correspond à un temps d'adsorption de 12 min. A la fin de chaque étape d'adsorption, la 

cellule est vidée et rincée par la solution tampon. Deux spectres de 128 scans, suivis d'un 

spectre de 512 scans, sont enregistrés. Ceci correspond à une durée de rinçage d'environ 12 

min. Le film multicouche est construit en alternant l'adsorption du polyanion et du polycation. 

Il est très important de ne pas laisser le film multicouche trop longtemps au contact de l'air 

lors des changements de solutions. 

 

2.4.6 Microscopie confocale à balayage laser 

 

2.4.6.1 Phénomène de fluorescence 

 

La fluorescence est la propriété d’une molécule à absorber un photon, puis à le 

réémettre à une longueur d’onde plus élevée (Diagramme de Jablonski, Figure 2.17). Soumise 

à une excitation lumineuse de longueur d’onde donnée, la molécule fluorescente est portée 

dans un état vibronique excité (S1’). A température ambiante, la conversion interne entraîne 

une perte partielle de l’énergie absorbée par relaxation vibrationnelle et la molécule se 

retrouve à un état excité moins élevé en énergie (S1). Le retour de la molécule à son état 

électronique fondamental (S0) est associé à une libération d’énergie lumineuse plus faible que 

l’énergie associée à l’excitation lumineuse ce qui se traduit par une longueur d’onde 

d’émission supérieure à la longueur d’onde d’absorption (Déplacement de Stockes).  
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Figure 2.17 : Diagramme de Jablonski. La molécule fluorescente initialement à l’état fondamental S0 

absorbe de l’énergie lumineuse (1) et se retrouve à l’état excité S1’. Lors de la désexcitation, la 

molécule perd d’abord de l’énergie par conversion interne (2) (vibrations, chocs moléculaires) et se 

retrouve à l’état excité d’énergie inférieure S1 puis subit une transition électronique de l’état S1 à son 

état stable S0 (3). Cette transition libère de l’énergie sous forme lumineuse à une longueur d’onde plus 

élevée que la longueur d’onde d’excitation (car l’énergie d’émission est plus faible que celle 

d’excitation). 

 
 
 

2.4.6.2 Sondes fluorescentes 

 

Les sondes fluorescentes sont des molécules relativement petites pouvant être couplées 

de façon covalente à différents polyélectrolytes ou macromolécules biologiques. En raison de 

leur fort rendement quantique de fluorescence, les sondes fluorescentes peuvent fournir une 

très grande sensibilité de détection et permettent l’imagerie d’espèces moléculaires présentes 

dans les films multicouches de polyélectrolytes par des techniques de microscopie de 

fluorescence telle que la microscopie confocale à balayage laser.  
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2.4.6.3 Principe de la microscopie confocale à balayage laser 

 

Le principe général de la microscopie confocale a été proposé par Minsky (1957). Il 

s’agit de diriger un faisceau laser sur un point précis (point focal) de l’échantillon à l’aide 

d’un microscope à épi-fluorescence. Cependant, le trajet du faisceau laser dans l’échantillon 

génère de la fluorescence en dehors du plan focal. Pour éliminer cette fluorescence parasite, 

un trou de filtrage appelé pinhole (« trou d’aiguille ») est placé en amont du détecteur et ne 

laisse passer que la lumière en provenance du point focal (Figure 2.18). L’image ainsi obtenue 

présente un bon rapport signal/bruit.  

 

  

Figure 2.18 : Schéma de principe d'un microscope confocal à balayage laser. La source laser est 

condensée par l’intermédiaire d’une première lentille, d’un miroir dichroïque et de l’objectif en un 

point focal. La fluorescence émise par l’échantillon est ensuite recueillie par un photomultiplicateur. 

Pour éliminer la fluorescence parasite, le trou de filtrage (pinhole) est disposé au niveau du plan 

image de l’objectif (Université Claude Bernard Lyon I). 
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Le balayage de l’échantillon par le laser, en tout point (x,y) de la surface fournit une 

image du plan focal. Ce balayage dans le plan horizontal est obtenu à l’aide de miroirs 

motorisés disposés sur le trajet optique du laser. Pour le balayage vertical (en z), l’objectif est 

monté sur un moteur piézo-électrique. Il est ainsi possible d’obtenir des images en provenance 

de différents plans de l’échantillon et ainsi de reconstituer une structure en trois dimensions 

avec une résolution latérale et normale respectivement de 0,15 µm et 0,5 µm pour un objectif 

ayant une ouverture numérique de 1,4 et l’utilisation d’une longueur d’onde de 500 nm. Cette 

caractéristique est particulièrement intéressante pour étudier la structure normale des films 

multicouches épais (micrométriques) en milieu aqueux. La configuration la plus courante est 

le mode réflexion que nous avons utilisé pour l’observation des films multicouches. Dans ce 

mode, la même lentille sert à focaliser la lumière produite par la source et à former l'image sur 

le détecteur.  

 

2.4.6.4 Reconstitution d’images 

 

Le faisceau laser se déplace par lignes pour imager un plan (x,y). La platine porte-

objet, support de l’échantillon (lame de verre ou feuille de silicone fixée dans le dispositif 

d’étirement), est également déplacée en z d’un pas fini constant (∆z). Une image numérique 

des plans (x,y) du film est prise successivement pour chaque pas ∆z et l’utilisation du 

« pinhole » permet d’imager un plan donné en éliminant les contributions des zones situées 

en-dessus et en-dessous de ce plan. L’image tridimensionnelle peut alors être reconstituée et 

l’objet peut être visualisé par tranches à l’aide du logiciel Zeiss LSM Image Browser.  
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Les lasers les plus couramment utilisés sont : 

- Laser argon produisant trois raies : 459 nm, 488 nm (bleu) et 514 nm (bleu-vert), 

- Laser hélium néon I: 543 nm (vert), 

- Laser hélium néon II: 632,8 nm (rouge). 

 

2.4.6.5 Mode opératoire 

 

Au cours des expériences de microscopie confocale, nous avons utilisé les raies 

d’excitation à 488 nm fournie par le laser argon et celle à 543 nm fournie par le laser hélium 

néon I. Le microscope confocal utilisé est de type LSM 510 (Zeiss), monté sur un microscope 

AxioVert 100M (Zeiss) associé aux lasers hélium/néon et argon. Pour visualiser les films 

multicouches de polyélectrolytes, les polyélectrolytes sont couplés à des sondes fluorescentes, 

généralement l’isothiocyanate de fluorescéine (FITC,excitation 488 nm/émission 520 nm) ou 

bien la rhodamine (Rho,excitation 570 nm/émission 595 nm).  

 

2.4.7 Microscopie électronique à balayage environnementale 

 

2.4.7.1 Principe de la microscopie électronique à balayage 

La microscopie électronique à balayage (MEB ou SEM pour Scanning Electron 

Microscopy en anglais) est une technique de microscopie électronique basée sur l’interaction 

électrons-matière, et capable de produire des images en haute résolution de la surface d’un 

échantillon (Figure 2.19). 
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Figure 2.19 : Principe de fonctionnement d’un microscope électronique à balayage (wikipedia). Le 

canon produit un faisceau d’électrons qui balayent la surface d’un échantillon. Des particules telles 

que des électrons secondaires ou rétrodiffusés sont réémis et les signaux sont récupérés par différents 

détecteurs. 

Basé sur les travaux de Max Knoll et Manfred von Ardenne dans les années 1930, le 

MEB produit un faisceau d’électrons balayant la surface de l’échantillon à analyser qui, en 

réponse, réémet certaines particules et rayonnements (électrons secondaires, rayons X). Ces 

particules et rayonnements sont analysés par différents détecteurs qui permettent de 

reconstruire une image en trois dimensions de la surface.  

 

Figure 2.20 : Photographie du MEB environnemental utilisé (Hitachi TM-1000). 
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La présence de gaz autour de l’échantillon est rendue possible en utilisant un 

microscope électronique à balayage environnemental (Figure 2.20). Il n’est pas nécessaire de 

métalliser les échantillons pour rendre la surface conductrice comme c’est le cas pour 

l’observation par un MEB conventionnel. En résumé, les échantillons peuvent être étudiés 

plus rapidement et plus facilement et avec moins de techniques de préparation, sources 

d’artéfacts. 

 

2.4.7.2 Mode opératoire 

L’appareil utilisé pour nos expériences est un Hitachi TM-1000. Les échantillons ont 

préalablement été rincés abondamment à l’eau milli-Q pour empêcher des cristaux de sel de 

se former pendant leur séchage.  

 

2.4.8 Ellipsométrie 

 

L’ellipsométrie est une technique optique d’analyse de surface fondée sur la mesure du 

changement de l’état de polarisation de la lumière après réflexion sur une surface plane 

(Figure 2.21).  L’utilisation croissante des traitements de surface (optique, technologie des 

semi-conducteurs, métallurgie) a contribué au développement de techniques optiques 

d’analyse de surface : interférométrie, réflectométrie et ellipsométrie.  
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Figure 2.21 : Schéma de principe de fonctionnement d'un ellipsomètre (thèse Mathias Borella). 

 

Les points forts de l’ellipsométrie sont son caractère non destructif et sa large gamme 

de mesure (mesure d’épaisseur depuis une fraction de couche monoatomique jusqu’à quelques 

micromètres). Il faut distinguer l’ellipsométrie à une seule longueur d’onde, qui est l’outil le 

plus simple, de l’ellipsométrie spectroscopique, qui effectue des mesures sur tout un spectre et 

permet d’interpréter des structures complexes : multicouche, rugosité d’interface, 

homogénéité. 
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3 Chapitre 3 : Films multicouches de 

polyélectrolytes à base de collagène 

réticulés par un agent naturel 

 

 

3.1.  Développement d’un nouveau système multicouche à base de 
collagène et d’alginate 

3.1.1. Résumé de l’article 1 

3.1.2. Article 1 

3.1.3. Article 1 (Supporting information) 

 

3.2.  Applications des films multicouches COL/ALG à la fonctionnalisation 
d’implants en titane 

3.2.1. Résumé de l’Article 2 

3.2.2. Article 2 

  

3.3.  Protocoles expérimentaux pour la fonctionnalisation d’implants en 
titane 

3.3.1. Résumé de l’Article 3 

3.3.2. Article 3 
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3.1    Développement d’un nouveau système multicouche à base de 
collagène 

 

3.1.1 Résumé de l’article 1 

 

L’étude du système multicouche collagène (COL) / alginate (ALG) provient de la 

volonté de fabriquer de nouveaux revêtements entièrement naturels pour la fonctionnalisation 

de biomatériaux. Dans cette étude, nous introduisons les films multicouches de 

polyélectrolytes à base de collagène et d’alginate. La première partie de l’étude consistait à 

suivre la construction des films COL/ALG.  

Leur construction à pH acide (un pH 3,8 s’est avéré nécessaire à la solubilisation du 

collagène) a été suivie par QCM-D (milieu liquide) et par ellipsométrie. L’épaisseur évolue de 

manière non-linéaire en fonction du nombre de paires de couches déposées. On atteint ainsi 

une épaisseur d’environ 300 nm pour 7 paires de couches COL/ALG déposées. La 

construction des films a également été suivie par spectroscopie infrarouge et potentiel zeta 

pour vérifier l’alternance des couches de collagène et d’alginate.  

Toutefois, les architectures COL/ALG construites à pH 3,8 se dégradent à pH 

physiologique (pH 7,4). Nous avons donc entrepris de stabiliser les films multicouches par 

réticulation chimique. Une étude comparative sur la réticulation des films a été menée en 

utilisant d’une part, le glutaraldéhyde, un réticulant éprouvé mais cytotoxique et la génipine, 

un réticulant naturel d’origine végétale (Gardénia Jasminoides). La modulation du taux de 

réticulation a permis de définir un taux de réticulation seuil (pour une concentration en 

génipine de 100 mM), à partir duquel les films conservent leur intégrité à pH 7,4. La même 

étude a été réalisée avec le glutaraldéhyde. Un taux de réticulation seuil, pour une 

concentration en glutaraldéhyde de 50 mM, a été déterminé. La topographie des films a été 
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étudiée par microscopie à force atomique (AFM). Les observations par AFM montrent que les 

revêtements COL/ALG sont de nature fibrillaire. Les images d’AFM montrent aussi que la 

réticulation chimique des films avec la génipine n’altère en rien la structure fibrillaire. 

Des cellules endothéliales humaines issues du cordon ombilical (HUVEC) ont été 

déposées sur des films (COL/ALG)3 (3 paires de couches) pour étudier leur biocompatibilité. 

Ainsi, l’étude de l’attachement et de la prolifération des cellules HUVEC sur les films 

COL/ALG a montré, d’une part que ces films sont de bons supports pour la culture de cellules 

HUVEC, d’autre part que les cellules adhèrent et prolifèrent davantage sur des films réticulés 

avec la génipine plutôt que sur ceux réticulés avec le glutaraldéhyde. 

 Nous avons démontré au cours de cette étude la possibilité de fabriquer des films 

multicouches COL/ALG, dont l’épaisseur est modulable, et ayant une structure fibrillaire. Ces 

films ont été stabilisés par réticulation chimique avec du glutaraldéhyde et de la génipine afin 

d’être utilisés en conditions physiologiques (pH 7,4). L’étude de l’attachement et de la 

prolifération de cellules HUVEC sur les films COL/ALG réticulés avec la génipine a 

démontré la biocompatibilité de ces films et l’intérêt de choisir la génipine comme réticulant 

au lieu du glutaraldéhyde. 
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3.1.2    Article 1  
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3.1.3    Article 1 (Supporting Information) 

 

S1. Buildup of PEI/(ALG/COL) 7 multilayer films on a SiO2-coated crystal followed by 

QCM-D. 

 

Figure S1. Buildup of PEI/(ALG/COL)7 multilayer films on a SiO2-coated crystal followed 

by QCM-D. The buildup is performed at pH 3.8 (citrate buffer). 
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S2. PEI/(ALG/COL)n films observed with an AFM.  

 

  

Figure S2. AFM observation of a (a) PEI/(ALG/COL)3 film, and (b) a PEI/(ALG/COL)7  

film. The buildup was performed at pH 3.8. A scratch was performed to determine the 

thickness of the films. Image size is 10 × 10 µm2 and Z scale is 50 nm (a) and 100 nm (b). 

 

 

  



Chapitre 3. Films collagène/alginate 

103 

 

S3. Buildup of PEI/(ALG/COL) 3 multilayer films on a SiO2-coated crystal followed by 

QCM-D. 

  

 

Figure S3. Buildup of PEI/(ALG/COL)3 multilayer films on a SiO2-coated crystal followed 

by QCM-D. Evolution of the dissipation (ν = 3). a: The buildup is performed at pH 3.8 (citrate 

buffer), then the film is rinsed with a HEPES buffer at pH 7.4, and then brought back to pH 

3.8.  b: The buildup is performed at pH 3.8 (citrate buffer), then genipin (GEN) is put in 

contact with the architecture at a concentration of 100 mM. Finally, the film is rinsed with a 

HEPES buffer at pH 7.4, and then brought back to pH 3.8. 
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S4. Schematic collagen cross-linking reactions by (a) genipin and (b) glutaraldehyde. 

 

 

Scheme S4. Schematic collagen cross-linking reactions by (a) genipin and (b) glutaraldehyde 

that both covalently binds to amino groups, but can also bind to other crosslinker molecules. 
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S5. AFM observation of a PEI/(ALG/COL)3 film cross-linked with (a) genipin at 100 

mM, and (b) glutaraldehyde at  50 mM. 

 

 

Figure S5. AFM observation of a PEI/(ALG/COL)3 film cross-linked with (a) genipin at 100 

mM, and (b) glutaraldehyde at 50 mM. The buildup was performed at pH 3.8. The cross-

linking step was followed by a rinsing step at pH 7.4 after what they were brought back at pH 

3.8 before imaging. 
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3.2    Applications des films multicouches collagène/alginate à la 
fonctionnalisation de prothèse en titane 

 

3.2.1 Résumé de l’article 2 

 

Lors d’une précédente étude, il a été démontré que des implants en titane 

macroporeux, colonisés in vivo par du tissu épithélial, sont des supports relativement adéquats 

pour le remplacement de la trachée chez la chèvre (Dupret-Bories et al. 2011). Toutefois, il 

reste à surmonter des problèmes d’inflammation et de non vascularisation des tissus. Dans le 

but d’améliorer l’intégration de ces implants, nous nous sommes proposés de fonctionnaliser 

leur surface avec les films multicouches collagène/alginate mis au point dans le cadre de cette 

thèse (cf. article 1).  

Les implants en titane, constitués de billes de 400 à 500 µm de diamètre, ont été 

préalablement recouverts par un gel microporeux de poly(L-acide lactique) (PLLA). Ce gel 

permet d’éviter la colonisation intraluminale par les cellules (autres que des cellules 

épithéliales respiratoires) déposées sur la surface extérieure des implants et qui pourraient 

migrer vers l’intérieur.  

Pour fonctionnaliser la surface intraluminale des implants et ainsi favoriser la 

reconstruction de tissu épithélial, nous avons utilisé le système multicouche collagène/alginate 

(cf. 3.1) développé dans le présent travail. Nous avons notamment étudié l’adhésion et la 

prolifération de cellules épithéliales respiratoires (humaines) sur les supports en titane 

recouverts par ces films. Les films collagène/alginate (24 paires de couches) ont été construits 

à pH 3,8, à l’aide d’un robot de trempage. Les conditions de construction sont décrites dans le 

premier article de ce travail. Comme le montrent les images obtenues en microscopie 

électronique à balayage environnementale (MEBE), les films collagène/alginate recouvrent la 
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surface des implants de manière homogène, aussi bien des microbilles en titane, que des 

microbilles sur lesquelles sont déposés des gels de PLLA poreux. L’étude de l’adhésion et de 

la prolifération de cellules épithéliales a montré que les implants recouverts avec le gel de 

PLLA puis fonctionnalisés par les films collagène/alginate réticulés avec la génipine 

constituent des supports plus favorables pour la culture de ces cellules que les implants 

uniquement recouverts de gel poreux en PLLA. La fonctionnalisation des implants en titane, 

recouverts préalablement avec un gel microporeux en PLLA, par les films multicouches 

collagène/alginate, pourrait constituer une alternative satisfaisante pour la réparation de 

trachées. 
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3.2.2 Article 2 
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3.3 Article 3 

 

3.3.1 Résumé de l’article 3 

 

Cet article paru dans Journal Of Visualized Experiments montre en vidéo les 

matériels, techniques et protocoles utilisés pour les articles 1 et 2 (cf. Chapitre 3; 3.1 et 3.2). 

La fabrication des films multicouches collagène/alginate à l’aide d’un robot de trempage et le 

recouvrement d’implants en microbilles de titane y sont décrits. L’article permet également 

d’observer la méthode employée par microscopie à force atomique pour déterminer les 

épaisseurs des films (Vrana et al. 2013). 
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3.3.2 Article 3 
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4 Chapitre 4 : étirement mécanique 

pour l’alignement modulable de 

cellules 

 

 

4.1  Résumé de l’article 4 

 

 

4.2  Article 4 

 

4.2.1. Abstract 

4.2.2. Introduction 

4.2.3. Materials and methods 

4.2.4. Results and discussion 

4.2.5. Conclusions 

4.2.6. References 
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4.1    Résumé de l’article 4 

 

Nous avons précédemment étudié un nouveau système multicouche à base de 

collagène (COL) et d’alginate (ALG). Nous avons stabilisé ce matériau par réticulation 

chimique avec la génipine pour le rendre utilisable en conditions physiologiques (pH 7,4). 

Nous avons montré qu’il était possible de déposer un tel type de matériau sur des surfaces 

poreuses en titane pour les fonctionnaliser. Il a aussi été démontré que des cellules adhèrent et 

prolifèrent très bien sur ce type de support. 

Le sujet de la présente étude porte sur l’alignement de cellules sur des films 

multicouches collagène/alginate. Pour ce faire, des films multicouches collagène/alginate (15 

à 60 paires de couches) précédemment décrits sont déposés par trempage sur des supports en 

PDMS. Ces supports sont alors étirés à un certain taux d’étirement (variant de 0 % à 150 %), 

afin d’aligner les fibres de collagène qui sont à la base de la structure fibrillaire des 

revêtements collagène/alginate. La topographie des films non-étirés et étirés a été étudié par 

deux types de microscopie (AFM et MEB).  

Nous avons ainsi démontré et étudié l’influence du taux d’étirement sur l’alignement 

des fibres de collagène. On note que les fibres s’alignent de plus en plus avec le taux 

d’étirement jusqu’à un taux d’étirement optimal de 100 %. Au-delà, à 150 % par exemple, le 

revêtement se détache du substrat en PDMS et l’alignement des fibres est perdu.  

Afin de vérifier la compatibilité des films avec un environnement biologique, des 

fibroblastes murins et humains, ainsi que des astrocytes provenant du rat ont été cultivés sur 

ceux-ci. La morphologie et le comportement des cellules sont remarquablement modifiés 

lorsqu’ils sont cultivés sur des supports collagène/alginate étirés. En effet, les 3 types 

cellulaires étudiés s’alignent selon l’axe d’alignement des fibres de collagène.  
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En vue d’utiliser de tels films in vivo pour des applications biomédicales, des 

membranes auto-portées ont été développées. Le défi consistait à déterminer l’architecture 

(l’épaisseur) optimale du film collagène/alginate et du mode de détachement. Par simple 

pelage d’un revêtement collagène/alginate suffisamment épais (60 paires de couches par 

exemple, 1 à quelques micromètres), il est possible d’obtenir de telles membranes que l’on 

peut ensuite re-déposer sur une autre surface (implant en titane, verre). Des fibroblastes ont 

été cultivés sur ces surfaces et nous avons pu vérifier que l’effet d’alignement des cellules est 

conservé. Ce qui est hautement intéressant et prometteur pour des applications en ingénierie 

tissulaire. 

Nous avons étudié une nouvelle méthode simple et efficace pour aligner les fibres de 

collagène dans un film multicouche. Nous avons cultivé différents types cellulaires sur ces 

surfaces et avons démontré que l’alignement des fibres induit un alignement des cellules. 

Nous avons également montré la possibilité de fabriquer des membranes auto-portées 

pourvues d’une organisation fibrillaire (collagène) aléatoire ou ordonnée, que l’on peut 

déposer sur tout type de biomatériau, tel que du titane par exemple.  
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4.2    Article 4 

 

Mechanically tuned alignment of cells growing on self-standing 
collagen-based membranes 
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4.2.1 Abstract 

Creating biomaterials to mimic natural tissues of the mammalian body has been a 

major challenge for years. To favor healing processes after tendon, cornea, muscle or brain 

injuries, highly aligned collagen-based systems such as scaffolds, gels or membranes are 

needed. In this study, we define a novel nanoscale highly aligned coating obtained by the 

deposition of collagen/alginate multilayer film on a surface. It shows a distinct nanofibrillar 

structure, and was cross-linked for stability with genipin. A versatile method to align collagen 

fibrils which consists in stretching collagen/alginate-coated polydimethylsyloxane substrates 

was thus developed. To study the biocompatibility of these films, assays on cell morphology 

and alignment were performed. Cells highly align on stretched samples along the collagen 

fibrils. These coatings could be of great interest as a model to study the cell behavior on 

aligned surface structures as well as in tissue engineering strategies which need substrates that 

mimic naturally aligned tissues for the reconstruction of tendons, muscles or cornea. 

 

 

Keywords: collagen, multilayer, stretch, membrane, alignment 
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4.2.2 Introduction  

 

Mimicking natural collagen-based architectures of the mammalian body has been a 

major challenge for years. Collagen (COL), the most abundant protein in the mammalian 

body, involved in the mechanical support of tissues, has been used under many forms, mainly 

as hydrogels (Kopecek 2007; Slaughter et al. 2009), foams and scaffolds (Glowacki and 

Mizuno 2008; Oh et al. 2012). The layer-by-layer assembly of polyelectrolyte multilayer 

(PEM) films (Tang et al. 2006) is another strategy to build innovative COL-based 

architectures that mimic ECM components where the fibrillar texture of collagen is of 

physiological importance (Grant et al. 2001; Johansson et al. 2005a; Mhanna et al. 2011; 

Chaubaroux et al. 2012). 

In order to build highly aligned structures made of polymer fibers, several strategies 

have been developed: alignment within a magnetic field,(Kotani et al. 2000; Dubey et al. 

2001; Kaufman and Guo 2007; Builles et al. 2010) electro-spinning,(Yang et al. 2005; Baker 

et al. 2006; Huang et al. 2006; Liu et al. 2010; Subramony et al. 2013) micro-patterning of 

surfaces,(Vernon et al. 2005; Chen et al. 2011) use of microfluidic devices,(Lee et al. 2006) 

flow processing (Tanaka et al. 2011) or even combined techniques such as electro-spinning 

associated to a magnetic field (Kaufman and Guo 2007). These techniques have been used to 

induce the alignment of cells (Teixeira et al. 2003; Schnell et al. 2007). However, the 

implementation of these techniques may be tedious, or implies very tough conditions (strong 

magnetic field), and thus may lead to COL denaturation (Zeugolis et al. 2008).  

The aim of this work was to design, by a simple and versatile technique, innovative, 

biocompatible and implantable coatings or membranes able to induce, by contact guidance, 

(Weiss 1934; Sutherland et al. 2005) the alignment of cells along collagen fibrils. To this end, 
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collagen/alginate (COL/ALG) multilayer films were deposited on polydimethylsiloxane 

(PDMS) substrates. COL/ALG-coated PDMS substrates were uniaxially stretched to align the 

collagen fibrils and peeled off from the substrate to obtain self-standing membranes. 

Biocompatibility, cell morphology and cell alignment were investigated by seeding three 

different cell types on the films to show the potential applications of such architectures in 

regenerative medicine.                                              

4.2.3 Materials and Methods 

 

4.2.3.1 Materials  

 

Lyophilized collagen (COL, Type I from bovine, medical grade, Symatese, Lyon, 

France) and sodium alginate (ALG, Pronova UPLVG medical grade, FMC Biopolymers AS 

Novamatrix, Sandvika, Norway) were dissolved at a concentration of 0.5 g/L in 150 mM 

NaCl buffer at pH 3.8 (citrate buffer). Genipin was purchased from Wako Chemicals 

(Richmond, USA) and used without purification. Dimethyl sulfoxide (DMSO) was purchased 

from Sigma Aldrich. All solutions were prepared using ultrapure water (resistivity of 18.2 

MΩ.cm obtained by a Milli-Q water purification system, Millipore). 

 

4.2.3.2 Preparation of the samples 

 

COL and ALG solutions were deposited alternatively on a polydimethylsiloxane 

(PDMS, Statice, France, 18 x 25 mm2) substrate with deposition times of 8 min each before 

rinsing, using a dipping robot (Riegler & Kirstein GmbH, Germany). During film 

construction, all the rinsing steps were performed with an aqueous NaCl solution (150 mM) at 

pH 3.8 for 5 min.  
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In order to align the collagen fibrils, a home-made manual stretching device was used. 

COL/ALG-coated PDMS substrates were stretched at defined stretching rates (α = (l-l 0)/l0 

where l is the substrate length after stretching and l0 is the rest length). Metallic rings to grip 

the coated PDMS substrates were also designed to keep the films under stretching during cell 

culture experiments. Cross-linking was performed on both unstretched and stretched 

COL/ALG films deposited on PDMS substrates. It may be useful to notice that the cross-

linking step of the stretched films was performed after stretching. The genipin solution (100 

mM) was incubated for cross-linking with the multilayer films for 24h at room temperature.  

 

4.2.3.3 AFM imaging  

 

AFM measurements using a Multimode Nanoscope IV from Bruker (Palaiseau, 

France) were carried out in contact mode. All images of the COL/ALG films were acquired 

after a rinsing step with water and air-dried. Silicon nitride probes (MSCT model, Bruker) 

with a spring constant of 0.03 N.m-1 were used for imaging. Fibrils thicknesses were 

determined by measuring the diameter of 10 individual fibrils in a given image using the 

ImageJ software and calculating the average thickness and standard deviation (Rasband, W.S., 

ImageJ, U.S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA, 

http://imagej.nih.gov/ij/ , 1997-2011). 

 

4.2.3.4 ESEM imaging 

 

ESEM images were performed using a FEI Quanta 400 (FEI, Hillsboro, Oregon, USA) 

Films are previously abundantly washed with milli-Q water and air-dried.  
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4.2.3.5 Cell culture  

 

All samples were sterilized with UV, 30 min exposure, before seeding of cells. To 

study the influence of our coatings on cell compatibility and alignment, cells were seeded 

onto the films with a number density of 104 per cm2 and cultivated at 37°C under a 5% CO2 

humidified atmosphere for 5 days. NIH 3T3 mouse fibroblasts and primary rat astrocytes 

were cultivated in DMEM (PromoCell) containing 4.5 g/L of glucose and supplemented with 

10% fetal bovine serum and 1% Penicillin/Streptomycin. Human gingival fibroblasts (HGFs) 

were grown in DMEM containing 1g/L of glucose and supplemented with 10% fetal bovine 

serum and 1% penicillin-streptomycin. To visualize their morphology, cells were stained after 

5 days of incubation with 4', 6'-diamidino-2-phénylindole (DAPI 1/100, nuclear dye), with 

vinculin antibody (Sigma Aldrich) and a secondary fluorescein isothyocyanate (FITC)-labeled 

antibody. Cells were observed with a fluorescence microscope Nikon Ellipse TE200 

(objective lens 10 × 1.4 NA), and with a Nikon Digital Camera (DXM 1200 or DS-Qi1Mc 

with ATC-1 or NIS-Elements software).  

 

4.2.3.6 Quantification of alignment 

 

Distributions of fibril angle were determined using OrientationJ (Rezakhaniha et al. 

2011), a plug-in of the ImageJ software. Briefly, 64 even square marks are drawn on threshold 

AFM images and the plug-in determines the average orientation of the fibrils inside these 

marks. Distribution of fibril angle (with a bin of 5°) is then plotted. Distributions of nucleus 

and cell divisions angles were determined using the ImageJ software. First, a threshold is 

done on fluorescence microscope images and angles are obtained by using the “analyze 

particles” command. Concerning cell divisions, angles of orientation are defined by drawing a 
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line along the direction of the cell division and measuring its angle with respect to a reference 

axis.  

4.2.4 Results and Discussions 

 

4.2.4.1 Characterization of the COL/ALG coatings alignment 

 

Collagen (COL) is the most abundant extracellular matrix (ECM) protein present in 

the mammalian body. Besides the interaction of its amino acid sequences with cell adhesion 

receptors, physical properties of collagen have also been shown to play a main role in cellular 

activities. Collagen, when organized in fibrils, provides an important structural and 

mechanical support. One of the advantages to use the layer-by-layer technique to prepare 

collagen-based architectures is that it is possible to build such structures, comparable to those 

found in vivo, with no denaturation of the components. A previous study on polyelectrolyte 

multilayer films composed of collagen and alginate, cross-linked for stability with genipin, 

demonstrated that those films were suitable for biological studies (Chaubaroux et al. 2012).  

In the present study, the number of COL/ALG pairs of layers was raised up to 15 and 

COL was chosen as the outer layer. Recent works demonstrated that cells adhere better on a 

positively charged surface rather than on a negatively charged one (Zhang et al. 2005). In 

order to align the COL/ALG films, the coated-PDMS substrates were stretched at a defined 

stretching rate, prior to cross-linking with genipin for stability in physiological conditions (pH 

7.4).  
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Fig. 1. Topography of collagen/alginate Sx films. SEM images of A) S0, D) S100. AFM images of B) S0, E) S100; 
Distribution of the fibril angle for C) S0 and F) S100. Fibril angles were obtained from images B) and E). Arrows 
show the direction of stretching and fibril alignment.  
 

Figure 1A shows a SEM image representing the topography of a non-stretched cross-

linked S0 film, (where S0 stands for a stretching rate α of 0%), which demonstrates the fibrillar 

structure of the coating. Collagen fibrils are randomly and uniformly distributed all over the 

surface. On the contrary, the topography of a S100 film (where S100 stands for a stretching rate 

α of 100%) is remarkably modified after stretching (Fig. 1D). Collagen fibrils are clearly 

oriented in the stretching direction. This alignment is also observed, at a higher magnification, 

on AFM images (Figs. 1B and E). To confirm this observation, quantification of the COL 

fibrils orientation was performed (Figs. 1C and F). The distribution of the fibril angle for a S0 

film is quite wide with a standard deviation of about 60° (Fig. 1C), whereas for a S100 film, 

the distribution is fairly narrow with a standard deviation of only about 20° (Fig. 1F). This 

emphasizes the microscopic observations of the topography of both non-stretched and 

stretched films. The mean diameters of the collagen fibrils are 57 ± 9 nm (S0) and 57 ± 7 nm 

(S100). Analysis of the COL fibrils dimensions show that there is no alteration of the fibril 
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diameter after stretching. The described method is ideal to prepare aligned COL-based 

surfaces with no applications of any electric or magnetic field that could damage the 

polyelectrolyte structures.  

 
 
Fig. 2. Influence of the stretching rate on the alignment of collagen fibrils. Mean standard deviations were 
obtained from 6 images. Error bars correspond to the standard deviations of the 6 individual standard deviations 
taken from the 6 images.  

 

The influence of the stretching rate (α = from 0% up to 150%) on the COL fibril angle 

distribution was investigated to determine at which stretching condition the highest alignment 

occurred (Fig. 2). The smallest mean standard deviation of the fibril angle corresponds to S100 

films. Above α = 100%, the structure of the films breaks, holes appear all over the surface, 

and COL fibrils are hardly aligned. These results show that it is possible to tune the alignment 

of the COL fibrils simply by increasing the stretching rate up to 100%, which is the optimal 

stretching condition to favor COL fibrils alignment.  
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4.2.4.2 Cell compatibility and alignment 

 

Cell compatibility, morphology and alignment onto both non-stretched and stretched 

films were investigated using three types of cells: murine and human fibroblasts as well as 

astrocytes. Figure 3 shows the morphology of cells cultured either on S0 or S100 films.  

Fibroblasts, the most common cells of connective tissue, play an important role in 

wound healing. They are also involved in the synthesis of the extracellular matrix (ECM). 

This type of cell has often been investigated as a model for cell alignment (Loesberg et al. 

2007).  

 

 
 
Fig. 3. Cell morphology observed with a fluorescence microscope. NIH 3T3 fibroblasts cultured on A) S0 and D) 
S100. Fluorescence microscopy images at a higher magnification of NIH 3T3 fibroblasts cultured on B) S0 and E) 
S100. Cells were stained after 5 days of incubation with DAPI (blue) and vinculin (green). Distribution of the 3T3 
fibroblasts nucleus angle for C) S0, F) S100. These results were obtained from images A and B. Arrows show the 
direction of fibril alignment. 
 

 

NIH 3T3 murine fibroblasts, seeded on both S0 and S100 films, adhere, spread and 

proliferate well after 5 days of incubation (Figs. 3A and D). Obviously, fibroblasts cultured on 
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S0 films do not have any preferential orientation, whereas on S100 films, cells have a nearly 

uniaxial orientation. The same observations are visualized concerning the focal contacts of the 

cells. Changes concerning the shape of the cells also occur. On S0 films, cells spread in an 

isotropic way (triangle-like shape), while cells on S100 spread in a spindle-like shape and are 

aligned along the direction of the COL fibrils. Quantification of cell alignment was performed 

by determining the distribution of the nucleus angle (100 cells/condition) (Dalby et al. 2003). 

The standard deviation of the nucleus angle corresponding to S0 films is of about 52° (Fig. 

3C), whereas that corresponding to S100 films is of about 22° (Fig. 3F). 

 
 

Human gingival fibroblasts (HGFs) are the major constituents of gingival tissue and 

play a key role in its health maintenance. HGFs have, intrinsically, a spindle-like shape. This 

leads to spontaneous alignment of these cells in a short range order. HGFs adhere and spread 

well onto both S0 and S100 films (Figs. 4A and D). The alignment of HGFs on S100 films along 

the COL fibrils is also observed, which means that it is possible to align HGFs in a chosen 

direction, which is the direction of the fibrils alignment. To confirm this observation, the 

HGFs nucleus angle (20 cells per condition) was measured on both non-stretched and 100% 

stretched films. The standard deviation of the nucleus angle corresponding to S0 films is of 

about 56°, whereas that corresponding to S100 films is of only about 13°. These results 

indicate that HGFs align along the COL fibrils in a long range order on S100 films. 
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Fig. 4. Fluorescence microscopy images of HGFs cultured for 5 days on A) S0 and D) S100. Fluorescence 
microscopy images of astrocytes cultured for 5 days on B) S0 and E) S100. Cells were stained for DAPI (nuclear 
dye) and vinculin (green dye). Distribution of the astrocytes nucleus angle on C) S0, and F) S100 films. The double 
arrows show the fibril alignment. 

 

Primary astrocytes from rat, the most abundant cells in the brain, play a major role in 

the repair and scarring process of the brain and spinal cord (Renault-Mihara et al. 2008). 

These cells adhere and spread well on both S0, with their characteristic shape, and S100 films 

(Figs. 4B and E). However, on S100 films, the shape of the cells is remarkably modified (Fig. 

4E). Cells align along the direction of the COL fibrils, with a very elongated shape. Moreover, 

the standard deviation of the astrocyte nucleus angle corresponding to S0 films is of about 53° 

(Fig. 4C), whereas that corresponding to S100 films is reduced to about 32° (Fig. 4F). These 

results emphasize the fact that cells sense the alignment of COL fibrils and that they align 

nicely along them. Schnell et al. investigated the benefit of incorporating collagen in poly-ε-

caprolactone electrospun nanofibers on the behavior of fibroblasts and Schwann cells (Schnell 

et al. 2007), in contrast to another work showing that collagen was not suitable for cell 

proliferation (Vleggeert-Lankamp et al. 2004). Inducing by contact guidance alignment and 
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uniaxial migration of astrocytes has been a key challenge to favor healing after a lesion of the 

brain or spinal cord. These COL-based coatings could thus be used as suitable substrates to 

this end.  

 

4.2.4.3 Tunable alignment of NIH 3T3 fibroblasts 

 

Cell alignment was quantified by determining the distribution of the nucleus angle 

(Dalby et al. 2003), as a function of the stretching rate (Fig. 5). A hundred cells were analyzed 

for each stretching rate investigated (α = 0, 25, 50, 100 and 150%). The largest standard 

deviation of the nucleus angle of about 52° corresponds to S0 films, whereas the smallest 

(about 22°) corresponds to S100 films.  

 

Fig. 5. Influence of the stretching rate on the alignment of cell nucleus. Standard deviations were obtained from 
100 nuclei/condition.  

 

These results indicate, as for the study of the COL fibril orientation (Fig. 2), that the 

higher the stretching rate, the better the alignment of the cells along the COL fibrils, until α = 

100% is reached. This means that there is a correlation between the degree of orientation of 
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the COL fibrils and the alignment of cells along them. Cell alignment can thus be tuned as 

desired simply by choosing the stretching rate of the films. However, at α = 150%, cells do 

not align well probably because the integrity of the films (S150) is altered, as mentioned above.  

 

 

Fig. 6. Fluorescence microscopy images of NIH 3T3 fibroblasts cultured for 5 days on A) S0 and D) S100. Cells 
were stained for DAPI (nuclear dye) and vinculin (green dye). Fluorescence microscopy images of NIH 3T3 
fibroblasts nuclei cultured for 5 days on B) S0 and E) S100. Distribution of the cell division angle on C) S0, and F) 
S100 films. The lines show the orientation of cell divisions. The arrows show the fibril alignment. 

 

The alignment of COL fibrils also effects the orientation of cell divisions, as 

previously reported by Wang et al. (Wang et al. 2008). Cell divisions are randomly oriented 

on S0 films (Fig. 6B) with a standard deviation of angle of about 53° (Fig. 6C). On the 

contrary, the standard deviation of the cell division angle on S100 films drops to about 29° 

indicating that cell divisions are nicely oriented (Figs. 6E and F). In fact, cells divide 

preferentially along the direction of the COL fibrils. 

 

 



Chapitre 4. Alignement et guidage cellulaire 

148 

 

4.2.4.4 Self-standing COL/ALG membranes 

 

The films described above are built on PDMS substrates. This means that if one wants 

to use these coatings, one has to keep the PDMS substrates in a stretched state, which may be 

not very convenient for in vivo experiments. In order to overcome this issue, the films need to 

be deposited onto another substrate or even to be substrate free. To this end, the films 

prepared on PDMS substrates (60 pairs of layers) were first dried, then peeled from these 

substrates and deposited again onto either titanium or glass slides. NIH 3T3 fibroblasts were 

cultured on those membranes to verify whether the alignment of the collagen fibrils was 

preserved and could still induce the alignment of cells.  

 
 

 
 

Fig. 7. SEM images of A) S0, D) S100 COL/ALG membranes. Membranes (60 pairs of layers) were peeled from 
PDMS substrates and deposited onto glass slides.  Fluorescence microscopy images of NIH 3T3 fibroblasts 
cultured for 5 days on B) S0 and E) S100 membranes. Membranes were peeled from PDMS substrates and 
deposited onto glass slides for cell culture. A) Cells were stained after 5 days of incubation with DAPI (blue) and 
vinculin (green). Distribution of the nuclei angles: C) corresponding to image B and F) to image E. Arrows mark 
the direction of stretching. 

 
Figures 7A and D show SEM images representing the topography of S0 and S100 

membranes, (peeled off and then deposited onto a glass slide), which demonstrates the 

fibrillar structure of the coatings. Collagen fibrils in S0 membranes are randomly and 

uniformly distributed all over the surface (Fig. 7A). On the contrary, the topography of a S100 
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membrane is remarkably modified after stretching (Fig. 7D). Collagen fibrils are clearly 

oriented in the stretching direction. Figures 6B and E show fluorescence microscopy images 

of cells cultured on either S0 or S100 COL/ALG pealed membranes deposited on glass slides 

after 5 days. Cells deposited on aligned membranes are well spread and are very well aligned 

along the collagen fibrils as indicated by the distribution of the nucleus angle (Fig. 7F). This 

indicates that the aligned structure of the films is not altered during the peeling and re-

deposition steps. These results demonstrate that the described COL-based membranes may be 

suitable implantable devices for applications in the biomedical field. 

 

4.2.5 Conclusions 

 

Innovative collagen-based multilayer coatings were investigated throughout this study. 

Highly aligned collagen-based coatings were manufactured by stretching COL/ALG-coated 

PDMS substrates. Both non-aligned and aligned COL/ALG films favor cell adhesion and 

proliferation. However, aligned COL/ALG coatings permit the controlled degree of alignment 

of murine fibroblasts and the alignment of both human fibroblasts and astrocytes along the 

aligned COL fibrils.  

These findings suggest also the existence of strong biochemical interactions between 

cells and the collagen, the outer layer of the film. Since COL fibrils are aligned, focal contacts 

may preferentially align along the COL fibrils. This process may lead to the alignment of 

cells, which sense this alignment and may move along the fibrils by contact guidance.  

These coatings could be used to study the migration of cells by contact guidance and 

also as surface coatings for tissue engineering strategies to repair tissues such as cornea, 

tendons, muscles and ligaments. 
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Conclusions et perspectives 

 

L’objectif de ce travail de thèse a été d’élaborer des revêtements pour la 

fonctionnalisation de biomatériaux. Les revêtements multicouches de polyélectrolytes 

présentent de nombreux avantages pour accomplir cette fonction, tels que les nombreux 

paramètres de construction (pH, épaisseur, propriétés physico-chimiques, nature des 

polyélectrolytes, etc.) et la possibilité de recouvrir facilement les surfaces. Notre stratégie a 

consisté à développer un nouveau système multicouche, entièrement naturel, biocompatible, 

capable de recouvrir des prothèses ou implants et de guider l’adhésion, la prolifération ou la 

migration de différents types cellulaires.  

 Dans la première partie de l’étude (Chapitre 3), nous décrivons le nouveau système de 

films multicouches à base de collagène et d’alginate. Nous avons suivi la construction de ces 

films, aussi bien en milieu sec qu’en milieu liquide, à l’aide de différentes méthodes 

(microbalance à cristal de quartz, spectroscopie infrarouge, ellipsométrie). Cependant, ces 

films qui se construisent à pH 3,8, pH nécessaire à la solubilisation du collagène, sont 

instables et se détruisent en conditions physiologiques (pH 7,4). Nous avons donc entrepris de 

stabiliser ces films par une étape de réticulation chimique. Pour ce faire, nous avons employé 

la génipine, un agent réticulant naturel d’origine végétale (Gardenia Jasminoïde). Les résultats 

montrent que les films ainsi réticulés sont stables en conditions physiologiques. Nous avons 

également caractérisé la topographie de ces films par différentes techniques de microscopie 

(électronique à balayage, confocale ou à force atomique). Nous avons observé une structure 

fibrillaire, due aux fibrilles de collagène, qui reste intacte après l’étape de réticulation avec la 

génipine. La culture de cellules endothéliales humaines nous a permis de démontrer que ces 

films sont de très bons supports pour la prolifération de telles cellules.  
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 Le dépôt couche par couche de films multicouches est une technique simple qui 

convient au recouvrement de surfaces de formes variées. Nous avons ainsi étudié le 

recouvrement de prothèses à base de microbilles de titane par les films multicouches 

collagène/alginate réticulés. Les films déposés recouvrent entièrement les billes de titane. 

Nous avons ensuite étudié l’adhésion et la prolifération de cellules épithéliales déposées sur 

ces surfaces. Les cellules adhèrent mieux et prolifèrent plus vite sur les implants recouverts 

avec les films collagène/alginate que sur les implants sans revêtement. Cela démontre qu’il est 

possible de fonctionnaliser des implants avec  les films multicouches collagène/alginate. 

 Dans la deuxième partie (Chapitre 4), nous avons étudié l’effet d’un étirement uniaxial 

sur des films multicouches collagène/alginate déposés sur des substrats en 

poly(diméthylsiloxane) (PDMS). Cette étude a été complétée par une investigation de l’effet 

de la modification topographique de ces films sur l’adhésion et la prolifération de différents 

types cellulaires. Les modifications topographiques ont été observées par microscopie 

électronique à balayage et microscopie à force atomique. Nous avons notamment pu 

démontrer que les fibrilles de collagène s’alignent le long de l’axe d’étirement des films. Nous 

avons noté que cet alignement des fibres est modulable. De plus, le degré d’alignement varie 

avec le taux d’étirement. Un taux d’étirement optimal a pu être établi à 100% (la longueur du 

substrat en PDMS étiré à 100 % est égale à deux fois la longueur d’origine de ce substrat). 

Nous avons également développé une méthode informatique à partir du logiciel ImageJ afin 

de confirmer et de quantifier l’alignement des fibrilles de collagène, des cellules ou des 

noyaux. Dans l’optique de pouvoir appliquer ces revêtements au recouvrement de 

biomatériaux, nous avons étudié les comportements d’adhésion et de prolifération de 

fibroblastes murins et humains ainsi que de cellules gliales provenant du rat. Nous avons 

particulièrement étudié l’influence de l’alignement des fibres de collagène sur le 

comportement des différents types cellulaires. Il apparaît que dans tous les cas de figure, les 
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cellules s’alignent selon l’axe d’orientation des fibrilles de collagène. Enfin, nous avons 

développé des membranes auto-portées de collagène/alginate réticulées dans le but de pouvoir 

les déposer sur des implants et fonctionnaliser leurs surfaces. Pour cela, les films 

collagène/alginate étirés et réticulés sont pelés, à sec, du support en PDMS puis transférés sur 

le support d’une application. L’étude de l’adhésion et de la prolifération de différents types 

cellulaires sur des membranes transférées sur des lamelles en verre montre que les cellules 

s’alignent le long des fibrilles de collagène. 

 Un certain nombre d’investigations pourraient être conduites pour compléter ce travail 

de thèse. Dans cette perspective, il serait pertinent d’étudier les lois qui régissent la 

construction des films que nous avons mis au point. En effet, le mécanisme de construction de 

films multicouches à base de polysaccharides (alginate de sodium dans cette étude), n’est pas 

encore bien déterminé. Il semble effectivement que l’utilisation d’un polysaccharide conduise 

à des modes de construction de type non-linéaire (exponentiel). Or la raison de ce 

comportement de construction n’est pas encore élucidée. La réaction chimique de réticulation 

avec la génipine, très récemment développée, reste aussi à définir. La connaissance précise de 

cette réaction permettrait d’optimiser la réticulation (pH, cinétique, température, quantités de 

produit). On pourrait aussi envisager de faire varier le module d’Young des films, car le 

module d’Young, au même titre que la topographie en surface, conditionne l’adhésion et la 

prolifération cellulaire (Discher et al. 2005). Cela permettrait de mieux comprendre le 

comportement des cellules sur ces surfaces et d’agrandir le champ d’application. Enfin, des 

études in vivo pourraient être menées pour confirmer l’impact (intégration, guidage cellulaire 

voire tissulaire) des films collagène/alginate sur l’environnement biologique. 
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La fonctionnalisation de surfaces figure parmi les stratégies actuellement développées 

pour promouvoir l’intégration de biomatériaux dans un organisme vivant. Cette approche 

confère des propriétés bioactives en plus de la biocompatibilité aux dispositifs implantaires. 

La méthode consiste à recouvrir une surface à l’architecture et aux propriétés modulables. En 

effet, ces revêtements de surfaces peuvent être anti-microbiens, anti-inflammatoires, ou plus 

généralement, inducteurs de réponses cellulaires guidées.  

La méthode de dépôt couche par couche permet l’élaboration de films multicouches de 

polyélectrolytes particulièrement adaptés au recouvrement d’implants. Au début des années 

1990, les travaux de Decher ont initiés la méthode d’assemblage couche par couche, 

appliquée à des polymères chargés, ou polyélectrolytes (Decher et al. 1992a; Decher et al. 

1992b; Decher 1997). Depuis une dizaine d’années, ces assemblages supramoléculaires 

suscitent un grand intérêt dans des domaines aussi variés que les traitements de surface 

antireflets pour l’optique, les systèmes de séparation de molécules et de nanofiltration ou 

encore la bioingénierie implantaire. 

Comme le collagène est un constituant majeur tu tissu conjonctif, plusieurs équipes 

ont étudié des systèmes multicouches à base de collagène pour des applications biomédicales 

(Johansson et al. 2005b; Mhanna et al. 2011). Cependant, l’association du collagène (COL) 

avec l’alginate (ALG) pour la fabrication de revêtements multicouches n’avait jamais été 

proposée. Ce système, totalement naturel, est constitué d’une part de collagène (type I), 

protéine fibrillaire responsable des propriétés mécaniques des tissus, et d’autre part, 

d’alginate, polysaccharide issu des algues, déjà utilisé dans de multiples applications 

biomédicales et agroalimentaires. 

Le projet de thèse a consisté à développer de nouveaux revêtements multicouches à 

base de collagène, entièrement naturels, capables de recouvrir des surfaces et utilisables en 

conditions physiologiques (biomatériaux implantaires). La construction des films a été suivie 
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par microbalance à cristal de quartz (milieu liquide) et par ellipsométrie. Nous avons noté que 

l’épaisseur évolue de manière non-linéaire en fonction du nombre de paires de couches 

déposées. On atteint ainsi une épaisseur d’environ 300 nm pour 7 paires de couches 

COL/ALG déposées. La construction des films a également été suivie par spectroscopie 

infrarouge et potentiel zêta pour vérifier l’alternance des couches de collagène et d’alginate.  

Toutefois, les architectures COL/ALG construites à pH 3,8 se dégradent à pH 

physiologique (pH 7,4). Nous avons donc entrepris de stabiliser les films multicouches par 

réticulation chimique. Une étude comparative sur la réticulation des films a été menée en 

utilisant d’une part, le glutaraldéhyde, un réticulant éprouvé mais cytotoxique et la génipine, 

un réticulant naturel d’origine végétale (Gardénia Jasminoides). La modulation du taux de 

réticulation a permis de définir un taux de réticulation seuil (pour une concentration en 

génipine de 100 mM), à partir duquel les films conservent leur intégrité à pH 7,4. La même 

étude a été réalisée avec le glutaraldéhyde. Un taux de réticulation seuil, pour une 

concentration en glutaraldéhyde de 50 mM, a été déterminé. La topographie des films a été 

étudiée par microscopie à force atomique (AFM). Les observations par AFM montrent que les 

revêtements COL/ALG sont de nature fibrillaire. Les images d’AFM montrent aussi que la 

réticulation chimique des films avec la génipine n’altère en rien la structure fibrillaire. 

Des cellules endothéliales humaines issues du cordon ombilical (HUVEC) ont été 

déposées sur des films COL/ALG (3 paires de couches) pour étudier leur biocompatibilité. 

L’étude de l’attachement et de la prolifération des cellules HUVEC sur les films COL/ALG 

révèle d’une part que ces films sont de bons supports pour la culture de cellules HUVEC, 

d’autre part que les cellules adhèrent et prolifèrent davantage sur des films réticulés avec la 

génipine plutôt que sur ceux réticulés avec le glutaraldéhyde (Chaubaroux et al. 2012). 

Notons que les revêtements COL/ALG réticulés avec la génipine peuvent être déposés sur des 
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surfaces aux morphologies variées, ce qui a permis, par exemple, de fonctionnaliser des 

prothèses constituées de microbilles en titane (Vrana et al. 2012). 

La fonctionnalisation d’une surface, c'est-à-dire la modification de sa topographie 

et/ou de ses propriétés physico-chimiques, peut aussi être employée pour l’organisation 

cellulaire. Cette approche trouve des applications dans l’ingénierie tissulaire. En effet, 

certains tissus comme les tendons ou le ligament alvéolo-dentaire sont dotés de structures 

fibrillaires alignées à base de collagène, sur lesquelles les cellules vont s’aligner.  

Depuis quelques années, plusieurs techniques telles que l’electrospinning, un champ 

magnétique ou la nano/micro structuration de surfaces ont été utilisées pour produire des 

supports fibrillaires et ainsi contrôler l’organisation cellulaire à la surface des revêtements. 

Néanmoins, il a été décrit que l’électrospinning pouvait endommager les molécules de 

collagène (Zeugolis et al. 2008). Nous nous sommes donc proposés de développer une 

technique simple, capable d’agir sur l’orientation des fibrilles du revêtement COL/ALG sans 

dénaturer le collagène. 

Pour cela, des films multicouches COL/ALG (15 à 60 paires de couches) ont été 

déposés sur des supports en poly(diméthylsiloxane) (PDMS) puis déformés mécaniquement, à 

l’aide d’une platine d’étirement conçue au laboratoire, pour aligner les fibrilles de collagène 

du revêtement. Nous avons pu vérifier que les fibres de collagène s’alignent selon l’axe 

d’étirement. L’analyse topographique (AFM et microscopie électronique à balayage (MEB)) 

des surfaces étirées en fonction des taux d’étirement a démontré la possibilité de moduler 

l’alignement des fibrilles constitutives du revêtement COL/ALG. Nous avons suivi l’effet de 

la déformation du substrat (PDMS) sur l’orientation des fibrilles de collagène jusqu’à la 

désorganisation structurale du film multicouche. Les expériences d’étirement montrent que 

l’alignement des structures fibrillaires du revêtement COL/ALG augmente avec le taux 

d’étirement. En d’autres termes plus on étire le substrat en PDMS sur lequel repose le film 
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multicouche, plus les fibrilles de collagène du revêtement s’alignent parallèlement au sens de 

la déformation. Cet effet se poursuit jusqu’à un étirement α maximal de 150 % (où α = l0 / (l - 

l0)  × 100, avec l0, longueur d’origine du substrat, l, longueur du substrat après étirement) où 

le film COL/ALG se déstructure. 

Des fibroblastes murins et humains, ainsi que des astrocytes provenant du rat ont été 

cultivés sur des films multicouches COL/ALG étirés ou non. La morphologie, l’adhésion et la 

prolifération des cellules cultivées sur les supports alignés sont remarquablement modifiés par 

rapport à la morphologie, l’adhésion et la prolifération des cellules cultivées sur des supports 

non orientés. En effet, les 3 types cellulaires étudiés s’alignent parallèlement à l’axe des 

fibrilles de collagène du revêtement. Enfin, nous avons réussi à détacher, par pelage, des 

revêtements COL/ALG réticulés de leur support de construction. Les films multicouches 

auto-portés ainsi obtenus peuvent être ensuite déposés sur des substrats d’intérêt biologique 

ou implantaires. Lorsque des fibroblastes sont cultivés sur ces dernières surfaces, on note que 

l’effet d’alignement des cellules est conservé (Chaubaroux et al. 2013, article en préparation). 

Cela laisse entrevoir la possibilité d’utiliser des films ou membranes multicouches 

collagène/alginate alignés ou non pour la fonctionnalisation de biomatériaux. 
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RESUME. La fonctionnalisation des biomatériaux est une stratégie probante et prometteuse 
développée pour favoriser l’intégration de biomatériaux dans un organisme vivant. Le dépôt de films 
multicouches de polyélectrolytes est une méthode de fonctionnalisation de surfaces particulièrement 
adaptée au recouvrement d’implants. Ces surfaces modifiées pourront ainsi interagir avec leur 
environnement biologique. Au cours de ce travail de thèse, nous avons développé un nouveau 
revêtement, à base de composés naturels, capable de recouvrir plusieurs types de surfaces. De plus, ces 
revêtements originaux peuvent être utilisés pour orienter certains phénomènes cellulaires. 

Dans la première partie de ce travail de thèse, nous avons mis au point un nouveau système de 
films multicouches à base de collagène et d’alginate. La réticulation chimique avec la génipine, un 
agent naturel d’origine végétale (Gardenia Jasminoide), stabilise ces constructions pour une utilisation 
en conditions physiologiques. Les études d’adhérence et de prolifération de cellules endothéliales 
humaines ont montré que ces revêtements à base de constituants naturels sont des supports adéquats en 
vue d’applications biomédicales. Nous avons ensuite déposé des films collagène/alginate sur des 
implants en titane précédemment recouvert d’un gel microporeux en poly(acide lactique). Nous avons 
pu montrer que les films collagène/alginate favorisent la prolifération de cellules épithéliales, ce qui 
permettrait une meilleure intégration des implants. 

Dans la deuxième partie de notre travail, nous avons développé une technique permettant 
d’obtenir des revêtements et des membranes à base de films multicouches collagène/alginate ayant des 
structures fibrillaires orientées. L’alignement fibrillaire s’obtient par simple étirement des substrats 
élastiques en poly(diméthyl siloxane) (PDMS) sur lesquels sont déposés les revêtements 
collagène/alginate. La déformation longitudinale du substrat induit un alignement préférentiel des 
fibrilles de collagène du revêtement. L’étude de l’influence du taux d’étirement sur l’alignement des 
fibres a montré qu’il était possible de moduler cet alignement. Enfin, nous avons observé que le 
comportement de différents types cellulaires (fibroblastes et astrocytes) est modifié par l’alignement 
fibrillaire. On note que les cellules s’alignent dans la même direction que les fibrilles de collagène. A 
l’évidence, l’organisation fibrillaire du revêtement conditionne la géométrie de l’étalement cellulaire. 
Les cellules s’allongent lorsque les fibrilles sont alignées. De plus, il apparaît que la direction des 
divisions cellulaires est guidée par la direction de l’alignement des fibrilles de collagène dans le 
revêtement étiré. Cela signifie que les cellules sont guidées par les fibrilles de collagène alignées. 

ABSTRACT. Biomaterial functionalization is a promising strategy developed to favor 
material implantation in a living organism. The deposition of polyelectrolyte multilayer films is a 
useful functionalization technique to coat implants. These modified surfaces may then interact with 
their biological environment. In this work, we developed new collagen-based coatings and 
membranes, able to cover several kinds of substrates. Moreover, these original coatings can either 
promote cell proliferation or guide cell alignment. 
 In the first part of our work, we developed a new polyelectrolyte multilayer assembly made of 
collagen and alginate. Chemical cross-linking with a natural agent, genipin (extracted from Gardenia 
Jasminoide), renders the films stable in physiological conditions. Human endothelial cells adhere and 
proliferate well on these collagen-based coatings. Then, we functionalized macroporous poly(lactic 
acid) gels-coated titanium implants with collagen/alginate multilayer films to favor epithelial cell 
proliferation. We showed that cells adhere and proliferate better on collagen/alginate-coated implants. 
This shows the potential suitability of collagen/alginate coatings for a better integration of 
biomaterials. 
 In the second part of our work we developed a new technique in order to align the fibrillar 
structure of collagen/alginate multilayer films and membranes. The principle is simple and versatile. It 
consists in stretching collagen/alginate multilayer film coated on PDMS substrates. This longitudinal 
deformation leads to the alignment of the collagen fibrils in the coating. Cell adhesion and 
proliferation (fibroblasts, astrocytes) is modified due to fibrils alignment. We showed that cells align 
along the direction of the collagen fibrils. Obviously, the fibrillar organization of the coatings 
influences cell adhesion geometry. Cells stretch out along aligned fibrils. Furthermore, it appears that 
cell divisions direction is guided by the direction of the collagen fibrils alignment in the stretched 
coatings. 

 


