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COL:
ALG:
PEI :

PLL :
PSS:
PAH :
HA:

GEN:
GLU:
CHI :

EDC :

S-NHS :
DMSO:

PDMS :

FITC:

FRAP :

AFM :

MEB (SEM) :

MET (TEM) :

Produits utilisés :

collagene
alginate
poly(éthyléne imine)
poly(L-lysine)
poly(styrene sulfonate)
chlorydrate de poly(allylamine)
acide hyaluronique
génipine
glutaraldéhyde
chitosane
hydrochlorure deNN(3-diméthylaminopropyl)-N-carbodiimide
sulfdN¢hydroxysuccinimide)
diméthyl sulfoxide
poly(diméthyl siloxane)

fluorescéine isothyocyanate

Technigues d’analyse et de caractérisation :

recouvrement de fluorescence apres plartohiment

microscopie a force atomique

microscopie électronique a balayage

microscopie électronique a transmissio



Abréviations et symboles

CLSM : microscopie confocale a balayage laser
QCM-D : microbalance a cristal de quartz avesidetion
IRTF : spectroscopie infrarouge a transformé@deer
UV-vis : spectroscopie ultraviolet-visible
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Les progrés réalisés au cours des dernieres désemm ingénierie, biologie et
médecine entrouvrent des possibilités jusqu’almisoupconnées de chirurgie corrective,
suppléance d’organes déficients et de restaurdgdonctions altérées. L'ingénierie tissulaire
et la fonctionnalisation de biomatériaux s’appuisat les connaissances acquises dans des
domaines cellulaires, des technologies, des s@ewles matériaux et des mécanismes

moléculaires et cellulaires aux interfaces.

La fonctionnalisation de surfaces est une strategieptée dans de nombreux
domaines tels que l'automobile, I'électronique ét@spatial, le textile et les biomatériaux.
Cette stratégie permet de modifier les propriét@gsigues et/ou chimiques des matériaux
telles que leur dureté, leur résistance aux chaca babrasion, leur conductivité thermique
ou électrique, leurs propriétés optiques, d’adsomptde barrieres aux agents biologiques et
leurs interactions biochimiques avec un environmérb@logique.

La fonctionnalisation de biomatériaux consiste aifer une surface, par exemple en
déposant un revétement sur cette surface. Aupdardeammatériaux destinés a étre implantés
dans un organisme vivant devaient étre inertetabtes au long terme. Des matériaux comme
le titane (Noort 1987), les céramiques et certaimlymeres ont été utilisés car répondant a
ces exigences. Leurs propriétés physiques ou chesigpermettent de les utiliser pour
remplacer des os, des articulations, ou bien palliepa des déficiences biologiques (stent,
pacemaker, implants dentaires). Pour amélioretéjration de tels matériaux, il est possible
de les fonctionnaliser en modifiant leurs propgéte surface. Cela peut se faire par

déposition d'un film a leur surface. Ces films pentv étre dotés de propriétés anti-
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microbiennes, anti-bactériennes, anti-adhésivesiti-irdlammatoires, contenir des
médicaments ou des enzymes pouvant étre libérés.

Les surfaces fonctionnalisées peuvent aussi répoldir’application de stimuli
externes. La plupart de ces surfaces, dites «aiilzgs », développées répondent aux
variations de pH (Cagét al. 2009), de température (Muellet al. 2005) ou de contraintes
mécaniques (Hemmerlét al. 2005). Ces fonctionnalisations de surfaces ont ot de
développer des matériaux ayant des propriétés givgsimiques modulables (densité de
charges, propriétés viscoélastiques, propriétégumgs), soit dans le but de délivrer des
composés actifs consécutivement a une variatiopHiede température, de lumiére ou de
contraintes mécaniques.

Le dépbt couche par couche de films multicouchegaii@lectrolytes sur une surface
constitue une technique fiable, simple et respesele I'intégrité des composés utilisés pour
fonctionnaliser des biomatériaux. Les prémices eltectechnique datent des années 1930.
Les travaux de Langmuir et Blodgett ont ouvertdéevaux premieres méthodes pour réaliser
des assemblages de molécules chargées positiveetenhégativement. Ces films
communément appelés films de « Langmuir-BlodgditB) consistent a construire un film
monocouche par le dépbt de molécules tensioactivemmphiphiles, a une interface air/eau
(Blodgett and Langmuir 1937). Un autre conceptatiétation de tels films basé sur les
interactions électrostatiques a été décrit des pa@bler (ller 1966). Cette approche simple a
consisté a utiliser des particules colloidales m@iniges et cationiques interagissant via des
forces électrostatiques pour créer des films nulithes. Au début des années 1990, les
travaux de Decher ont véritablement mis en valeumgthode d’assemblage couche par
couche, appliquée en particulier a des polymerasgéls, ou polyélectrolytes (Dechetr al.
1992a; Decheet al. 1992b; Decher 1997). Depuis une dizaine d’années,assemblages

supramoléculaires suscitent une attention conditEdue a leur fort potentiel d’applications
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notamment en tant que revétements dimplants,etreahts de surfaces antireflets pour
'optique, systémes de séparation de molécule etaghofiltration, ou encore membranes a
haute résistance mécanique.

Beaucoup de travaux se sont portés sur des filniiscouches a base de polypeptides
et polymeres synthétiques tels que poly(L-lysin@LL(/acide hyaluronique (HA) ou
poly(styrene sulfonate) (PSS)/poly(allylamine hydioride) (PAH). Depuis quelques
années, des systémes a base de polysaccharidaslerjour. Ainsi, le chitosane a été utilisé
entre autres pour ses propriétés anti-microbieririalginate, un autre polysaccharide naturel
provenant de ressources renouvelables (alguesasarim été utilisé pour sa biocompatibilité
et sa biodégradabilité. En vue d’applications biditales, plusieurs équipes ont étudié des
systemes multicouches a base de collagéne (Jomaassd. 2005b; Mhannaet al. 2011).
Cependant, l'association du collagene avec I'atgingpour la fabrication de films
multicouches n’avait jamais été proposée. Ce systempourtant les avantages d'étre
totalement naturel, et d’étre constitué d’'une piaricollagene (type 1), protéine a la structure
fibrillaire indispensable aux propriétés mécanigdes tissus, et d’autre part, I'alginate, déja

utilisé pour de multiples applications biomédicaésagroalimentaires.

La modification de la topographie et/ou des prdpséphysico-chimiques d'une
surface peut permettre d’'aligner des fibres selonaxe et de « guider » I'adhésion et la
prolifération de cellules déposées sur le suppwuctiré. Weiss a introduit le terme de
« contact guidance » ou guidage par contact ed (\@2iss 1934). Certains tissus comme les
tendons (tissu conjonctif dense orienté) possediemstructures fibrillaires alignées, a base de
collagene, parmi lesquelles les cellules s’aligndsrts le méme sens. D’autres études ont
également montré I'importance de l'alignement delle au cours de la morphogénése

(Simone 2010).



Introduction générale

Depuis quelques années, plusieurs techniques wéatignt d’'un support fibrillaire
pour guider différents types cellulaires ont vujder. Le collagéne est beaucoup utilisé
comme matériau de base puisqu’il est présent damatrice extracellulaire et contribue a la
structure mécanique des tissus conjonctifs. En 198tbetet al. ont décrit I'alignement de
fibres de collagéne induit par un champ magnétiqiet. alignement peut étre utilisé pour
I'alignement de cellules cultivées sur ce type diestrat. La micro- ou nanostructuration de
surfaces par lithographie permet d’obtenir desas@$ avec une topographie également
capable d’induire I'alignement de cellules. Ledludek sont alors guidées par les canaux ou
rainures tracés sur le matériau. Plusieurs éguipeaotamment étudié l'influence de la taille
de ces canaux sur l'alignement et la prolifératogtfiulaires (Oakley and Brunette 1993).
D’autre part, certaines modifications ont été apgew a I'électrofilage (technique utilisant un
champ électrique pour tisser des fibres de polysargartir d’'une solution liquide) pour
permettre d’aligner des fibres polymériques. Yabal. ont ainsi développé une technique
basée sur I'électrofilage (Yarag al. 2005), mais a la place d’un récepteur plat, ilsuitisé
une roue tournant a une vitesse donnée et perrhetamouler les fibres de polymeres a la
maniére d'une pelote de fil. Les fibres sont akdignées le long de I'axe d’enroulement.

Une autre technique consiste a appliquer un étmeragclique (5 a 10% de la
longueur au repos, nombre de répétitions donnégsa fduilles de PDMS. Les cellules
s’alignent alors perpendiculairement a I'axe d&tient aprés un certain temps (Midlsal.
1997). Lorsque I'étirement cyclique est arrété,dellules perdent I'alignement et s’orientent
de nouveau aléatoirement. Cette technique ne petomet pas de conserver l'alignement des
cellules apres suppression de la déformation (dishumécanique en vue d'utilisatiomns
vivo. Les applications potentielles de ce type de fonotlisation vont de I'étude des
mécanismes de migration cellulaire a la reconstnate tissus naturellement alignés dans un

organisme vivant (tendons, cornée). Il est égalémensible d’étudier les phénomeénes de
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cicatrisation de tissus de la moelle épiniere etelweau ainsi que la croissance des neurites
(provenant des neurones) afin de favoriser laf@rmaliion des neurones.

Cependant, la plupart des techniques employéeglchent ne permettent pas de
fabriquer des matériaux a base de collagéne dinerteimplantables dans un environnement
biologique. Or, il serait intéressant de recrées dgstemes mimant des architectures
naturellement alignées pour les implantevivo. C’est pourquoi I'utilisation du collagene
(surtout du collagene de type 1), protéine majostalans la structure d'un tendon par
exemple, parait essentielle. Il a été décrit qudedtrofilage pouvait endommager les
molécules de collagéne (Zeugods al. 2008). L'utilisation d’'un fort champ magnétique es
une technique lourde a mettre en ceuvre. Il nousna gdaru opportun de mettre au point une
technique simple permettant de conserver la strecfibrillaire tout en préservant les

propriétés (bio)chimiques du collagéne.

C’est au cceur de ces problématiques que se plattaved de these. L'objectif étant
de mettre en place une stratégie de fonctionnalisate biomatériaux, notre attention s’est
orientée vers les films multicouches a base deébmiyrolytes naturels : le collagéne et
l'alginate. Les films ainsi formés sont réticulésea un agent naturel, la génipine (réticulant
naturel d'origine végétal, Gardénia Jasminoidespurp étre stables en conditions
physiologiques. Ces films multicouches ont pourdmifavoriser 'adhésion et la prolifération
de différents types cellulaires. lls peuvent étépabtés sur des surfaces aux morphologies
variables ce qui permet, par exemple, de fonctilisarades prothéses constituées de
microbilles en titane.

A notre connaissance, I'alignement de matériaurilifiires induit par étirement d’'un
support en PDMS sur lequel est déposé un film owithe composé de collagéne et

d’alginate, n’a fait I'objet d’aucune étude. Darette optique, nous avons exploité la mise au
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point du systeme collagéne/alginate. Ces filmsébdtdéposés sur des supports élastiques en
PDMS, étirés a l'aide d'une platine d’étirement melle fabriquée au laboratoire, puis
réticulés avec la génipine. De plus, ces filmsveeti étre pelés puis déposés sur différents
types de surfaces en conservant leurs propriétéamugties, chimiques et structurales ainsi
que leur faculté a aligner les cellules. Il sedaihc possible d’utiliser les films ou membranes
multicouches collagene/alginate alignés pour lztionnalisation de biomatériaux ou comme
supports pour I'étude, la fabrication ou la régétién de tissus tels que la cornée, les tendons

ou d’autres tissus naturellement alignés.

La stratégie consistant a fonctionnaliser des sasfade biomatériaux présente
pourtant certaines limites au regard des enjeuxe&pour la reconstruction d’organes ou de
certains tissus. En effet, cette stratégie perraainddifier ou d’améliorer l'intégration d’'un
implant dans un environnement biologique mais menpepas, a elle seule, de reconstruire un
organe dans son intégrité. Pour cela, une augte a vu le jour a la fin des années 1980 :
l'ingénierie tissulaire. Cette approche se sitlilméerface de I'ingénierie et des sciences de la
vie afin de développer des substituts pour restaoraintenir ou améliorer les fonctions des
tissus biologiques (Langer and Vacanti 1993). Lanlmoaison des connaissances en
matériaux, (bio)polyméres, culture cellulaire etcarismes biologiques a permis d’offrir de
nouvelles solutions pour une meilleure intégrati@s implants ou pour la reconstruction
d’organes.

On pourrait ainsi imaginer un jour reconstituer vitro ou in vivo suivant une
approche ascendante (bottom-up approach), un temdaome cornée par exemple a partir de
films multicouches alignés par étirement et a lieseollagene. Cela permettrait de mettre a

profit la stratégie de fonctionnalisation de suefpour I'ingénierie tissulaire. Ceci étant, des
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problématiques majeures restent a surmonter tgllegeproduire la résistance mécanique du

tissu, les structures histologiques et la stabiliténatériau a long terme.

La premiére partie du chapitre 1 fait le point s travaux réalisés en ingénierie
tissulaire et en fonctionnalisation de matériauan®la deuxiéme partie, nous décrirons les
films multicouches de polyélectrolytes, notammebtae de collagene et leur utilisation pour
la fonctionnalisation de biomatériaux. Dans ladigme partie sont exposées les différentes
techniques utilisées pour aligner des fibres pohgséet ainsi guider lI'adhésion et la

prolifération de cellules déposées sur ces surfsttesturees.

Dans le chapitre 2 sont décrits les méthodes, tgabsa et protocoles utilisés au cours
de nos travaux. Nous développons particulieremantechnique d'étirement de films
multicouches déposés sur des feuilles de PDMSnigah mise au point au laboratoire. Nous
décrivons les étapes (culture cellulaire, ensenmeand des études biologiques réalisées sur
les films COL/ALG. Nous deétaillons aussi les teciu@s de caractérisation utilisées
(microbalance a cristal de quartz, microscopie rcefoatomique) dans le cadre de nos

investigations.

Dans le chapitre 3, nous abordons le nouveau sgstienfilms multicouches a base de
collagéne et d’alginate mis au point au cours deraeail de thése. Nous détaillons la
construction, la stabilisation et la caractérigatide ces architectures. Nous donnons
egalement les résultats obtenus quant a la morgieoldadhésion et la prolifération de
cellules endothéliales humaines sur ces films. Damkeuxieme partie de ce méme chapitre,
nous montrons que des implants en microbilles @adj destinés a la reconstruction de

trachées, peuvent étre recouverts par les filmsicouthes collagéne/alginate.
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Dans le chapitre 4, nous développons la méthodigaéament des fibres de collagene
élaborée au laboratoire. Nous montrons les résultdittenus quant a la morphologie,
'adhésion et la prolifération de différents typewllulaires déposés sur les films
collagene/alginate alignés. Nous soulignons aasgioksibilité de fabriquer des membranes
auto-portées (détachées de leur support de faiongadt que I'on peut déposer sur différents

types de surfaces a visées biomédicales.

Enfin, nous présentons les conclusions général@sopbsons des perspectives pour

ces travaux.
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L’ingénierie tissulaire est un domaine multidisgipire a la confluence de la biologie,
de la science des matériaux et des disciplinestdobiques. Son but est de développer des
substituts biologiques permettant de restaurer,m@gntenir ou encore d'améliorer des
fonctions tissulaires. L'ingénierie tissulaire reposur ['utilisation d’architectures ou de
substituts temporaires a la surface ou a l'intéraasquelles des cellules vont produire de la
matrice extracellulaire, ce qui conditionne l'intatjon d’'un matériau dans un environnement
biologique. Jusqu’a récemment, ces architecturaierét dites biocompatibles et pouvaient
servir de substrats pour I'adhérence ou la pralifén cellulaires. Williams a défini
'ingénierie tissulaire comme «la création de reawx tissus pour la reconstruction
thérapeutique du corps humain par la stimulatiatuite et contrélée de cellules grace a la
combinaison de signaux moléculaires et mécaniqu@¥ibiams 2006). La problématique
actuelle n’est donc plus de proposer des systenmsgae durée de vie, dits inertes, n'ayant
presque pas d’interactions avec leur environnen@éribgique mais de promouvoir ou,

mieux, de guider des interactions avec celui-ci.

Pour conférer a des implants inertes la bioacteitélus de la biocompatibilité, il est
possible de les fonctionnaliser en déposant un &lteur surface. La méthode couche par
couche permet I'élaboration de films multicouches pmblyélectrolytesparticulierement
adaptés au recouvrement d’'implants. Au déebut degemn 1990, les travaux de Decher ont
véritablement mis en valeur la méthode d’assemblameche par couche, appliquée en
particulier a des polymeres chargés, ou polyélgta® (Decher and Hong 1991; Decletial.
1992a; Decheet al. 1992b; Decher 1997). Depuis une dizaine d’années,assemblages
supramoléculaires suscitent une attention paréceldue a leur fort potentiel d’applications
notamment en tant que revétements d’implants,etrahts de surface antireflets pour
'optique, systemes de séparation de molécule® etathofiltration, ou encore membranes a

haute résistance mécanique.
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La fonctionnalisation d’'une surface, c'est-a-diaenhodification de sa topographie
et/ou de ses propriétés physico-chimiques de ®irfa@rmet dans certains cas d’aligner des
cellules selon un axe et de guider la migratiordutzte. Weiss a introduit le terme de
« guidage par contact » en 1934 (Weiss 1934). Beguelques années, plusieurs techniques
telles que [Iélectrofilage (de Il'anglais « elecpsiing »), l'utilisation d'un champ
magnétique ou la nano/micro structuration de sedamnt émergé afin d’aligner un support
fibrillaire et ainsi de guider différents typeslaires déposés sur ces revétements. Toutefois,
il a été décrit que I'électrofilage pouvait endongmiales molécules de collagéne (Zeugetis
al. 2008). Il est donc souhaitable de mettre au poird technique simple permettant de

conserver la structure fibrillaire tout en présatJas propriétés (bio)chimigues du collagene.

1.1 Bioingénierie et fonctionnalisation

1.1.1 Influence du substrat sur les fonctions cellulaires

1.1.1.1 Prolifération cellulaire

Le réle que joue le substrat sur le comportemdhilage a beaucoup été étudié et est
maintenant bien connu (L&t al. 2000; Karamichost al.2006; Dado and Levenberg 2009). Il
a été mis en évidence que les interactions erdreckéules et la matrice extracellulaire menent
a deux mécanismes signalétiques concurrents :

e Le premier dépend des propriétés chimiqgues de I|dacgs de la matrice
extracellulaire ;

* Le deuxiéme dépend des stimuli mécaniques transani matrice extracellulaire.
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Les travaux de Dischet al. ont montré que le phénotype et la prolifératiotutare
étaient dépendants des propriétés mécaniques dtratutbe la méme maniére qu'ils peuvent
I'étre au regard des interactions biochimiques ¢Baset al. 2005). Ces études ont été menées
sur différents types de substrats et plus par@oetinent sur du poly(diméthyl siloxane)
(PDMS) recouvert de collagéne et sur des gels damylamide (Wang and Pelham 1998).
Une étude portant sur des architectures a basgalierbnane et de fibronectine a montré que
des fibroblastes humains (provenant du derme)végltsur des substrats plus durs avaient,
entre autres caractéristiques, un cytosquelettetidéatrés organisé et étiré, et proliféraient

uniquement sur les substrats durs (Ghetsil. 2007).

Le collagene est la protéine la plus abondante ldamstrice extracellulaire. Ainsi, les
matériaux a base de collagéne pourraient étreugmes adaptés a I'étude des mécanismes
cellulaires et a l'intégration de biomatériaux ola donctionnalisation de biomatériaux placés

dans un environnement biologique.

1.1.1.2 Migration cellulaire

Comprendre les mécanismes qui guident les cellapgmrterait des réponses dans
'étude des interactions cellules-substrats ou’'@aloration d’architectures biomimétiques,
ou encore dans l'ingénierie tissulaire. Il a dég éabli que le mouvement directionnel des
cellules joue un réle majeur au cours de la cisation, du développement des tumeurs et
dans le développement des tissus (Noden 1991).celsles peuvent d’'une part migrer
préférentiellement selon un axe sous I'effet d’'vadgent d’agent chimique, d’autre part, étre

guidées par une modification de la dureté du sabsttes fonctions chimiques ou de la

topographie du matériau (Wallingfoed al. 2002).
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1.1.1.3 Intégration d’'un implant

Plusieurs études sur lintégration d’'un matériausemt portées, par exemple, sur la
réparation et l'ingénierie de cartilage fibreux é&zzi et al. 2006). D’autres études ont
exploré la migration de fibroblastes dans la pdadestendons (Marenzarmd al. 2007). Les
forces d’adhésion entre les cellules et la surfardaquelle elles sont déposées ont alors été
mises en relation avec le dépdt de collagéne (Gebial. 2006) et la durée des cultures
cellulaires (Obradoviet al. 2001; Marenzanat al. 2007; Scottiet al. 2007). La migration
cellulaire a été identifiece comme le phénomene ond@rs de l'intégration d’'un matériau
(Gobin et al. 2006; Marenzanat al. 2007). Le manque de contrdle de certains parameétre
essentiels tels que l'organisation de la struciufanterface, la densité cellulaire, et la dureté
du substrat rendaient l'identification des mécamisntellulaires difficiles. L'ingénierie
tissulaire apporte certaines réponses a ces pralitfies, puisqu’elle permet de construire
des architectures ayant des propriétés mécanighgsiques et chimiques déterminées ainsi

gue des propriétés de dégradation adaptables.

La dureté du substrat est un facteur important prmet d’agir sur la migration
cellulaire, la prolifération cellulaire et le dépie collagene (Gragt al. 2003; Discheeet al.
2005; Ghostet al.2007; Dado and Levenberg 2009). En fait, il asttggeré que I'étude des
effets de la dureté du substrat pouvait constituex méthode utile pour comprendre les
phénomenes mis en jeu au cours de la réparati@manilage. Comme les cellules produisent
de la matrice extracellulaire (riche en collagemd)nterface avec le substrat, la densité et la
dureté de la matrice augmentent. L’augmentatioadéureté de la matrice extracellulaire
pourrait, dans ce cas, influencer le processustéjmation en modifiant les fonctions

cellulaires aux interfaces (Dado and Levenberg R0D& possibilité de contréler la dureté

17



Chapitre 1. Revue bibliographique

d'un substrat a l'interface avec son environnementde ce fait la réponse cellulaire,

permettrait de moduler ou optimiser I'intégraticnrdmatériau.

La modification de la topographie ou des fonctiohsniques d’une surface telle que
celle des implants en titane conduisent, dansinertas, a 'augmentation de la quantité de
protéines adsorbées et ainsi a 'amélioration ditalchement cellulaire (Aitat al. 2009). I
est également possible de greffer des protéingseptides sur ces surfaces afin de favoriser
'adhésion et la prolifération de fibroblastes guagix et de cellules épithéliales (Zhabal.
2005). Le greffage de collagéne de type | sur defases de titane a permis d’améliorer la

croissance de I'os et les interactions avec I'imp(®orraet al.2003).

Il est toutefois difficile de caractériser avecgiséon l'influence de la topographie ou
des interactions chimiques sur le comportementulegle. Britland et al. ont étudié le
comportement cellulaire sur des substrats nandstéset modifiés chimiquement (Britland
et al. 1996). lls ont montré que l'influence des modificas chimiques était plus importante
gue celle de la topographie. Les travaux d’Anse&nhal. ont montré, quant a eux, que la
prolifération cellulaire était dépendante de I'aslbé cellulaire a court et a long termes
(Bigerelle et al. 2002; Bigerelle and Anselme 2005; Anselme and iitg 2006a; Anselme
and Bigerelle 2006b). Des travaux sur le comportérd&®stéoblastes ont permis de montrer
gue I'adhésion a court terme était influencée pgprésence d’'un revétement sur la surface.
Ces travaux soulignent également que I'adhésiang terme de ces cellules était fortement

lie a la topographie de la surface.
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1.1.2 Les bhiomatériaux

Un biomatériau est un dispositif destiné a amélides propriétés d’'un organe, a
remplacer un organe ou a remplacer/créer une tondgficiente dans un organisme vivant.
De nombreux matériaux existent déja tels que lesesacardiaques, les stimulateurs
cardiaques, les prothéses orthopédiques ou ene&wrelehtilles de contact (liste non
exhaustive). D’autres, plus ambitieux encore, sandéveloppement ou ont été récemment
mis sur le marché ; c’est le cas des peaux adiles.

Le titane et les alliages a base de titane sontoy®p dans le domaine des implants
depuis la fin des années 1940, mais ce n’est qoeislees années 1980 que leur intérét a cru
fortement (Vannoort 1987). Le titane possede unelente résistance a la corrosion en
milieu biologique et est biocompatible. Cela estad§a passivation par la formation d’'une
couche de protection, constituée majoritairementlideyde de titane (Tig) a la surface du
matériau par corrosion. Cette couche permet amsakbntir une éventuelle dégradation de la
surface par I'environnement biologique par exemi@es caractéristiques ont permis de
développer de nombreuses applications dans le dentbmeédical telles que les protheses

de hanches ou les implants dentaires (Figure 1.1).

Figure 1.1 : Exemple d'implant dentaire en titanélisé pour la pose d’'une prothése fixe.
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La particularité des implants est qu’ils sont entaot direct avec des tissus vivants.
Les mécanismes mis en jeu a l'interface entre sathst environnement biologique sont donc
cruciaux. lls vont déterminer le mode d’intégrataml'implant & court terme et a long terme.
Il a été démontré que le titane est un métal inanisiologiguement et n’est pas cytotoxique
(Okazaki et al. 1998). Toutefois, pour I'ingénierie tissulaire, @bt utile de modifier le
comportement d’intégration de ce matériau. A I'aiftedifférentes méthodes (modifications
physiques ou chimiques des surfaces) développéesindent, il est ainsi possible de conférer
une bioactivité a ce matériau. Cela veut dire gee matériaux modifiés, inertes a l'origine,

ont des interactions avec leur environnement biqlogy

De maniére générale, des traitements de surfazetel la lithographie, le traitement
par UV, le traitement plasma, I'électrochimie patydation permettent de changer les
propriétés chimiques et physiques de la surface padifier I'intégration de ces matériaux.
Afin d’améliorer les interactions entre l'implantt d’environnement biologique, en
'occurrence le tissu osseux, il est possible, geemple, de former des pores en surface
(Bobyn et al. 1980). La présence de ces pores en surface am#@iaeveloppement de tissu
osseux comparé a une surface plane. Babl. ont pu optimiser la taille des pores formés a
la surface pour améliorer I'intégration d’implamets alliage métallique a base de cobalt. Cela
indique encore que la topographie de la surfacandpkants joue un réle prépondérant pour
lintégration de ces matériaux dans un environndrbéiogique. Toutefois, la modification
de la structure d’'un matériau peut entrainer lgilisation de sa tenue mécanique. Ainsi, Zou
et al. ont montré la diminution du module d’Young aveaulymentation de la porosité de

matériaux a base de titane (Zewal.2008).
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Depuis quelques années, une autre stratégie amms#stfonctionnaliser les implants
par des dépbts de films, gels ou mousses a éneegédevétements ont pour but de conserver
lintégrité du matériau utilisé pour lI'implant (@mérvation de la résistance mécanique), de
guider l'orientation cellulaire, voire de controlées interactions avec I'environnement

biologique, par exemple pour favoriser la proliféna cellulaire.

1.1.3 La fonctionnalisation par dépot de revétements ncduches

La grande variété de parametres ajustables (nakesepolyélectrolytes, épaisseur,
propriétés physiques et chimiques, etc.) permetilider les films multicouches de
polyélectrolytes comme revétements de surface lpdonctionnalisation de matériaux.

Des études ont montré la possibilité de consté® films multicouches antiadhésifs
ou antibactériens pour la fonctionnalisation deématix. Pour cela, Boulmedagt al. ont
etudié des films poly(L-lysine) (PLL)/poly(acide uggmique) (PGA). Du poly(éthylene
glycol) (PEG) a été greffé chimiquement sur desngsade PGA. A la fin de la construction
des films PLL/PGA, ces auteurs ont déposé quelpaass de couches de PLL/PGA-(greffé
PEG). De telles surfaces permettent une réduceoifadhésion de bactéri&scherichia coli
(Boulmedais et al. 2004)

Un autre avantage des films multicouches est gstilpossible d’'y intégrer des agents
thérapeutiques pour ajouter un effet sur 'enviement biologique. Plusieurs parameétres
peuvent étre contrélés afin de stimuler la lib&matde ces agents. Ces parameétres sont par
exemple, le pH, la température, la force ioniquencore un stimulus mécanique. Crousgier
al. ont étudié I'absorption et la libération de factede croissance dans des films PLL/HA-
héparine (Crouzieet al. 2010). D’autres travaux portant sur des films raliches poly(N-

isopropylacrylamide-co-acide acrylique) (pNIPAmM-AAZAH ont montré que la libération
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d'un agent anticancéreux était favorisée par I'agigation de la température (Sergieal.
2005).

Les films multicouches de polyélectrolytes peuvégalement étre déposés sur des
implants en titane. Cat al. ont déposé des films multicouches chitosane/g@atur des
supports en titane afin d’améliorer leur ostéoirdaéign. Les études biologiques d’adhésion,
prolifération et viabilité ont montré que les sgda ainsi fonctionnalisées amélioraient les
interactions cellules/cellules et cellules/subdiCati et al. 2005).

Enfin, les films multicouches peuvent servir a faser 'adhésion ou la prolifération
cellulaire. Wanget al. ont déposé des films multicouches composés d’iémait’un facteur
de croissance (VEGF) et de fibronectine sur destsatis en titane (Wangf al.2013). lIs ont
montré que des cellules déposées sur les substratisane fonctionnalisés avec les films
multicouches adhéraient et proliféraient mieux queles substrats en titane seul. Des films
multicouches déposés sur des implants en titanegient donc conférer aux implants une

certaine bioactivité en plus de la biocompatihilité

1.2 Les films multicouches de polyélectrolytes

Les polyélectrolytes sont des polyméres (synthésgau naturels) comportant des
fonctions ionigues. Ces groupements se dissociergotution aqueuse et conduisent a la
formation de polymeres chargés, soit positivemarit ségativement. Les propriétés des
polyélectrolytes combinent donc les propriétés at@blytes et de polymeres. Ces
macromolécules chargées jouent un rdle fondamelatad la stabilisation ainsi que dans la
détermination des structures et des interactioassémblages moléculaires. Dans le but de

fonctionnaliser des matériaux, plus particulieretream vue d’applications biomédicales, des
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polyélectrolytes naturels peuvent étre utilisésal®up de macromolécules biologiques sont

des polyélectrolytes tels que les polypeptidesglgsosaminoglycanes et 'ADN.

Depuis une vingtaine d’années, les polyélectrolytes été utilisés pour former de
nouvelles architectures communément appelées mudiies de polyélectrolytes. Les dépbts
sont généralement réalisés par trempage (Dechét),198r centrifugation (Leet al. 2001)

ou encore par pulvérisation (Schleneffal. 2000).

Les films multicouches de polyélectrolytes (PEMeg@&dent I'avantage de pouvoir
étre déposés sur des surfaces aux formes variéagegp sphériques, cylindriques, etc.) et
d’étre préparés sous la forme de solutions aguelsssapplications sont nombreuses. Parmi
celles-ci, les applications dans le domaine biogadint une place prépondérante. En effet,
la littérature nous indique que les PEM sont beapcuotilisés pour la fonctionnalisation
d'implants en tant que revétements permettant,egample, de favoriser la prolifération
cellulaire (Wanget al. 2013), la libération de médicaments (Crouzsearl. 2010) ou encore

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

1.2.1 Historique des films multicouches

Au début du XX siécle, Irving Langmuir et Katherine Blodgett alécrit la possibilité
d’obtenir des films minces nano-structurés. Cesigilcommunément appelés films de «
Langmuir-Blodgett » (LB) se présentent sous la ®iitune monocouche obtenue par dépot
de molécules tensioactives ou amphiphiles a urexfate air/eau. Cette monocouche est
ensuite transférée sur un support solide par trgenflalodgett and Langmuir 1937).

Dans les années 1980, d’autres méthodes d’autmbksge ont été développées pour

former des films organiques structurés. Ainsi, lange de coordination des systemes
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métal/phosphonate (Guarg al. 1992) et la chimie covalente (Netzer and Sagiv3) %t
constitué les premieres alternatives a la technlidgidJn autre concept d'élaboration de films
nanostructurés basé sur les interactions électiqsts a été décrit des 1966 par ller (ller
1966). Cette approche simple consistait a utiles particules colloidales anioniques et
cationiques interagissant via des forces électiqgsis pour créer des films multicouches. Ce
concept est tombé dans I'oubli, sans doute a cduseanque de techniques expérimentales
nécessaires pour caractériser ces assemblagesillBars, il était admis que le dépbt de
substances de charges opposées s’arrétait desgjabdrges des especes cationiques avaient
exactement compensé celles des espéces anionigliesserse. Au début des années 80, des
publications font état de travaux appliquant ceceph a I'adsorption de protéines (Fromherz
and Arden 1980; Golandet al. 1982). Au début des années 1990, les travaux dhdbent
véritablement mis en valeur la méthode d’assemblameche par couche, appliquée en

particulier a des polyélectrolytes (Decle¢ral. 1992a; Decheet al. 1992b; Decher 1997).
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Figure 1.2: a) Principe de la méthode de construction dedilmulticouches de polyélectrolytes. Les
étapes 1 et 3 correspondent a I'adsorption desgrobns et des polycations respectivement sur un
substrat (ici chargé positivement en surface). étapes 2 et 4 correspondent a I'étape de ringage qu
suit 'adsorption d'un type de polyélectrolyte. Gpsatre étapes représentent la séquence de base
pour le dépdt d’'une paire de couches. La répétitercette séquence permet d’obtenir le nombre de
paires de couches souhaité. b) Schéma simpliféchdlle 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-laygpliquée aux polyélectrolytes
conduit a la formation de films appelés multicouchte polyélectrolytes, présentant une

architecture nano ou microstructurée (Figure 1.2).

1.2.2 Les polyélectrolytes naturels utilisés

1.2.2.1 Collagéne

Les collagénes forment une famille de protéinestituant les tissus conjonctifs dans
le réegne animal. Il s'agit des protéines les plbsndantes dans I'organisme humain,
représentant le quart de la masse protéique. CEcuohes sont secrétées par les cellules des
tissus conjonctifs. Le « collagéne » est en réalitderme général pour définir des protéines
composées de trois chaines polypeptidiques assogiges’organisent en hélice (Wyckadt
al. 1935; Rich and Crick 1955; Ramachandran 195@6jeHiste pas moins d’une vingtaine de
types de collagene. Chaque type de collagéne possestructure propre et se retrouve dans
des organes patrticuliers. Par exemple, le collagengpe | intervient dans la formation de la
peau, des tendons, des os et de la cornée, tanditegype Ill se retrouve au niveau du
systeme cardiovasculaire. Il existe parmi tous tyg®s des collagenes fibrillaires, non
fibrillaires et transmembranaires. Au cours de rewdil de thése, nous nous intéresserons
uniquement au collagéne de type |, qui est un getia fibrillaire. Ces protéines ont pour
fonction de conférer aux tissus une résistance mgwa a |'étirement. Le collagéne est
notamment indispensable aux processus de cicairis&ontrairement a I'élastine présente
aussi dans les tissus conjonctifs, le collagénénestensible et résiste bien a la traction. Le

collagéne s’organise suivant quatre types de strest
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e Structure primaire :

Le collagene comporte essentiellement des résidrsglgicine, de proline et
d’hydroxyproline, et possede entre 1050 et 1068escaminés. Les chaines polypeptidiques
des collagénes fibrillaires sont composées dans riggion centrale d’'une succession de
triplets G-X-Y (en général proline en position X kegdroxyproline en position Y). Des
domaines terminaux beaucoup plus courts et de csitigpo différente y sont accolés
(Hulmes et al. 1973). D'un point de vue industriel et économigilifaut noter que le

collagéne constitue la matiére premiere permelsamtoduction de gélatine.

» Structure secondaire :
La molécule de collagéne est une chaine polypepigdgui a la forme d’'une hélice de
type gauche étirée. Cette hélice est stabiliséelgpdeneur élevée en amino-acides. Les
mécanismes de conformation ont été décrits pamOataal. Cette hélice est généralement

nommeée hélice.

» Structure tertiaire :
La structure tertiaire correspond a la moléculetrd@ocollagéne. Les travaux de
Ramachandraet al. ont permis de montrer que trois chaines en hélisenroulent en une
superhélice droite pour former la molécule de tomlagéne ou triple hélice (Davison 1969).

Ce sont les liaisons hydrogenes entre les chaimessqurent la stabilité de la triple hélice.

e Structure quaternaire :
Les molécules de tropocollagene s’assemblent pmundr les fibrilles de collagene.
Les fibrilles ont en moyenne un diamétre d’envii@hnm. Ces fibrilles peuvent s’agréger et
former des fibrilles de plus gros diametre (envi®0 nm). Enfin, les fibrilles peuvent

former des fibres de collagéne, avec un diamétiantade 1 & 10 um (Traub 1981).
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Le collagéne a beaucoup été utilisé sous diversesek telles que des hydrogels,
mousses ou films multicouches de polyélectrolytssde domaine des biomatériaux (Zhang
et al. 2005; Kopecek 2007). L’historique de son utilisat{biocompatibilité) prouve qu’il est
judicieux de fabriquer des matériaux ou surfacesdaur cette molécule pour I'ingénierie
tissulaire. Il existe deux stratégies d'utilisatidun collagéne dans les biomatériaux :

* Une approche descendante : a partir d'une matoogplexe riche en collagéne qui
ressemble a I'architecture désirée ou les celkbes retirées (Qiet al.2012) ;
* Une approche ascendante : a partir de moléculesltégmene que I'on assemble pour

former une architecture (Gdt al.2012).

Tandis que l'approche descendante tend a simplibercomplexité d'un tissu

biologique, I'approche ascendante permet d’élabdesrarchitectures complexes.

1.2.2.2 Alginate de sodium

Les alginates représentent 'ensemble des polysades appartenant a la famille des
copolymeéres, constitués des résidus de I'acide Bamm@nique et de I'acide L-guluronique,
dans des proportions et des arrangements séqgedifiérents. L’'alginate de sodium est un
polysaccharide linéaire, polyanionique, naturelfrak des algues brunes. A I'échelle
industrielle, il est essentiellement issu de ceésiespéeces d’algues brunellacrocystis
pyrifera aux Etats-UnisLaminaria digitatg Laminaria hyperboreaou encoreAscophyllum
nodosum en Europe. L’alginate est le polysaccharide le glhendant de ces organismes,

constituant plus de 40% de leur poids sec.

27



Chapitre 1. Revue bibliographique

L’alginate de sodium est utilisé comme gélifianhslain vaste domaine d’applications
industrielles. Il est également utilisé dans listtie agroalimentaire. Il est fréquemment

employé pour I'encapsulation de cellules ou d’enegrtElcin 1995).

1.2.3 Mécanismes de croissance des films

Dans les films mutlicouches de polyélectrolytes, type de polyélectrolytes
(anionique ou cationique) interagit avec l'autrpetyde polyélectrolytes de charge opposée
constituant la surface externe du film (Decher 199Ze systéme poly(allylamine
hydrochloride)/poly(styrene sulfonate) (PAH/PSS) est sans doute I'exemple le plus
largement étudié. Ce type de film est caractérme yme augmentation de son épaisseur
constante pour chaque paire de couches déposés dorec dénommeé "film a croissance
linéaire". Des analyses réalisées par réflexioR¥eet neutrons aux petits angles ont montré
gue ces films sont pseudo-stratifiés, c'est-a-glirds présentent une interpénétration partielle
entre les couches adjacentes (Schatitil. 1993; Decheet al. 1994; Decher 1997; Dechet
al. 1997). Plusieurs parametres caractérisant ces fdntroissance linéaire peuvent étre
contrblés tels que I'épaisseur, la densité etracsire. Par exemple, le choix de différents
polycations et polyanions, faibles ou forts, peraeimoduler I'épaisseur des films, de méme
gue la variation de la force ionique ou du pH dast®ns de polyélectrolytes. En effet, la
conformation des polyélectrolytes dépend du taugedlen solution : a faible concentration, il
existe une grande longueur de persistance en ralesnrépulsions entre les charges du
polyélectrolyte alors qu'a forte concentration,ctf@éntage des charges lui confere une
conformation plus repliée. L'épaisseur des filmsnfés a fort taux de sel est donc plus
grande, jusqu'a atteindre une force ionique crdicau-dela de laquelle les interactions

electrostatiques sont completement écrantées.

28



Chapitre 1. Revue bibliographique

En augmentant le taux de sel en solution, cert@itsurs ont observé une croissance
plus rapide que la croissance linéaire, qu'ils apypelée « super linéaire » (Ruttsal. 2000;
McAloney et al. 2001). lls ont relié cette augmentation d’épaisgseune augmentation de la
rugosité du film. En effet, 'augmentation de lgosité entraine une augmentation de I'aire
de la surface d’adsorption et, par conséquentadpiantité de matiére pouvant étre déposée.
D’autres études portant sur des polyélectrolytesyde polypeptides et polysaccharides ont
mis en évidence une croissance exponentielle gaigéeur. En 1999, Elbest al. (Elbertet
al. 1999) ont montré que le systeme poly(L-lysine) l(Palginate (ALG) présentait une
croissance exponentielle et I'épaisseur mesurée atteignait 150 nm aprés le dépdét de 15
paires de couches. lls ont attribué la croissancélmh a la présence de complexes formés
progressivement au cours du dépdét des coucheslaParite, d’autres films a croissance
exponentielle ont été mis en évidence par Lavaellal. : des films construits & base de
polypeptides comme les systémes (PLL)/poly(acidglutamique) (PGA) (Lavalleet al.
2002) et a base d’un polypeptide et d’un polysagcdbaPLL/Hyaluronane (HA) (Picast al.
2001) en sont deux exemples types. L'épaisseurfittas peut atteindre un a plusieurs
micrométres aprés dép6t d’'une vingtaine de paiesaliches. Ces épaisseurs permettent

d’utiliser la microscopie confocale pour visualiskexr structuration erz du film aprées

marquage fluorescent d’'un des polyélectrolytes.

1.2.4 Stabilisation des films par réticulation

Certains films multicouches sont tres fragiles et pésistants a des changements de
pH, de solvant ou de force ionique. De plus, ilafiapossible de moduler certaines propriétés
des films multicouches par réticulation, telles ¢pie perméabilité (Dai and Méhwald 2002)

ou leurs propriétés mécaniques (Fran@tsl. 2006). Ainsi, plusieurs travaux ont porté sur

29



les procédés de réticulation des films multicouckasvue de changer leurs propriétés

physico-chimiques (Tableau 1.1).
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Techniques de réticulation Avantages Inconvénients | Références
) (Schuetz
R
I:g):s;:e and Caruso
Glutaraldéhyde Efﬂ?ace, tres (calcification...) | . 2003;
répandu oH Richert et al.
2004
Par voie )
chimique

Carbodiimides : EDC-

Moins toxique que
les aldéhydes

Cytotoxique

(Francius et

(sulfoNHS) al. 2006)
(Johansson
Génipine Non toxidue Solubilisation | et al. 2005b;
P g (DMSO : TMP) | Hillberg et
al. 2009)
(. Ch tal
Par voie thermique : Pas de réactifs Trop haute ( fggg) a
DHT (dehydration treatment) supplémentaires | température
(Vuillaume
et al. 2002)
Films contenant une
diazoresine
(e Modificati
(polycation réactif a :h(ji;icaufn (Chen et al.
'UV) et du PSS, . uisg e 1999)
réaction entre les Controéle spatial de ql -
Par voie groupes N** et SO* la réticulation avec polymeres
photo- possibilité de motifs
himi 4 lisg q
chimique Poly(diallylammonium) réalisés avec des
(s masques
couplé a un
groupement styrene Fabrication )
N (Vuillaume
sensible a 254 nm et dans le DMSO et al. 2002)

laponite

Tableau 1.1 :Récapitulatif des différents agents réticulantsyaou étre utilisés.
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Les procédés de réticulation peuvent étre répamtisois catégories :

e La réticulation chimique utilise un agent réticulasn vue de réaliser des ponts
chimiques entre les groupements chimiques des lpalyélytes. Selon I'agent de couplage,
les groupements réactifs ne sont pas les mémessi, Aim glutaraldéhyde, qui réagit
uniquement avec des fonctions amines, a été upibseé réticuler des films a base d’héparine
et d’albumine (Brynda and Houska, 1996). Cepenganir des applications biomédicales, ce
produit peut se réveéler toxique. Les carbodiimigesnettent la formation de liaisons amides
entre les groupements acide carboxyliqgue et amBehuyetz and Caruso 2003). Les
carbodiimides sont moins toxiques que le glutatafdé. Cependant, ils doivent étre
completement éliminés avant toute utilisation dmfdans le domaine des biomatériaux.
Plusieurs équipes (Mt al. 2005; Hillberget al. 2009) ont proposé un mécanisme de réaction
chimique entre la génipine et les groupements asmiltechitosane ou du collagene (Figure
1.3). La génipine, d'origine végétale (Gardenianlaside), est maintenant connue pour étre
un agent réticulant efficace et non cytotoxiquée peut également étre utilisée comme agent
de régulation lors de I'administration de médicateeru encore comme composé de base
pour la préparation de pigments bleus. La polidensifique s’intéresse d'ailleurs a ses
propriétés de coloration bleue (apres réaction ichig) pour le relevé d’empreintes digitales.
Le mécanisme de réaction chimique entre la géniptnies fonctions amines du collagene
n’'est a ce jour pas encore parfaitement déternaéénipine formerait des ponts entre les
chaines de protéines. Ces ponts pourraient fatervienir une ou plusieurs molécules de

geénipine.
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Figure 1.3: Schéma de principe du mécanisme de réactioa dénipine avec le collagene (Hillberg

et al. 2009).

» La réticulation thermique, qui consiste a placedilhe a haute température (~100 °C, a
I'étuve) pendant une certaine durée : elle pewat @&bpliqguée a des polyélectrolytes contenant
des groupements amines et imines, qui en réagissaat des groupements carboxyliques
vont former des liaisons amides ou imides, respectent (Lee and Kunitake 1994; Hareis
al. 1999). Cette technique est difficile a appliguastjue des protéines sont incluses dans le

film. En effet, les protéines peuvent étre dénasig@ haute température.

» La photo-réticulation fait intervenir un agent phtsensible qui est soit incorporé dans
le film soit couplé a un des polyélectrolytes. Daescas, le film est réticulé lorsque I'agent
est irradié a une longueur d’onde précise (Céieal. 1999; Vuillaumeet al. 2002). Ce type

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

1.3 Alignement de fibres polymeéres et guidage cellula

Les échafaudages de biomatériaux jouent un réleungour guider la régénération

tissulaire en tant que supports temporaires minf@mhatrice extracellulaire. Comprendre
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comment les propriétés physico-chimiques ou I'dethiire d’'un échafaudage influencent les
fonctions cellulaires et la régénération de tissarsstitue un défi de premiere importance. Ces
connaissances pourraient faciliter le développerd&mthitectures aux propriétés physiques,
chimiques et biologiques parfaitement controléestteCpartie expose les stratégies actuelles
utilisées pour contrbler la topographie (échellecrmiou nanométrique) ainsi que les
comportements biologiques. Les architectures, endiapplications en ingénierie tissulaire,
peuvent étre préparées par plusieurs méthodes tglle I'électrofilage, I'utilisation d’'un
champ magnétique ou encore par micro ou nanostaiicin de surfaces. Ces méthodes
permettent d’aligner des fibres de polyméres (Stighes et naturels) et les cellules déposées

sur ces mémes surfaces.

1.3.1 Interactions des cellules avec leur substrat

Fabriquer des objets capables de mimer des tisaugellement alignés dans un
organisme vivant constitue un défi de taille deplgs années. Le guidage par contact de
cellules joue un réle dans beaucoup de processysigidgiques. Le mouvement d'une
cellule di au guidage par contact est dit directbnsachant que la probabilité qu’une cellule
migre dans cette direction est la plus forte. Cditection est fortement liée a I'anisotropie
chimique, structurale ou mécanique du substrat §Camd Ebendal 1978). L'exemple le plus
probant met en jeu la migration bi-directionnelte akllules le long de fibres orientées de la
matrice extracellulaire. La littérature nous indiqgue le guidage par contact est un
mécanisme important pour la morphogénése, ou leedode traction appliquées par les
cellules sur le substrat génerent 'orientation filees, ce qui entraine I'orientation de leur

migration (Stopak and Harris 1982). Le guidage gamtact est également impliqué dans
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plusieurs processus homéostatiques tels que l&isaton (Katz and Lasek 1980), ou la
rétraction des caillots de fibrine par les plageetet la contraction de la plaie par les
fibroblastes peut entrainer I'orientation radiaés dibres de la matrice extracellulaire et de ce

fait guider les cellules jusqu’a la plaie (Lackredd_awrence 1986).

Bien qu'il y ait eu des études réalisées sur lelage par contact de cellules déposées
sur des surfaces orientées par différentes tecksijgli reste a développer une technique
simple et rapide, permettant d’élaborer des revétgsnentierement naturels, biocompatibles

et implantables conduisant au guidage de différgpiss cellulaires.

1.3.1.1 Matrice extracellulaire (MEC)

La matrice extracellulaire est un ensemble comptexeposé de protéines d’adhésion
(fibronectine, laminine), de protéines de struct(oellagene, élastine), d’eau, d’ions et de
petites molécules solubilisées (sucres, oligopepti@tc.). Cette matrice comble les espaces

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

favoriser I'association des cellules pour formettisau cohérent

» permettre les divisions et la différenciation clelites

« controler la mobilité cellulaire

e assurer la résistance mécanique dans certains t@sume les os, les parois des

arteres, les tendons et les ligaments.

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

tissu (Sanest al.1990; Sechleet al.1998). La matrice peut étre soit liquide, soitgjéeuse,
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soit rigide. Les propriétés fonctionnelles, mormgugidues et biologiques sont propres a
chaque tissu. Les parametres influencant ces gtéprisont: la nature des cellules, la
composition de la matrice extracellulaire et lapamdion cellules/matrice extracellulaire.
Quatre grandes familles de tissus peuvent aing @istinguées : les tissus épithéliaux,

musculaires, nerveux et conjonctifs.

1.3.1.2 Tissus conjonctifs

Il existe plusieurs types de tissus conjonctifstdes tissus muqueux (exemple : paroi
de l'appareil respiratoire), lache (exemple : dernadense (exemple : tendons) et élastique
(exemple : trachée). Les proportions en élastirenatollagene, composants majoritaires des
tissus conjonctifs, permettent de les distinguarnf ceux-ci, les tissus conjonctifs denses
sont riches en fibres et pauvres en cellules.rtsegsentiellement une fonction mécanique et
peuvent étre séparés en deux groupes : les tigmesiX¥ non-orientés et les tissus fibreux
orientés. Nous nous intéresserons particuliereraexttissus fibreux orientés au cours de la

deuxieme partie de ce travail. Ces tissus peuvsnt@&artis en deux sous-groupes :

» Les tissus fibreux unitendus tels que les ligamentsles tendons. Les fibres (en
majorité des fibres de collagene) forment des é@igg paralléles. Les cellules sont
peu nombreuses et sont alignées selon I'axe datngmt des fibres.

e Les tissus fibreux bitendus tels que le stroma aecdrnée (majeure partie de
I'épaisseur la cornée ~ 400 nm) ou les aponévr@geembrane recouvrant et séparant
les muscles en loges musculaires). Les fibres,agtiepde collagene, sont organisées

en lames, c'est-a-dire en couches superposeesrdations difféerentes. Par exemple,
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dans la cornée, l'orientation de la premiere lasteogientée a 0°, la deuxiéme lame

est orientée a 90°.

Dans les tissus naturels, la matrice extracelkilaipporte les propriétés chimiques,
physiques ou topographiques nécessaires a I'expnestes fonctions cellulaires. Ces
différents facteurs se combinent aux signaux aahes pour déclencher des mécanismes tels
que I'expression de protéines, la différentiati@tiudaire et I'apoptose des cellules. Jusqu'a
présent, les technologies d’ingénierie n'ont pasnede mimer le degré de complexité de la
matrice extracellulaire, mais de grandes avancée®té réalisées afin d'étudier l'influence
d’architectures nanostructurées sur les comportenuetiulaires a I'échelle micrométrique et

sur la régénération de tissus.

* Lescellules:

Les cellules mésenchymateuses et les fibroblastasles cellules les plus présentes
dans le tissu conjonctif. Les cellules mésenchyosae sont peu différenciées et ont toutes la
méme morphologie au stade de I'embryon. Cependbni; destinée au cours du
développement peut varier. En effet, certaines mpatirse différencier en fibroblastes,
d’autres en cellules du tissu conjonctif de diffésetypes (chondroblastes, ostéoblastes, etc.).
Ces cellules sont déterminées puis se différengens l'influence d’éléments extérieurs
spécifiqgues, comme par exemple des facteurs desamie mais aussi l'orientation ou la

dureté du substrat (Dischet al. 2005).

Les fibroblastes sont les cellules les plus fré¢ggedans un tissu conjonctif adulte non
spécialisé. Les fibroblastes sont fusiformes et feyau est allongé dans I'axe de la cellule.

Ces cellules ont deux fonctions. D’'une part, eldgathétisent et sécrétent les fibres et la
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substance fondamentale (cf. 1.3.1.3 ci-dessous)}tisiu conjonctif, d’autre part, elles

produisent les enzymes indispensables a la dégraddes protéines présentes dans la

matrice extracellulaire. Les fibroblastes assuasmti le renouvellement du tissu.

* Lesfibres:
L’ensemble des fibres constitue le deuxieme élémesttissus conjonctifs. Les fibres
se distinguent en fibres de collagene et en fibtastiques. Les fibres de collagene (COL |
essentiellement) assemblées a partir de fibrillescollagéene, majoritaires dans les tissus

conjonctifs, s’organisent en forme de faisceauxeelets cellules.

1.3.1.3 Substance fondamentale

Au cceur de la matrice extracellulaire, les cellud¢sles fibres sont entourées de
substance fondamentale. Cette substance est uregdlydraté. Elle assure la cohésion entre
cellules et fibres. Les propriétés de la substdnodamentale sont dues a la présence de
protéoglycanes et de glycoprotéines, et particeiemt les fibronectines. Ce sont les
fibronectines qui favorisent la cohésion entredekules et les fibres. Elles ont la faculté de
s’attacher d’'une part au collagéne organisé eredibou fibrilles et, d’autre part, a la
membrane des cellules. Elles sont donc directem®iiquées dans la formation des contacts

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

Les interactions cellules-matrice extracellulaimugnt un réle majeur dans la
formation, le développement des tissus et les peuse de cicatrisation. Ces interactions
menent a la formation de structures, a la morpheggra I'acquisition et a la maintenance de
phénotypes différenciés au cours du développemerdi aju’a la migration voire a
lalignement des cellules. Les interactions avecslaface sur laquelle les cellules sont
déposées jouent également un réle important (CamtisWilkinson 1997). L’intérét d'utiliser
du collagéne pour fabriquer de telles architectuésgle dans le fait que, contrairement aux
polyméres synthétiques, le collagéne de type lcesstitué par des mécanismes d’auto
assemblage conduisant a un matériau présentanistdesures ordonnées a différentes
échelles de taille (cf. 1.2.2.1), et que sa séquemotéique contient des motifs spécifiques

permettant 'adhésion cellulaire.

Comprendre comment les cellules ressentent leurcamement extracellulaire, et
plus particulierement la topographie d’'un subssat lequel elles sont déposées, pourrait
fournir des indications quant a la préparation ddrizes tridimentionnelles pour I'ingénierie
tissulaire. La littérature nous indique que lesube$ percoivent et trouvent de nouveaux sites
d’attachement par l'intermédiaire des filopodes gont des excroissances cytoplasmiques
permettant aux cellules de se mouvoir (Cuetisal. 2004). Ces mécanismes proviendraient
des contraintes mécaniques transmises au niveaayibsquelette, qui est constitué de
filaments d’'actine, de filaments intermédiairesietmicrotubules (Chan and Odde 2008). Les
travaux de Teixeiraet al. ont montré l'influence de la topographie extradeire sur le
comportement des filopodes (Teixee# al. 2003; Rajniceket al. 2008). Sur des surfaces
micro ou nhanostructurées, les cellules semblemngdr leurs filopodes afin de mieux
percevoir leur environnement ou la topographiel®¢Balbyet al. 2002). De plus, le réseau
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de filaments d’actine, lié aux contacts focaux goimt des structures cellulaires impliquées
dans les contacts cellules/matrice extracellulamnt influencés par la topographie de la
surface. Sur des surfaces nano/microstructuréssplegnomenes conduisent a I'alignement
des cellules et a leur migration préférentiellesdinsens de la structuration (Teixe#taal.
2003). Les études d’Oaklest al. ont montré que les microtubules, les filamentstitie et

les contacts focaux de fibroblastes gingivaux gt simultanément et entrainent
I'alignement des cellules dans I'axe d’orientatamla surface sur laquelle elles sont déposées
(Oakley and Brunette 1993). Cependant, ces mécanism sont pas les seuls mis en jeu au
cours de l'alignement. En bloquant les récepteursytosquelette, Wojciakstothaed al. ont
montré que les cellules déposées sur des surfatestées s’alignaient quand méme

(Wojciakstotharcet al. 1995).

En plus de la topographie, d’'autres facteurs peuudtuencer l'alignement et la
migration cellulaire. Ainsi, un étirement mécaniqagclique (5 a 10% de la longueur
d’origine) appliqgué a des cellules endothélialescuéaires (Houtchenst al. 2008) ou un
champ électrique appliqué a des cellules épitledide la cornée entrainent I'alignement et la

migration préférentiels des cellules (Rajniatkal. 2007).

En résumé, tous les principes gouvernant l'aligngnoel la migration cellulaire ne
sont pas encore parfaitement compris. L'investigatde ces mécanismes revét donc un
intérét majeur. Le développement de nouvelles fgcles de préparation de surfaces
influencant I'alignement et la migration cellulair®@uve donc toute sa place dans I'étude de
ces principes. De tels travaux permettront d’amétida compréhension des interactions
intervenant entre les cellules et la topographielasu propriétés physico-chimiques des

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

Il existe deux conditions indispensables pour pepdes substrats ou matériaux dans
lesquelles les molécules présentent un ordre &cinelle de taille définie. La géométrie des
molécules constitue une de ces deux condition®ftet, les molécules doivent présenter une
certaine anisotropie pour pouvoir étre assembléesndniere ordonnée. C'est le cas par
exemple des cristaux liquides. Lorsque les molé&cstant organisées en phase nématique,
elles possedent une orientation globale caracepsé un parameétre d’ordre, I'orientation
moyenne des molécules. Dans le cas du collagemendéecules sont des fibrilles ou fibres
gui sont des molécules anisotropes. La deuxiemditiom est la possibilité d’appliquer une
contrainte ou force extérieure aux molécules. Leténules, en général, ne s’auto-organisent
pas pour former un matériau ordonné. Il est alassiple d’appliquer une force extérieure
telle gu’'un champ électromagnétique ou une cortFamécanique (traction, compression).

L’application de cette force sert a guider I'origiin des molécules.

1.3.3 Principales techniques utilisées

Dans le but d’aligner un matériau ou des fibrepolgmeéres, c'est-a-dire de créer un
ordre au sein d’'un matériau, plusieurs techniquesét® développées. Des études ont ainsi
décrit I'utilisation d’'un champ magnétique (Kotaati al. 2000; Dubeyet al. 2001; Kaufman
and Guo 2007; Buillest al. 2010), de I'électrofilage (Yangt al. 2005; Bakeret al. 2006;
Huanget al. 2006; Liuet al. 2010), de la microstructuration de surfaces (Veretoal. 2005;
Chenet al.2011), de la microfluidique (Leet al.2006), ou d’'un flux (Tanakat al.2011) et
encore de techniques combinées telles que I'efdage associé a un champ magnétique

(Kaufman and Guo 2007).

40



Chapitre 1. Revue bibliographique

1.3.3.1 Structuration de surfaces

L'utilisation de surfaces nano ou microstructuréss une stratégie non biologique
pour réguler les fonctions cellulaires. Ces sudagervent de supports extracellulaires et ne
font pas intervenir d’interactions biochimiques.p€edant, la topographie de ces surfaces
permet de guider les cellules (Figure 1.4). Lesédbhtes topographies sont classées par
échelle de taille et par type de structure (stdkns). Parce que les membranes de divers
tissus biologiques (la cornée par exemple) sontposdes de pores, stries, particules ou fibres
a I'échelle nanométrique (5 - 200 nm), les surfataso-structurées pourraient étre mieux
adaptées que les surfaces microstructurées (Flegrahad. 1999).

L'orientation et la migration de cellules sur dasfaces structurées par nano-
lithographie ont été étudiées par différentes émpiigOakley and Brunette 1993;
Wojciakstothardet al. 1995; Lim and Donahue 2007). lls ont ainsi obsemé modification
de la forme du cytoplasme des cellules. Leur cytekite subit également des modifications
puisqu'on observe une certaine orientation. L'daéion des filaments d’actine et des
microtubules a été identifiée comme I'élément wve@ant en premier lors de l'alignement de
cellules « guidées » (Oakley and Brunette 1993;cEkgtothardet al. 1995). De plus, il a
été démontré que les protéines des contacts fogauosuline) jouaient un réle primordial

dans l'alignement cellulaire (den Braletral. 1998).
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Figure 1.4 : Cellules cultivées sur des substrats structwiservés par microscopie électronique a
balayage (Teixeira et al. 2006). (A) Cellule alignperpendiculairement aux rainures (70 nm de
large, 400 nm de profondeur). (B) Zoom de I'imag€@ Cellule alignée parallélement aux rainures

(1900 nm de large, 4000 nm de profondeur). (D) Zdertiimage C.

La plupart des premiéres études réalisées sur wéscas portaient sur des rainures
espacées de 'ordre du millimétre. Il a été migedence que I'échelle des rainures jouait un role
crucial sur l'alignement des cellules. L'alignemeses cellules augmente, en général, avec
'augmentation de la profondeur des rainures etlifainution de leur espacement (Lim and
Donahue 2007). A I'échelle du micrométre, avecdimentation de la profondeur des rainures et
la diminution de I'espacement, les cellules sentbfaite des « ponts » entre les rainures sans
descendre au fond de celles-ci. En méme tempsaue=urs notent que les contacts focaux
montrent une orientation dépendante de la largesr rdinures. Avec le développement des
techniques lithographiques, des études récentgaucgtre menées sur I'alignement de cellules sur
des surfaces nanostructurées. L'influence des dimes minimales des rainures pouvant
entrainer I'alignement des cellules a ainsi étéliéti Teixeiraet al. ont observé I'alignement de
cellules épithéliales (humaines de la cornée) sarstdirfaces nanostructurées avec des rainures de

70 nm de large (Teixeiret al.2003). L'alignement et la prolifération d’axone® @galement été
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observés sur des surfaces nano-imprimées, avelargesirs de rainures comprises entre 100 et
400 nm (Johanssaegt al. 2006). Une étude utilisant des surfaces nanostées en poly(styrene)
(70 nm de profondeur) a montré que des cellulexhses (préostéoblastes) s’orientaient de
maniére anisotrope non seulement au niveau deas€iits d’actine mais aussi de la matrice
minéralisée, suggérant que la topographie pougaiieénent influencer I'activité synthétique des
cellules (Zhuet al. 2005). L'échelle d’espacement des rainures a ggale un effet sur le
comportement des cellules qui vont former des pemitse les rainures grace a la formation
préférentielle de contacts focaux soit sur les setamsoit sur les creux des rainures
(Wojciakstotharcet al. 1996). Ces travaux démontrent que les cellulesctitt le rainurage nano

ou micrométrique sur lequel elles sont déposéesagissent de maniere sélective.

1.3.3.2 Electrofilage

L’électrofilage (de I'anglais « electrospinning s¢chnique dont le principe a vu le
jour en 1902, consiste a utiliser un champ éleatrigour produire des fibres. Le principe de
cette technique repose sur I'étirement d’'un jetsdlition de polymére sous l'effet d’'une
différence de potentiel de lI'ordre de 10 a 20 k\umpproduire des fibres dont le diamétre
varie entre quelques nanometres et quelques mitresnd?our 'ingénierie tissulaire, des
fibres de différents diameétres peuvent étre présap®dur moduler des parametres tels que la
porosité, le diametre des pores et les propriétésamques. Au sein de la matrice
extracellulaire, le diamétre moyen des fibres van&e quelques dizaines de nm et environ
300 nm, c’est pourquoi il est préférable de praglues fibres ayant ces dimensions. Les
travaux de Renekeat al. ont ainsi montré les possibilités offertes paleléofilage (Reneker
et al. 2000). Il a été montré que les paramétres telslaualeur du champ électrique, la
tension de surface, le débit, la concentration@ynpere et la nature du polymeére permettent

d’ajuster les propriétés des structures ainsi faiges.
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Beaucoup de polyméres synthétiques et naturelsétnutilisés et plusieurs types
cellulaires ont été étudiés sur des supports peéppar électrofilage. Les nanofibres ainsi
élaborées apportent une trés large surface d’éehamgr des interactions cellules-cellules et
cellules-supports. Cependant, une étude montre lausructure du collagene des fibres

préparées par électrofilage peut étre dénaturéaggfdis et al. 2008).

» Applications a l'alignement

Des nanofibres électrofilées orientées peuvent @itisées en ingénierie tissulaire
pour controler l'alignement cellulaire. Dans lesstis naturels, les cellules peuvent étre
alignées et cet alignement est crucial pour assesefionctions cellulaires. Par exemple, dans
les vaisseaux sanguins, les contraintes dues ausHinguin entrainent l'orientation des
cellules endothéliales dans le sens du flux (Lewestal. 1986). Afin d’'aligner des cellules
le long de fibres électrofilées alignées et donenilmer 'alignement de ces cellules dans le
corps humain, Yangt al. ont développé une technique innovante (Yahgl.2005). Ils ont
placé un récupérateur capable de tourner sur loien@t ainsi enrouler les fibres de
polyméres produites par électrofilage. En agissania vitesse de rotation, ils ont pu aligner

les fibres.

Bashuret al. ont utilisé la technique d’électrofilage pour puoeé des fibres de
caprolactone alignées (Bashur and Ramamurthi 20%2)nt cultivé des cellules musculaires
lisses sur ces supports et ont montré I'effet déghement des fibres sur ces cellules. Les

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

Pour trouver de nouvelles solutions quant a lamégdion de la moelle épiniére,
Coreyet al. ont étudié la croissance des neurites de celtidsgganglions de la racine dorsale

sur des supports alignés. Pour cela, ils ont @iltgs cellules sur des supports en PLLA
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électrofilés et alignés (Coregt al. 2007). lls ont pu montrer que les neurites s'aighle

long des fibres.

Bhattaraiet al. ont cultivé des fibroblastes NIH 3T3 de souris des fibres a base de
poly(p-dioxanone-co-L-lactide)-block-poly(ethylegbcol) (PPDO/PLLA-b-PEG) (Bhattarai
et al. 2004). lls ont montré que les cellules conserveat phénotype et sont guidées par

I'orientation des fibres.

Enfin, certains travaux ont montré la possibiligé différencier des cellules souches
sur des architectures fabriquées par électrofiletigeoumises a des contraintes mécaniques
(Subramonyet al. 2013). Des cellules mésenchymateuses sont cudtisae des supports
électrofilés en poly(lactide-co-glycolide) (PLGAles cellules cultivées sur les supports
alignés et sur lesquels est appliquée une corgrangicanique se différencient en cellules du

type fibroblastes ligamentaires.

Fig. 1. 5: Observation de fibres de collagene de type | pitedupar électrofilage en microscopie
électronique a balayage (Noth et al. 2010). (A)eDtation aléatoire des fibres récupérées sur un
récupérateur plan. (B) Alignement des fibres récépé sur un récupérateur rotatif (7 m)s

Echelle =10 pm.
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1.3.3.3 Champ magnétique

Au cours de la formation des fibrilles de collag&mesolution, un champ magnétique
peut étre appliqué. Le collagéene, tout comme désufrrotéines possede une anisotropie
diamagnétique. Les origines structurales de I'arogpie diamagnétique des protéines ont été
exposees par Worcester (Worcester 1978). Les tiaipeptidiques et les résidus aromatiques
sont les principales sources d’anisotropie au desprotéines. Dans le cas du collagéene, la
faible présence de groupes aromatiques fait quest&ropie est majoritairement due aux
liaisons peptidiques. L'existence de cette anig¢rgpermet d’aligner des fibrilles ou fibres

de collagéne selon un axe par application d’'un gharagnétique.

» Applications a l'alignement
Les travaux de Torbedt al. ont décrit la formation de fibres (fibrine et @agéne)
alignées sous l'effet d'un champ magnétique intémsebetet al. 1981; Torbet and Ronziere
1984). Ainsi, l'orientation et la croissance de mites de cellules neuronales ont été éetudiées
sur des surfaces de fibrine alignées par un chaagnétique (Dubewt al. 2001). L’effet du
guidage par contact des fibres alignées sur ldslegla pu étre démontré. Plus réecemment,
des substrats alignés par champ magnétique a basaldgéne ont été utilisés afin d’étudier

la régénération et la reconstruction de cornéegb€fet al.2007; Builleset al.2010).
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Fig. 1.6 :Fibres de collagéne sous champ magnétique obsempae microscopie électronique a
balayage (Torbet et al. 2007). (A) Orientation dt#ee, en I'absence de champ magnétique. (B)
Fibres alignées de maniéere uniaxiale, champ magnéti7T. (C) Fibres alignées orthogonalement, 2
étages de fibres.

1.3.3.4 Microfluidique

La microfluidique permet d’étudier des écoulemetesliquides dans des canaux de
taille micrométrique. Whitesides a défini la midudigue comme étant «la science et la
technologie des systémes qui manipulent de patitsmes de fluides (1Da 10 litres), en
utilisant des canaux de la dimension de quelqueairdis de micrometres » (Whitesides
2006). Des micro-canaux peuvent étre graves ouésaldns un matériau tel que du verre, du
PDMS ou du silicium ce qui permet de fabriquer gases microfluidiqgues a l'image des
circuits intégrés en électronique. Les propriétésces puces telles que les caractéristiques
optiques, la compatibilité biologique, le nombre lattaille des canaux sont facilement

modulables (Marlet al.2010).

L'origine de la microfluidigue remonte aux année85Q avec linvention des
transistors. Au cours des années 1960, l'appariienla photolitographie a permis de
miniaturiser la fabrication de ces transistors §eeand Chou 2008). Des techniques de

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

développement de systemes ou puces a base deipdif{gisiloxane) (PDMS).

» Applications a l'alignement :

Lee et al. ont montré la possibilité d’aligner des fibres #lagéne en utilisant la
microfluidique (Leeet al. 2006). La solution de collagene est introduite sddes micro-
canaux et un flux est appliqué pour faire coulerstdution. Les fibres de collagene
polymérisent et se déposent sur les parois sedoe Idu flux. Cependant, cette technique ne
permet pas d’obtenir des matériaux directementantpbles et reste compliquée a mettre en

ceuvre pour fonctionnaliser une surface.

1.3.4 Etirement du revétement collagene/alginate

Les contraintes mécaniques appliqguées aux protéseplus généralement aux
polyméres ont fait I'objet de nombreuses études. ttavaux de Hemmerkt al. ont montré
I'influence de I'étirement sur des films multicoeshPAH/nafion et PAA/PAH (Hemmertd
al. 2005). Un film PAH/nafion est déposé sur un swstn silicone puis recouvert d’un film
PAA/PAH. La surface est hydrophile avec un anglecdetact d’environ 50° pour l'eau.
Apres étirement, la surface devient hydrophobe awveangle de contact de 100° pour I'eau,
et ceci de maniere réversible. Des films multicaschétirables et compartimentés
(réservoirs/barrieres) ont également été dévelofédz et al. 2007). Par exemple, Meré&t
al. ont étudié l'effet de I'étirement sur des filmsngoartimentés avec comme structure de
base dite «réservoir» un film PLL/HA recouvert rpan film dit «barriere »
PSS/poly(diallyldiméthylammonium) (PDADMA). L’étineent provoque la formation de
pores en surface. Lorsque que la contrainte diagre est supprimée, les pores se referment

et les films retrouvent leur structure initiale.aDires systemes de modulation de I'adhésion
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cellulaire (fibroblastes) en fonction de I'étirenbemt vu le jour (Reisclet al. 2008). Plus
récemment, I'étirement de films multicouches audtiésé afin de provoquer une dégradation
enzymatique pour la libération de médicaments (iaret al. 2012). La libération de
protéines a partir d’'un implant en fonction destintes mécaniques appliquées a également

ete etudiée (Arm and Tencer 1997).

» Applications a l'alignement

La résistance a la traction est une technique decigaisation généralement employée
pour déterminer les modules élastiques des maxérizurésistance mécanique de matériaux
tels que des fibres de collagéne peut étre amélipgg simple étirement mécanique du
matériau (Pinset al. 1997). Pediciniet al. ont utilisé I'étirement mécanique en essai de
traction pour aligner des fibres de polyurétharextébfilées (Pedicini and Farris 2003). lls
ont ainsi pu montrer I'influence de I'étirement di@ignement des fibres. Il en résulte que

I'alignement des fibres augmente avec le taux dgtent.

Afin de caractériser les propriétés et le compoetnte caillots de sang, constitués
essentiellement de fibrine (fibres), Browhal. les ont étirés mécaniquement (Broehal.
2009). lls ont ainsi montré qu’en étirant les cadll de sang de maniere uniaxiale il était
possible d’aligner les fibres selon cet axe. Dméane maniére, Yanet al. ont étudié I'effet
de I'étirement sur l'orientation de fibres de palgpol vinyl) produites par électrofilage

(Yanoet al.2012) et ont vérifié que I'alignement augmentagale taux d’étirement.

A notre connaissance, aucune étude n’a porté étireinent uniaxial de feuilles de
PDMS sur lesquelles étaient déposés des films coukthes a base de collagene afin
d’aligner les fibrilles ou fibres de collagéne. @etechnique présente pourtant plusieurs

avantages pour aligner simplement et efficacemess fibrilles de collagene dans un
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revétement. Premiérement, elle utilise la méthode dépbét de films multicouches de
polyélectrolytes dont les avantages tels que ldittacle mise en ceuvre, les paramétres
ajustables (pH, nature des polyélectrolytes, etclp multitude d’applications biomédicales
(films anti-adhésifs, anti-microbiens, favorisatihtégration d’'implants) ont été largement
cités dans la littérature (Boudcet al. 2010). Deuxiemement, l'intégrité de la structure
chimique des polyélectrolytes utilisés demeurguadiservée. Cela veut dire qu’il n'y aurait
pas de dégradation due a un champ électromagnétigquee contrainte mécanique (pression,
traction, torsion) trop importante. Le collagéneuppait donc conserver ses propriétés
biochimiques et mécaniques. Troisiemement, il s@asible de fabriquer des architectures a

épaisseur variable et facilement déposables sidrelifts types de surfaces.

Quant aux applications, ces revétements pourr@ieatutilisés comme supports pour
étudier les mécanismes de migration et de protitérale cellules par guidage. On a pu voir
dans la partie 1.3.3 (voir ci-dessus) que des stppalignés, élaborés par différentes
techniques, suscitaient un fort intérét dans degdliGgions tres variées. Ces supports
permettent d’étudier aussi bien la régénératiofildeblastes (muscles, tendons, gingivaux)

gue la régénération de nerfs ou de cellules nelgsna
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2.1 Matériels

Les polyélectrolytes utilisés pour construire s multicouches sont dissous dans
une solution tampon citrate-NaCl a pH 3,8, a baseittate de sodium (4 mM), d’acide
citrigue (7 mM) et de chlorure de sodium (150 mMONgpréparée avec de I'eau ultra-pure
(de résistivité 18,2 M.cm, systeme Milli-Q-plus, IMiore). Les solutions de polyélectrolytes
sont réalisées & une concentration de 0,5 mg.gtlle pH de ces solutions est ajusté a 3,8
avec des solutions concentrées de HCl et de NaQHMJ(. Le tableau 2.Xécapitule les

polyélectrolytes utilisés pour nos travaux.

Nom du polyelectrolyte | Notation Nature Fournisseur
Poly(éthyléne imine) PEI Polycation Sigma Aldrich

Collagéne (type | bovin) COL Polycation Symathese
Alginate de sodium ALG Polyanion Novamatrix

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

Une solution tampon Hepes-NaCl a pH 7,4, a basepd (10 mM) et de chlorure de
sodium (150 mM), a été utilisée afin de rincer éetantillons apres les avoir construits et
pour les analyses biologiques. Les solutions tampmn été préparées a partir d’eau ultra-
pure (de résistivité 18,2 flcm, systéme Milli-Q-plus, Millipore). Le pH deslgtions a été

ajusté a 7,4 avec des solutions concentrées det{el 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 quatrestyfmesubstrats selon les expériences
et la technique de caractérisation employée. Rsuexpériences de spectroscopie infrarouge,
nous avons utilisé un cristal de séléniure de ganSe), pour la microbalance a cristal de
quartz (QCM-D) nous avons utilisé des substratsil@e concus spécialement pour la QCM-
D, pour les mesures d’ellipsométrie nous avonssatilles tranches (wafers) de silicium, pour
la culture cellulaire nous avons utilisé des lapwelle verre de 12 mm de diametre et pour la
partie concernant I'étirement ce sont des feudlesilicone (Statice, Besangon, France) 18 x
25 mnf qui ont été employées.

Dans tous les cas, ces substrats ont été soignenseettoyés avant leur emploi pour
la construction des films multicouches. Trois pooles différents de nettoyage sont mis en
ceuvre suivant la nature des substrats utiliséssiAies cristaux de QCM-D et le cristal de
ZnSe sont lavés pendant 15 min dans une solutidrellimanex a 2% chauffée a 70 °C, puis
rincés a I'eau milli-Q et encore lavés pendant 1B avec une solution de HCI a 100 mM
chauffée également a 70 °C et enfin rincés a lidtapure et séchés sous jet d’'azote. Les
tranches de silicium sont lavées suivant le prdeappliqué au cristal de ZnSe mais pendant
30 min au lieu de 15 min et & une température graehl’ébullition. Les feuilles de PDMS
sont nettoyées préalablement avec de I'éthanoldgas minutes) puis rincées abondamment
avec de l'eau ultrapure. Les films multicouches été& élaborés selon la méthode de
construction par trempage (« dipping »). Les salstfverre, PDMS), chargés négativement,
sont immergés pendant 8 min dans une solution deagtomns (étape 1) préparée suivant le
protocole décrit précédemment, puis rincés dansahuion saline a 150 mM NaCl (étape 2)

durant 8 min. lls sont ensuite trempés dans ungisolde polyanions pendant 8 min (étape
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3) puis rincés (étape 4 identique a I'étape 2)c@xre est répété autant de fois que nécessaire

pour obtenir le nombre de bicouches désiré.

Figure 2.1 : Construction d’'un film multicouche par trempageslétapes de trempage sont réalisées

respectivement dans les solutions de 1) polycatidhsampon, 3) polyanions et 4) tampon (Decher

1997).

La plupart des films étudiés ont été construits lpaméthode de trempage. Cette
méthode de dépbt a été facilitée par un bras atigénéDipping Robot DR3, Kriestein,
Allemagne). Celui-ci est programmé pour déplacenmiere séquentielle les échantillons

dans les différents bains de polyélectrolytes eirdgmge (Figure 2.2).

Figure 2.2: Construction d'un film multicouche a I'aide d’'umads 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 systé&tudié est fixée a I'aide de mors
sur un dispositif d’étirement (Figure 2.3). Celuiacété concu au laboratoire et construit en

acier inoxydable. Il permet d’étirer I'échantill@h de revenir a I'état initial manuellement.

Figure 2.3 : Photographie du dispositif d’étirement manuel.

2.2.2.2 Dispositif de maintien & I'état étiré pour 'AFM

Afin d'imager des échantillons a I'état étiré encroscopie a force atomique, ou
'espace disponible est tres restreint, un autrgtésye a été concu et fabriqué en acier
inoxydable (Figure 2.4). Celui-ci ne permet padické I'échantillonin situ, mais seulement
de le maintenir a I'état étiré. La partie inférieuwu systeme est placée dans la gouttiere
prévue a cet effet sur la platine d’étirement (FégR.3), puis la partie supérieure est amenée

par le dessus afin de plaquer le film. Enfin, leaxdparties sont vissées I'une a l'autre.
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Figure 2.4: Photographie du dispositif de maintien d’échaatié en PDMS a I'état étiré.

2.2.2.3 Brides de maintien a I'état étiré pour la cultueddaire

Afin d'utiliser des échantillons a I'état étiré biologie (culture cellulaire), un dernier
systeme a été concu et fabriqué en acier inoxydg@htgire 2.5). Celui-ci ne permet pas
d’étirer I'échantillonin situ, mais seulement de le maintenir a I'état étiréphdie inférieure
du systeme est placée sous la feuille de PDMSeétiréur la platine d’étirement (Figure 2.3),
puis la partie supérieure est amenée par le dedBusle plaquer le film. Enfin, les deux

parties sont vissées 'une a l'autre.

Figure 2.5: Photographie du dispositif de maintien d’échaatis en PDMS pour la culture
cellulaire.
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2.2.3 Agents de réticulation

Certaines manipulations nécessitent de réticulenignement les films COL/ALG.
Pour cela, les agents de réticulation (EDC/s-NH&agaldéhyde) sous forme de poudres, ont
été solubilisés a une concentration déterminée daasolution tampon (citrate) a pH 3,8. La
génipine a été solubilisée dans un mélange DMS@kancitrate (1: 5) a pH 3,8. Les
solutions tampons ont été préparées a partir dig@ma-pure (de résistiviteé 18,2 ®Mcm,
systeme Milli-Q-plus, Millipore). Le pH des solutis a été ajusté a 3,8 avec des solutions
concentrées de HCI et de NaOH (0,1 ou 1 M). LeetabP.2 récapitule les agents réticulants

utilisés pendant nos travaux.

Notation ou Masse
Nom du produit formule Fournisseur | molaire
chimique (g.mor™)
1-Ethyl-3-(3-
Sigma
diméthylamino-propyl) EDC 191,7
Aldrich
carbodiimide
N-hydroxysolfo succinimide Sulfo-NHS Fluka 217,1
Génipine GEN WAKO 226,2
Sigma
Glutaraldéhyde GLU 100,1
Aldrich

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 (passdgédsa 5) sont cultivées dans le
milieu de culture « Minimum Essentiel Eagle » (ME®lipcoBRL) supplémenté avec 10 %
de sérum de veau foetal (FCS) et 1% d’antibiotiqu&sicilline/streptomycine (GibcoBRL)
dans une étuve thermostatée a 37 °C sous une dtereste 5% de COPour le passage, les
cellules sont détachées par trypsination (TrypEDd/A, Sigma a 0,5 %) pendant 4 min a 37

°C. Les cellules sont stockées par congélation {€§0

2.3.1.2 Culture de fibroblastes

Les fibroblastes de souris NIH 3T3 (passages 6 s08) cultivées dans le milieu de
culture DMEM (PromoCell) 4,5 g/L de glucose suppbéné avec 10 % de sérum de veau
foetal (FCS GibcoBRL) et 1 % d’antibiotiques pémiied/streptomycine, dans une étuve
thermostatée a 37 °C et sous une atmosphere aec@@ddans des flasques de culture de 75
cn’ en conditions stériles. Pour le passage, les lesllsont détachées par trypsination
(Trypsine/EDTA, Sigma a 0,5 %) pendant 4 min a°B7 Les cellules sont stockées par
congélation (-80°C). Pour cette congélation, edlest suspendues a®1€ellules par mL dans
un milieu contenant du DMEM, 20 % de sérum de Vfeaial et 20 % de diméthyl sulfoxyde

(DMSO, Sigma). La densité cellulaire est mesurée awne cellule Neubauer. Pour les études
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de prolifération cellulaire, les cellules sont déges & une concentration comprise entfeef.0

10° cellules par mL. Le milieu est changé aprés 24ik fus les 2 jours.

2.3.1.3 Culture de fibroblastes gingivaux

Les fibroblastes gingivaux humains primaires (HGFsssages 6 a 8) sont extraits de
tissus gingivaux humains sains selon le protocplgauvé par le comité d’éthique pour la
protection des patients des hépitaux de Strasbaesgcellules sont cultivées dans le milieu
de culture DMEM (PromoCell) a 1 g/L de glucose dapnté avec 10 % de sérum de veau
foetal (FCS GibcoBRL) et 1 % d’antibiotiques pétiied/streptomycine, dans une étuve
thermostatée a 37 °C et sous une atmosphére ascQaytlans des flasques de culture de 75
cm® en conditions stériles. Pour le passage, les lesllsont détachées par trypsination
(Trypsine/EDTA, Sigma a 0,5 %) pendant 4 min a°B7 Les cellules sont stockées par
congélation (-80 °C). Pour cette congélation, edlest suspendues a°i¢ellules par mL dans
un milieu contenant du DMEM, 20 % de sérum de Vfeatal et 20 % de diméthyl sulfoxyde
(DMSO, Sigma). La densité cellulaire est mesuréecawne cellule de Neubauer. Pour les
études de prolifération cellulaire, les cellulemtsdéposées a une concentration comprise

entre 1 et 10 cellules par mL. Le milieu est changé aprés 24ik us les 2 jours.

2.3.1.4 Culture d’astrocytes

Les astrocytes primaires de rats (passages 1@nRgstraits de cerveaux de rats. Les
cellules sont cultivees dans le milieu de culturdEM (PromoCell) a 4,5 g/L de glucose
supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal (FE&BRL) et 1 % d’antibiotiques

pénicilline/streptomycine, dans une étuve therntésta 37 °C et sous une atmosphére a 5 %
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de CQ dans des flasques de culture de 75 em conditions stériles. Pour le passage, les
cellules sont détachées par trypsination (TrypED&/A, Sigma a 0,5 %) pendant 4 min a
37°C. Les cellules sont stockées par congélatidd {€). Pour cette congélation, elles sont
suspendues & 4@ellules par mL dans un milieu contenant du DMENI, % de sérum de
veau foetal et 20 % de diméthyl sulfoxyde (DMS@n&i). La densité cellulaire est mesurée
avec une cellule de Neubauer. Pour les études adéption cellulaire, les cellules sont
déposées a une concentration comprise enfret10 cellules par mL. Le milieu est changé

apres 24 h puis tous les 2 jours.

2.3.2 Ensemencement des cellules sur les films multicoagh

Les échantillons sont préalablement stérilisés ddvis(exposition de 30 min) dans
une hotte de culture. Les cellules presque confiisesont détachées des flasques de culture
par trypsinisation (Trypsin, Gibco, Villebon-sur-&tte, France), comptées avec un
haemacytométre puis ensemencées (200 pL/échargtliavec 1bcellules/cm). Les cellules
sont alors cultivées a 37 °C sous une atmosphémidifiée (5 % de C@ pendant une durée
déterminée. Pour les films déposés sur les feuillde®DMS et étirés, une demi-heure aprés

ensemencement, la quantité de milieu est comppetéeatteindre un volume de 5 mL.

2.3.3 Fixation/perméabilisation

Apres lavage des cellules au tampon phosphate 8PBE°C), elles sont fixées avec
du paraformaldéhyde (PFA, sigma) a 3,7 % v/v dan®BS, pendant 15 min a température

ambiante. Les cellules fixées sont perméabilisges ane solution a 0,1 % v/v de triton X-

60



Chapitre 2. Matériels et méthodes

100 (t-Octylphenoxy Polyethoxyethanol, Sigma) den$BS durant 10 min & température

ambiante.

2.3.4 Marquages immuno-fluorescents

2.3.4.1 Marquage du noyau

Le 4'.6-diamidino-2-phénylindole (DAPI) est un maeur de 'ADN et permet
d’observer le noyau de la cellule. Il donne ainss dnformations sur I'organisation et la
morphologie de la cellule. Aprés rincage des édlhamt au PBS, le DAPI est mis en contact

des cellules durant 10 min a température ambiante.

2.3.4.2 Marquage du cytosquelette

» Marquage a la rhodamine-phalloidine

La rhodamine-phalloidine est un marqueur des filgmd’actine et permet d’observer
le cytosquelette. Elle donne ainsi des informatisuns|’organisation et la morphologie de la
cellule. Apres ringage des échantillons au PB8hdalamine-Phalloidine adg/mL est mise
en contact des cellules durant 10 min a températomeiante. Finalement, les échantillons
sont rincés au PBS et conservés a 4 °C dans lejiAg8'a I'observation. L'observation est

réalisée avec le filtre 560/590 nm sur le microscagpi-fluorescence TE200 Nikon.
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* Marquage a la vinculine

La vinculine est un marqueur des contacts focayperhet d’observer le cytosquelette
de la cellule ainsi que la maniére dont les cealld&attachent a la surface. Ce marquage
permet d’obtenir des informations sur la morphatogfi le comportement des cellules.

Aprés rincage des échantillons au PBS, la vincu(dikiée a 1/30%) est mise en
contact des cellules durant 2 h a température anebidJn anticorps secondaire (dilué a
1/300) greffé a l'isothiocyanate de fluorescéine (FIT&8) ensuite mis au contact des cellules
durant 1 h 30 a température ambiante. Finalemestéthantillons sont rincés au PBS et
conserves a 4 °C dans le PBS jusqu’a I'observatitobservation est réalisée avec le filtre

(560/590 nm) sur le microscope a épi-fluoresceri€20D Nikon.

* Marquage ala GFAP

La protéine acide fibrillaire gliale (de I'anglaggial fibrillary acidic protein ou GFAP)
est un filament intermédiaire présent dans cersaic@lules gliales du systéme nerveux
central, les astrocytes notamment. Décrit pourdanere fois en 1971, chez I'homme, le géne
codant cette protéine de type lll est 17g21. Edfieétroitement liée aux autres protéines du
cytosquelette de cellules non épithéliales, a sakowvimentine, la desmine ou encore la
périphérine. Cette protéine participe au maintietieffort cellulaire et a sa forme, ainsi qu'au
fonctionnement de la barriere hémato-encéphaligeienarquage a la GFAP permet d’obtenir
des informations sur la morphologie, I'adhésiotagdrolifération des cellules.

Aprés rincage au PBS, la GFAP (diluée a 178@3t mise au contact des cellules
durant 2 h atempérature ambiante. Un anticorpsnsiaire (dilué a 1/1060greffé a la FITC

est ensuite mis en contact des cellules durant @0antempérature ambiante. Finalement,
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'ensemble est rincé au PBS et conservé a 4 °C danBBS jusqu'a I'observation.
L'observation est réalisée avec le filtre 560/5980 sur le microscope a épi-fluorescence

TE200 Nikon.

2.4 Méthodes d’analyse et de caractérisation des filsret des cellules

2.4.1 Microbalance a cristal de quartz avec mesure dalissipation

La technique de la microbalance a cristal de quUEPZM) est utilisée depuis de
nombreuses années pour contréler les dépots daeouneetalliques sur des supports solides
(Sauerbrey 1959). Son principe repose sur les j@tégrpiézo-€électriques du cristal de quartz.
En effet, le quartz est un matériau qui se défosmes I'application d’'une différence de
potentiel électrique, et réciproquement une comteamécanique entraine I'apparition d’'une
polarisation a ses bords.

Plus récemment, la technique a été étendue au daidépodts viscoélastiques en
milieu liquide. Il est alors nécessaire de mesuramortissement de l'oscillation de
'ensemble quartz-dépbt-liquide qui est en généeducoup plus important que celui du
quartz seul (Figure 2.6 a). A partir du temps darégtique d’amortissement, on obtient la

dissipationD, définie par :

D—1 2.1
= Tt (2.1)

ou f est la fréquence d'oscillation. On parle aldes microbalance a cristal de quartz avec

mesure de la dissipation (QCM-D).
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Le cristal (Q-sense AB, Goteborg, Suéde) se présemis la forme d'un disque de
guartz de 0,3 mm d’épaisseur environ, entouré de ééectrodes en or, I'une d’entre elles

étant recouverte de silice de 100 nm d’épaisseguf€ 2.6 b)

a b
(55 ! Electrodes d’or
Quartz ‘.e, “ i u"...—. ‘& :>

Ampitude
d'oscillation
s ;
(2} Excitation | Relaxation
ST =] -\N\MN\/\,\N_
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P ¢ = :
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SR P ks ; — I /
ot .

Temps

Figure 2.6: (a) Photo et (b) coupe schématique du cristadja@rtz utilisé pour les mesures de QCM

(c) schéma de principe de la mesure par QCM-D.

En appliquant une difféerence de potentiel entredesx faces, un mouvement de
cisaillement pur est induit. Si la face infériedle la lame est fixée sur un support immobile,
la face supérieure subit un mouvement oscillanizbatal. En premiéere approximation,
'ensemble du systéme est équivalent a un osailldiarmonique. La différence de potentiel
appliguée entre les électrodes est équivalente danoe mécanique extérieure qui s’applique

sur l'oscillateur. Cet oscillateur harmonique estactérisé par sa fréquence de résongnce

k

1 2.2
fr= o |u (2.2)
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ou M représente la masse de l'oscillateur (le cristafjdartz) ek sa constante de raideur. Le
dépb6t d’'une massm d’'un matériau h << M) sur la lame de quartz, la masse totale de

l'oscillateur s’éleve alors Bl + m et la nouvelle fréquence de résonance f devient :

1 k

= —M+mz_fr(1—1) (2.3)

f 2M

Ainsi, le dépbt d’'une massa d’'un matériau sur la lame de quartz conduit a une
différence de fréquence de résonance donnée pelateon :

M=f-f == T ()

ou C est une constante caractéristique de la lame al¢zgappelée constante de Sauerbrey :

c=M (2.5)
i '

Le principe de la microbalance a cristal de quaomsiste a mesurer la variation de
fréequence de résonanag engendrée par le dépot d’'un matériau de massenne et d’en
déduire la masse déposée par unité de surfaceuaeegrécision proche du ng.énDe plus,
une telle lame de quartz peut non seulement étie ren résonance a sa fréquence
fondamentale (notée f), mais également a toutebaesoniques impaires (£ vf ouv est
un entier impair positif). A chaque harmonique espond aussi un changement de fréquence

de résonance consécutif au dépbt de matiaresera relié af, par la relation de Sauerbrey :

o Afy
m=-C—" (26)

Cette relation s’applique de fagon approchée, dapdt de matériau en milieu liquide,
mais toujours pour des films fins, rigides et umfes (Rodahl and Kasemo 1996). Or, les
films multicouches étudiés sont trés hydratés ets@dent généralement un comportement
semblable a celui d’'un gel ou d’un liquide visquéarsqu’ils deviennent épais. La relation de
Sauerbrey n’est alors plus applicable et un autogléde qui tient compte des propriétés
viscoélastiques des films multicouches est utilisés récentes évolutions techniques ont
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permis l'acquisition d’'un nouveau parametre expérital: le facteur de dissipation
visqueuse not® qui est lié aux propriétés viscoélastiques du filéposé. Une analyse de
I'évolution des fréquences et de la dissipatiortéaréalisée a partir du modéle proposé par
Voinova et al. (Voinovaet al. 1999). Un programme d’ordinateur a été élaborératé pour
déterminer ainsi I'évolution de I'épaisseur surgdurs centaines de nanometres ainsi que la
viscosité et le module élastigue de cisaillementurpales 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 marquee@s8 (Q-Sense AB, Goéteborg,
Suede) de type QCM-D EL1. Il comporte une chambmnégure thermostatée par un systeme

Pelletier et une unité électronique interfacée angmateur (Figure 2.7).

Figure 2.7: Photographie du modéle QCM-D E1 (Q-Sense)

Cet appareil fonctionne sur le principe suivant:générateur de fréquence excite le
cristal de quartz avec une tension sinusoidale rdguéncef;. Cette fréquence prend
successivement la valeur de la fréquence fondameet¢arésonance de la lame (~ 5 MHz) et
de ses harmoniques (~ 15, 25 et 35 MHz). L'exatatiu cristal est imposée sur une durée
tres bréve (quelques us). Apres l'arrét de I'exidtga pour chaque résonanaee< 1, 3 ,5,7)
le cristal oscille librement a une fréquence deméasce proche de la fréquence d’excitation
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du cristal. Ces oscillations mécaniques générentadeillations électriqgues aux bords du
cristal, qui sont enregistrées et traitées infoiquament. Ces oscillations sont amorties,
comme cela est représenté sur la Figure 2.6 c.fiefy Bamortissement du signal est di a
I'énergie dissipée dans la lame, mais surtout derfdm et dans le fluide au contact de la
lame. En QCM-D, les grandeurs que I'on mesure kofréquence de résonance et le facteur
de dissipation visqueuse D (déterminé via la canistd’amortissement) pour les 4 fréquences
d’excitation (5, 15, 25 et 35 MHz). Cette dissipatrenseigne en principe sur les propriétés

viscoélastiques des films.

2.4.1.2 Mode opératoire

Les cristaux utilisés sont recouverts d’'un film 8, de 100 nm d’épaisseur. lls
possédent une fréquence fondamentale de résonaric®ltiz et des harmoniques a 15, 25 et
35 MHz. Avant chaque expérience, le cristal estogétin situ, avec une solution de
Hellmanex a 2 % pendant une demi-heure a températabiante. Il est ensuite rincé avec
une solution de HCI 0,1 M puis lavé a I'eau et géallazote.

La construction d’'un film multicouche de polyéletytes se fait dans la chambre de mesure
de l'appareil QCM-D (Figure 2.8)u se trouve le cristal de quartz. Tout d’abord,jrgecte

600 pL de la solution de polycations qui est mise@ntact avec le cristal dans la cellule de
mesure et laissée au repos pendant une durée déternh’opération est répétée avec la
solution de rincage (150 mM de NaCl oy puis la solution de polyanions est injectée de

facon similaire. Les étapes d'injection et de rgegasont poursuivies jusqu’a obtenir le

nombre de couches voulu.
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gl

Figure 2.8: Photographie d’'une chambre de mesure en QCM-D€5&).

2.4.2 Microscopie a force atomique

2.4.2.1 Principe de fonctionnement d’'un AFM

La microscopie a force atomique (AFM, Atomic Fordéicroscopy) est une
microscopie a champ proche développée dans leseant®@80 en méme temps que la
microscopie a effet tunnel (Binnig and Rohrer 198R)AFM est une variante de la
microscopie a effet tunnel destinée a I'observatien la topographie des surfaces non-
conductrices (Binniget al. 1986). Le principe consiste a balayer la surfaed @hantillon
avec une pointe tres fine de nitrure de siliciumgNg jouant le réle de sonde) montée a
I'extrémité d’'un levier de constante de raideur raom (Figure 2.9), I'ensemble formant le
micro-levier oucantilever et a détecter les interactions entre cette podttéa surface.
L’AFM est ainsi utilisée pour imager les surfacasldgiques avec une résolution latérale
(dans le planx;y)) de I'ordre de la dizaine de nanometres et useluéon normale (eg) de
'ordre de I'Angstrém. Les évolutions des technisjudFM ont permis notamment la
cartographie de différentes propriétés mécanigBesnfamet al. 1990), électrostatiques et

magnétiques (Martiet al. 1988).
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Pomtes pyramidales en SigM)

-
- e
- - .

-\.H%

e

S T

s, =
S

i o -
s

---"“'--.,h
},_,=?.I-‘ E
 i—

i

Figure 2.9: Schéma d'un support de cantilevers a pointes piglales de constantes de raideur
différentes (modele MSCT-AUHW, Veeco). Généralerseals les cantilevers C et D a faible raideur

(0,03 N.rit et 0,07 N.i) sont utilisés pour I'imagerie des films de posgétolytes.

L’échantillon est fixé sur un tube piézo-électricRl® qui permet un mouvement dans
les 3 directions de I'espace. Lors du balayagejnsactions intermoléculaires de van der
Waals de la sonde avec la surface générent lactiéfiedu cantilever. Pour mesurer la
déflection, un faisceau laser est focalisé surti&rité du cantilever (zone réfléchissante) et

est réfléchi sur une photodiode a quatre cadragsr@2.10).

Boucle d’asservissement

Ihode laser
Dt ectenr

laser

Amplitude r

Echantillon

Figure 2.10 : Schéma du principe de fonctionnement d’'un micqes@oforce atomique (Université de

Pau).
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La différence de potentiel entre les différents dyaats indique avec précision la
déflection du cantilever. Cette méthode de mesara dléflection présente I'avantage de ne
détecter que les variations angulaires du cantileie revanche, ce type de mesure est
sensible a la dérive thermique et nécessite undeaitgitente avant I'obtention d’'un signal

stable. La déflection est reliée a la forEg €xercée sur la pointe par la loi de Hooke :
F=kAd (2.7)

aveck. la constante de raideur du cantileveAdta déflection du cantilever.

2.4.2.2 Imagerie AFM

L’'image en AFM est obtenue par la mesure de laed&fin du cantilever en chaque
point (X,y) de la surface ce qui donne acces a la topograhliéchantillon. Différents modes
ont été développées afin de cartographier et datifjea les propriétés physicochimiques de
la surface : modes contact, non-contact et tapgasgillant). Dans ce qui suit, nous nous

intéresserons a l'imagerie en mode contact et e apping.

* Mode contact
Dans ce mode, la pointe est maintenue en contaxt kavsurface de I'échantillon,
généralement avec une force constante de I'ordrE0d@EN. Une boucle de rétroaction ajuste
en permanence la position ende I'échantillon a l'aide du déplacement de la cégae
piézo-électrique (Figure 2.10). Le déplacementica@rt(en z) du tube piézo-électrique en

fonction de la positionx(y) donne alors I'image topographique de la surface.
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* Mode tapping
Dans ce mode, le cantilever oscille a sa fréquetec@ésonance avec une certaine
amplitude et la pointe interagit périodiquementcalae surface. Il est particulierement bien
adapté pour imager des échantillons mous car iliréel risque de dégradation de la surface.
L’étude de la variation d'amplitude et du déphasagiee le signal fréquentiel appliqué et
celui détecté a la photodiode permet de remontert@pographie des échantillons ainsi qu'a

I'obtention des images de phase.

2.4.2.3 Mode opératoire

Les images topographiques sont réalisées sur uareifpge Nanoscope llla (Veeco,
Santa Barbara, CA) avec des pointes pyramidaleséessur des cantilevers de constante de
raideurs variables (Figure 2.9). Les films ont@téervés en mode contact a une fréquence de
balayage d’environ 2 Hz en utilisant des cantilevée raideurs 0.03 N:m(Modéle MSCT-

AUHW, Veeco).

Pour les surfaces a imager en milieu hydraté, disesune cellule spéciale, pouvant
contenir un liquide, que I'on remplit avec quelguesrolitres de solution tampon (Figure

2.11).
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Figure 2.11: Photographie d'une cellule d’AFM spécialement as@our l'imagerie en milieu

liquide.

La solution tampon est préalablement filtrée a 042 pour éviter la présence
d'impuretés et de poussieres pouvant géner le déplent du cantilever. De plus, les surfaces

ont été rincées abondamment avec la solution tarfifp@e pour les mémes raisons.

2.4.3 Observations cellulaires

Les cellules sont observées avec un microscopeo(Nilipse TE200) équipé en
champ clair et en épi-fluorescence (lampe au mergQOW et filtre pour la FITC (495/520
nm) et la rhodamine (560/590 nm)). Les images s@apturées a l'aide d’'une caméra

numeérique (DMX1200, Nikon) associée a un logicelcdpture d'images (NIS-Elements).

2.4.4 Quantification de 'orientation des fibrilles et decellules

La distribution des angles des fibres de COL alétérminée a 'aide de OrientationJ,

un plug-in du logiciel ImageJ (Rezakhanibéial. 2011). 6 images obtenues par AFM sont
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transformées en format 8-bit. 64 reperes de méithe $ant alors dessinés par I'opérateur sur

les 6 images et correspondant aux mémes condexpérimentales (Figure 2.12).

Figure 2.12: Image obtenue par AFM sur laquelle 64 repéresébétdessinés.

Le logiciel calcule I'orientation moyenne des fibré I'intérieur de chaque repére. 64

valeurs d’angles sont alors récupérées par imaggeblx 64 = 384 valeurs ainsi obtenues sont

regroupées par classes de largeur égale a 5°éhadnce est tracée en fonction de I'angle

(Figure 2.13).
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Figure 2.13: Distribution de l'angle d'orientation des fibresedcollagéne déposés pour un

échantillon (COL/ALG); étiré a 100 %puis réticulé.

Afin de comparer les différentes conditions d’étient, nous avons décidé d'utiliser
les écarts-types des valeurs d’angle. Pour chagaphigue (6 images/condition), nous

pouvons calculer un écart-type. La moyenne de amtsttypes et les eécarts-types

correspondant ont ensuite été tracés en fonctidawdud’étirement.
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2.4.4.1 Etude de l'orientation des cellules et des noyaux

Les cellules sont préalablement observées avecienosnope (Nikon Ellipse TE200)
eéquipé en champ clair et en épi-fluorescence. ineges sont récupérées et traitées a l'aide
du logiciel ImageJ (Rasband, W.S., ImageJ, U.SioNal Institutes of Health, Bethesda,

Maryland, USA http://imagej.nih.gov/ij, 1997-2011).
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Figure 2.14: a) Image de cellules obtenues a l'aide d’'un micope a épifluorescence (les noyaux
ont été marqués au DAPI, colorant bleu), b) I'imagabit un seuillage (threshold), c) tableau
récapitulatif des données (dont I'angle d’orientatides noyaux) obtenues a partir de la commande

« analyze particles » dans le logiciel ImageJ.
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Un seuillage de I'image est réalisé (Figure 2.14t@). La commande « Analyze
particules » dans ImageJ permet de déterminerequitssitypes d’informations tels que des
facteurs de forme et des angles d'orientation dst® (Figure 2.14 c). Dans ce cas précis,
I'orientation est calculée comme l'angle corresporida I'axe le plus grand compris dans
I'objet, c'est-a-dire entre les deux points lesspflbignés dans I'objet. Cet axe correspond
donc a I'axe d’orientation du noyau. Un total d& bellules par condition a été analysé (sauf
contre-indication). L'influence du taux d'étiremeatrr I'orientation des fibroblastes 3T3
murins a été étudiée. Pour cela, les écarts-typesldtributions de I'angle d’orientation pour

chaqgue condition ont été tracés en fonction du thétrement (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 eseslar transitions vibrationelles,
entre un état énergétique fondamental et un étitieexCe processus est régi par les lois de la
mécanique quantique. L'énergie totale d'une mokeulgmente ou diminue, selon qu'il y a
respectivement absorption ou émission d’'un ou elusi quanta. Il est usuel de considérer
que I'énergie totale d’'une molécule est la somme qdatre contributions : I'énergie
électronique E¢), I'énergie de vibration H,), I'énergie de rotationH) et I'énergie de

translation &) :
EtotaI:Ee+Ev+Er+Et (28)

aveckE. >>E, >>E, > E.
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Les changements d’énergie de vibration sont dussarddiations dans le domaine
spectral de linfrarouge moyen (nombre d’onde dé® 404000 crl). L'absorption ou
I'émission d'un rayonnement infrarouge par une oudééconduit a une variation de I'énergie

vibrationnelle donnée par I'équation de Bohr :

AEzEZ—Elz hf =hcv (29)

ou E; est I'énergie initialeE, I'énergie finaleh la constante de Planck,la vitesse de la
lumiére f la fréquence de vibration {setv le nombre d'onde (cH). Lors de I'étude des
transitions vibrationnelles, il est plus commodealderire la radiation par son nombre d’onde,
v, plutét que par sa fréquendepu par sa longueur d’'onde(on peut rappeler que= 1/4).
Les spectres infrarouges sont traditionnellemeptésentés en fonction du nombre d’onde,

qui est souvent appelé par abus de langage "fréglignien qu'il soit exprimé en ¢

Le spectre d’'un composé obtenu par des méthodepeatdroscopies vibrationnelles
(infrarouge, Raman) lui est propre et joue le rdlane véritable empreinte chimique.
Parallélement, certains groupements chimiques pi&se des bandes vibrationnelles qui
apparaissent toujours aux mémes fréquences, ggeHesoit la molécule qui porte ces
groupements. Par exemple, le groupement méthyl@he- -produit toujours une bande
intense vers 2850 c(correspondant au mode d'élongation symétriqued,ag groupement

appartienne a des lipides, des protéines, etc.

Les fréquences de vibration d'autres groupemeetsvgmt varier a cause des
interactions intra ou inter moléculaires. Parmi lefets intermoléculaires, la liaison
hydrogene est I'un des facteurs les plus importanis affectent les fréquences des
groupements. En spectroscopie infrarouge, cettgrigté permet I'étude de la structure

secondaire de protéines ou de polypeptides.
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2.4.5.2 La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourie

La spectroscopie infrarouge a transformée de FRo(hRTF) nécessite I'utilisation

d’un interférométre de Michelson (Figure 2.15).
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Figure 2.15 : Représentation schématique de l'interférométre deh&élson. Encart : représentation
de lintensité (interférogramme) mesurée par leedtdur avec un faisceau monochromatique de

longueur d'ondel comme source.

Le faisceau issu d'une source infrarouge est damséeux faisceaux grace a une lame
séparatrice semi-réfléchissante, généralementame tle KBr revétue de germanium. Cette
lame semi-réfléchissante (L) est montée a un amglé5 ° par rapport a deux miroirs plans,
dont l'un est fixe (F) et I'autre mobile (M), etigont placés a 90 ° I'un par rapport a l'autre.
Lorsque le faisceau issu de la source infraroutpginata lame semi-réfléchissante (L), 50 %

de l'intensité du faisceau incident sont réfleéchus le miroir fixe (F), et 50 % sont transmis
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au miroir mobile (M). Apreés réflexion des deux faaux sur les miroirs, ils convergent sur la
lame L et sont recombinés. Le faisceau recombingsepa travers |'échantillon avant

d’atteindre le détecteur.

L’appareil utilisé pour nos expériences est de tymuinox IFS55/E (Bruker,
Wissembourg, France), avec une gamme comprise €006 cm’ et 400 crit et une
résolution de 0,4 cth L'intensité de la lumiére entrant dans lintediéwtre peut étre
modulée par une ouverture placée devant la souedaser hélium-néon émet a 632,8 nm. Le
détecteur MCT, qui requiert un refroidissement azdte liquide, est plus sensible que le
DTGS. Le détecteur DTGS est utilisé en mode trassion et le MCT en mode réflexion

totale atténuée.

2.4.5.3 Techniques d’échantillonnage

» Précautions relatives aux mesures
Dans le cadre de I'étude des polyélectrolytes eatisa aqueuse, la bande de
vibration de déformation H-O-H de I'eau £ 1650 crit) induit un chevauchement avec la
bande amide | (1600-1700 &ncaractéristique du collagéne. Par conséquenthresires
ont été réalisées dans I'eau lourde@ dont la bande de déformation est déplacee=a

1215 cnt.

D’autre part, la vapeur d’eau et le dioxyde de caebabsorbent tres fortement dans
l'infrarouge. Lors des mesures en IR, cette absorpéduit I'énergie totale du faisceau qui
atteint le détecteur. Ceci se traduit sur les spggbar une augmentation du bruit dans les

régions d'absorption de I'eau et du dioxyde de aragb Cette augmentation est trés génante
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lors de I'étude des protéines ou d’autres molécblietogiques qui présentent une faible
absorption dans le méme domaine de fréquencet dloex nécessaire de purger la cellule de
mesure avec de l'air dépourvu d'eau et de dioxyeatbone. Ainsi, le spectrométre IRTF

gue nous utilisons est équipé d’'un sécheur d’'ang¢KM 25 MS/TE, Zander, Allemagne).

* IRTF en mode réflexion totale atténuée
Les multicouches de polyélectrolytes ont été érglipar IRTF en mode réflexion
totale atténuée (Attenuated Totale reflexion, ATIRs principes de 'ATR ont été décrits par
Harrick (Harrick 1967) et ses applications dansd@maine biologique par Fringeli et
Gunthard (Fringeli and Ginthard 1981). Dans notuelé nous utilisons un cristal en ZnSe

trapézoidal (Figure 2.16).

Milieu 2

Fal- Echantillon

Milicu 1

Cristal d°ATR

- Faisceau

infrarouge

Figure 2.16: Faisceau infrarouge traversant un cristal trapézlidi’ATR. Le faisceau entre
normalement par une des faces du cristak(45 °) et frappe l'interface entre le cristal (ieu 1) et

la solution aqueuse (milieu 2). Le faisceau crée ande évanescente dans le milieu 2 au-dessus du
cristal d’ATR. Le faisceau est ainsi réfléchi pausis fois avant de ressortir par I'autre face dispre.

L'intensité du faisceau sortant est alors mesua¥eup détecteur.
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Grace a un montage optique constitué de plusieursirs) le faisceau infrarouge
(provenant de la lame semi-réfléchissante) esgélivers l'une des faces du cristal d’ATR. Ce
faisceau incident tombe sur l'interface entre Istal I’ATR (milieu 1) et la solution aqueuse
au-dessus du cristal (milieu 2). Si l'anglkedu faisceau incident est supérieur a I'angle

critiqguea, le faisceau est totalement réfléchi a I'intéridurcristal.

2.4.5.4 Mode opératoire

» Cellule liquide en mode transmission
Pour les mesures des spectres d'absorption desglgumlplytes en solution, nous
utilisons la cellule liquide en mode transmissiore@ le détecteur DTGS. La cellule se
compose d'un support métallique, d'une partie e possédant deux injecteurs, de deux
fenétres en CakFde joints en téflon et d'un espaceur de 15 urté#on. Les fenétres sont
nettoyées au Hellmanex (2 %) avec du papier potioyage optique (Whatman, Maidstone,
Grande-Bretagne). Elles sont rincées ensuite a éea I'éthanol. D'autre part, le support en

inox, les joints et I'espaceur sont lavés de méamdellmanex, puis rincés a I'eau.

Pour le montage de la cellule, il suffit d'installes fenétres séparées par I'espaceur
dans le support muni de son joint. La partie ex i@st ensuite emboitée avec son joint et un
anneau métallique fileté est alors vissé sur lmlespour garantir I'étanchéité de I'ensemble.
La solution échantillon est alors introduite damgéllule par I'un des injecteurs, qui sont par
la suite obstrués par deux bouchons en téflon.dlale est ensuite mise en place dans le
spectroscope. Il faut attendre environ 20 min péliminer la vapeur d'eau dans le

spectroscope avant d'effectuer la mesure du spgetinsmission de I'échantillon. 128 scans
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(interférogrammes) sont enregistrés pour la rét@efsolution tampon utilisée) et pour

I'échantillon (polypeptide + solution tampon), avee résolution de 2 ¢h

» Cellule en mode réflexion totale atténuée :

Pour les mesures des spectres d'absorption depeptilyes en multicouches, nous
utilisons la cellule en mode réflexion totale attéa avec le détecteur MCT refroidi a I'azote
liquide. La cellule se compose d'une chambre thstatée, composée de deux parties en
inox, d'un cristal de ZnSe et d'un joint qui perrd&voir un volume de 110 pL dans la
cellule. Les tuyaux en Tygon© du montage, le joammsi que la chambre sont nettoyés avec
du Hellmanex puis rincés a l'eau. Le cristal deeZe$t lavé avec du Hellmanex, du méthanol

et ensuite rincé a l'eau.

Le montage de la cellule s'effectue en inséraiodéhle joint dans la chambre puis le
cristal de ZnSe. La deuxiéme partie de la cham$&iremsuite emboitée et fixée par 4 vis. La
cellule est mise en place dans le spectroscopeuteng suffit d'installer les tuyaux a l'entrée
et a la sortie de la chambre de mesure. Les sokigont introduites a travers ces tuyaux par
l'intermédiaire d'une pompe péristaltique. Il faattendre au moins 8 heures avant de

commencer la construction de la multicouche afitirdiner la vapeur d'eau.

» Construction des films multicouches
Dans un premier temps, la solution tampon prépdais DO est introduite dans la
chambre sous un débit de 0,25 mL/min en circuihfer512 scans sont alors enregistrés avec

une résolution de 2 ¢

La construction des multicouches est ensuite s@aliavec les solutions de

polyélectrolytes de concentration 0,5 mg/mL. Cdatams sont injectées sous flux en circuit
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fermé avec un débit de 0,25 mL/min. Six spectresl?2® scans sont enregistrés, ce qui
correspond a un temps d'adsorption de 12 min. Anlale chaque étape d'adsorption, la
cellule est vidée et rincée par la solution tamddeux spectres de 128 scans, suivis d'un
spectre de 512 scans, sont enregistrés. Ceci porreésa une durée de ringage d'environ 12
min. Le film multicouche est construit en alternBadisorption du polyanion et du polycation.

Il est trés important de ne pas laisser le filmtiatche trop longtemps au contact de l'air

lors des changements de solutions.

2.4.6 Microscopie confocale a balayage laser

2.4.6.1 Phénomeéne de fluorescence

La fluorescence est la propriété d'une moléculebgsodber un photon, puis a le
réémettre a une longueur d’onde plus élevée (Dmagra de Jablonski, Figure 2.17). Soumise
a une excitation lumineuse de longueur d’onde denk@molécule fluorescente est portée
dans un état vibronique excité;)SA température ambiante, la conversion interngagne
une perte partielle de I'énergie absorbée par atiax vibrationnelle et la molécule se
retrouve a un état excité moins élevé en énergie (8 retour de la molécule a son état
électronique fondamental {)Sest associé a une libération d’énergie luminghse faible que
'énergie associée a l'excitation lumineuse ce gai traduit par une longueur d’onde

d’émission supérieure a la longueur d’onde d’absomgDéplacement de Stockes).

82



Chapitre 2. Matériels et méthodes

S,
i @) .
=Y
E} h \-"1:—! 1 h \'ru fia::]
L
S, Y

Figure 2.17: Diagramme de Jablonski. La molécule fluorescemitealement a I'état fondamentah S
absorbe de I'énergie lumineuse (1) et se retrouv&tat excité $. Lors de la désexcitation, la
molécule perd d’abord de I'énergie par conversiaterne (2) (vibrations, chocs moléculaires) et se
retrouve a I'état excité d'énergie inférieurglis subit une transition électronique de I'étataSson
état stable §(3). Cette transition libére de I'énergie sousnfiarlumineuse a une longueur d’onde plus
élevée que la longueur d'onde d’excitation (carnkégie d’émission est plus faible que celle

d’excitation).

2.4.6.2 Sondes fluorescentes

Les sondes fluorescentes sont des molécules mtagint petites pouvant étre couplées
de facon covalente a différents polyélectrolytesy@acromolécules biologiques. En raison de
leur fort rendement quantique de fluorescencestesles fluorescentes peuvent fournir une
tres grande sensibilité de détection et permetiemigerie d’especes moléculaires présentes
dans les films multicouches de polyélectrolytes das techniques de microscopie de

fluorescence telle que la microscopie confocalalayage laser.
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2.4.6.3 Principe de la microscopie confocale a balayager las

Le principe général de la microscopie confocaldééapéoposé par Minsky (1957). Il
s’agit de diriger un faisceau laser sur un poirdtci@ (point focal) de I'échantillon a I'aide
d’'un microscope a épi-fluorescence. Cependantajettdu faisceau laser dans I'échantillon
génere de la fluorescence en dehors du plan fBeair éliminer cette fluorescence parasite,
un trou de filtrage appelé pinhole (« trou d'aifpiih) est placé en amont du détecteur et ne
laisse passer que la lumiere en provenance du foaialt (Figure 2.18). L'image ainsi obtenue

présente un bon rapport signal/bruit.

| détecteur |
— (== Trou de filtrage

il
AN
Y, .

/o

Miroir
dichroique

Laser d'excitation

- ; Plan focal

Figure 2.18: Schéma de principe d'un microscope confocal ayaga laser. La source laser est

fluorescence

condensée par l'intermédiaire d'une premiere léatild’'un miroir dichroique et de I'objectif en un
point focal. La fluorescence émise par I'échantillest ensuite recueillie par un photomultiplicateur
Pour éliminer la fluorescence parasite, le trou filrage (pinhole) est disposé au niveau du plan

image de I'objectif (Université Claude Bernard Lyipn
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Le balayage de I'échantillon par le laser, en fmint (x,)y) de la surface fournit une
image du plan focal. Ce balayage dans le plan twtét est obtenu a l'aide de miroirs
motorisés disposés sur le trajet optique du ldaur le balayage vertical (e} I'objectif est
monté sur un moteur piézo-€électrique. Il est ghasisible d’obtenir des images en provenance
de différents plans de I'échantillon et ainsi deorestituer une structure en trois dimensions
avec une résolution latérale et normale respecewvemie 0,15 um et 0,5 um pour un objectif
ayant une ouverture numérique de 1,4 et l'utilati’'une longueur d’'onde de 500 nm. Cette
caractéristique est particulierement intéressaontg gtudier la structure normale des films
multicouches épais (micrométriques) en milieu aguéa configuration la plus courante est
le mode réflexion que nous avons utilisé pour laskation des films multicouches. Dans ce
mode, la méme lentille sert a focaliser la lumigmeduite par la source et a former l'image sur

le détecteur.

2.4.6.4 Reconstitution d’'images

Le faisceau laser se déplace par lignes pour imagegslan (Xx,y). La platine porte-
objet, support de I'échantillon (lame de verre euilfe de silicone fixée dans le dispositif
d’étirement), est également déplacéezetun pas fini constantAz). Une image numérique
des plans x;y) du film est prise successivement pour chaque Ama®t |'utilisation du
« pinhole » permet d’'imager un plan donné en élmides contributions des zones situées
en-dessus et en-dessous de ce plan. L'image tmdimenelle peut alors étre reconstituée et

I'objet peut étre visualisé par tranches a l'aiddatjiciel Zeiss LSM Image Browser.
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Les lasers les plus couramment utilisés sont :

- Laser argon produisant trois raies : 459 nm,@88bleu) 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 confocalas avons utilisé les raies
d’excitation a 488 nm fournie par le laser argogadle a 543 nm fournie par le laser hélium
néon |. Le microscope confocal utilisé est de tyS® 510 (Zeiss), monté sur un microscope
AxioVert 100M (Zeiss) associé aux lasers héliumméob argon. Pour visualiser les films
multicouches de polyélectrolytes, les polyélectiedysont couplés a des sondes fluorescentes,
généralement l'isothiocyanate de fluorescéine (Fé¢kCitation 488 nm/émission 520 nm) ou

bien la rhodamine (Rho,excitation 570 nm/émissi@h Bm).

2.4.7 Microscopie électronique a balayage environnemeaetal

2.4.7.1 Principe de la microscopie électronique a balayage
La microscopie électronique a balayage (MEB ou Spdlir Scanning Electron
Microscopy en anglais) est une technique de miogiscélectronique basée sur l'interaction
électrons-matiére, et capable de produire des immagehaute résolution de la surface d’'un

échantillon (Figure 2.19).
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Figure 2.19: Principe de fonctionnement d’un microscope élattioe a balayage (wikipedia). Le
canon produit un faisceau d'électrons qui balaylensurface d’'un échantillon. Des particules telles
que des électrons secondaires ou rétrodiffusésréeémis et les signaux sont récupérés par différent

détecteurs.

Basé sur les travaux de Max Knoll et Manfred vodekme dans les années 1930, le
MEB produit un faisceau d’électrons balayant lafae de I'échantillon a analyser qui, en
réponse, réémet certaines particules et rayonnenféleictrons secondaires, rayons X). Ces
particules et rayonnements sont analysés par eliffér détecteurs qui permettent de

reconstruire une image en trois dimensions derfacsel

Figure 2.20: Photographie du MEB environnemental utilisé (Hita€M-1000).
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La présence de gaz autour de I'échantillon estuengossible en utilisant un
microscope électronique a balayage environneméhigiire 2.20). Il n’est pas nécessaire de
métalliser les échantillons pour rendre la surfaoaductrice comme c’est le cas pour
'observation par un MEB conventionnel. En résumes, échantillons peuvent étre étudiés
plus rapidement et plus facilement et avec moinstedfiniques de préparation, sources

d'artéfacts.

2.4.7.2 Mode opératoire

L’appareil utilisé pour nos expériences est un ¢tital M-1000. Les échantillons ont
préalablement été rincés abondamment a I'eau @ifheur empécher des cristaux de sel de

se former pendant leur séchage.

2.4.8 Ellipsométrie

L’ellipsométrie est une technique optique d’analgeesurface fondée sur la mesure du
changement de I'état de polarisation de la lum@pees réflexion sur une surface plane
(Figure 2.21). L'utilisation croissante des trennts de surface (optique, technologie des
semi-conducteurs, métallurgie) a contribué au dgppEment de techniques optiques

d’analyse de surface : interférométrie, réflectaraedt ellipsométrie.
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Figure 2.21 :Schéma de principe de fonctionnement d'un elligsanithése Mathias Borella).

Les points forts de I'ellipsométrie sont son cageethon destructif et sa large gamme
de mesure (mesure d’épaisseur depuis une fracti@ouche monoatomique jusqu’a quelques
micrometres). Il faut distinguer I'ellipsométrieuaae seule longueur d’onde, qui est l'outil le
plus simple, de I'ellipsométrie spectroscopique,&affectue des mesures sur tout un spectre et
permet d’interpréter des structures complexes : tiomuiche, rugosité d’interface,

homogeénéité.
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3 Chapitre 3 : Films multicouches de
polyélectrolytes a base de collagene
réticulés par un agent naturel

3.1. Développement d'un nouveau systéme multicoucha base de
collagéne 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 da fonctionnalisation
d'implants en titane

3.2.1. Résumé de I'Article 2

3.2.2. Article 2

3.3. Protocoles expérimentaux pour la fonctionnadation d’'implants en
titane

3.3.1. Résumé de I'Article 3

3.3.2. Article 3
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3.1 Développement d’un nouveau systéme multicouchebase de
collagéne

3.1.1 Résumé de l'article 1

L’étude du systeme multicouche collagene (COL)gir@te (ALG) provient de la
volonté de fabriquer de nouveaux revétements entiént naturels pour la fonctionnalisation
de biomatériaux. Dans cette étude, nous introdsisées films multicouches de
polyélectrolytes a base de collagene et d’alginadepremiére partie de I'étude consistait a

suivre la construction des films COL/ALG.

Leur construction a pH acide (un pH 3,8 s’est avéréessaire a la solubilisation du
collagéne) a été suivie par QCM-D (milieu liquiée)par ellipsométrie. L'épaisseur évolue de
maniere non-linéaire en fonction du nombre de pail® couches déposées. On atteint ainsi
une épaisseur d’environ 300 nm pour 7 paires dechmmi COL/ALG déposées. La
construction des films a également été suivie pactsoscopie infrarouge et potentiel zeta

pour vérifier I'alternance des couches de collag&r#alginate.

Toutefois, les architectures COL/ALG construitespid 3,8 se dégradent a pH
physiologique (pH 7,4). Nous avons donc entrepessthbiliser les flms multicouches par
réticulation chimique. Une étude comparative suréldgculation des films a été menée en
utilisant d’'une part, le glutaraldéhyde, un rétioul éprouvé mais cytotoxique et la génipine,
un réticulant naturel d’origine végétale (Gardéd@sminoides). La modulation du taux de
réticulation a permis de définir un taux de rétian seuil (pour une concentration en
génipine de 100 mM), a partir duquel les films @ent leur intégrité a pH 7,4. La méme
étude a été réalisée avec le glutaraldéhyde. Um thu réticulation seuil, pour une

concentration en glutaraldéhyde de 50 mM, a étérohéé. La topographie des films a été
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étudiée par microscopie a force atomique (AFM). dleservations par AFM montrent que les
revétements COL/ALG sont de nature fibrillaire. Lesages d’AFM montrent aussi que la

réticulation chimique des films avec la génipinalt&re en rien la structure fibrillaire.

Des cellules endothéliales humaines issues du wootabilical (HUVEC) ont été
déposées sur des films (COL/ALLB paires de couches) pour étudier leur biocorhibiad.
Ainsi, I'étude de l'attachement et de la prolifésat des cellules HUVEC sur les films
COL/ALG a montré, d’'une part que ces films sonbdas supports pour la culture de cellules
HUVEC, d’autre part que les cellules adherent efif@rent davantage sur des films réticulés

avec la génipine plutét que sur ceux réticulés d@tutaraldéhyde.

Nous avons démontré au cours de cette étude kibgaé de fabriquer des films
multicouches COL/ALG, dont I'épaisseur est modualet ayant une structure fibrillaire. Ces
films ont été stabilisés par réticulation chimiquec du glutaraldéhyde et de la génipine afin
d’étre utilisés en conditions physiologiques (pHl)7,L'étude de I'attachement et de la
prolifération de cellules HUVEC sur les films COIUG réticulés avec la génipine a
démontré la biocompatibilité de ces films et I'm@&de choisir la génipine comme réticulant

au lieu du glutaraldéhyde.
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Figurn a4 and ' dhiw the stracdore of 5 COLTALG Bl sfer
roodimking with geniplis st 100 mM The Khella srucure of
tha Bley is presenved and is oy dmila t the stractior of
nonsmoeslinked filmu with celagen Bben andamly arganied
Howrer, the smactum of & COLCALG flm cromdinkod with
gl arakbebiyde it 30 mM Ui alightly Jiflrent [ Figeee 4 and 17,
The lhutﬂ.n‘#nﬂ"nrpﬂ-ﬂ in Ribrile bt thiw s 3 bE
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1% mm (¢rnielnkad with ghialdhyde). Thew readic
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materid U'he diference between ilie pedtny bl mal
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wdbls 3t R0 3ad 1670 cm " materialiving the croce-inking of

L, h;rcglum'llﬂ

Call Culture on PENALGICOL), Filma, HUVEC oo
s followed om FELAALGACOLY, Bl croma-Brbed aithir
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datermingd with vyhiat coll adbedon sway. Figure %4 and b
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disonn which & of prewicy impastanie for thels klamedicad
gp]iunnm..ﬂd'u: e nking with '_1!1"1|I:|.-:|.'."1 adbsew b

art nw me e Enki 'n'.li p;lul.l.r.l.]nir!':rni: In addiion, it
e ibewn thal exll polbization |s substatlly anprovel o
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3.1.3  Article 1 (Supporting Information)

S1. Buildup of PEI/(ALG/COL) ; multilayer films on a SiO2-coated crystal followedoy

QCM-D.
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Figure S1.Buildup of PEI/(ALG/COLy multilayer films on a Si@coated crystal followed

by QCM-D. The buildup is performed at pH 3.8 (digrauffer).
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S2. PEI/(ALG/COL),, films observed with an AFM.

b Laziyws

Sachon Sdaksis

Figure S2. AFM observation of a (a) PEI/(ALG/COL)ilm, and (b) a PEI/(ALG/COL)
film. The buildup was performed at pH 3.8. A schatwas performed to determine the

thickness of the films. Image size is 10 x 10°iamd Z scale is 50 nm (a) and 100 nm (b).
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S3. Buildup of PEI/(ALG/COL) 3 multilayer films on a SiO2-coated crystal followedoy

QCM-D.
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Figure S3.Buildup of PEI/(ALG/COL) multilayer films on a Si@coated crystal followed
by QCM-D. Evolution of the dissipatiom € 3). a: The buildup is performed at pH 3.8 (¢éra
buffer), then the film is rinsed with a HEPES bufé pH 7.4, and then brought back to pH
3.8. b: The buildup is performed at pH 3.8 (caréuffer), then genipin (GEN) is put in
contact with the architecture at a concentratiod@ mM. Finally, the film is rinsed with a

HEPES buffer at pH 7.4, and then brought back t@3 @
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S4. Schematic collagen cross-linking reactions bg) genipin and (b) glutaraldehyde.

a
Migir Mel. .0
Genipin Cn::;l__,ljhﬂa T
S : N
N i o — - Collagen™ = 7 0. _OMe
H ™
OH HO Mk
+ I b I
- .J._h :;:.N.-_
Collagan--NH; HzM--Collagen e Caollagen
b
Glutaraldehyde
o o H H
i LIPS X
+
+ 2 Hs0

Callagarr~MH;  H:MN--Callagan

Scheme S4Schematic collagen cross-linking reactions byg@)ipin and (b) glutaraldehyde

that both covalently binds to amino groups, but & bind to other crosslinker molecules.
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S5. AFM observation of a PEI/(ALG/COL); film cross-linked with (a) genipin at 100

mM, and (b) glutaraldehyde at 50 mM.

Figure S5.AFM observation of a PEI/(ALG/COL)ilm cross-linked with (a) genipin at 100
mM, and (b) glutaraldehyde at 50 mM. The buildupsvperformed at pH 3.8. The cross-
linking step was followed by a rinsing step at pd4 d&fter what they were brought back at pH

3.8 before imaging.
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3.2  Applications des films multicouches collagenefgihate a la
fonctionnalisation de prothese en titane

3.2.1 Résumé de l'article 2

Lors d'une précédente étude, il a été démontré des implants en titane
macroporeux, colonisés vivo par du tissu épithélial, sont des supports redatient adéquats
pour le remplacement de la trachée chez la ch®uprét-Borieset al. 2011). Toutefois, il
reste a surmonter des problémes d’inflammatioreetah vascularisation des tissus. Dans le
but d’améliorer l'intégration de ces implants, nowais sommes proposés de fonctionnaliser
leur surface avec les films multicouches collag&ig@iate mis au point dans le cadre de cette

these (cf. article 1).

Les implants en titane, constitués de billes de 40000 um de diametre, ont été
préalablement recouverts par un gel microporeupalg(L-acide lactique) (PLLA). Ce gel
permet d’éviter la colonisation intraluminale pags|cellules (autres que des cellules
épithéliales respiratoires) déposées sur la surgxtérieure des implants et qui pourraient

migrer vers l'intérieur.

Pour fonctionnaliser la surface intraluminale desplants et ainsi favoriser la
reconstruction de tissu épithélial, nous avonssetie systéeme multicouche collagéne/alginate
(cf. 3.1) développé dans le présent travail. Nousna notamment étudié I'adhésion et la
prolifération de cellules épithéliales respirateirhumaines) sur les supports en titane
recouverts par ces films. Les films collagéne/atgn(24 paires de couches) ont été construits
a pH 3,8, a l'aide d’'un robot de trempage. Les @b de construction sont décrites dans le
premier article de ce travail. Comme le montrerd images obtenues en microscopie

électronique a balayage environnementale (MEBE)filens collagéne/alginate recouvrent la
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surface des implants de maniére homogéne, aussidagis microbilles en titane, que des
microbilles sur lesquelles sont déposés des gl dé poreux. L'étude de I'adhésion et de
la prolifération de cellules épithéliales a monguée les implants recouverts avec le gel de
PLLA puis fonctionnalisés par les films collagengitaate réticulés avec la génipine
constituent des supports plus favorables pour laureude ces cellules que les implants
uniquement recouverts de gel poreux en PLLA. Lationnalisation des implants en titane,
recouverts préalablement avec un gel microporeuXEbA, par les films multicouches
collagene/alginate, pourrait constituer une altéveasatisfaisante pour la réparation de

trachées.
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3.2.2 Article 2
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anl they are aso very versatile, that i thicknos, sorfue
charge, mecharicl parametens an e tmed ey iy
chaiiging the nueleer of deposiied lavers i the buililug
siindibionm

In order w decnde bor the nght combitions for in v
epithellalization, monitorieg of implant integretion s
neievty, Alss winoe n raches, implant [ailures cin |
fatal, thewr strd monitorlsg & crocial (Coillo, 20021, Faie
this emal. mablits are appropriate mmlels o ihe dhape and
relative spe of thesr travhes w2 gl memic ol Bial ol
bamans when sormaloed sith, repect o Useir slée Lo
lalbers et ol T Soreover, rabbine ane very susceptitle
o pulimipey indecthns, su wch infections have lisen
el e vl thie vl woomeisn caisss dl deddh in ralilits
(Roggier ol el 2006). Thin @ mlsant in Ue sooee that,
alter g lartasion diae 1 the wmtesly envingsmanl of e
iracheal paape, the implani might be prooe w develop-
isignl ol inlection. Thiv shoald be ke Do sooum o
the products sre deveboped lae clinical trials, fir example,
sheiget loss of animals has regidaty been ooporeed during
sirmdlar isterventions | Talekaws o al, 200}, Die o tise
problem, detection of infections and removal of puthogens
.H"l:ﬂ.l:l'l:ﬂt:lll‘ hpmum.nmml.mlim erpj.'l.l'u-pn ridatel
peptides apd mondoisg of Biflammatsinfimmune saiem
mspoiie relaled molecules by HPLE can the provide
ohiclal  Gidornuten on | pdiaperitional e of e
implart. 1 has been wtilived 1 o wide range of in v
sletection problens such as irsmaplait repection of crtolui
material provenor (Wil of al 2031 Teeng of &, 2HI50,
Cergictive protam (CREF) s 8 csmmmn marker sl
Inflammmataan and dfection ) whlc has Bl clatleal
spplicatian, Recently Cloomergranin A (CGA, o sevweriny
misekeel hus abio been shown 1o be & potent agent for
wkertion amd wndlomoeatoery  aspomss detectnan, b Gus
sbipdy, & hybeid doplast for . fracdhed implasiation was
piemitaeed n dve for it ellativenes i cell mveoen
wimtnol ed for deemindtnn of the vight tme perisd
for soovmlary sesling ol auteligous epribizisl colls with
respeit T anirml hezlth oand e misgmtlon e
raoniaring of unimal oondicon. was dume by egular
Mol 1ests hasad o CRP kol and chaesolenmtan ol
Pliwyd semples I TILC aned silweqent peplive saqueni-
ing Abws 0 aurface modification of the imiplant was done
with LhL mehodology ™ provide o more  baserent
mrolsape i wridure fir migeation of oegieatory
eptielinm cells
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Materials and Methods
Maserists

Teablat CRP FLISA kit wan ilrainmd from Helwn Bangxiems
(Fullerton, CA) wisl Triple Bxpress frim GiboolLife
Techtihiogles { Seint Aubin, France|. Collagen type | suune
Bowinz) wan oldaimed from Synatess | Eyon, Frapee} and
algnate friam Moty (Ponews UPLVG moedecal
grade, MC Bhipolymens A% Novamairx, Saodvka,
Norwayl. The st ol the prodnots inclading. pol v e-lictic
scid) (LA, chloredorm, diooes, aml TOX-8 dwere
purchused froem Sigme-Aldnch Saie Guentin Fallasvier,
Fraiies},

Al Muodal

Al Whine New Zealirsl raldns (n= 10} Tetween W and
1 woeks o ape s woighing diuvenige of 3 kg were weil
fuse thin @uly. Exd aminud received care in complianoe with
thie Ciitile Tue the Care and Use of Labository Animals
(Matinml Besserch Cospngdl, 20000} and o labsasd 1n aur
indition & the Faculty o Melicine of Stradboury
iPrasice, They wore fed with 4 standand Balwraioey shict
arnl tap water sl il bam,

Methods

{mplant Produchon

Porows  thanium implants with an inoer dimeter of
Jmm sl an valer Exmeler of 10 mm were producid
by previously defined electtic-are dishurge methiod |n
arnd g 400500 aan dismeter hesde Thie final lengih of the
implents was 2an, A circalar meert of & mm was cotb ool
ul the ||np|la.|11 frundy with o laser leeany (IREPA Laser,
1érch, France) for pﬁ-lhtlmn.u investigitiome The lsndy
of the pnplint wis Wlsd wiih 4 popous PLLA strpciure s
deariwd previoudy (Veans ooal, 2000, Bodlly 2 0%
PLLA soluitbon in divoanshwater binary inivuee (v 85
135} was heibed b 6°C i then poisiad ot g Tetlon
kel that corfaine the Hiamues inq.d.i.l'll. Theen the syalen
wan left for gelation s foom temperature for 30 min amd
then frozem st — AV'C ovemnight. The satem wan remdened
pormiin by feeere extraction, with s extmctm sl in
woldl B0 cthapol (Gah and Oud, 20081, The:iuter clemien
of the mold hay been previusdy removed and ooy the
matidrel was left. This erdates an open pore gradiont
i extealumingd side o intrabannnl skde. Folly 4
luyer ool 1% PLLA film was laid g the lomen and then
presipitaied with the applivation of B A Tig. 1 The final
strucibr wah wished severdl dlinie with PS5 sl
thew steriliomd i an antiotictentimitonc covkeul s
suipeited prevowsty. (Shearer ef al. 20060 followad by

Ly m-llhr_.l.lnm.
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in Vive Expormonts

Anwiherin. All sorjperies wete perfirrmed wmiber general
moithoia Ansihieia wa induoed by H‘illlllli-l.l.l-ldr
allmirstraten o kitamiee (30 mgdgy, Ketaming® b0
Viehag, Carron, Frnee) i conbimtion will mikasslics
0.2 kg, Mydasolan®™; Mylin Saint Priew. Francei
and aylanpe (3 mglky. Rompun®; Hayer AG; Leverkimen,
Cierinaiy]  end  avesed  vendllation ((02:0 Limin)
Posoperativd anslgesia wal malmiained by fewanl patch

3o TentanydkMeapha™; Mepha Phsrmi Aodh, Switrerand)

Dar & dayn

Farmgend wechrenque, All wperations wore performisd wnder
sterile conditlans. With the animal in the supsog postion
after & vertsal mudline cerviontenry, the infralyold musces
weee separated from the traches avie After divsecting (o the
leved of the thyroid, & bnicheal ssgeies ol Lhiee o folr Hing
5 was pescreid, Hoch pachesd worvenioy was then
imsarted (o the proathes, which repbiced the delei
A siliiine tbe was placed bis the Hianiwm prosthesb usd
aatuiod to the prostheis witl one prosdesal stitch (viend
&0). The pioun titanium prostheds and the iracheal
extrernities wern joined by four procimal s disi) wioee
ivacryl A1), Before clwing the akin and the suboutaneous
lavers withis desinage, 4 imbaplasty woa pesigeisd to crver
the prasthess and limit peaidle peniracheal bealiape

A trshel segmont, sliope tibes (el were maad
o the eidolumind calilbrstun of the i Banien
prosthesis bor ibe i cepetiment. They wore &1 min
listig with dn idderiul deiencter of S, They peottudad
iy pach eind of the prosthesis Isy 1ae), this poevlding
prutection il e irxchens prosthetic smatomisc.

Lt Eesbow-Us

A daily alimical Tollw-up was performed, Data regarding
the general welldveing of the animuls and thar weight wen
rewuirded throughout the duration of the opaimmt.

Implastatmn peoiod was f weeks amd oegular  CRP
reslingl were Likeit weskly Iy an FLUA M b determinie
e level ol inflonpnation e per the insroctions ol the
mamsfactiarer. Mwd wis ohtained from ihe awdcular
veirn ad certrifuped st 5000 cp ot 4'C For 20 mrn, the
supenratan] was oltained and teibed for CRP levds, The i
i thi plasemns was utiliasd for ferher charscierization

Aasma Characterzation

Purificarron o peoten waserial by nverse phuse HPLC
Sarluble biological mutenad was oltaned by sodic estraction
welthy (019 o tridlimrracrth scid ol raldit plasma (101, vivi
The sdulde extfsct wis punficd wamg & Prooey HPLC
eridpint, (Ultmate 3000 Sunimywvale. CAY on a2 mecliil
reverse -phuse MH-SE1 Rsnluann (& = 280 mam; particle
siry Rppmp poeusity, J00A, Macherey  Magel, Hoendi,
Frarcel, Alwirbance was mamitoned. at 214 aml 3800,
sl the solvent spdon comestad of 01% v
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i dalrin®el | Aemd
= Tyl s ol 10 [ —
" fom e el Fis ]
LA ey Frrwrrtin efrderiink AL g
=TT
Figare 1. Esweimme i g e
. g Lo " el P 150l il Al
s = i i === jadtea) § e we mm ol

wrhi i il 10ei e i e v A el i e e | ) A e iy T H.u.'h.'llr iy Pea
o Wy ey el e PULA &gl JE g ol |8 mi B s sl )l rB pese ) =F i

Eopl wpwe roik| W Fe thrsas b S e g ethed iy Te S e adly

il PLEA Doty iaar Mpa o 10 bt ol 1 Do i il B0 DR, i B o Vit e e |

iriflusrsetic doid FTEA) fnowater [solvert A) and G095
triwy TFA im0 () acctorstideswiter (solvent B
Huptwms weee pﬂklmwd gt Now. izt 0f 7 b I.Ii:l'l.!
pradizvts inubicatonl on chiomaograma Each peak fractum
wian gollevied gl concestmizl by eporaten, i ool fo
ibrymes with The spesl-vai

Wedern hloitbry. Sarnples were loadid win 159 STS- PACGE
and thepiramigrred o F".’l."l'|1u1|||’-u.nr111r!lmn.1mnl'.m
Hedbthase) Durir.:F I'u.i;r.tljlm ] hil.:# il S0V wiaa ap[ﬂiu]
fiof the fied (0imn and fhen 120V Ul end and duriog
tramster 75 wan wsed for 8- HE mow Foo immunodeter
nur Millipore Swap . prolein defoectin Wsem Wi
wied usimg (5% of boviee serum allmmen o Blodking
agerts Avlbodies wed were monschial snn -G (ani-
CCA g g Sl ey il voiios el Wete g SiEh- e e
irtpriaitsislabelsl Dands were aimlieed by unlig thi imapes
satemn CheemBoc XRS5 (dho-Ral  Mameda-Cigueiie)
attpr wldition of FUL resget L Anuemsham BiosSos s,

e e el Valdames o bimger e Tilahom Toaie s bipae

Muckinghamubire. UKL To ceimpire with owr previous
fechaiipee [ intrdmecalsr imgrlantiion prioc te tacheal
peplicement) (Dujeet-Tones el dl, 2000, the A Lest
were sl done for the woinples oliaied Eom mimael wh
recenved @ fruchesl Do mglant with wr withau
epaticlidl celly afoer 5 wireks ol mirsmusuler imglautiun
Rmeile, thiy aieges were 1) immplaniation of (i piem ondis-
prosiheie iube wisder the indralped musces Tday T
TH i_n:l.]'!l.'.l.rdJ.I!'lm of e Fl'rrllltlln. Ik r.:'plu-cr i foaeiind
tpachesl wgmess oy J0L Ater placieg e anlpial in
the spae poutimg, @ corviidomy . was pesformed with &
prodlive vertieal imeision, allvwing aciss W te infrahod
imimicles, whish was separated from the truches] sxic The
proéihimds wan: placed bevwesn the infmbyoid puslos and
1 vrkcbid. Thewa sibloom e wn ievweeaid Dt the ok
Lt proesd b Tlee akin and sty ubinesis leves wire
then cloed with spated andies of Viey| 20, Afer
21 daps the cevvical gutanesus sncision was reogeneil
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The amaul whoon tobe was reesoved fromy e itemum
prosthests and replaced with & pew silicote twbe {placed
inmicde the poreas tianium prowheyis) dia was suiused
thic prosaheis with poe proximal gitch (Viend 400, Thec
prusthess was laterally transposed (with its endibuminal
wnirface covered wath epithaliee bt ceplice 3 2o oriches|
Lt wlnch was eesecizd duriog dur saime operation. The
promimad mnd distal traches! estremitles were nserizd i
ilve tikamivem prosthexiv and the junciiops of e prosthiesis
anal the trachesl extremiiiis wene joined witl & swtores ol
widryl 400 Before climmg the skin o nd subcutaneos Ssoc, o
miyugHasy way perioried 1o mprove overage and Himd
Tubire leilisse,

Aidvruitie Teloran segraciutrg of pepiide desnavd from e
plasemt. The N-termindl soquence of purified peptides
wiia dbelirrndne) by aubsrmute Bdmes deptdidin on a
Procise micrimequences (Applied Biowuleins, Coutaleuf,
France). Simples posifiel |I|'rl HPLE were lnidsd 16
;piﬂrhrm: “treuted plassGber filies. Mhenylibahydanmin.
armirio sds (PrhoXas b were idendifial by chromatng raphy
o0 & Upg soloem FFTEC-18 L1 pun = 200 man) | Gaariee
eval; MOd), For the adentifotion of the soquemee SWISS.
Frod database wis wied Uy Blast wsfiware.

Hizofogrewl Anmlyss

Aiver s odmervation pebidd ranginp from | o6 weels, the
ralibsity were suthanissd with un bfravermms overdose ol
vodium peniobadital (120mglke, CEVA Same Aremale,
Fibwourne, France) after intramugaulbie simimi o bon. of
apicathesds (e sime probmod prrvisaly decribed), A
bhock resection, imdduding sutrounding twoes a0 well ue
the prosheis, was perfimmoed. Al aplantation, he
ipserts where femived . sl observed  wizh  sanodig
elevron microxopy {SEM) and confical misrocopy 10
chieck the structure and the: prevence of PLLA respectively.
The implanits were explanitad at 2nd; 3nd, sl fith wesks
of implaistion el the higological can and hanobxylin
and emln stining was dime s reportald previously (Schulte
cf &l., 30T, Hinidopesl sndbaes were perfurmed o e
TEM ( lenstilan Mutumliste Maosivemis. Pars France), whee
ve biliouled amalyses wete pertoammed by o paibiologiss not
vl i Tl propy

Catla orvliginate LhL Produe tion

Colligen type | and Algmate were dimobved 31 0 3mg'mlm
0,15 M NaCH bafrer wt pH 4 U, Bl swees comarictad on
PLLAStitansm iemplanty with an uusniated digpisg mbot
where for axch layer 2 128 raio of esch polyedectrolyie was
applied Tor eyjusl Limme periods; The durition of dipping was
A miim for ench polydletmlyle with Smin wasing deps i
brooween wmail 24 bilayers wire remiusl, Duning 1l film
comirtive, all the dming depd W petfoaned with 3
[Bemdd citrae buller comaining 0.155M ol ay pil 4
b linking ool thie film Layers o0 the mplants wias ochicvel
by chemical iriss-linking v genipin Genipin sobution
20 gl b was prepared by diswlving 20 mg of the gesi pan
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o der e DMSOMs 0l Ter (015 M Madl, pil £} maotare (15),
Tl oross-linking agent solufion. was bt in contact welli
i aated PES Blm e 02k Tolled by severl rssing
hepi. Formed blm Lyen were charsterived Iy abimic
Honce misrosopy CATA ) il SEM fnugiog,

Eptivabal Cod Cultyre
The e of human Heoues was agthorisad by the French
commmibee " Comite de Protection do Peremne”™ (CPR-Ea

L Marcy ), statement msnler DC- 2008374 Ml polyps

wiere Laken with 4 written cofsent (rivm the patients Hisman
regpleatory Epilelal cells were altalioed from freshly
retmiivied masal [hl['pp-u o dewribed lssfore I_t.t"nmph el ol
207, Cells were seeded an collapenfalginate qversd
Tepbewd’ PLEAMGnium implente as 5% m“u:lln'nnphm
Cell prolitration wan olsmel by s Rewsiri-luiel
proliferation sy (0 26) and mrplology of the el
by Hubsrowerice microscopy (DAP] aml Z0- 0 imonanoe-
statnbeg), Mipration of the epithelial cells was guantilisl
by ime 1l.|_.u= sicrsgupy and cumgand fe the: peslive
controls ollagen ype IV and dolldpm bype T ooatings
i = 40

Results

Implant Patescy and Fibroblest Movemest

The developel method produces 3 PLLA bady within
the titapinm  femplate with o porougy 40260 @
o b eatrabiend part biv S—1 pm bniralueminally, This
ATaitare mlhh:l the entry of fitwoblasts and macraphages
but prevema thar mgration inlo the lunen ares (Viand
et al, 2001). The addition of the FLLA film liver in the
neralseminad salbe was nevesary o grveds & wrilace foc
wpithefial cellu to mmigrate e ansdiominls sies The bl
layer was a surface wnilde un the wrctare of the smplant
MFig bel T e besn previoualy. shown that sisch spatens
can il by moverned of oells b vitpo Wb leprwiki
& aly 20T0E

Al aninah aurvived the wingesl procedere. Dmgdlan-
it el uneven ol exepr emosal of the s Iy v
rabrlmts § day alicr |'r.|.|.|.|'|.l.|1Ll.Li|:|-|1. Tue ralduts wore tmaied
'ﬂﬁthjlkll.ﬂ‘j‘.‘d’.‘].‘l"l-lﬁ,.h.ﬂ one ol there wis hisl a1 week 4 due
o deep infebin of the wound sfte, Amither rabbi was
Jimt i s peri simplantitiv. Upon explantation, all implants
were iy Gnibit with e natve: tacked wall, Totl g
prondmal und distal ench. tn histologica sectias, Sbyoblads
e lwervied fogether willy occisioral muliimacleaed cells
(ki 25 For fibnobilist migrathion & sbenibar Dehavior b Ot af
i vitm conadinm was sen i i, as these wis 2ttt
ifetremae o the il=oblas movenest in hbesd Diplants
comgared A fitanism onsly jplasts. In e cse ol bybnid
implas the fbroblast were alde 10oget inbe (he palymer
bodi [celly were visille innide the foam sfter 2 woeks wnd
thelr depth of muovement gralully monmsed ), but they
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o § L P Pl e o) | gt b | ey ma e by el |0 e i 0 By e et i s 00 ek e s Pl A G sl | e
SRl WY R T ey b, ol B paeicn | ot wee o g et D Pusa e e el oy Sy e e I OF e RETT ot e e Bae o i T et | Bl e
ey & by racRd B S ra el e h el add o e aece o e sl of S ek o U it st pole TR Bl st Y Frp gt fidl el et Sl
v i Bl el um vervwrse il s r el B T o e vl 1 P p e st vsbed el v T oag Pow e o v gt 9 PLLAT S i imite e P wwiobe wcon i 1
g i Lag i md g Hhetnd cnde, Tham b8 ol o' omegowin i 0 i e B of BEEa0n W gttt pat et b e vy [h e e G sman o B e hesan o

Bun e mbi W e

bgve mul Deve alile 1 reach (he lhomien side over & 6 wierk
peread (Fhg e, Dby this peresd, [hbiveasiular s iae
wimeitided  the imiplapi with noticeible growth inn
the palpmer bady, which hes resciod the odddle part of
the imiplans sfier foweek (g Jeoinst ) The only Stanium
mplanith were colontied toigly in | month period (T 2d)
arid there wis oo sy of keepleg cell growlls meiy from
the lumen thas bbeohlass o the lumien urea were chearly
sbable, which supgested et lonper periods would resule o
eestenoiin Elfsctively the hybod spiemo s o lemporary
oledadle e the Bhrweicalsr twes mfiliniion which
prevents the overcome of epiihislal grow'th by Bhroblasts
Ty ther wunls; presence of polymer body Eept ihe groils ol
the flwone L back Lo give spithdiom enough e o
BFVw

Wiana m . Wind Aot of Meoeqermn Tonam Tistes bpam

CRP, CEA, and Blood Frotein Levels

The chisige Lo eabilit health was monitoned by CRF lovels
CEP jngm oute prhase proter o gl AL i beer patalilishel 0
sl anethod o masltot nifanemation, Inodus sherme
inflammustin maght come lnen o sources Dnflemmetien
ik i reaction Vi the implint andl ilammation die bo
wiection,. Wheo theer iona inrfection syinptms CRP
peadings dmrpgresd alter an initdl bike oo Use st week aisd
sbayed vnly shightly over the baseline of heult by antoals pver
B s, bt they were alill belinw' the aceptable lmit for
CRPF in mbldts (% g mbii Fq:. Yap CRP readimgs Bor rosrmead
snimmads were gimd the Tevels of previoudly puldished
repiarts (hebww Sngml) (Alvares o 9l 2008), However,
whien there was an infectens helon ihe T feaans
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apparent, CRFP levels elevuted stecply (Fig S5, Tor eaapls,
ot of Uhe sniomals hud elevaied CRP levels (alsvve 20 ml, )
astil then stastad fia show aleonis sy s Tlils ardemal’s
trachien wan dlearml with 3 amall itzrvention sod aniinal wa
healthy wfter wiarda and wirvived ugeuntil ihe-pre-determined
asirifisr date. Thiv shinwel that CRI levels are a piasl sarly
warming method (Dildber ot al, 2003, To funhcr clheck
this breid the protevore malyals were duse sy llac sctuin
-l.l.l'r||'|||r-|. ivrr & Hemdlee ol & seeeba, | aneminl adaa hed &l
d wimmil Wbl aafecdtion was wsed an pegilive omanil and
o hmlthy animal is positive vl The TIPLC profile
ahivwed distioed peabia carrepaniling be alpla and biels
hemaglidun ¥ ax ddennined by Bloun sguencog
(Fiyg 3cdl Animabiwi il brpcheal brvplanis shibvw an ingeaae
i bavi b bemoghoban alphs ad beta b omoimi afler | wesk
af implantation cempanad 1o bealiby animeb, followed by
progressive decressicin 2, 4, and b weeks. Similar 1o the CHP
l"ﬂl‘i.hra_ I come ol an mbertom Chere wom g wore 'J'l'nl;rl_
incresae  slphas aml bets hemoghabin %) readings,

Wihen the bevils of C0A was chscked a1 timse pulngs ), 4,
wod b wekis, the bevel ol anprocemed OGA (72 kD) dayved
stahle, but an freeesse i the proccasad COGA L0 LDa] was
iverved (Fig da). Thes procesed OGN fragmen (30 k)
i ki b by medvd o impeeing sell attabment
(Colombus e ad,, 2003}, Ax (G4 b been previously shivn
fin Lo an every betier sdicator of ress (oo e adeh
ot o, 000 Ehang ot &l 2008}, this ek would le ol
warmiigs for the st oof mfectivn and sulsvequent [rrasnien.
Momover, ihey prowde o mean o mmpare iiferen
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protoceks i thar mbuence m leady respome. When
compamd G eur previous Wwisabep method (inwanusculas
'Illljllﬂlldl‘h-ll and sher 2L ||r|:|1.. Bt Jaeal EhlJﬂJHI.lllnm:l. thse
PULAEmben hibed spstem had lss comgtlete UGA
Procevsnd CO& et of twi itepy methos] altor | wesh of
truchigal implaiiation were al e level ol & weeka b PLLAS
tetaniue| bybrid speteen (Fig 4b). This methodidegy wouhl
upen up & veriue Gre dhecklig the lngplariamn bebavior b
a lirmadier wiiwe anad lTI'h‘iHI b rachi arditial, e Gesc bl
replisement isa ebilitgting proves and mch methods for

patient-hased moniinring are neceuary, When ool ated
siaily b hlsbulingy sl CRP Beilts, Hhee pesilin siggedel

that for aminl fibeywvasolar ]u‘q.ul.l!.nln ol Ehe u.uliulh.
3wk penod was neomeary, duriog this perod the il
e revpomse o tmplaeition deorewes bt also the
urimals gradually become mam peone o cespbory
infections, muinly due to the lack of rpithedium, Thin,
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3.3 Article 3

3.3.1 Résumé de l'article 3

Cet article paru dans Journal Of Visualized Experita montre en vidéo les
matériels, techniques et protocoles utilisés pesrarticles 1 et 2 (cf. Chapitre 3; 3.1 et 3.2).
La fabrication des films multicouches collagéenefeate a I'aide d’'un robot de trempage et le
recouvrement d’'implants en microbilles de titaneoyt décrits. L’article permet également
d’observer la méthode employée par microscopie raef@atomique pour déterminer les

épaisseurs des films (Vrapaal.2013).
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3.3.2 Article3
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4.1 Résumé de l'article 4

Nous avons précédemment étudié un nouveau systéuoiicauche a base de
collagéne (COL) et d'alginate (ALG). Nous avonsbdisé ce matériau par réticulation
chimique avec la génipine pour le rendre utilisadreconditions physiologiques (pH 7,4).
Nous avons montré qu'il était possible de déposetelitype de matériau sur des surfaces
poreuses en titane pour les fonctionnaliser. lissaété démontré que des cellules adherent et

proliférent tres bien sur ce type de support.

Le sujet de la présente étude porte sur lalignentn cellules sur des films
multicouches collagéne/alginate. Pour ce faire,fili®s multicouches collagéne/alginate (15
a 60 paires de couches) précédemment décrits 8posés par trempage sur des supports en
PDMS. Ces supports sont alors étirés a un cerdaix d’étirement (variant de 0 % a 150 %),
afin d’aligner les fibres de collagéne qui sontaabase de la structure fibrillaire des
revétements collagene/alginate. La topographiefithes non-étirés et étires a été étudié par

deux types de microscopie (AFM et MEB).

Nous avons ainsi démontré et étudié I'influencetalix d’étirement sur 'alignement
des fibres de collagéne. On note que les fibrebgsent de plus en plus avec le taux
d’étirement jusqu’a un taux d’étirement optimal 0 %. Au-dela, a 150 % par exemple, le

revétement se détache du substrat en PDMS etl&thgnt des fibres est perdu.

Afin de vérifier la compatibilité des films avec wenvironnement biologique, des
fibroblastes murins et humains, ainsi que des egiee provenant du rat ont été cultivés sur
ceux-ci. La morphologie et le comportement desutedl sont remarquablement modifiés
lorsqu’ils sont cultivés sur des supports collagéigenate étirés. En effet, les 3 types

cellulaires étudiés s’alignent selon I'axe d’aligrent des fibres de collagene.
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En vue d'utiliser de tels filmsn vivo pour des applications biomédicales, des
membranes auto-portées ont été développées. Lecalddistait a déterminer I'architecture
('épaisseur) optimale du film collagéne/alginatedet mode de détachement. Par simple
pelage d’'un revétement collagéne/alginate suffisanminmépais (60 paires de couches par
exemple, 1 & quelques micrometres), il est possilabtenir de telles membranes que I'on
peut ensuite re-déposer sur une autre surfacegiph titane, verre). Des fibroblastes ont
été cultivés sur ces surfaces et nous avons pfievéyue I'effet d’alignement des cellules est
conservé. Ce qui est hautement intéressant et preum@our des applications en ingénierie

tissulaire.

Nous avons étudié une nouvelle méthode simplefieaeé pour aligner les fibres de
collagéne dans un film multicouche. Nous avonsiailtifférents types cellulaires sur ces
surfaces et avons démontré que l'alignement dessfiilnduit un alignement des cellules.
Nous avons également montré la possibilité de dabri des membranes auto-portées
pourvues d’'une organisation fibrillaire (collagérapatoire ou ordonnée, que l'on peut

déposer sur tout type de biomatériau, tel quetdndipar exemple.
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4.2 Article 4

Mechanically tuned alignment of cells growing on destanding
collagen-based membranes
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4.2.1 Abstract

Creating biomaterials to mimic natural tissues ttg mammalian body has been a
major challenge for years. To favor healing proessafter tendon, cornea, muscle or brain
injuries, highly aligned collagen-based systemshsas scaffolds, gels or membranes are
needed. In this study, we define a novel nanosieiglely aligned coating obtained by the
deposition of collagen/alginate multilayer film ansurface. It shows a distinct nanofibrillar
structure, and was cross-linked for stability wgémipin. A versatile method to align collagen
fibrils which consists in stretching collagen/algiie-coated polydimethylsyloxane substrates
was thus developed. To study the biocompatibilftyhese films, assays on cell morphology
and alignment were performed. Cells highly alignstretched samples along the collagen
fibrils. These coatings could be of great inter@sta model to study the cell behavior on
aligned surface structures as well as in tissueergng strategies which need substrates that

mimic naturally aligned tissues for the reconsiurcbf tendons, muscles or cornea.

Keywords: collagen, multilayer, stretch, membraagnment
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4.2.2 Introduction

Mimicking natural collagen-based architectures led mammalian body has been a
major challenge for years. Collagen (COL), the mastindant protein in the mammalian
body, involved in the mechanical support of tisstnes been used under many forms, mainly
as hydrogels (Kopecek 2007; Slaugh&tral. 2009), foams and scaffolds (Glowacki and
Mizuno 2008; Ohet al. 2012). The layer-by-layer assembly of polyelegti®lmultilayer
(PEM) films (Tang et al. 2006) is another strategy to build innovative Clkised
architectures that mimic ECM components where ibeillar texture of collagen is of
physiological importance (Grargt al. 2001; Johanssoat al. 2005a; Mhannaet al. 2011,

Chaubarowet al.2012).

In order to build highly aligned structures madepofymer fibers, several strategies
have been developed: alignment within a magnegld {iKotani et al. 2000; Dubeyet al.
2001; Kaufman and Guo 2007; Buillesal. 2010) electro-spinning,(Yangt al. 2005; Baker
et al. 2006; Huanget al. 2006; Liuet al. 2010; Subramonyt al. 2013) micro-patterning of
surfaces,(Vernomt al. 2005; Cheret al. 2011) use of microfluidic devices,(Let al. 2006)
flow processing (Tanakat al. 2011)or even combined techniques such as electro-sgnnin
associated to a magnetic field (Kaufman and Gud@R0lhese techniques have been used to
induce the alignment of cells (Teixeigt al. 2003; Schnellet al. 2007). However, the
implementation of these techniques may be tediousnplies very tough conditions (strong

magnetic field), and thus may lead to COL denatomaZeugoliset al.2008).

The aim of this work was to design, by a simple sadsatile technique, innovative,
biocompatible and implantable coatings or membrai®e to induce, by contact guidance,

(Weiss 1934; Sutherlanet al. 2005) the alignment of cells along collagen fdrilo this end,
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collagen/alginate (COL/ALG) multilayer films wereepbsited on polydimethylsiloxane
(PDMS) substrates. COL/ALG-coated PDMS substratm®wniaxially stretched to align the
collagen fibrils and peeled off from the substrate obtain self-standing membranes.
Biocompatibility, cell morphology and cell alignntewere investigated by seeding three
different cell types on the films to show the pdi@napplications of such architectures in

regenerative medicine.

4.2.3 Materials and Methods

4.2.3.1 Materials

Lyophilized collagen (COL, Type | from bovine, medi grade, Symatese, Lyon,
France) and sodium alginate (ALG, Pronova UPLVG icedgrade, FMC Biopolymers AS
Novamatrix, Sandvika, Norway) were dissolved atoacentration of 0.5 g/L in 150 mM
NaCl buffer at pH 3.8 (citrate buffer). Genipin wasirchased from Wako Chemicals
(Richmond, USA) and used without purification. Dilmg@ sulfoxide (DMSO) was purchased
from Sigma Aldrich. All solutions were prepared ngsiultrapure water (resistivity of 18.2

MQ.cm obtained by a Milli-Q water purification systeNiillipore).

4.2.3.2 Preparation of the samples

COL and ALG solutions were deposited alternatively a polydimethylsiloxane
(PDMS, Statice, France, 18 x 25 f)nsubstrate with deposition times of 8 min eachoteef
rinsing, using a dipping robot (Riegler & Kirstei@mbH, Germany). During film
construction, all the rinsing steps were perform#thi 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-madanual stretching device was used.
COL/ALG-coated PDMS substrates were stretched anhet stretching ratesa(= (-1o)/lo
wherel is the substrate length after stretching &nd the rest length). Metallic rings to grip
the coated PDMS substrates were also designeceptke films under stretching during cell
culture experiments. Cross-linking was performed loaoth unstretched and stretched
COL/ALG films deposited on PDMS substrates. It nisey useful to notice that the cross-
linking step of the stretched films was performé@rastretching. The genipin solution (100

mM) was incubated for cross-linking with the muaier films for 24h at room temperature.

4.2.3.3 AFM imaging

AFM measurements using a Multimode Nanoscope IMnfrBruker (Palaiseau,
France) were carried out in contact mode. All insagethe COL/ALG films were acquired
after a rinsing step with water and air-dried. ¢t nitride probes (MSCT model, Bruker)
with a spring constant of 0.03 Ninwere used for imaging. Fibrils thicknesses were
determined by measuring the diameter of 10 indidibrils in a given image using the
ImageJ software and calculating the average thgkaad standard deviation (Rasband, W.S.,
Imaged, U.S. National |Institutes of Health, Betleesd Maryland, USA,

http://imagej.nih.gov/ij;, 1997-2011).

4.2.3.4 ESEM imaging

ESEM images were performed using a FEI Quanta BBQ Hillsboro, Oregon, USA)

Films are previously abundantly washed with millin@ter and air-dried.
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4.2.3.5 Cell culture

All samples were sterilized with UV, 30 min expasubefore seeding of cells. To
study the influence of our coatings on cell compbtty and alignment, cells were seeded
onto the films with a number density of*fer cnf and cultivated at 37°C under a 5% £O
humidified atmosphere for 5 days. NIH 3T3 mouseolilasts and primary rat astrocytes
were cultivated in DMEM (PromoCell) containing 48 of glucose and supplemented with
10% fetal bovine serum and 1% Penicillin/StreptomykEluman gingival fibroblasteHGFs)
were grown in DMEM containing 1g/L of glucose angpglemented with 10% fetal bovine
serum and 1% penicillin-streptomycin. To visualizeir morphology, cells were stained after
5 days of incubation with 4', 6'-diamidino-2-phénglble (DAPI 1/100, nuclear dye), with
vinculin antibody (Sigma Aldrich) and a seconddupfescein isothyocyanate (FITC)-labeled
antibody. Cells were observed with a fluorescenceraoscope Nikon Ellipse TE200
(objective lens 1 1.4 NA), and with a Nikon Digital Camera (DXM 12@® DS-QilMc

with ATC-1 or NIS-Elements software).

4.2.3.6 Quantification of alignment

Distributions of fibril angle were determined usiQgientationJ (Rezakhanihet al.
2011), a plug-in of the ImageJ software. Briefl§,é/en square marks are drawn on threshold
AFM images and the plug-in determines the averagenation of the fibrils inside these
marks. Distribution of fibril angle (with a bin &) is then plotted. Distributions of nucleus
and cell divisions angles were determined usinglthageJ software. First, a threshold is
done on fluorescence microscope images and ange®tdained by using the “analyze

particles” command. Concerning cell divisions, asgbf orientation are defined by drawing a
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line along the direction of the cell division an@asuring 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 extracellulatrm (ECM) protein present in
the mammalian body. Besides the interaction o&iitsno acid sequences with cell adhesion
receptors, physical properties of collagen have béen shown to play a main role in cellular
activities. Collagen, when organized in fibrils,opides an important structural and
mechanical support. One of the advantages to usdatfer-by-layer technique to prepare
collagen-based architectures is that it is possibleuild such structures, comparable to those
foundin vivo, with no denaturation of the components. A presistudy on polyelectrolyte
multilayer films composed of collagen and alginatess-linked for stability with genipin,

demonstrated that those films were suitable fololgical studies (Chaubarowet al.2012).

In the present study, the number of COL/ALG pairtagers was raised up to 15 and
COL was chosen as the outer layer. Recent workodsimated that cells adhere better on a
positively charged surface rather than on a neglgticharged one (Zhangt al. 2005). In
order to align the COL/ALG films, the coated-PDM&bstrates were stretched at a defined
stretching rate, prior to cross-linking with gemior stability in physiological conditions (pH

7.4).
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Fig. 1. Topography of collagen/alginate Sy films. SEM images of A) So, D) Si00. AFM images of B) So, E) S100;
Distribution of the fibril angle for C) So and F) Si00. Fibril angles were obtained from images B) and E). Arrows
show the direction of stretching and fibril alignment.

Figure 1Ashows a SEM image representing the topographynainastretched cross-
linked S film, (where $ stands for a stretching rateof 0%), which demonstrates the fibrillar
structure of the coating. Collagen fibrils are ramdy and uniformly distributed all over the
surface. On the contrary, the topography ofig@ f8m (where Qoo stands for a stretching rate
a of 100%) is remarkably modified after stretchirfgg( 1D). Collagen fibrils are clearly
oriented in the stretching direction. This alignmisnalso observed, at a higher magnification,
on AFM images (Figs. 1B and E). To confirm this etsition, quantification of the COL
fibrils orientation was performed (Figs. 1C and H)e distribution of the fibril angle for &S
film is quite wide with a standard deviation of ab&0° (Fig. 1C), whereas for a¢sfilm,
the distribution is fairly narrow with a standardwviation of only about 20° (Fig. 1F). This
emphasizes the microscopic observations of thegiapdy of both non-stretched and
stretched films. The mean diameters of the collddeils are 57 + 9 nm (§ and 57 + 7 nm

(S100). Analysis of the COL fibrils dimensions show thiaere is no alteration of the fibril
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diameter after stretching. The described methoddésl to prepare aligned COL-based
surfaces with no applications of any electric orgmetic field that could damage the

polyelectrolyte structures.

Th

(Deg.)

LI T T : :
L 50 104 150

Ween standard deviation of angle
Lt
i
]

Strelching rate « (%)

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£ from 0% up to 150%) on the COL fibril angle
distribution was investigated to determine at whstifetching condition the highest alignment
occurred (Fig. 2). The smallest mean standard teriaf the fibril angle corresponds t@,®
films. Abovea = 100%, the structure of the films breaks, holegear all over the surface,
and COL fibrils are hardly aligned. These resuttsvg that it is possible to tune the alignment
of the COL fibrils simply by increasing the stratu 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 ontotlb non-stretched and stretched
films were investigated using three types of celsirine and human fibroblasts as well as

astrocytes. Figure 3 shows the morphology of aelltired either on &or So films.

Fibroblasts, the most common cells of connectigsui, play an important role in
wound healing. They are also involved in the sysithef the extracellular matrix (ECM).
This type of cell has often been investigated asoael for cell alignment (Loesberg al.

2007).
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Fig. 3. Cell morphology observed with a fluorescence microscope. NIH 3T3 fibroblasts cultured on A) Sp and D)
S100. Fluorescence microscopy images at a higher magnification of NIH 3T3 fibroblasts cultured on B) So and E)
Si00. Cells were stained after 5 days of incubation with DAPI (blue) and vinculin (green). Distribution of the 3T3
fibroblasts nucleus angle for C) So, F) Si00. These results were obtained from images A and B. Arrows show the
direction of fibril alignment.

NIH 3T3 murine fibroblasts, seeded on botha&dd S films, adhere, spread and

proliferate well after 5 days of incubation (Fi§#& and D). Obviously, fibroblasts cultured on
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S films do not have any preferential orientation,endas on o films, cells have a nearly
uniaxial orientation. The same observations arealized concerning the focal contacts of the
cells. Changes concerning the shape of the celts @cur. On &films, cells spread in an
isotropic way (triangle-like shape), while cells 8ryo spread in a spindle-like shape and are
aligned along the direction of the COL fibrils. @i&ication of cell alignment was performed
by determining the distribution of the nucleus a@O00 cells/condition) (Dalbgt al.2003).
The standard deviation of the nucleus angle cooredipg to 9 films is of about 52° (Fig.

3C), whereas that corresponding t@.3iims is of about 22° (Fig. 3F).

Human gingival fibroblasts (HGFs) are the major stdnents of gingival tissue and
play a key role in its health maintenance. HGFshavrinsically, a spindle-like shape. This
leads to spontaneous alignment of these cellssimoa range order. HGFs adhere and spread
well onto both $and S films (Figs. 4A and D). The alignment of HGFs ope3ilms along
the COL fibrils is also observed, which means iha possible to align HGFs in a chosen
direction, which is the direction of the fibrilsighment. To confirm this observation, the
HGFs nucleus angle (20 cells per condition) wassmesa on both non-stretched and 100%
stretched films. The standard deviation of the euslangle corresponding t@ fims is of
about 56°, whereas that corresponding igo 8Ims is of only about 13°. These results

indicate that HGFs align along the COL fibrils itoag range order on;& films.

144



Chapitre 4. Alignement et guidage cellulaire

I |H_'E|fﬂ|h]ﬂ1[!fﬂlﬂ[£h_lﬂrﬂm1&

HEQ

AP M)

Fig. 4. Fluorescence microscopy images of HGFs cultured for 5 days on A) Sp and D) Si00. Fluorescence
microscopy images of astrocytes cultured for 5 days on B) Sp and E) Si00. Cells were stained for DAPI (nuclear
dye) and vinculin (green dye). Distribution of the astrocytes nucleus angle on C) So, and F) Siqo films. The double
arrows show the fibril alignment.

Primary astrocytes from rat, the most abundans ¢elthe brain, play a major role in
the repair and scarring process of the brain amdakgord (Renault-Miharat al. 2008).
These cells adhere and spread well on bethwih their characteristic shape, an@gSilms
(Figs. 4B and E). However, onggfilms, the shape of the cells is remarkably medif{Fig.
4E). Cells align along the direction of the COLriid, with a very elongated shape. Moreover,
the standard deviation of the astrocyte nucleusearresponding toSilms is of about 53°
(Fig. 4C), whereas that corresponding t@o$Ims is reduced to about 32° (Fig. 4F). These
results emphasize the fact that cells sense tgamént of COL fibrils and that they align
nicely along them. Schnedit al. investigated the benefit of incorporating collagermoly-<-
caprolactone electrospun nanofibers on the behaf¥itioroblasts and Schwann cells (Schnell
et al. 2007), in contrast to another work showing thatagen was not suitable for cell

proliferation (Vleggeert-Lankampt al. 2004). Inducing by contact guidance alignment and
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uniaxial migration of astrocytes has been a keyl@hge to favor healing after a lesion of the

brain or spinal cord. These COL-based coatingsdcthuls be used as suitable substrates to

this end.

4.2.4.3 Tunable alignment of NIH 3T3 fibroblasts

Cell alignment was quantified by determining thetabution of the nucleus angle
(Dalby et al.2003), as a function of the stretching rate (B)gA hundred cells were analyzed
for each stretching rate investigated X 0, 25, 50, 100 and 150%). The largest standard
deviation of the nucleus angle of about 52° comwesg to $ films, whereas the smallest

(about 22°) corresponds t@edfilms.
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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 GGl orientation (Fig. 2), that the
higher the stretching rate, the better the aligriroéthe cells along the COL fibrils, untl =

100% is reached. This means that there is a ctioelbetween the degree of orientation of
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the COL fibrils and the alignment of cells alon@ri Cell alignment can thus be tuned as
desired simply by choosing the stretching ratehef films. However, att = 150%, cells do

not align well probably because the integrity & thms (Ssg) is altered, as mentioned above.
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Fig. 6. Fluorescence microscopy images of NIH 3T3 fibroblasts cultured for 5 days on A) So and D) Sio0. 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) Sp and E) Siqo. Distribution of the cell division angle on C) So, and F)
Si00 films. The lines show the orientation of cell divisions. The arrows show the fibril alignment.

The alignment of COL fibrils also effects the otmion of cell divisions, as
previously reported by Wargt al. (Wanget al. 2008). Cell divisions are randomly oriented
on & films (Fig. 6B) with a standard deviation of angié about 53° (Fig. 6C). On the
contrary, the standard deviation of the cell dasisiangle on £ films drops to about 29°
indicating that cell divisions are nicely orient¢igs. 6E and F). In fact, cells divide

preferentially along the direction of the COL filsri
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4.2.4.4 Self-standing COL/ALG membranes

The films described above are built on PDMS subsdral his means that if one wants
to use these coatings, one has to keep the PDMratds in a stretched state, which may be
not very convenient fan vivo experiments. In order to overcome this issuefitins need to
be deposited onto another substrate or even toubstrate free. To this end, the films
prepared on PDMS substrates (60 pairs of layersg viiest dried, then peeled from these
substrates and deposited again onto either titaoiuglass slides. NIH 3T3 fibroblasts were
cultured on those membranes to verify whether fignment of the collagen fibrils was

preserved and could still induce the alignmentedisc

Lolioal  wil

Fig. 7. SEM images of A) So, D) Si00 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) Sp and E) Sipo 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 dpegraphy of & and Qoo
membranes, (peeled off and then deposited ontoass gtlide), which demonstrates the
fibrillar structure of the coatings. Collagen fisriin & membranes are randomly and

uniformly distributed all over the surface (Fig.)/®n the contrary, the topography of ¢S
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membrane is remarkably modified after stretchingy.(FD). Collagen fibrils are clearly
oriented in the stretching direction. Figures 6B &show fluorescence microscopy images
of cells cultured on eithero®r Spo COL/ALG pealed membranes deposited on glass slides
after 5 days. Cells deposited on aligned membraresvell spread and are very well aligned
along the collagen fibrils as indicated by thertisition of the nucleus angle (Fig. 7F). This
indicates that the aligned structure of the filmsnbt altered during the peeling and re-
deposition steps. These results demonstrate thatebcribed COL-based membranes may be

suitable implantable devices for applications ia tiomedical field.

4.2.5 Conclusions

Innovative collagen-based multilayer coatings wevestigated throughout this study.
Highly aligned collagen-based coatings were martufad by stretching COL/ALG-coated
PDMS substrates. Both non-aligned and aligned CQG/Ailms favor cell adhesion and
proliferation. However, aligned COL/ALG coatingsrpet the controlled degree of alignment
of murine fibroblasts and the alignment of both lannfibroblasts and astrocytes along the
aligned COL fibrils.

These findings suggest also the existence of stoomghemical interactions between
cells and the collagen, the outer layer of the.filBimce COL fibrils are aligned, focal contacts
may preferentially align along the COL fibrils. Bhprocess may lead to the alignment of
cells, which sense this alignment and may movegatba fibrils by contact guidance.

These coatings could be used to study the migratiarells by contact guidance and
also as surface coatings for tissue engineerirgegfies to repair tissues such as cornea,

tendons, muscles and ligaments.
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Conclusions et perspectives

L’'objectif de ce travail de these a été d'élaboms revétements pour la
fonctionnalisation de biomatériaux. Les revétementsiticouches de polyélectrolytes
présentent de nombreux avantages pour accomptie &emction, tels que les nombreux
parameétres de construction (pH, épaisseur, pr@grigihysico-chimiques, nature des
polyélectrolytes, etc.) et la possibilité de reaaufacilement les surfaces. Notre stratégie a
consisté a développer un nouveau systeme multieowsttierement naturel, biocompatible,
capable de recouvrir des protheses ou implante gudler I'adhésion, la prolifération ou la

migration de différents types cellulaires.

Dans la premiére partie de I'étude (Chapitre 8ysndécrivons le nouveau systeme de
films multicouches a base de collagéne et d’alginilbus avons suivi la construction de ces
films, aussi bien en milieu sec qu'en milieu ligelida l'aide de différentes méthodes
(microbalance a cristal de quartz, spectroscopiermuge, ellipsométrie). Cependant, ces
films qui se construisent a pH 3,8, pH nécessaila &olubilisation du collagéne, sont
instables et se détruisent en conditions physiglegg (pH 7,4). Nous avons donc entrepris de
stabiliser ces films par une étape de réticulatioimique. Pour ce faire, nous avons employé
la génipine, un agent réticulant naturel d’origugégétale (Gardenia Jasminoide). Les résultats
montrent que les films ainsi réticulés sont stalelesonditions physiologiques. Nous avons
également caractérisé la topographie de ces fimnglifférentes techniques de microscopie
(électronique a balayage, confocale ou a force igtoe). Nous avons observé une structure
fibrillaire, due aux fibrilles de collagéne, quste intacte apres I'étape de réticulation avec la
génipine. La culture de cellules endothéliales hnegnous a permis de démontrer que ces

films sont de tres bons supports pour la prolifératle telles cellules.
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Le dépdt couche par couche de films multicouchssuae technique simple qui
convient au recouvrement de surfaces de formestesmriNous avons ainsi étudié le
recouvrement de prothéses a base de microbillesitalee par les films multicouches
collagéne/alginate réticulés. Les films déposésuernt entierement les billes de titane.
Nous avons ensuite étudié I'adhésion et la pralifén de cellules épithéliales déposées sur
ces surfaces. Les cellules adhérent mieux et prefit plus vite sur les implants recouverts
avec les films collagéne/alginate que sur les imiglaans revétement. Cela démontre qu’il est

possible de fonctionnaliser des implants avedilles multicouches collagene/alginate.

Dans la deuxieme partie (Chapitre 4), nous avaudié|'effet d’un étirement uniaxial
sur des films multicouches collagéne/alginate dépossur des substrats en
poly(diméthylsiloxane) (PDMS). Cette étude a étmpletée par une investigation de I'effet
de la modification topographique de ces films sadHésion et la prolifération de différents
types cellulaires. Les modifications topographiqued été observées par microscopie
électronique a balayage et microscopie a force igieen Nous avons notamment pu
démontrer que les fibrilles de collagéne s’aligieribng de I'axe d’étirement des films. Nous
avons noté que cet alignement des fibres est miol@ulBe plus, le degré d’alignement varie
avec le taux d’étirement. Un taux d’étirement ojtira pu étre établi a 100% (la longueur du
substrat en PDMS étiré a 100 % est égale a desxdddongueur d’origine de ce substrat).
Nous avons également développé une méthode infigureah partir du logiciel ImageJ afin
de confirmer et de quantifier l'alignement des ifibs de collagene, des cellules ou des
noyaux. Dans l'optigue de pouvoir appliquer cesétements au recouvrement de
biomatériaux, nous avons étudié les comportemetddhésion et de prolifération de
fibroblastes murins et humains ainsi que de calgkales provenant du rat. Nous avons
particulierement étudié [I'influence de [lalignementes fibres de collagéne sur le

comportement des différents types cellulairesppaait que dans tous les cas de figure, les
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cellules s’alignent selon I'axe d'orientation debrifles de collagéne. Enfin, nous avons
développé des membranes auto-portées de collafginata réticulées dans le but de pouvoir
les déposer sur des implants et fonctionnaliserslesurfaces. Pour cela, les films
collagéne/alginate étirés et réticulés sont péléec, du support en PDMS puis transférés sur
le support d’'une application. L'étude de I'adhésainde la prolifération de différents types
cellulaires sur des membranes transférées suradesllés en verre montre que les cellules

s’alignent le long des fibrilles de collagéne.

Un certain nombre d’investigations pourraient &waduites pour compléter ce travail
de these. Dans cette perspective, il serait pettintétudier les lois qui régissent la
construction des films que nous avons mis au pBimteffet, le mécanisme de construction de
films multicouches a base de polysaccharides (algide sodium dans cette étude), n’est pas
encore bien déterminé. Il semble effectivementlguiisation d’un polysaccharide conduise
a des modes de construction de type non-linéairmpo(entiel). Or la raison de ce
comportement de construction n’est pas encored®aciLa réaction chimique de réticulation
avec la génipine, tres récemment développée, aestg a déefinir. La connaissance precise de
cette réaction permettrait d'optimiser la réticidat(pH, cinétique, température, quantités de
produit). On pourrait aussi envisager de faire eralt module d’Young des films, car le
module d’Young, au méme titre que la topographies@riace, conditionne I'adhésion et la
prolifération cellulaire (Discheret al. 2005). Cela permettrait de mieux comprendre le
comportement des cellules sur ces surfaces etafidgrle champ d’application. Enfin, des
étudesin vivo pourraient étre menées pour confirmer I'impacté@mnation, guidage cellulaire

voire tissulaire) des films collageéne/alginate &mvironnement biologique.
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La fonctionnalisation de surfaces figure parmidastégies actuellement développées
pour promouvoir I'intégration de biomatériaux dams organisme vivant. Cette approche
confére des propriétés bioactives en plus de leobipatibilité aux dispositifs implantaires.
La méthode consiste a recouvrir une surface ahigacture et aux propriétés modulables. En
effet, ces revétements de surfaces peuvent étrenambbiens, anti-inflammatoires, ou plus
généralement, inducteurs de réponses cellulaireegst

La méthode de dépdbuche par couchpermet I'élaboration de filmswlticouches de
polyélectrolytegparticulierement adaptés au recouvrement d’'implaftsdébut des années
1990, les travaux de Decher ont initiés la méthodessemblage couche par couche,
appliquée a des polymeres chargés, ou polyéletgmlDecheret al. 1992a; Decheet al.
1992b; Decher 1997). Depuis une dizaine d’années, assemblages supramoléculaires
suscitent un grand intérét dans des domaines aas&is que les traitements de surface
antireflets pour l'optique, les systemes de sémarate molécules et de nanofiltration ou
encore la bioingénierie implantaire.

Comme le collagéne est un constituant majeur 8u tnjonctif, plusieurs équipes
ont étudié des systémes multicouches a base dmeénd pour des applications biomédicales
(Johanssoret al. 2005b; Mhannat al. 2011). Cependant, I'association du collagéene (COL)
avec l'alginate (ALG) pour la fabrication de rev@tnts multicouches n’avait jamais été
proposée. Ce systeme, totalement naturel, estiwenst'une part de collagene (type 1),
protéine fibrillaire responsable des propriétés anépes des tissus, et dautre part,
d’'alginate, polysaccharide issu des algues, déjiséutdans de multiples applications
biomédicales et agroalimentaires.

Le projet de thése a consisté a développer de aoMveevétements multicouches a
base de collagéne, entierement naturels, capablescduvrir des surfaces et utilisables en

conditions physiologiques (biomatériaux implantsjrd.a construction des films a été suivie
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par microbalance a cristal de quartz (milieu lig)idt par ellipsométrie. Nous avons noté que
I'épaisseur évolue de maniére non-linéaire en fonctlu nombre de paires de couches
déposées. On atteint ainsi une épaisseur d’envd@® nm pour 7 paires de couches
COL/ALG déposées. La construction des films a égald été suivie par spectroscopie

infrarouge et potentiel zéta pour vérifier I'altante des couches de collagene et d’alginate.

Toutefois, les architectures COL/ALG construitespid 3,8 se dégradent a pH
physiologique (pH 7,4). Nous avons donc entrepessthbiliser les flms multicouches par
réticulation chimique. Une étude comparative surél@gculation des films a été menée en
utilisant d’'une part, le glutaraldéhyde, un rétioul éprouvé mais cytotoxique et la génipine,
un réticulant naturel d’origine végétale (Gardéd@sminoides). La modulation du taux de
réticulation a permis de définir un taux de rétian seuil (pour une concentration en
génipine de 100 mM), a partir duquel les films @aent leur intégrité a pH 7,4. La méme
étude a été réalisée avec le glutaraldéhyde. Um thu réticulation seuil, pour une
concentration en glutaraldéhyde de 50 mM, a étérahé. La topographie des films a été
étudiée par microscopie a force atomique (AFM). dleservations par AFM montrent que les
revétements COL/ALG sont de nature fibrillaire. liseages d’AFM montrent aussi que la

réticulation chimique des films avec la génipinalt&re en rien la structure fibrillaire.

Des cellules endothéliales humaines issues du wootabilical (HUVEC) ont été
déposées sur des films COL/ALG (3 paires de coygbesr étudier leur biocompatibilité.
L’étude de I'attachement et de la prolifération deules HUVEC sur les films COL/ALG
révele d’'une part que ces films sont de bons swppmur la culture de cellules HUVEC,
d’autre part que les cellules adherent et prolifedavantage sur des films réticulés avec la
génipine plutdét que sur ceux réticulés avec leagaltiéhyde (Chaubaroust al. 2012).

Notons que les revétements COL/ALG réticulés aaggehipine peuvent étre déposés sur des
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surfaces aux morphologies variées, ce qui a pemas,exemple, de fonctionnaliser des

prothéses constituées de microbilles en titanend/eaal.2012).

La fonctionnalisation d’'une surface, c'est-a-diaenhodification de sa topographie
et/ou de ses propriétés physico-chimiques, peusi atse employée pour I'organisation
cellulaire. Cette approche trouve des applicatidass l'ingénierie tissulaire. En effet,
certains tissus comme les tendons ou le ligamesdgohd-dentaire sont dotés de structures
fibrillaires alignées a base de collagéne, surdebes les cellules vont s’aligner.

Depuis quelques années, plusieurs techniques tplied’electrospinning, un champ
magnétique ou la nano/micro structuration de sedagnt été utilisées pour produire des
supports fibrillaires et ainsi contrdler I'orgartisa cellulaire a la surface des revétements.
Néanmoins, il a été décrit que I'électrospinninguyait endommager les molécules de
collagéne (Zeugoliset al. 2008). Nous nous sommes donc proposés de dévelomae
technique simple, capable d’agir sur I'orientataes fibrilles du revétement COL/ALG sans
dénaturer le collagéne.

Pour cela, des films multicouches COL/ALG (15 a f#ires de couches) ont été
déposés sur des supports en poly(diméthylsilox@m®@MS) puis déformés mécaniquement, a
'aide d’'une platine d’étirement congue au laboiratopour aligner les fibrilles de collagéne
du revétement. Nous avons pu vérifier que les dilae collagéne s’alignent selon I'axe
d’étirement. L'analyse topographique (AFM et micogie électronique a balayage (MEB))
des surfaces étirées en fonction des taux d'étmermedémontré la possibilité de moduler
I'alignement des fibrilles constitutives du revéerh COL/ALG. Nous avons suivi I'effet de
la déformation du substrat (PDMS) sur l'orientatides fibrilles de collagéne jusqu'a la
désorganisation structurale du film multicouches lexpériences d’étirement montrent que
alignement des structures fibrillaires du revéesmn COL/ALG augmente avec le taux

d’étirement. En d’'autres termes plus on étire lestat en PDMS sur lequel repose le film
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multicouche, plus les fibrilles de collagéne duétevnent s’alignent parallelement au sens de
la déformation. Cet effet se poursuit jusqu’a uregtenta maximal de 150 % (oa =1o/ (l -
lo) x 100, aved,, longueur d’origine du substrdf,longueur du substrat aprés étirement) ou

le film COL/ALG se déstructure.

Des fibroblastes murins et humains, ainsi que d&®@stes provenant du rat ont été
cultivés sur des films multicouches COL/ALG étimsnon. La morphologie, I'adhésion et la
prolifération des cellules cultivées sur les suppalignés sont remarquablement modifiés par
rapport a la morphologie, I'adhésion et la prolt#sn des cellules cultivées sur des supports
non orientés. En effet, les 3 types cellulairesdié s’alignent parallélement a I'axe des
fibrilles de collagéne du revétement. Enfin, nousrs réussi a détacher, par pelage, des
revétements COL/ALG réticulés de leur support dastroiction. Les films multicouches
auto-portés ainsi obtenus peuvent étre ensuitesédpsur des substrats d'intérét biologique
ou implantaires. Lorsque des fibroblastes soniv@sdtsur ces derniéres surfaces, on note que
I'effet d’alignement des cellules est conservé (@fzoux et al. 2013, article en préparation).
Cela laisse entrevoir la possibilité d'utiliser déidms ou membranes multicouches

collagéne/alginate alignés ou non pour la fonctadisation de biomatériaux.
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Résumé/abstract

RESUME. La fonctionnalisation des biomatériaux est unatégfie probante et prometteuse
développée pour favoriser l'intégration de biomat#r dans un organisme vivant. Le dép6t de films
multicouches de polyélectrolytest une méthode de fonctionnalisation de surfaeetcplierement
adaptée au recouvrement d’'implants. Ces surfacedifiées pourront ainsi interagir avec leur
environnement biologique. Au cours de ce travail tdése, nous avons développé un nouveau
revétement, a base de composés naturels, capatdealerir plusieurs types de surfaces. De plus, ce
revétements originaux peuvent étre utilisés poi@nter certains phénomenes cellulaires.

Dans la premiére partie de ce travail de théses agans mis au point un nouveau systéme de
films multicouches a base de collagene et d’alginba réticulation chimique avec la génipine, un
agent naturel d’origine végétale (Gardenia Jasrde)oistabilise ces constructions pour une utitisati
en conditions physiologiques. Les études d'adhérastcde prolifération de cellules endothéliales
humaines ont montré que ces revétements a basmsiiteants naturels sont des supports adéquats en
vue d’applications biomédicales. Nous avons enstéposé des films collagéne/alginate sur des
implants en titane précédemment recouvert d’'umdetoporeux en poly(acide lactique). Nous avons
pu montrer que les films collagene/alginate favarida prolifération de cellules épithéliales, ag g
permettrait une meilleure intégration des implants.

Dans la deuxiéme partie de notre travail, nous snvéveloppé une technique permettant
d’obtenir des revétements et des membranes a bd#iend multicouches collagéne/alginate ayant des
structures fibrillaires orientées. L'alignementriilaire s’obtient par simple étirement des sulistra
élastigues en poly(diméthyl siloxane) (PDMS) susqleels sont déposés les revétements
collagéne/alginate. La déformation longitudinale siibstrat induit un alignement préférentiel des
fibrilles de collagéne du revétement. L'étude defllience du taux d’étirement sur I'alignement des
fibres a montré qu'il était possible de moduler akgnement. Enfin, nous avons observé que le
comportement de différents types cellulaires (fitmstes et astrocytes) est modifié par I'alignement
fibrillaire. On note que les cellules s'alignenndda méme direction que les fibrilles de collageke
I'évidence, I'organisation fibrillaire du revétemeronditionne la géométrie de I'étalement celldair
Les cellules s’allongent lorsque les fibrilles satignées. De plus, il apparait que la directios de
divisions cellulaires est guidée par la directian lthlignement des fibrilles de collagéne dans le
revétement étiré. Cela signifie que les celluled gaidées par les fibrilles de collagéne alignées.

ABSTRACT. Biomaterial functionalization is a promising stggedeveloped to favor
material implantation in a living organism. The dsjtion of polyelectrolyte multilayer films is a
useful functionalization technique to coat implarnthese modified surfaces may then interact with
their biological environment. In this work, we d&wed new collagen-based coatings and
membranes, able to cover several kinds of substrdlereover, these original coatings can either
promote cell proliferation or guide cell alignment.

In the first part of our work, we developed a rgolyelectrolyte multilayer assembly made of
collagen and alginate. Chemical cross-linking wéthatural agent, genipin (extracted from Gardenia
Jasminoide), renders the films stable in physi@algconditions. Human endothelial cells adhere and
proliferate well on these collagen-based coatifigeen, we functionalized macroporous poly(lactic
acid) gels-coated titanium implants with collagégifeate multilayer films to favor epithelial cell
proliferation. We showed that cells adhere andifgraite better on collagen/alginate-coated implants
This shows the potential suitability of collageginhte coatings for a better integration of
biomaterials.

In the second part of our work we developed a teshnique in order to align the fibrillar
structure of collagen/alginate multilayer films amémbranes. The principle is simple and versdtile.
consists in stretching collagen/alginate multilafflen coated on PDMS substrates. This longitudinal
deformation leads to the alignment of the collagdmils in the coating. Cell adhesion and
proliferation (fibroblasts, astrocytes) is modifidde to fibrils alignment. We showed that cellgmli
along the direction of the collagen fibrils. Obwvéby the fibrillar organization of the coatings
influences cell adhesion geometry. Cells stretdhatnng aligned fibrils. Furthermore, it appearatth
cell divisions direction is guided by the directiof the collagen fibrils alignment in the stretched
coatings.
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