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Résumé 

L’objectif de cette thèse est d’étudier l’influence d’hydrogels de faibles rigidités sur l’organisation 

de la chromatine de cellules épithéliales PtK2 et cancéreuses SW480. Sur des hydrogels mous, la chroma-

tine de PtK2 se structure en hétérochromatine tandis que les hydrogels très mous entrainent la mort des 

cellules par nécrose. Sur ces substrats, la chromatine, maintenue sous forme euchromatine par inhibition 

de HDAC, guide la cellule vers un état de quiescence. Ces cellules entrent en mitose lorsqu’elles sont trans-

férées sur des surfaces rigides. Un processus de dissémination métastatique est développé in vitro en culti-

vant des cellules cancéreuses SW480 successivement sur des hydrogels très mous (E20) et des surfaces ri-

gides (verre). Les cellules meurent massivement lors du 1er passage sur E20. Après amplification sur verre, au 

2ème passage sur E20, leur survie, motilité et contenu en hétérochromatine augmentent. Au 3ème passage, la 

survie et la motilité progressent cependant le contenu en hétérochromatine diminue. Du 1er au 2ème pas-

sage, les cellules répondent à un processus de dissémination précoce « hétérochromatine-dépendant », du 

3ème au 4ème passage à un processus tardif « euchromatine-dépendant ». 

 

Mots-clés 

Mécano-biologie / Biomatériaux / Films multicouches de polyélectrolytes / Rigidité du substrat / Plasticité 

de la chromatine / Dissémination métastatique / Adhérence cellulaire. 
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Abstract 

The aim of this thesis is to investigate the influence of soft hydrogels on the chromatin plasticity of epitheli-

al PtK2 and cancer SW480 cells. On soft hydrogels, the chromatin of PtK2 cells is organized in heterochro-

matin whereas very soft hydrogels direct the cell death by necrosis. On these substrates, the chromatin 

maintained in euchromatin by inhibition of HDAC guides the cells into quiescence. These cells transferred 

on stiff substrate enter in mitosis. An in vitro process of metastatic dissemination is developed from an 

SW480 cancer cells grown alternatively on very soft hydrogels (E20) and stiff surfaces (glass). On the 1st 

seeding on E20, cells die massively. After the proliferation of the surviving cells on glass, the 2nd seeding on 

E20 shows that cell viability, motility and heterochromatin content increase. On the 3rd seeding on E20, sur-

vival and motility continue to increase while the heterochromatin content decreases drastically. From the 

1st to 2nd E20 seeding, cells respond to an early heterochromatin-dependent process of metastatic dissemi-

nation and from the 3rd to 4th E20 seeding to a late euchromatin-dependent process. 

 

Keywords 

Mechanobiology / Biomaterials / Polyelectrolyte multilayers / Substrate stiffness / Chromatin plasticity / 

Metastatic dissemination / Cell adhesion. 
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EDC 1 éthyl-3-(3-diméthyl aminopropyl) 
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SW480 Cellules épithéliales d’adénocarcinome colorectal humain 
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Préambule 

L’utilisation de biomatériaux pour remplacer ou améliorer soit une fonction perdue, soit une fonc-

tion endommagée de l’organisme humain, date de l’antiquité. Les nombreuses révolutions scientifiques et 

industrielles du siècle dernier se sont traduites par une évolution importante dans le domaine des biomaté-

riaux. Les biomatériaux ne sont plus inertes comme ils l’étaient auparavant ; les biomatériaux développés 

sont désormais des matériaux intelligents, capables d’induire une réponse contrôlée de l’organisme. En 

raison de l’importance des propriétés de surface de ces nouveaux biomatériaux pour une bonne intégration 

cellulaire, l’idée de mimer l’environnement cellulaire a fait son chemin. 

Durant de nombreuses années, la priorité était donnée à la chimie de cet environnement cellu-

laire avec la fonctionnalisation des surfaces par des molécules et ligands spécifiques comme le motif RGD. 

Mais depuis les travaux pionniers de Pelham et Wang en 1997, un intérêt tout particulier pour l’influence 

des signaux physiques (rigidité, topographie, etc.) sur le comportement cellulaire est apparu. Ce sont les 

débuts de la mécano-biologie. L’idée est alors d’utiliser ces propriétés pour induire des réponses cellulaires 

clés comme l’adhérence, la migration, la différentiation, etc. De nombreux hydrogels ont alors été dévelop-

pés pour étudier les relations entre la rigidité de la matrice et le comportement cellulaire. Si ces matériaux 

présentent de nombreux avantages et plus particulièrement celui de mimer la matrice extracellulaire, ils ne 

sont pas adaptés au revêtement de surface. En effet ces gels, trop épais, sont remplacés par des films fins 

construits couche par couche, également appelés films LbL (en anglais Layer-by-Layer), pour des applica-

tions en tant que revêtements de surface. 

L’unité Inserm U1121 « Biomatériaux et Bioingénierie », dirigée par le Pr. Pierre Schaaf, déve-

loppe entre autres des revêtements LbL à base de polyélectrolytes, (des polymères chargés en solution), les 

films multicouches de polyélectrolytes. Ces revêtements permettent de traiter la surface de matériaux fa-

vorisant certains comportements cellulaires comme l’attachement cellulaire, donc par extension la prolifé-

ration, la migration ou encore la différentiation cellulaire. Ces revêtements sont par exemple utilisés pour 

recouvrir les microbilles de titane utilisées dans la construction de larynx artificiel. Les films multicouches 

de polyélectrolytes sont construits par auto assemblage au travers d’immersions successives dans des solu-

tions de polycations et polyanions. Très riche en eau, ces films fins se comportent comme des hydrogels. La 

modulation de leur rigidité peut être réalisée par l’ajout d’une cape à base de polymères synthétiques ou à 

l’aide d’une réaction chimique de type EDC/NHS. 

Cette thèse de doctorat se situe dans la continuité des travaux effectués au laboratoire sous la di-

rection du Dr. Dominique Vautier concernant l’effet de la rigidité sur le comportement des cellules. Les 

cellules sont capables de recevoir des signaux biochimiques et physiques de leurs environnements. Si les 

signaux chimiques et leurs intégrations par les cellules ont fait l’objet d’un grand nombre d’études, un inté-

rêt particulier est porté depuis une vingtaine d’années sur les signaux mécaniques et, plus particulière-

ment, sur la rigidité de l’environnement cellulaire. Les cellules reconnaissent ces signaux mécaniques via un 

processus de mécano-sensation. Ces signaux seront ensuite intégrés par les cellules sous la forme d’un 

phénomène de mécano-transduction. La mécano-transduction peut se faire au niveau des contacts focaux 



Préambule 

 32 

via la diffusion de signaux biochimiques du cytoplasme vers le noyau ou de manière beaucoup plus rapide : 

les forces sont alors propagées jusqu’au noyau via le cytosquelette et influencent directement l’expression 

génique selon des mécanismes peu identifiés à ce jour. La mécano-transduction induit une mécano-

réponse de la part de la cellule en agissant sur la morphologie de la cellule, son comportement ou sa struc-

ture interne : chromatine, cytosquelette, contacts focaux.  

La chromatine est une structure du noyau composée de nucléosomes : des acides désoxyribonu-

cléiques (ADN) entourés autour d’histones et de protéines associées. Elle permet de compacter près de 2 

mètres d’information génétique dans un noyau de 10 à 20 micromètres de diamètre. Cette structure existe 

sous deux formes en interphase : l’hétérochromatine et l’euchromatine. L’hétérochromatine est une struc-

ture très dense et généralement inactive en transcription. L’euchromatine est une structure décondensée 

dans laquelle l’ADN est accessible à la machinerie transcriptionelle. L’effet de la rigidité sur la plasticité de 

la chromatine est une question encore peu explorée. L’influence de la rigidité du substrat sur l’organisation 

de la chromatine de cellules épithéliales rénales de potoroo a été étudiée au cours du premier projet de 

cette thèse. Ce travail de recherche a été abordé par des expériences d’immunofluorescence, de vidéo-

microscopie, ainsi que de microscopie électronique à transmission. 

Le cancer est une véritable problématique de santé publique dans de nombreux pays du monde. 

Parmi ces cancers, le cancer colorectal est particulièrement agressif. Près de 90% des décès liés au cancer 

ne sont pas liés à la tumeur primaire, mais aux métastases. Pour former des métastases, des cellules quit-

tent la tumeur primaire, traversent des environnements caractérisés par des rigidités différentes, se re-

trouvent dans les circulations sanguine et lymphatique avant de coloniser de nouveaux organes par un mé-

canisme d’organotropisme. Au cours de ce processus de dissémination, de nombreuses cellules ne parvien-

nent pas à survivre à ces variations importantes de rigidité et meurent massivement. Cependant, certaines 

cellules, les cellules initiatrices de tumeurs, parviennent à survivre. Un second projet de thèse a été déve-

loppé dans le but de comprendre le processus mis en place par ces cellules pour survivre et d’identifier les 

gènes mis en jeu dans ce phénomène afin d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Cette étude re-

pose sur le passage successif de cellules cancéreuses colorectales (SW480) sur des matériaux mous et ri-

gides afin de mimer les variations de rigidité auxquelles elles sont confrontées lors du processus de dissé-

mination métastatique (Figure 0-1). L’identification des mécanismes de survie employés par les cellules se 

fait à l’aide d’expériences de viabilité cellulaire, d’immunofluorescence, de vidéo-microscopie, de micros-

copie électronique à transmission. 

 
Figure 0-1|Sélection de cellules tumorales par modulation des propriétés mécaniques du substrat 

Afin de s’attacher au substrat, de se mouvoir, de se diviser, etc. les cellules sont capables 

d’exercer une force sur leur substrat, générée par la contraction de leur cytosquelette d’actomyosine. Ce 
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troisième projet de recherche se concentre sur l’étude des forces exercées par les cellules pour sonder la 

rigidité de leur environnement. Sur des substrats de rigidité variable, des ligands d’adhérence de type RGD 

sont fixés de manière non covalente par des systèmes « hôte-invité » (Figure 0-2). Ces constructions per-

mettent de moduler les forces d’interaction substrats-ligands et, par conséquence, influencer l’adhérence 

cellulaire. La compréhension des liens et synergies entre la rigidité du substrat, les forces de liaison (au sein 

des interactions hôte/invité) et l’attachement cellulaire ouvre la voie au développement de nouveaux ma-

tériaux utilisés en ingénierie tissulaire permettant de contrôler le comportement cellulaire. 

 
Figure 0-2|Influence des forces d’interaction substrat-ligands sur l’adhésion cellulaire 

Ce manuscrit s’articule autour de sept chapitres. Le premier chapitre traite de l’évolution récente 

des biomatériaux. Le second chapitre fait un état des connaissances actuelles en mécano-biologie. Le troi-

sième chapitre présente les différents matériaux, modèles cellulaires et techniques utilisés pour répondre 

aux problématiques évoquées ci-dessus. Le quatrième chapitre porte sur l’influence de la rigidité de la ma-

trice sur l’organisation de la chromatine des cellules épithéliales rénales de Potoroo (PtK2). Le cinquième 

chapitre traite l’effet de la rigidité de l’environnement cellulaire sur l’organisation de la chromatine et la 

migration des cellules du cancer colorectal. Le chapitre suivant est centré sur l’influence de la force des 

interactions substrat-ligand sur l’attachement cellulaire. Enfin le septième et dernier chapitre permet 

d’apporter quelques conclusions sur les travaux effectués et d’ouvrir de nouvelles perspectives. 
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 Introduction aux biomatériaux 

L’utilisation de biomatériaux pour remplacer ou regagner des fonctions perdues n’est pas nou-

velle, comme en témoignent l’utilisation de prothèses en bois chez les Egyptiens près de 1 000 avant JC, ou 

l’usage de nacre pour remplacer les dents perdues chez les Mayas 600 ans après JC. Les révolutions indus-

trielles et scientifiques du siècle dernier ont permis un essor important des biomatériaux avec l’avènement 

de nouveaux matériaux comme le titane, l’acier inoxydable ou les polymères synthétiques. Plusieurs géné-

rations de biomatériaux se sont succédées laissant la place à des matériaux dit « intelligents » induisant 

une réaction contrôlée de l’organisme favorisant leur bonne intégration. 

L’idée de mimer l’environnement cellulaire pour induire ces réactions contrôlées a rapidement fait son 

chemin. Cet environnement cellulaire est principalement composé d’eau de protéines et de polysaccha-

rides. De nombreux hydrogels naturels et synthétiques ont alors été développés dans le but de comprendre 

les interactions des cellules avec leur environnement et comment ce dernier peut induire les réponses cel-

lulaires souhaitées. Ces hydrogels présentant le désavantage d’être relativement épais, des films multi-

couches de polyélectrolytes ont été développés comme revêtements de surface de ces biomatériaux. 

1.1 Les biomatériaux 

Si les biomatériaux sont le plus souvent définis comme des matériaux utilisés en médecine (Huebsch and 

Mooney 2009), la définition d’un biomatériau et son concept ont fortement évolué au cours du temps et, 

plus particulièrement, des avancées technologiques des dernières années (Williams 2009). Aujourd’hui, les 

biomatériaux ne sont plus uniquement des matériaux implantables tels que les prothèses de hanches, les 

implants dentaires ou le cœur artificiel. Un éventail de nouvelles technologies utilisent des biomatériaux 

comme des systèmes de libération de molécules à visée thérapeutique, l’ingénierie tissulaire, la thérapie 

cellulaire, ou encore l’impression 3D d’organes. Les biomatériaux utilisés au début du 20ème siècle comme 

les métaux, les céramiques et les polymères sont toujours utilisés. Ces matériaux rassemblent les métaux 

purs et les alliages dans le cas des biomatériaux métalliques, le verre, la vitrocéramique et les dérivés du 

carbone dans le cas des biomatériaux céramiques. Les textiles, les thermosets, les thermoplastiques et les 

élastomères font partie des différents polymères utilisés comme biomatériaux. Des matériaux hybrides 

composés le plus souvent de biomatériaux métalliques et céramiques, appelés composites, ont également 

été développés et utilisés. De nombreuses révolutions industrielles et scientifiques (dans le domaine des 

polymères, de la biologie moléculaires, etc.) ont permis à ces matériaux d’évoluer (Williams 2009). 

1.1.1. Définition du terme « biomatériau » 
Cette évolution se retrouve dans la définition même du terme « biomatériau ». Cette définition n’a de 

cesse d’évoluer en fonction des différentes révolutions technologiques et scientifiques qui émaillent 

l’histoire. En 1987, un biomatériau était défini comme « un matériau non viable utilisé dans un dispositif 

médical dans le but d’interagir avec des systèmes biologiques ». En 1999, en raison des évolutions dans le 

domaine, une nouvelle définition est alors préférée. Le biomatériau est dès lors « un matériau destiné à 

faire l’interface avec des systèmes biologiques dans le but d’évaluer, de traiter, d’augmenter ou de rempla-
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cer n’importe quels tissus, organes ou fonction de l’organisme ». Plus de 10 ans après, la définition de bio-

matériau largement acceptée est la suivante : « un biomatériau est un matériau qui a été conçu seul ou en 

tant que partie d’un système complexe afin de diriger en contrôlant les interactions avec les composants 

des systèmes vivants, le cours de toutes procédures thérapeutiques ou diagnostiques occurrent dans les 

médecines humaines ou vétérinaires» (Williams 2009). 

1.1.2. Histoire et évolution des biomatériaux 

1.1.2.1. Traces historiques 

Il est intéressant et passionnant de voir que dès les premiers temps de l’humanité, des matériaux étaient 

utilisés afin de remplacer ou améliorer des fonctionnalités du corps humain perdues après un traumatisme 

ou au cours d’une pathologie. En effet, nous avons tous en tête l’image de la jambe de bois ou de l’œil de 

verre lorsque nous évoquons les biomatériaux au cours de l’histoire. Il est intéressant de noter qu’une pro-

thèse de gros orteil en bois a été découverte sur une momie inhumée entre 1075 et 740 avant Jésus-Christ 

(Huebsch and Mooney 2009). 

Les biomatériaux étaient particulièrement utilisés en odontologie où des matériaux comme l’or ou le plomb 

étaient déjà utilisés il y a plus de 2 000 ans. Si les Romains et les Incas préféraient l’or pour remplacer les 

dents endommagées, d’autres matériaux bien moins traditionnels étaient utilisés. Ainsi, les Mayas utili-

saient du nacre issu de coquillages et parvenaient à obtenir une osteointégration parfaite de ce dernier 

dans la mâchoire 600 ans après Jésus-Christ. L’utilisation de suture pour réparer les blessures date égale-

ment de l’antiquité avec l’utilisation de fils de lins par les Egyptiens ou des fils de métaux par les Grecs. Si 

certaines populations utilisaient des boyaux (catgut) pour suturer les plaies, d’autres populations utilisaient 

des moyens bien moins conventionnels. Ainsi l’histoire rapporte l’utilisation de morsures de fourmis par 

plusieurs populations d’Afrique et d’Inde pour refermer certaines plaies. Pendant plusieurs millénaires, de 

nombreux matériaux naturels tels que le bois, le verre, l’ivoire ou l’or ont été utilisés comme biomatériaux 

(Ratner 2013).  

1.1.2.2. Développement & évolution des biomatériaux 

Il y a encore une soixantaine d’années, les biomatériaux tels que nous les identifions aujourd’hui 

n’existaient tout simplement pas. Depuis leurs apparitions en tant que tels, ils ont sauvé la vie de millions 

de personnes et ont participé à l’amélioration de la vie de millions d’autres. Si les biomatériaux sont pré-

sents depuis l’antiquité, leur degré de sophistication a énormément augmenté. En effet, les biomatériaux 

ont évolué en fonction des révolutions industrielles (dans le domaine militaire, automobile, de l’aviation 

etc.) et scientifiques (dans le milieu des polymères synthétiques et de la biologie) qui ont émaillé le siècle 

dernier. Le bois, l’ivoire et l’or ont ainsi laissé place à l’utilisation de nouveaux matériaux comme les alliages 

métalliques, les céramiques ou les polymères dès le début du 20ème siècle (Huebsch and Mooney 2009). Ce 

choix s’explique par de meilleures performances, fonctionnalités et surtout reproductibilités que leurs 

équivalents naturels. Depuis les années 1940, les biomatériaux ont fortement évolué passant de matériaux 

inertes à des matériaux promouvant la régénération cellulaire (Ratner, Hoffman et al. 2013) ou même des 

biomatériaux mimétiques (Holzapfel, Reichert et al. 2013). 



Introduction aux biomatériaux 

 37 

 

Figure 1-1|Evolution des biomatériaux. Les biomatériaux classiques comme les biomatériaux métalliques utilisés pour des pro-
thèses implantables de hanches avaient pour principal but d’être biocompatibles, voire plus généralement bioinertes, c’est-à-dire 
n’induisant aucunes réactions biologiques de la part de l’organisme hôte. Ces biomatériaux ont dans de nombreux cas été rempla-
cés par des biomatériaux bioactifs qui ont pour but d’induire une réponse biologique contrôlée des tissus dans lesquels ils sont 
implantés. Ces matériaux ont peu à peu laissé place à des biomatériaux dégradables. En effet, les approches biologiques se concen-
trent plus sur la réparation des tissus endommagés que sur le remplacement. Dans ce but, de nouveaux biomatériaux mimant 
l’environnement cellulaire participent de manière active au processus de régénération des tissus endommagés en stimulant des 
réponses cellulaires spécifiques (Holzapfel, Reichert et al. 2013).  

1.1.2.2.1. Les biomatériaux de 1ère génération – Les biomatériaux bioinertes 

La fin du 19ème siècle connait une révolution sans précédent dans le domaine des polymères synthétiques. 

Ces polymères ont pu être utilisés très rapidement dans un but médical. Les premières traces de 

l’utilisation de polymères synthétiques remontent aux années 1930 ; le polyméthylméthacrylate (PMMA) 

est alors couramment utilisé en odontologie (Langer and Tirrell 2004). S’ensuit alors une période noire de 

l’histoire avec deux guerres mondiales successives donnant naissance à énormément d’innovations dans les 

industries militaires, automobiles et de l’aviation etc. Les médecins de l’époque utilisaient alors des maté-

riaux issus de ces industries parallèles pour les appliquer à des problématiques médicales. C’est le début de 

l’utilisation des silicones, des polyétheruréthanes, du nylon, du titane, de l’acier inoxydable, des méthacry-

lates et même de Téflon® (Ratner 2013).  

Les biomatériaux de première génération sont alors caractérisés par leur côté « out-of-the-shelf ». Ces ma-

tériaux étaient choisis pour leur inertie. Ils avaient pour caractéristique principale d’induire aucune réaction 

ou une réaction très minime de l’organisme. Le but était alors d’éviter toutes réactions de rejets pouvant 

potentiellement induire des problèmes nuisibles à la santé du patient. 

Cependant, malgré les avancés apportées par ces nombreux nouveaux matériaux dans le regain ou le rem-

placement de fonctionnalités du corps humain, un certain nombre de problèmes étaient toujours critiques : 

dégradation des matériaux dans le corps, problèmes de biocompatibilité ou problèmes liés aux propriétés 

mécaniques des matériaux utilisés demeuraient (Langer and Tirrell 2004). 

1.1.2.2.2. Les biomatériaux de 2nde génération – Les biomatériaux bioactifs 

Les biomatériaux de 2nde génération dérivent des biomatériaux de première génération. Ils sont qualifiés de 

bioactifs en raison du fait qu’ils avaient pour but principal d’induire une réaction biologique contrôlée de la 

part des tissus dans lesquels ils étaient implantés. Les biomatériaux de 2nde génération incluent également 
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les matériaux résorbables ayant des taux de dégradation modulables en fonction des applications. Ces ma-

tériaux sont dégradés en produits non toxiques par le patient chez qui le biomatériau est implanté. L’un des 

exemples les plus utilisés de ces biomatériaux résorbables sont les sutures faites à base d’acide polyglyco-

lique (PGA) qui ont l’avantage de se résorber complètement. 

1.1.2.2.3. Les biomatériaux de 3ème génération – Les biomatériaux favorisant la régénération tissulaire 

Ces biomatériaux sont directement issus des grandes révolutions ayant eu lieu en biologie moléculaire dans 

les années 1970s, en génomique dans les années 1990s et enfin en protéomique dans les années 2000s 

(Huebsch and Mooney 2009). Ces biomatériaux marquent un tournant majeur dans la discipline : pour la 

première fois, le médecin peut régénérer des tissus. Son traitement n’est plus uniquement palliatif. En ef-

fet, le développement de biomatériaux de 3ème génération va de pair avec le développement de nouvelles 

disciplines telles que l’ingénierie tissulaire et la médecine régénérative. L’ingénierie tissulaire est un terme 

qui englobe l’ensemble des outils à l’interface de l’ingénierie et des sciences biomédicales utilisant des cel-

lules vivantes, ou attirant des cellules endogènes afin de régénérer des tissus ou développer des substituts 

fonctionnels de tissus endommagés (Langer and Vacanti 1993, Ratner, Hoffman et al. 2013). 

1.1.2.2.4. Les biomatériaux de 4ème génération – Les biomatériaux biomimétiques 

Ces quatre dernières décennies, les innovations dans le domaine des biomatériaux et des technologies mé-

dicales ainsi que l’avènement de nouvelles disciplines telles que la médecine régénérative ou l’ingénierie 

tissulaire ont eu un impact durable, en particulier sur le développement de biopolymères. Ces innovations 

et nouvelles disciplines ont permis l’apparition d’une 4ème génération de biomatériaux : les biomatériaux 

dits biomimétiques ou intelligents. L’un des challenges de cette nouvelle génération de biomatériaux est de 

réussir à capturer le degré de complexité requis pour mimer l’environnement cellulaire afin de stimuler 

l’invasion, l’attachement et la prolifération cellulaire (Holzapfel, Reichert et al. 2013). 

1.2. L’environnement extracellulaire 
Dans un organisme pluricellulaire, les cellules évoluent dans un environnement donné, qui peuvent être 

bidimensionnel (2D) (cas des épithéliums) ou tridimensionnel (3D). Cet environnement cellulaire est défini 

par la présence d’autres cellules et d’une matrice extracellulaire. Si cette matrice a longtemps été perçue 

comme une structure physique passive des tissus, un certain nombre de découvertes, dont celle des inté-

grines, ont permis de comprendre son rôle actif et déterminant dans de nombreux processus cellulaires 

(Rozario and DeSimone 2010).  

Cet environnement cellulaire est source de nombreux stimuli biochimiques et physiques, qui vont influen-

cer les comportements des cellules (adhérence, migration, différentiation, etc.) à travers des voies de signa-

lisation ou d’autres mécanismes tels que la mécano-transduction (Chapitre 2 pour plus d’informations). 

Cette influence de la matrice extracellulaire sur les comportements cellulaires a conduit à de nombreuses 

études de la composition et des propriétés physico-chimiques de la matrice extracellulaire au cours des 

cinquante dernières années. 

1.2.1. La matrice extracellulaire 
La matrice extracellulaire (ECM) est le composé non cellulaire présent dans tous les tissus et organes des 

métazoaires. Fondamentalement composée d'eau, de protéines et de polysaccharides, elle sert de support 

physique aux cellules et induit des signaux biochimiques et biomécaniques cruciaux pour la morphogénèse, 

la différentiation ou tout simplement l’homéostasie. Cette matrice est principalement composée de cellules 

constituant les tissus. De ce fait, sa composition chimique et les propriétés physico-chimiques qui lui sont 
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associées varient énormément d’un tissu à l’autre, au sein d’un même tissu et en fonction des états physio-

logiques et pathologiques de ceux-ci (jeune, âgé, sain, cancer, fibrose, etc).  

1.2.2. Propriétés physico-chimiques de la matrice extracellulaire 
La matrisome (ensemble de molécules constituant la matrice extracellulaire) des mammifères compte envi-

ron 300 protéines parmi lesquelles des protéines fibreuses comme le collagène ou l’élastine, des glycosa-

minoglycanes comme l’acide hyaluronique, des protéoglycanes et environ 200 glycoprotéines complexes 

(Hynes 2012, Hynes and Naba 2012, Bonnans, Chou et al. 2014). Ces macromolécules sont sécrétées par les 

cellules constituant les tissus (cellules osseuses, musculaires, épithéliales, etc.) notamment par des cellules 

spécialisées telles que les fibroblastes (Frantz, Stewart et al. 2010). 

1.2.2.1. Le collagène 

Le collagène correspond à la famille des protéines fibreuses, la plus abondante de l’organisme des méta-

zoaires ; il représente plus de 30 % de la masse protéique totale d’un organisme (Frantz, Stewart et al. 

2010). Le collagène est secrété par les fibroblastes. La composition en collagène de l’ECM est un mélange 

très hétérogène de plusieurs types de collagène dont un type est prédominant selon la spécificité des tis-

sus. Près de 28 types de collagènes ont à ce jour été identifiés chez l’humain (Mouw, Ou et al. 2014) ; ils 

sont organisés en fibres (collagène –I, -II et –III) ou en feuillets (collagène –IV). Certains types de collagènes 

ne sont également observés que dans un tissu donné. Par exemple le collagène II n’est retrouvé que dans 

les articulations (Rosso, Giordano et al. 2004). Le collagène confère à la matrice extracellulaire une résis-

tance aux forces de traction aux tissus et régule des comportements cellulaires tels que l’adhérence et la 

migration cellulaire. 

1.2.2.2. Les glycosaminoglycanes (GAGs) 

Les glycosaminoglycanes, également appelé GAGs, sont des polysaccharides linéaires, sulfatés ou non, for-

més par des répétions d’un groupe di-saccharidiques constitué d’un acide uronique et d’une hexosamine. 

Les GAGs sont des polymères chargés très négativement en raison de la présence en abondance de groupes 

hydroxyles, carboxyles et, dans certains cas, sulfates. Cette particularité rend les GAGs actifs d’un point de 

vue osmotique : ils attirent les ions Na+ et, par conséquence, l’eau. Les GAGs sont ainsi associés à un com-

portement très hydrophile (Rosso, Giordano et al. 2004, Rozario and DeSimone 2010).  

Ils confèrent à la matrice extracellulaire sa résistance aux forces de compression et jouent un rôle clé dans 

la protection des cellules en maintenant une hydratation optimale et l’homéostasie des tissus. Les GAGs à 

l’exception de l’acide hyaluronique se lient généralement à des protéines dites « protéine-cœur » pour 

former des protéoglycanes. 

1.2.2.2.1. Les protéoglycanes (PGs) 

Les protéoglycanes sont composés d’une protéine « cœur » à laquelle se rattachent de manière covalente 

de nombreuses chaines de glycosaminoglycanes comme l’héparan-sulfate (HSPG), la chondroïtine sulfate 

(CSPG), le dermatan sulfate ou le keratan-sulfate, etc. Les HSPGs composent principalement les membranes 

basales. Leur forte charge négative permet de lier des facteurs de croissance, des chimiokines ainsi que 

d’autres protéines de l’ECM comme les laminines et les fibronectines. Les CSPGs sont principalement re-

trouvés dans les cartilages où ils confèrent une importante résistance aux forces de compression (Mouw, 

Ou et al. 2014). 
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1.2.2.2.2. L’acide hyaluronique (HA) 

L’acide hyaluronique (HA en anglais Hyaluonic acid) est un polysaccharide non sulfaté constitué d’un grand 

nombre de répétitions d’un groupe di-saccharidique (jusqu’à plusieurs milliers), composé d’acide D-

glucuronique et de N-acetyl-D-glucosamine reliés par des liaisons osidiques en β1-4 et β-1,3 (Figure 1-2). Sa 

structure simple est très conservée chez les mammifères, ce qui suggère fortement l’importance du HA 

dans les processus biologiques. L’acide hyaluronique est un polymère chargé très négativement. Cette 

charge négative induit une attirance importante pour les ions Na+ et, par conséquence, pour l’eau. Le HA 

est considéré comme l’une des molécules les plus hydrophiles présentes dans la nature. Cette propriété 

permet à l’ECM de maintenir les tissus fortement hydratés et lui confère également une importante capaci-

té de résistance aux forces de compression s’exerçant sur les tissus. 

Découvert en 1934 par Karl Mayer & John Palmer, le HA est présent dans tous les tissus conjonctifs. Il est 

particulièrement concentré dans le liquide synovial (dans les articulations), le corps vitré (un élément de 

l’œil), ou encore le cordon ombilical. Le HA est un élément important de l’environnement cellulaire et joue 

un rôle clé dans de nombreux processus biologiques tels que l’angiogenèse, la cicatrisation et l’adhérence 

des cellules par l’activation de nombreuses voies de signalisation cellulaires correspondantes, la migration, 

la prolifération et la différentiation cellulaire. (Rosso, Giordano et al. 2004, Necas, Bartosikova et al. 2008, 

Kharkar, Kiick et al. 2013). 

 

Figure 1-2|Structure moléculaire de l’acide hyaluronique. L’acide hyaluronique est constitué d’une répétition de deux sucres, 

d’acide D-glucuronique et du N-acetyl-D-glucosamine, reliés par des liaisons osidiques β-1,4 et β-1,3.(Kharkar, Kiick et al. 2013) 

En raison de sa présence dans la plupart des tissus conjonctifs, des épithéliums et des tissus neuronaux, 

l’acide hyaluronique est un polymère naturel de choix utilisé en ingénierie tissulaire et pour le développe-

ment de nouveaux biomatériaux (1.3.3.2). 

1.2.2.3. Les glycoprotéines 

Les glycoprotéines rassemblent plusieurs familles de protéines ayant une importante diversité de fonctions 

et disposant de multiples domaines d’interactions leur permettant d’interagir avec le collagène, les PGs et 

GAGs et surtout avec la surface cellulaire. Les glycoprotéines sont composées de multiples chaines codées 

par des gènes simples ou distincts. Si la structure des glycoprotéines et les relations phylogénétiques des 

gènes les encodant varient énormément d’une famille de glycoprotéines à une autre, elles partagent des 

fonctions et des motifs structurels analogues. Parmi ces motifs structurels, nous retrouvons le motif RGD, 

composé de 3 acides aminés (Arg-Gly-Asp), reconnu par les cellules dans leurs processus d’adhérence. Ces 

glycoprotéines sont capables de lier les autres composants de l’ECM (les GAGs, les PGs et le collagène no-

tamment). Les fibronectines, les laminines, les élastines, les thrombospondines, les tenascines et les vitro-

nectines constituent les principales familles de glycoprotéines. 
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Les fibronectines jouent un rôle majeur dans l’adhérence, la migration et la différentiation cellulaire. Elles 

disposent de plusieurs sites de liaison avec la surface cellulaire parmi lesquels les motifs RGD (Arg-Gly-Asp), 

les RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser), LDV (Leu-Asp-Val), etc. En raison de la présence des domaines de liaison, les 

fibronectines sont utilisées en culture cellulaire dans le but de faciliter l’attachement des cellules. Les lami-

nines, comme leur nom l’indique, se retrouvent principalement au niveau des membranes basales. Elles 

sont caractérisées par une forte affinité de liaison avec les récepteurs cellulaires ainsi que l’héparine et le 

collagène de type –IV (constituants majeurs de la membrane basale). Elles disposent également de sé-

quences similaires à celles des facteurs de croissances comme l’EGF (en anglais Epidermal Growth Factor) 

qui, une fois les laminines dégradées, vont stimuler la prolifération et la différentiation cellulaire. Elles sont 

également utilisées en culture cellulaire pour augmenter l’attachement et l’étalement cellulaire. 

1.2.3. Organisation de la matrice extracellulaire 
La matrice extracellulaire existe sous deux formes (Figure 1-3) qui vont influencer sa fonction : la matrice 

extracellulaire interstitielle et la membrane basale. La matrice extracellulaire interstitielle est présente dans 

les tissus conjonctifs, elle est principalement composée de collagène de type –I et de fibronectines. La 

membrane basale est une structure particulière, qui sépare l’épithélium du stroma voisin. Composée de 

collagène de type –IV, de laminines et de HSPGs, la membrane basale réagit avec les récepteurs cellulaires 

comme les hémidesmosomes. 

 

Figure 1-3|L’organisation de la matrice extracellulaire. La matrice extracellulaire existe sous deux formes qui vont fortement in-

fluencer son rôle. La membrane basale est une organisation de la matrice extracellulaire permettant de faire barrière entre un 

épithélium et son stroma. Elle est principalement composée de collagène -IV, de laminines et de HSPGs. Adaptée de (Bonnans, 

Chou et al. 2014). 

La matrice extracellulaire est une structure hautement dynamique en constante évolution et remodelée 

par des métalloprotéinases (Bonnans, Chou et al. 2014). Sa formation et son remodelage sont issus d’un 

dialogue entre l’environnement à un moment donné et les réponses cellulaires induites par cet environne-

ment. Un remodelage aberrant ouvre la voie à de nombreuses pathologies telles que les fibroses. 

1.2.4. Rôles de la matrice extracellulaire 
L’importance du rôle de la matrice extracellulaire est démontrée par l’important éventail de pathologies et 

de létalités liées aux mutations et modifications des gènes codant pour les protéines de l’ECM (Rozario and 

DeSimone 2010). La matrice extracellulaire joue un rôle important dans la régulation du développement, la 

fonction et l’homéostasie de toutes cellules eucaryotes (Figure 1-4). En plus de fournir un support physique 

aux cellules, elle participe à l’établissement, la séparation et au maintien des différents tissus et organes. En 

effet, elle permet de réguler l’abondance de facteurs de croissance à un moment donné, le taux 

d’hydratation ou encore le pH de l’environnement local (Rozario and DeSimone 2010, Mouw, Ou et al. 

2014). 
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Figure 1-4|Les rôles de la matrice extracellulaire. La matrice extracellulaire joue de nombreux rôles dans le développement et le 

maintien de l’homéostasie des tissus. Elle fonctionne comme un substrat permettant aux cellules d’adhérer, fournit une structure 

aux tissus, agit comme réservoir de facteurs de croissance et permet surtout de transmettre des signaux biochimiques et biophy-

siques aux cellules induisant des réponses spécifiques. (Rozario and DeSimone 2010). 

1.3. Les hydrogels, un outil de choix pour mimer la matrice extracellu-

laire 
Comme indiqué précédemment, les cellules reçoivent des signaux biochimiques et biophysiques (méca-

niques et topologiques) de la part de leur environnement cellulaire. Cet environnement va ainsi leur dire 

quoi faire et surtout quand le faire. La compréhension et, par la suite, la maitrise de ce dialogue continu 

entre les cellules et leur environnement sont essentielles pour régénérer des tissus dont les fonctions se-

ront les plus proches de celles rencontrées in vivo.  

Si le design des biomatériaux s’est longtemps concentré sur leur composition chimique au cours des der-

nières décennies, une attention toute particulière est désormais donnée aux propriétés physiques de ces 

derniers comme leur topographie ou leur rigidité (Huebsch and Mooney 2009, Mitragotri and Lahann 

2009). Depuis un peu moins d’une vingtaine d’années, de nombreuses études scientifiques se sont intéres-

sées aux réponses cellulaires aux propriétés mécaniques de leurs substrats (Pelham and Wang 1997, Lo, 

Wang et al. 2000, Discher, Janmey et al. 2005, Engler, Sen et al. 2006, Levental, Georges et al. 2007). Dans 

le cadre de ces études, et en parallèle aux développements de l’ingénierie tissulaire, de nombreux nou-

veaux matériaux ont été développés présentant de nombreux avantages (biocompatibilité, utilisation tri-

dimensionnelle, etc.) et inconvénients (dégradation non contrôlée, etc.) selon l’utilisation souhaitée 

(Gribova, Crouzier et al. 2011, Kharkar, Kiick et al. 2013). 

1.3.1. Mimer la matrice extracellulaire 
Dans un organisme donné, chaque tissu et organe a ses propres propriétés mécaniques et notamment sa 

propre rigidité (Figure 1-5). Ces dernières découlent directement des propriétés mécaniques de la matrice 

qui les composent. Au sein d’un organisme, les cellules (à l’exception des cellules épithéliales) évoluent le 

plus souvent dans un environnement 3D entouré de matrice, mais aussi d’autres cellules du même type ou 

non. En culture cellulaire, les cellules, qu’elles soient épithéliales ou non, sont généralement cultivées dans 

des conditions relativement lointaines de leurs conditions in vivo : en 2D sur des substrats beaucoup plus 

rigides que leurs tissus d’origine, en monoculture, etc. Une importante partie des interactions intervenant 
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en 3D ou entre des cellules de différents types sont ainsi tout simplement ignorées. C’est également le cas 

des signaux mécaniques qui étaient dans la majorité des cas totalement oubliés et inexploités.  

 
Figure 1-5|Rigidités des tissus biologiques. La rigidité d’un matériau est caractérisée par son module élastique (ou module de 

Young) exprimé en Pa varie significativement selon les tissus et est directement liée à la fonction de ces derniers. Le corps humain 

est composé de tissus très mous comme le cerveau, des tissus plus rigides comme la peau, les muscles ou très durs comme les os 

(Cox and Erler 2011). 

La rigidité d’un matériau biologique est caractérisée par le Module de Young, également appelé module 

d’élasticité, annoté E et exprimé en Pascal (Pa). Plus un module de Young est élevé, plus le matériau est 

rigide. Les organes présents dans le corps humain sont composés de tissus très mous comme le cerveau 

(environ 50 Pa), plus rigides comme les muscles squelettiques (environ 12kPa) et très rigides comme les os 

(environ 2 GPa). Ces élasticités sont généralement mesurées par élastographie (Ophir, Cespedes et al. 

1991). Afin de se rapprocher au plus près des conditions mécaniques in vivo, de nouveaux biomatériaux de 

type hydrogels ont été développés pour l’ingénierie tissulaire. 

1.3.2. Les hydrogels 
Les hydrogels sont composés de réseaux de polymères caractérisés par une propension à retenir l’eau 

entre leurs chaines. Ils peuvent absorber jusqu’à 1 000 fois leur poids sec en eau. Ils ont pour avantage 

d’exister sous toutes les formes géométriques et dans toutes les dimensions. Cette diversité de formes et 

de dimensions combinée à des propriétés physico-chimiques polyvalentes leurs permettent d’être utilisés 

comme implants, biosenseurs ou encore comme facteurs de libération de molécules bioactives, mais éga-

lement dans les recherches sur le cancer et les cellules souches, les thérapies cellulaires ou encore 

l’ingénierie tissulaire.  

Les hydrogels sont composés de polymères naturels ou synthétiques. L’utilisation de polymères naturels 

(1.3.3) comme les polysaccharides tels le collagène, l’acide hyaluronique, le chitosan, l’alginate, la gélatine, 

etc… est idéale pour mimer les propriétés physico-chimiques de la matrice extracellulaire. Cependant, ces 

polymères naturels présentent quelques inconvénients : il est ainsi difficile de modifier les propriétés mé-

caniques et plus particulièrement leur rigidité ou de contrôler leur dégradation dans l’organisme. Les poly-

mères synthétiques (1.3.4) comme le polyacrylamide, le polyéthylène glycol etc. présentent l’avantage 

d’offrir de nombreuses possibilités de modulation de leur rigidité. Ils offrent également une reproductibilité 

bien plus importante que les polymères naturels. Néanmoins, ces polymères synthétiques posent d’autres 

problèmes : une biocompatibilité et une biodégradabilité moindre que celle des polymères naturels. Une 
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solution a été trouvée, celle de combiner polyélectrolytes naturels et synthétiques pour développer de 

nouveaux hydrogels permettant un contrôle précis des propriétés de l’environnement cellulaire (Figure 

1-6) et plus particulièrement de l’ECM (Gribova, Crouzier et al. 2011, Kharkar, Kiick et al. 2013).  

 

Figure 1-6|Les hydrogels, un outil de choix pour mimer l’ECM. De nombreux hydrogels ont été développés ces 20 dernières an-

nées à partir de polymères naturels et synthétiques. Ils peuvent incorporer ou non des peptides. Ces hydrogels sont réticulés par 

réactions chimiques et physiques. Ils permettent le contrôle indépendant de nombreuses propriétés des matrices extracellulaires 

telles que la rigidité ou la topographie en 2D comme en 3D (Kharkar, Kiick et al. 2013). 

Le module élastique des hydrogels est le plus souvent mesuré par rhéologie, par des tests de traction et par 

nano-indentation (1.5.1). La rigidité des hydrogels peut être modulée durant la formation de l’hydrogel en 

variant le pH ou la concentration d’un des constituants ou après construction des hydrogels par des réticu-

lations chimiques ou physiques. L’éventail des hydrogels existant aujourd’hui couvre l’ensemble de la 

gamme des tissus humains (Figure 1-7) (Gribova, Crouzier et al. 2011). 

 
Figure 1-7|Rigidité des hydrogels développés en comparaison aux tissus biologiques. A. Les hydrogels synthétiques et naturels 

couvrent une élasticité comprise entre 100 Pa et 100 MPa. B. Les tissus d’un organisme ont des élasticités comprises entre 50 Pa à 

plusieurs Ga (Gribova, Crouzier et al. 2011). 

Depuis les travaux pionniers dans les années 1960s effectués par Wichterle & Lim et la première utilisation 

d’hydrogels dans le domaine biomédical sous la forme de lentilles de contact à base de poly-2-hydroxy-

ethylmethacrylate (polyHEMA), les hydrogels font face à un vif intérêt et se développent rapidement 

(Hoffman 2012, Caló and Khutoryanskiy 2015). 
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1.3.3. Hydrogels naturels 
Les hydrogels naturels ont l’avantage d’être constitués de polymères et des protéines entrant dans la com-

position de l’ECM comme le collagène, l’acide hyaluronique, les fibrines ou encore l’héparine. D’autres po-

lymères produits par d’autres organismes sont également utilisés comme le chitosan et l’alginate. Les hy-

drogels naturels ont l’avantage d’être par leur structure et leur organisation similaire aux tissus biologiques. 

Cependant, s’il est difficile de moduler la rigidité de ces hydrogels, ces hydrogels posent d’autres ques-

tions : comment découpler l’effet de la mécanique des hydrogels de celui de la bioactivité de ces molécules 

biologiques ? 

1.3.3.1. Collagène 

Le collagène étant une macromolécule présente majoritairement dans l’ensemble des tissus du corps hu-

main de la vessie aux valves cardiaques en passant par la peau ou encore le foie (1.2.2.1), les hydrogels à 

base de collagène ont particulièrement été étudiés (Geckil, Xu et al. 2010). La modulation de la rigidité de 

ces gels se fait lors de leur formation en variant le pH ou la concentration de collagène. Leur module élas-

tique est compris entre 5 et 1 000 Pa (Gribova, Crouzier et al. 2011). 

1.3.3.2. Acide hyaluronique (HA) 

L’acide hyaluronique (HA) est un glycosaminoglycane entrant dans la composition de l’ECM (1.2.2.2.2) ; il 

est retrouvé en grande quantité dans le liquide synovial, les cartilages etc… S’il présente l’avantage d’être 

très biocompatible, le HA est faiblement rigide : les hydrogels à base de HA requièrent le plus souvent une 

réticulation chimique de type NHS/EDC (1.4.3.1 pour plus d’informations) ou l’ajout de groupes thiols. Le 

module élastique de ces gels est compris entre 1 et 100 kPa. Les hydrogels à base d’acide hyaluronique sont 

très utilisés en ingénierie biomédicale pour la régénération de valves cardiaques, la libération contrôlée de 

molécules bioactives ou encore le contrôle du comportement des cellules souches (Necas, Bartosikova et 

al. 2008, Burdick and Prestwich 2011, Gribova, Crouzier et al. 2011, Kharkar, Kiick et al. 2013).  

Le HA utilisé pour la construction de ces hydrogels a une multitude d’origines ; il est généralement isolé à 

partir de crête de coqs, de peau de requins, de globe oculaire bovin ou encore de cordons ombilicaux hu-

mains, induisant de nombreuses variations de poids moléculaire d’un échantillon à un autre. Des pro-

blèmes d’impureté existent également, cependant les nouvelles technologies permettent aujourd’hui 

d’obtenir un HA par fermentation bactérienne dont la masse moléculaire est relativement stable (Xu, Jha et 

al. 2012). 

1.3.3.3. Chitosan 

Le chitosan est un polysaccharide désacétylé dérivant de la chitine. La chitine est une macromolécule pro-

duite par les champignons et les arthropodes ; elle constitue même la cuticule de nombreux insectes. 

L’unité structurale du chitosan est proche de celle des glycosaminoglycanes composant l’ECM. Il présente 

de nombreux avantages comme le fait d’être à la fois biocompatible, biodégradable et antimicrobien, qui 

en font un outil de choix pour la réparation de tissus endommagés, la libération de molécules bioactives ou 

encore l’encapsulation de cellules vivantes (Kharkar, Kiick et al. 2013). 

1.3.3.4. Alginates 

Les alginates sont des polysaccharides linéaires chargés négativement ayant pour propriété de former un 

gel en présence de cations bivalents (comme les ions calcium Ca2+). Ces polysaccharides sont issus d’algues 

brunes de la classe des Phaophyceae et, plus particulièrement, les Laminaria sp. Leur unité structurale est 

sujet à des variations selon le type d’algues dont ils proviennent. Son manque d’interactions naturelles avec 
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les cellules requiert une fonctionnalisation via l’incorporation de ligands de type RGD à sa surface. Son utili-

sation in vivo pose encore aujourd’hui quelques difficultés. En effet, les produits de dégradation des algi-

nates sont trop grands pour être filtrés par les reins (Gribova, Crouzier et al. 2011). Les gels à base 

d’alginates sont principalement utilisés dans le biomédical comme vecteurs de libération de protéines et de 

médicaments ainsi que comme pansement ; ils sont également utilisés comme modèle de substrat 2D et 3D 

en culture cellulaire (Lee and Mooney 2012). 

1.3.3.5. Fibrines 

Les gels à base de fibrines sont constitués de protéines non fibreuses issues de la polymérisation enzyma-

tique du fibrinogène. Ces protéines entrent dans la composition de l’ECM. Leurs faibles propriétés méca-

niques restreignent leur usage à l’ingénierie tissulaire et l’encapsulation de cellules vivantes (Kharkar, Kiick 

et al. 2013). 

1.3.3.6. Heparine 

L’héparine est une macromolécule entrant dans la composition de l’ECM, largement utilisée pour la fabrica-

tion d’hydrogels. L’héparine a l’avantage d’être la macromolécule chargée le plus négativement du monde 

vivant. Cette particularité lui permet de lier de manière ionique des molécules bioactives comme des fac-

teurs de croissance. Ayant un effet anticoagulant très prononcé, l’utilisation in vivo de gels à base 

d’héparine peut avoir des effets néfastes sur l’organisme hôte allant de faibles saignements au priapisme. 

Néanmoins, ils peuvent être utilisés comme vecteurs de libération de molécules et pour l’encapsulation de 

cellules (Kim, Lee et al. 2010). L’utilisation de ces gels se concentre sur la culture cellulaire, où ils sont utili-

sés pour comprendre le fonctionnement et le destin des cellules (Kharkar, Kiick et al. 2013).  

1.3.3.7. Autres polymères naturels 

Un certain nombre d’autres polymères naturels sont utilisés dans la formation d’hydrogels. Ainsi, des gels à 

base de gélatine, de chondroïtine sulfate, d’agarose, de carraghénane, de dextrane (Gribova, Crouzier et al. 

2011, Kharkar, Kiick et al. 2013) ou, plus surprenant, de soie (Kapoor and Kundu 2016) sont utilisés pour 

une myriade d’applications biomédicales allant de l’ingénierie tissulaire des cartilages aux cordes vocales en 

passant par la peau et la moelle épinière. 

1.3.4. Hydrogels synthétiques 
Les hydrogels synthétiques présentent, tel que mentionné précédemment, l’avantage d’être facilement 

modifiables par réactions chimiques ou physiques et l’inconvénient d’être bien moins biocompatibles et 

biodégradables que leurs homologues naturels. Les hydrogels synthétiques sont très utilisés dans l’étude 

des réponses cellulaires aux paramètres physiques comme la rigidité et la topologie du substrat (Nemir and 

West 2010, Gribova, Crouzier et al. 2011).  

1.3.4.1. Polyacrylamide (PA) 

Largement utilisés en biologie comme gels d’électrophorèse, les gels de polyacrylamides ont été, il y a près 

de 20 ans, les premiers hydrogels utilisés pour étudier les effets de la rigidité du substrat sur le comporte-

ment cellulaire (Pelham and Wang 1997). La modulation de la rigidité de ces hydrogels se fait généralement 

lors de la formation du gel en modifiant la proportion de l’un des réactants : le bis-acrylamide. Très popu-

laire, il est utilisé pour observer l’effet de la rigidité sur de nombreux comportements cellulaires comme la 

morphologie, l’attachement, la migration ou encore la différentiation. Il présente l’avantage d’être chimi-

quement inerte. Cependant, cet avantage peut tourner en sa défaveur dans des expériences d’adhérence 

cellulaire. Il peut alors requérir l’ajout de ligand de type RGD dans le but de favoriser l’attachement cellu-
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laire. Les hydrogels à base de PA sont uniquement utilisés comme substrat 2D en raison de la cytotoxicité 

de l’acrylamide (Gribova, Crouzier et al. 2011). 

1.3.4.2. Polydimethylsiloxane (PDMS) 

Les hydrogels à base de PDMS sont des matériaux non toxiques ayant de bonnes propriétés élastiques. 

Cette grande habilité à la déformation en fait un hydrogel utilisé dans les expériences d’étirement des cel-

lules. Il présente le désavantage d’absorber les protéines du sérum induisant des attachements cellulaires 

non spécifiques. Pour y remédier, les gels à base de PDMS sont généralement fonctionnalisés à l’aide de 

ligands RGD. Les gels de polydimethylsiloxane sont uniquement utilisés en tant que substrat 2D. En effet, 

leur haute densité restreint la migration cellulaire au sein du gel dans une utilisation 3D. 

1.3.4.3. Poly(éthylène glycol) (PEG) 

Les hydrogels à base de poly(éthylène glycol) ont l’avantage de pouvoir être utilisés comme substrat 3D en 

culture cellulaire. En effet, contrairement aux autres polymères synthétiques qui sont très denses, faible-

ment poreux et peu biodégradables, les hydrogels à base de PEG peuvent être localement dégradés par les 

cellules, ce qui leur permet de migrer. Super hydratés et peu chargés, ils n’absorbent pas des protéines du 

sérum. Ils peuvent facilement être fonctionnalisés par le biais de ses groupes hydroxyles. 

1.3.4.4. Autres polymères synthétiques 

Un certains nombres d’autres polymères synthétiques sont utilisés pour former des hydrogels dans un but 

de mimétisme de l’ECM. Les matériaux à base de polyHEMA très hydrophiles et stables ont été les premiers 

à être utilisés comme lentille de contact. D’autres matériaux comme le poly(vinyl alcohol) (PVA) sont éga-

lement utilisés à cette fin. Les gels à base de PVA sont de plus utilisés comme facteurs de libération contrô-

lée de médicaments et de protéines ainsi que dans la réparation du cartilage. D’autres hydrogels à base de 

polyesters, qui présentent l’avantage d’être hydrolysés en conditions physiologiques, sont également utili-

sés pour la libération contrôlée de molécules bioactives (Kharkar, Kiick et al. 2013). 

1.4. Les films multicouches  
Comme indiqué auparavant (1.1.2.2.4), le design de nouveau biomatériaux s’intéresse aux propriétés de 

surface de ces derniers. En effet, ces propriétés de surface que sont la rigidité ou la topographie influencent 

l’intégration des biomatériaux dans les tissus et les évènements cellulaires associés (adhérence, migration, 

etc.). Si les hydrogels cités précédemment présentent d’importantes possibilités de modulation de leur 

rigidité dans le but d’induire une réaction biologique donnée, ils sont beaucoup trop épais pour couvrir les 

biomatériaux utilisés classiquement comme les métaux, les céramiques et les polymères (1.1). Face à la 

nécessité de films fins permettant un contrôle à l’échelle du nanomètre de l’épaisseur de ce dernier, des 

films très fins ont été développés comme les films Langmuir–Blodgett ou les monocouches auto-

assemblées (SAM, en anglais, Self-Assembly Monoloyer). Cependant ces films présentent de nombreuses 

limitations restreignant leurs usages dans le domaine biomédical. En effet, les films de Langmuir-Blodgett 

requièrent un long temps de préparation et sont limités dans les biomolécules qui les composent alors que 

les SAM sont limités en termes de substrats (or, etc.) et de stabilité en conditions physiologiques (Tang, 

Wang et al. 2006, Boudou, Crouzier et al. 2010). Une nouvelle technique introduite dans les années 1990s 

par Decher va révolutionner ce domaine : les films multicouches (Figure 1-8). 

La construction des films multicouches (LbL, en anglais, Layer-by-Layer) est basée sur l’exposition succes-

sive d’un substrat donné à des polymères chargés positivement et négativement qui s’auto-assemblent 

pour former une bicouche de quelques nanomètres selon le couple de polymères utilisés. Ces étapes 
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d’auto-assemblage sont espacées par des étapes de rinçage. Le processus peut être répété un grand 

nombre de fois permettant une régulation de l’ordre du nanomètre de l’épaisseur du film. Généralement 

appliqués à des systèmes polyélectrolyte/polyélectrolyte, les LbL forment alors des films multicouches de 

polyélectrolytes (PEM, en anglais PolyElectrolytes Multilayers). Si l’auto-assemblage de ces films repose 

principalement sur les interactions électrostatiques entre des polymères chargés différemment, d’autres 

interactions comme les liaisons hydrogènes ou les transferts de charges entrent en jeu (Tang, Wang et al. 

2006, Richardson, Björnmalm et al. 2015). Plusieurs techniques permettent de construire (1.4.2) et de mo-

duler la rigidité (1.4.3) des PEM obtenus. 

Ces films ont attiré l’attention et ouvert la voie à de nouvelles applications biomédicales en raison de leur 

facilité de préparation, leur polyvalence, leur capacité à incorporer différents types de molécules bioac-

tives, du contrôle précis de leur structure et surtout de leur résistance aux conditions physiologiques et plus 

important encore, sont capables de couvrir des matériaux non planaires comme des fibres ou des parti-

cules.  

 

Figure 1-8|Assemblage de films multicouches LbL. Les films LbL peuvent être construits sur une variété importante de formes, de 

tailles et de porosité de substrats. Les multicouches sont formés de matériels synthétiques ou biologiques comme par exemples les 

polyélectrolytes (les films sont alors appelés films multicouches de polyélectrolytes), de protéines, de lipides, de nanoparticules etc. 

La construction des films se fait par le dépôt d’une première couche d’un matériel suivit par une seconde couche d’un autre maté-

riel formant une bicouche de quelques nanomètres selon la nature des matériaux utilisés. Le processus est répété un certain 

nombre de fois jusqu’à l’obtention d’un film ayant l’épaisseur souhaitée (de quelques nanomètres à plusieurs micromètres). Figure 



Introduction aux biomatériaux 

 49 

 adaptée de (Richardson, Björnmalm et al. 2015). 

1.4.1. Focus sur les films multicouches de polyélectrolytes 
Les films multicouches de polyélectrolytes sont des films LbL composés de polymères portant une charge 

positive ou négative en solution, les polyélectrolytes. Il existent deux grand types de PEM : les films à crois-

sance exponentielle comme les films (PLL/HA)n et les films à croissance linéaire comme les films (PSS/PAH)n 

(Porcel, Lavalle et al. 2006).  

Outre le fait qu’ils soient faciles à préparer et stables en conditions physiologiques, les PEM présentent 

également une caractéristique commune à l’environnement cellulaire : une organisation spontanée (Tang, 

Wang et al. 2006). Ces différentes caractéristiques en font des éléments très utilisés en biologie, notam-

ment dans la caractérisation des effets de la rigidité sur le comportement cellulaire (Richert, Lavalle et al. 

2002, Boudou, Crouzier et al. 2011), en ingénierie tissulaire et comme traitement de surface (enduction) de 

biomatériaux classiques.  

1.4.2. Préparation des films multicouches de polyélectrolytes 
Quelle que soit la méthode de préparation choisie : par immersion, centrifugation, pulvérisation, électro-

magnétique, etc. , le principe de préparation des films LbL reste le même.  

1.4.2.1. Principe de construction des films multicouches 

Le principe de construction LbL introduit par Decher repose principalement sur les interactions électrosta-

tiques entre un polymère chargé positivement, un polycation et un polymère chargé négativement, un 

polyanion (Decher 1997). Pour construire un film LbL à la surface d’un matériau, une propriété bien connue 

de ces derniers est utilisée. En effet, de nombreuses surfaces comme celles des métaux, des silicones ou 

encore du verre sont chargées négativement en solution en raison de l’oxydation de surface et de 

l’hydrolyse. Le matériau est exposé au contact d’une solution de polycations. Des liaisons électrostatiques 

vont se former entre les charges négatives présentent à la surface du matériau et les charges positives du 

polycation. Ce dernier est ensuite rincé pour enlever les polycations qui n’ont pas réagi. L’ensemble est 

ensuite mis au contact avec une solution de polyanions qui vont réagir avec les polycations présents à la 

surface du matériau avant d’être à nouveau rincé, etc. (Figure 1-9) (Tang, Wang et al. 2006). 

 

Figure 1-9|Principe de construction des LbL introduit par Decher. En solution, la surface de nombreux matériaux est chargée 

négativement, principalement en raison de l’hydrolyse et de l’oxydation de surface. Cette charge négative va permettre des inte-

ractions électrostatiques avec un polymère chargé positivement pour former une première couche à la surface du matériau. Après 

rinçage, les polycations en surface vont réagir avec des polyanions afin de former une seconde couche. Le cycle se répète un certain 

nombre de fois jusqu’à l’obtention d’un film multicouche d’une épaisseur comprise entre quelques nanomètres et quelques mi-

crons. Figure adaptée de (Tang, Wang et al. 2006) 
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1.4.2.2. Méthodes de préparation 

De nombreuses méthodes de préparations des films LbL reposant sur le principe décrit ci-dessus exis-

tent (Figure 1-10 a.) : construction par immersion (dipcoating), par centrifugation (spin coating), par pulvé-

risation (spray coating), assemblage électromagnétique, assemblage fluidique ou encore électrodéposition 

(Richardson, Björnmalm et al. 2015). 

La technique de préparation des films par immersion ou dip coating est la technique la plus utilisée. Elle se 

fait généralement de manière manuelle : le substrat est plongé dans une solution de polyélectrolytes, puis 

rincé, pour supprimer les espèces chimiques n’ayant pas réagi. Les films obtenus par cette méthode sont 

relativement épais, homogène et les différentes couches sont interpénétrées. La technique de préparation 

par spin coating ou centrifugation permet d’obtenir des films plus fins, plus organisés et plus stratifiés que 

par immersion en raison des forces de centrifugation, qui permettent de retirer les polyélectrolytes faible-

ment liés et induisent une déshydratation du film. Cette technique a l’avantage d’être plus rapide que la 

construction par immersion (30 secondes par couches en moyenne contre plusieurs minutes dans le cas de 

l’immersion) mais est limitée : en effet, elle ne permet de couvrir que très difficilement des surfaces non 

planes (Figure 1-10 b.). 

 

Figure 1-10|Principales méthodes de construction de films LbL. De nombreuses méthodes de constructions des films LbL ont été 

développées ces 20 dernières années ; les plus utilisées sont les méthodes de construction par immersion (dip coating), centrifuga-

tion (spin coating), pulvérisation (spray coating), assemblage électromagnétique ou encore fluidique (a.). Les films construits par 

centrifugation (spin coating) sont plus fins, mous et stratifiés que les films construits par immersion (dip coating) mais limités à des 

surfaces planes (b.). Adaptée de (Richardson, Björnmalm et al. 2015) 

La préparation par spray coating consiste à déposer de manière séquentielle les polymères sur un substrat 

sous la forme d’aérosols. Cette technique, très rapide (environ 6 secondes par couche) permet d’obtenir 

des films très organisés. Elle permet également de couvrir de grande surface et des surfaces de forme va-

riée même si le traitement de surface complexe continue de se faire par immersion. Les méthodes de pré-

paration électromagnétique et fluidique sont plus compliquées à mettre en œuvre, car elles nécessitent un 

outillage spécifique. Elles restent toutefois très intéressantes, car elles offrent de nouvelles approches des 

films LbL (Richardson, Björnmalm et al. 2015). 

1.4.3. Modulation de la rigidité des films multicouches 
La modulation de la rigidité de films LbL peut se faire lors de la formation des films en jouant sur la nature 

des polymères utilisés, leur concentration, le pH de la solution, les forces ioniques ou encore 

l’incorporation de nanoparticules. La réticulation, qui permet également de rendre les films plus stables, 
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peut également se faire après la construction des films à l’aide d’un stimulus physique (traitement UV, cha-

leur, voltamétrie cyclique, etc.), chimique (réaction EDC/NHS, glutaraldéhydes, disulfides, etc.) ou encore 

l’ajout de couches de polyélectrolytes synthétiques. 

1.4.3.1. Réticulation chimique par réaction EDC/NHS 

La réticulation des PEM se fait généralement après construction par réticulation chimique. La réaction chi-

mique la plus connue repose sur l’utilisation de [1-éthyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) carbodiimide] (EDC). 

Cette réaction, très utilisée pour lier de manière covalente des protéines à la surface, permet de former des 

liaisons peptidiques entre les groupes carboxyles de l’acide hyaluronique et les groupes amines de la poly-

L-lysine (PLL). L’utilisation de N-hydroxysuccinimide (NHS) permet de favoriser cette réaction de réticula-

tion (Richert, Boulmedais et al. 2004, Rydzek, Schaaf et al. 2012).  

Afin de réticuler le film, l’EDC réagit avec un groupe carboxyle du HA et l’active. Ce groupe carboxyle actif 

est ensuite converti en ester actif grâce au sulfo-NHS. Cet ester va ensuite réagir avec un groupe amine de 

la PLL pour former la liaison peptidique à l’origine de la réticulation du film (Figure 1-11 a.) (Richert, 

Boulmedais et al. 2004). Le module de Young des films réticulés, mesuré par nanoindentation à AFM, aug-

mente en fonction de la concentration d’EDC (Figure 1-11 b.) (Boudou, Crouzier et al. 2010). 

 

Figure 1-11|Modulation de la rigidité par réaction EDC/NHS. L’EDC ([1-éthyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) carbodiimide]) permet la 

formation de liaison peptique entre l’acide hyaluronique et la poly-L-lysine. L’EDC active les groupes hydroxyles de l’acide hyaluro-

nique. Le NHS (N-hydroxysuccinimide) favorise cette réaction de réticulation en transformant les groupes carboxyles actifs en es-

ters. C’est ces esters qui vont former des liaisons peptidiques avec les groupes amines de la poly-L-lysine (a.). Le contrôle de la 

rigidité des films réticulés se fait en variant la concentration d’EDC utilisée. Plus la concentration d’EDC utilisée est importante, plus 

les films sont rigides (b.). Adaptée de (Boudou, Crouzier et al. 2010, Rydzek, Schaaf et al. 2012). 

1.4.3.2. Ajout d’un dépôt de polyélectrolytes synthétiques 

La modulation des films multicouches de polyélectrolytes à base de poly-L-lysine(PLL) et d’acide hyaluro-

nique (HA) se fait généralement par réticulation chimique de type EDC/NHS. Cependant, une autre mé-

thode de rigidification des films a été développée par Senger et al. Cette méthode consiste à ajouter un 

nombre n de bicouches à base de polymères synthétiques, le poly(sodium 4-styrène sulfonate) (PSS) et 

poly(allylamine hydro-chloride) (PAH) (Francius, Hemmerle et al. 2007). Le film PEM obtenu est alors orga-

nisé sous la forme (PLL/HA)m-(PSS/PAH)n (Figure 1-12 a. et b.). Il a été démontré qu’une augmentation du 

nombre de bicouches n pour un nombre de bicouches m augmentait le module de Young et la viscoélastici-

té des films. Cette augmentation de rigidité est sans doute liée à la pénétration et la diffusion de PSS (et 

peut être de PAH) dans les couches de PLL/HA qui altèrent les propriétés mécaniques du film (Figure 1-12 

c.). 
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Figure 1-12|Modulation de la rigidité par ajout de bicouches de polyélectrolytes synthétiques. Les films obtenus ont une organi-

sation de type (PLL/HA)m-(PSS/PAH)n (a. et b.). L’augmentation de rigidité des films s’obtient en fonction du nombre n de bicouches 

de PSS/PAH appliquées en surface de film (PLL/HA)m. Adaptée de (Francius, Hemmerle et al. 2007). 

1.5. Spectroscopie de force et rigidité des films 
Comme expliqué précédemment, les hydrogels sont très utilisés pour étudier l’influence des propriétés 

mécaniques du substrat sur le comportement cellulaire. Avant d’étudier les interactions matériau-cellules, 

il est nécessaire de caractériser la rigidité de ces substrats. La rigidité des hydrogels et des autres biomaté-

riaux est caractérisée par spectroscopie de force (= ensemble des techniques permettant d’étudier les pro-

priétés mécaniques d’un matériau donné).  

Plusieurs techniques permettent de mesurer la faible élasticité d’un hydrogel (en général de l’ordre du 

kPa) : test de traction, de compression (confinée ou pas), d’indentation, de rhéométrie de flux ou encore 

d’analyse mécanique dynamique (Figure 1-13) (Oyen 2014). 

 

Figure 1-13|Techniques de caractérisations mécaniques des hydrogels. La rigidité des hydrogels est mesurée par des techniques 

de spectroscopie de force comme des tests de traction (a), de compression (b), de compression confinée (c), d’indentation (d), de 

rhéométrie de flux (e) ou encore d’analyse mécanique dynamique (f). Adaptée de (Oyen 2014) 

L’indentation est une méthode de mesure de module de Young, basée sur l’utilisation d’une sonde mise au 

contact de la surface du matériau avant d’être retirée. A l’origine, l’indentation, qui est en réalité une ver-

sion locale du test de compression, était utilisée pour mesurer la dureté des métaux. La préparation mini-

male des échantillons en a fait une technique couramment utilisée. Dans le cadre des mesures de rigidité 

des hydrogels ou des PEM, l’indentation est associée au principe de microscopie de force atomique (AFM). 
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1.5.1. Nano-indentation par microscopie à force atomique AFM 
La nano-indentation par AFM est caractérisée par l’application d’un cycle de compression, les nano-

indentations, au niveau de la surface du matériel à l’aide d’une sonde colloïdale. Cette sonde colloïdale 

d’un diamètre connu (2R) est fixée sur un cantilever disposant d’une constante de raideur connue. Les in-

dentations se font à l’aide du moteur piézoélectrique de l’AFM sous la forme d’approche-retrait. Dans cette 

configuration, la sonde exerce une force perpendiculaire à la surface, qui compresse le matériau. Les dépla-

cements du moteur piézoélectrique et du cantilever sont enregistrés au cours des cycles de compression 

appliqués à la surface du matériel. La déviation du cantilever liée à l’indentation est mesurée grâce à un 

faisceau laser. Comme en AFM, le faisceau laser dirigé vers le cantilever est réfléchi sur une photodiode à 

quadrant. Le module de Young du matériau en un point précis est donné par la variation de l’indentation du 

cantilever, la force appliquée par ce dernier au niveau de la surface du matériau et le rayon de la sonde 

colloïdale (Figure 1-14) (Francius 2006). 

 

Figure 1-14|Principe de nano-indentation par AFM. Une sonde colloïdale de diamètre connu est fixée sur un cantilever ayant une 

constante de raideur kc. A l’aide d’un moteur piézoélectrique, la sonde va exercer une force perpendiculaire à la surface du maté-

riau, qui va le comprimer. Le piézoélectrique permet ces indentations sous forme d’approche-retrait. Les déplacements du piézo 

ainsi que la déviation du cantilever, induite par la résistance aux forces du biomatériau, sont mesurés. La mesure de la déviation du 

cantilever se fait à l’aide d’un laser et d’une photodiode à quadrant comme dans un AFM classique. L’indentation δ est la différence 

mesurée entre les deux déplacements. Elle permet à l’aide de la force F appliquée par le cantilever (dépendant de kc) et du rayon R 

de la sonde d’obtenir le module d’Young E. Adaptée de (Francius 2006) 

1.5.2. Mesure du module de Young 
La position du cantilever d et celle de l’échantillon (placé sur la céramique piézoélectrique) z en fonction du 

temps t sont mesurées et recueillies sous forme de tension électronique. L’indentation δ correspond à la 

différence entre le déplacement de la céramique piézoélectrique z et la déflection du cantilever d. 

𝛿 =Δ𝑧 −Δ𝑑 = (𝑧 − 𝑧0) − (𝑑 − 𝑑0) 

Cette relation couplée à la définition du point de contact, permet d’associer à z0 (déplacement de la céra-

mique piézo) sa valeur. A l’aide de la constante de raideur kc du cantilever et de sa déflection d, il est pos-

sible d’obtenir la force F exercée par la sonde sur le film. 
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𝐹 = 𝑘𝑐Δ𝑑 

La force F appliquée par la sonde colloïdale sur le matériau, l’indentation δ et le rayon de la sonde R per-

mettent de définir le module de Young E du matériau testé : 

𝐸 =
𝑅δ

𝐹
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 Introduction à la mécano-biologie 

De nombreux biomatériaux, plus particulièrement des hydrogels, ont été développés afin de mi-

mer la matrice extracellulaire. Si l’effet de la composition biochimique de l’environnement cellulaire sur le 

comportement des cellules n’est plus à démontrer depuis de nombreuses années, il a fallu attendre 1997 et 

les travaux pionniers de Pelham et Wang pour mettre en évidence le fait que les cellules soient capables de 

répondre aux signaux mécaniques, et plus particulièrement, à la rigidité de cet environnement (Pelham and 

Wang 1997). C’est les débuts de la mécano-biologie ; un domaine pluridisciplinaire dédié à l’étude des ef-

fets des forces mécaniques et de la géométrie du substrat sur le comportement cellulaire (Iskratsch, 

Wolfenson et al. 2014). Il ne fait désormais plus aucun doute que les cellules sont capables de sentir leur 

environnement et de répondre aux signaux mécaniques qu’elles perçoivent (Discher, Janmey et al. 2005). 

Les signaux mécaniques sont sentis au niveau des contacts focaux par des protéines transmem-

branaires, les intégrines, qui connectent physiquement l’environnement cellulaire au cytosquelette. Ces 

signaux mécaniques sont transformés dans le cytoplasme en signaux biochimiques activant eux-mêmes des 

voies de signalisation correspondantes. Ces messages physiques ou chimiques se propagent jusqu’au noyau 

(Wang, Tytell et al. 2009), où ils sont intégrés au niveau de la chromatine pour réguler des fonctions nu-

cléaires fondamentales, comme la réplication ou la transcription (Engler, Sen et al. 2006). Une altération de 

la perception des signaux mécaniques à partir du microenvironnement cellulaire ou une altération d’une 

voie de signalisation intracellulaire de ces signaux peut être à l’origine d’un grand nombre de pathologies 

telles que les fibroses, les artérioscléroses ou encore le cancer (Jaalouk and Lammerding 2009).  

2.1 Introduction à la mécano-biologie 

2.1.1 Physique et forces en biologie 

L’information génétique contenue dans l’ADN ne suffit pas à elle seule pour donner une morphologie pré-

cise à une cellule, un tissu, un organe ou l’organisme entier d’un être vivant. Les contraintes mécaniques de 

l’environnement extracellulaire exercées sur les cellules ainsi que les forces générées par ces dernières en 

réponses aux signaux physiques déterminent la forme d’un tissu, d’un organe et sculptent un embryon. 

Cette physique du vivant est présente dans de nombreux processus physiologiques des cellules impliqués 

dans l’adhérence, la migration, la prolifération, la division, la différentiation, la mort cellulaire ou encore la 

dégénérescence en métastases (Eyckmans, Boudou et al. 2011, Iskratsch, Wolfenson et al. 2014). 

2.1.2 Mécano-biologie 

Il est désormais acquis que la forme des cellules eucaryotes, et par extension des organismes qu’elles com-

posent, est définie par des cycles de mécano-sensation, de mécano-transduction et de mécano-réponses 

(Figure 2-1) (Vogel and Sheetz 2006, Iskratsch, Wolfenson et al. 2014). 



Introduction à la mécano-biologie 

 56 

 

Figure 2-1|Mécano-sensation, -transduction et -réponse. Une cellule est capable de sentir la rigidité de son environnement au 
cours d’un mécanisme de mécano-sensation avant de transformer ces signaux mécaniques en signaux chimiques afin de réguler le 
comportement et la fonction cellulaire. Cette mécano-transduction implique généralement des récepteurs membranaires, les 
intégrines, des molécules des contacts focaux comme la taline, la vinculine ou encore p130CAS ainsi que des facteurs de signalisa-
tion nucléaire capables d’altérer et de changer les profils d’expression de certains gènes. La déformation nucléaire induite par la 
propagation physique des signaux mécaniques peut également induire des changements d’expression génique. Adaptée de 
(Iskratsch, Wolfenson et al. 2014) 

Les cellules sont capables de sentir, par mécano-sensation, et d’intégrer, par mécano-transduction, de ma-

nière active des informations mécaniques provenant de leur environnement et y répondre par des déci-

sions relatives à la croissance, la migration, ou la différentiation cellulaire. Cette capacité des cellules à sen-

tir des signaux mécaniques et, plus particulièrement, à sentir la rigidité de leur environnement représente 

un intérêt important en bio-ingénierie et dans le design de nouveaux biomatériaux. Cependant, le proces-

sus par lequel les cellules sont capables de sentir leur environnement et les mécanismes par lesquels les 

cellules répondent à ces signaux restent encore peu connus ; ils sont d’ailleurs le sujet d’une nouvelle disci-

pline en pleine émergence : la mécano-biologie. A l’interface entre la biologie cellulaire, la biologie du déve-

loppement, la bio-ingénierie ou la biophysique, la mécano-biologie se concentre sur l’étude des forces phy-

siques et des changements mécaniques intervenant dans les cellules et les tissus ainsi que leurs contribu-

tions au développement d’un organe (organogénèse), d’un organisme, à la physiologie des tissus, mais aus-

si dans des pathologies et, plus particulièrement, dans le cas des cancers (Jansen, Donato et al. 2015). 

2.2 Réponses cellulaires à la rigidité du substrat 

Durant de nombreuses années, l’intérêt était porté sur les effets de la « chimie » sur le comportement cel-

lulaire. Après quelques travaux passés plus ou moins inaperçus au cours du 19ème siècle, Pelham et Wang 

démontrent que non seulement les cellules répondent à la rigidité de leur environnement, mais que cette 

communication mécanique est aussi importante que la communication liée à des messagers chimiques 

(Pelham and Wang 1997). Ces travaux font l’effet d’un séisme en biologie cellulaire. En raison notamment 

du fait que jusque-là, l’ensemble des comportements cellulaires était caractérisé sur des substrats très ri-

gides comme le verre ou le polystyrène, bien loin des conditions mécaniques que la plupart des cellules 

rencontrent in vivo. Dans les années qui ont suivi ces travaux pionniers, de nombreuses études se sont em-

ployées à caractériser l’effet de la rigidité du substrat sur des comportements cellulaires fondamentaux 

comme l’adhérence, la prolifération, la migration ou encore la différentiation ou la mort cellulaire. 

2.2.1 Adhérence & prolifération 

2.2.1.1 Mécanisme d’attachement cellulaire 

L’attachement cellulaire joue un rôle clé dans la formation d’organismes pluricellulaires (Abedin and King 

2010, Di Cio and Gautrot 2016). En effet, les cellules s’attachent à leur environnement, la MEC et aux cel-

lules voisines via des récepteurs dédiés, respectivement les intégrines et les cadhérines. Les cadhérines et 

les jonctions cellulaires, qui leurs sont associées, ne seront pas abordées dans ce manuscrit de thèse. Si 
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l’attachement des cellules est un prérequis à la survie cellulaire, il peut se faire sur des substrats ayant une 

rigidité qui varie énormément (quelques kPa dans les tissus neuronaux à plusieurs Ga dans les tissus osseux 

calcifiés ou sur des substrats de culture cellulaire comme verre et polystyrène) (Discher, Janmey et al. 

2005). Cet attachement est également caractérisé par la morphologie cellulaire, donc l’organisation du 

cytosquelette. Ainsi, plus une cellule est étalée, meilleur sera son attachement. 

Le phénomène d’attachement d’une cellule à un substrat est un phénomène qui se déroule en plusieurs 

étapes. La cellule via des récepteurs dédiés, les intégrines (abordées de manière plus détaillée dans la par-

tie 2.3.1.1), va reconnaitre des motifs présents à la surface du substrat, par exemple des motifs RGD, et s’y 

lier. Cette liaison va provoquer la formation de contacts focaux au niveau des intégrines (voir 2.3.1.2 pour 

plus d’informations). A travers ces contacts focaux, les cellules vont transmettre des forces de traction 

générées par le cytosquelette d’actino-myosine au substrat qui va, en réponse, plus ou moins résister selon 

son élasticité. Un substrat rigide aura une résistance plus importante aux forces de traction générées par 

les cellules qu’un substrat mou. En réponse à la résistance du substrat, la cellule va modifier l’organisation 

de ses complexes focaux, de son cytosquelette, etc. (Discher, Janmey et al. 2005, Wells 2008, Mason, 

Califano et al. 2012). 

2.2.1.2 Effet de la rigidité sur l’étalement cellulaire 

Lorsque des cellules sont mises en culture sur des substrats rigides, elles forment un grand nombre de con-

tacts focaux bien distincts et stables. Elles adoptent également une morphologie très étalée, qui 

s’accompagne d’une organisation du cytosquelette d’actine en fibre de stress (Figure 2-2). A contrario, sur 

substrats mous, les cellules ont une morphologie plus arrondie, couplée à une absence de contact focaux et 

une désorganisation du cytosquelette (Pelham and Wang 1997, Engler, Bacakova et al. 2004, Discher, 

Janmey et al. 2005, Levental, Georges et al. 2007, Wells 2008).  

 

Figure 2-2|Influence de la rigidité du substrat sur l’attachement et l’étalement cellulaire. Sur substrat rigide, des myoblastes ont 
une morphologie très étalée associée à une organisation du cytosquelette d’actine (en rouge) en fibres de stress (indiquées par les 
têtes de flèches blanches) et des contacts focaux bien différenciés (en verre). Sur substrat mou, les myoblastes adoptent une mor-
phologie beaucoup plus arrondie liée à l’absence de contacts focaux bien distincts et d’organisation en fibres du cytosquelette. 
Adaptée de (Discher, Mooney et al. 2009) 

2.2.1.3 Effet de la rigidité sur la prolifération 

Au cours de la formation d’un organisme ou d’un processus de cicatrisation, les cellules ont une forte activi-

té proliférative. La prolifération cellulaire est un phénomène très important au cours de l’organogénèse. 

Elle se fait en plusieurs étapes. Les cellules entrent d’abord dans une phase durant laquelle leur matériel 

génétique est dupliqué au cours d’un mécanisme de réplication, la phase S du cycle cellulaire. Puis les cel-

lules entrent en mitose : d’une cellule mère, deux cellules filles identiques sont formées. Pour que des cel-

lules puissent proliférer, les cellules doivent être capables de s’ancrer dans le substrat. Ainsi sur des subs-

trats de faible rigidité, les cellules (saines !) ne sont pas capables de proliférer (Wang, Dembo et al. 2000). 
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En cultivant des cellules épithéliales sur un substrat peu rigide (module de Young d’environ 50 kPa), il a été 

montré que l’absence de contacts focaux et de fibres d’actine empêche l’activation de la réplication de 

l’ADN, mais pas celle de la transcription. Au contraire, sur un substrat plus rigide (module de Young d’au 

moins 200 kPa), les cellules forment des contacts focaux et des fibres d’actine nécessaires à la réplication 

tout en préservant l’activité transcriptionelle (Wang, Dembo et al. 2000, Kocgozlu, Lavalle et al. 2009).  

2.2.2 Migration 

2.2.2.1 Mécanisme de migration 

La migration cellulaire est un phénomène crucial pour le développement, la physiologie, la réponse immu-

nitaire ou encore la cicatrisation d’un organisme (Lo, Wang et al. 2000, Charras and Sahai 2014). La migra-

tion nécessite un grand nombre d’évènements coordonnés, qui peuvent être classés en cinq étapes (Figure 

2-3). Les cellules doivent d’abord s’attacher à leur substrat (1), puis former une extension sous la forme 

d’un lamellipode à l’aide de leur cytosquelette d’actine (2), créer de nouveaux contacts focaux (3). Ces 

étapes sont suivies par le déplacement de la cellule vers les nouveaux contacts focaux (4) et enfin, rétracta-

tion de la queue de la cellule (5) (Bravo-Cordero, Magalhaes et al. 2013). Ainsi, les cellules utilisent des 

points d’ancrage dans le substrat, puis génèrent les forces de traction leur permettant de migrer. 

 

Figure 2-3|Mécanisme de migration cellulaire. Afin de migrer, les cellules doivent d’abord s’attacher à leur substrat (1), puis for-
mer une extension sous la forme d’un lamellipode à l’aide du cytosquelette d’actine (2), créer de nouveaux contacts focaux (3), se 
déplacer vers les nouveaux contacts focaux (4) et enfin, se décoller du substrat au niveau des anciens contacts focaux (5). Adaptée 
de (Bravo-Cordero, Magalhaes et al. 2013). 

2.2.2.2 Effet de la rigidité sur la migration 

Il est connu que de nombreux paramètres influencent la migration cellulaire. En effet, il a été démontré 

que les cellules étaient capables de migrer en suivant de nombreux gradients préférentiels. Ces gradients 

peuvent être chimiques, comme dans le cas de la chemotaxie, lumineux (phototaxie), de potentiel électros-

tatique (galvanotaxie) ou encore de potentiel gravitationnel (géotaxie) (Lo, Wang et al. 2000). L’effet d’un 

gradient de rigidité du substrat sur la migration cellulaire s’est donc naturellement posé. En 2000, Lo et al. 

démontrent que les cellules migrent vers des zones plus rigides d’un substrat, phénomène qu’ils qualifie-

ront de « durotaxie » (Lo, Wang et al. 2000, Wells 2008, Mason, Califano et al. 2012). Cette préférence pour 

le rigide s’explique par le processus de migration détaillé ci-dessus. En effet, pour que la cellule puisse se 

mouvoir, et donc que les forces générées par le cytosquelette soient transformées en mouvements, les 

cellules doivent pouvoir créer des contacts focaux stables. Sur des substrats mous, les forces exercées par 

la cellule n’induiront pas un mouvement cellulaire, mais un remodelage du substrat (Lo, Wang et al. 2000, 

Charras and Sahai 2014). 
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2.2.3 Différentiation 

2.2.3.1 Mécanisme de différentiation 

Dans un organisme multicellulaire, la grande majorité des cellules est spécialisée, c’est-à-dire adaptée à 

leur fonction spécifique. Cependant, l’ensemble des cellules d’un organisme (à l’exception de celles issues 

de la méiose comme les ovules, les spermatozoïdes, etc.) disposent de la même information génétique. Au 

cours du développement, les cellules d’un organisme se différencient en modifiant le type de gènes qu’elles 

expriment suivant leur fonction spécifique. Cette extinction de certains gènes se traduit par un changement 

d’organisation de la chromatine, une superstructure de l’information génétique (Cf. 2.4.1.2 pour plus 

d’informations) (Meshorer and Misteli 2006). Si cette différentiation se fait principalement au cours du 

développement embryonnaire, certaines cellules souches pluripotentes, c’est-à-dire capable de se différen-

cier en n’importe quels types cellulaires, subsistent à l’état adulte. Ces cellules souches mésenchymateuses 

font l’objet de nombreuses études en raison de leur intérêt en ingénierie tissulaire. La destinée de ces cel-

lules souches est influencée par un grand nombre de facteurs et d’interactions nécessitant un contrôle pré-

cis afin d’obtenir une régénération saine et effective des tissus fonctionnels. La question d’un effet de la 

rigidité du substrat comme facteur de différenciation s’est donc posée. 

2.2.3.2 Effet de la rigidité sur la différentiation 

En 2006, Engler et al. mettent en évidence l’effet de la rigidité sur la différentiation et ouvrent la voie à de 

nombreuses opportunités dans le domaine de l’ingénierie tissulaire. Ils déposent des cellules souches mé-

senchymateuses (MSC) sur différents substrats mimant la rigidité des tissus neuronaux, des tissus muscu-

laires et enfin des tissus osseux. Après une semaine de culture sur ces milieux, les cellules expriment diffé-

rents marqueurs spécifiques des types cellulaires vers lesquels elles s’orientent. Ainsi, les cellules cultivées 

sur un substrat dont la rigidité mime celle des tissus neuronaux expriment de la tubuline β3, un marqueur 

de neurones, alors que les cellules cultivées sur un environnement mimant celui du muscle expriment un 

marqueur de myoblastes, MyoD. Même constat pour les cellules cultivées sur des substrats rigides, qui 

expriment un marqueur d’ostéocytes CBFα1 (Engler, Sen et al. 2006). La rigidité de la matrice est donc à 

même d’influencer la destinée des cellules souches (Figure 2-4) (Engler, Sen et al. 2006, Wells 2008, 

Discher, Mooney et al. 2009, Mason, Califano et al. 2012). 

 
Figure 2-4|Effet de la rigidité du substrat sur la différentiation cellulaire. La différentiation cellulaire est influencée par la rigidité 
de la matrice. Ainsi, des cellules souches mésenchymateuses (MSC) en culture sur des substrats très mous (50-400 Pa) se différen-
cient en neurone, des cellules en culture sur des substrats légèrement plus rigides (700-1 500 Pa) en adipocytes. Des cellules en 
culture sur des substrats de rigidité plus importante (5-12000 Pa) deviennent des myoblastes alors que des cellules sur des subs-
trats très rigides (plus de 20 000 Pa) se différencient en ostéoblastes. Adaptée de (Halder, Dupont et al. 2012) 
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Ces observations font l’effet d’un séisme dans le domaine de la mécano-biologie. De fait, s’il était compré-

hensible que la rigidité de la matrice puisse limiter la prolifération cellulaire, conduire à la mort cellulaire ou 

réorganiser le cytosquelette et les contacts focaux, ces observations vont plus loin, suggérant un effet de la 

rigidité sur l’organisation même du noyau cellulaire.  

2.2.4 Conclusion sur les effets de la rigidité du substrat sur le comportement 

cellulaire 

Ces nombreuses études (Pelham and Wang 1997, Lo, Wang et al. 2000, Engler, Bacakova et al. 2004, 

Discher, Janmey et al. 2005, Georges and Janmey 2005, Yeung, Georges et al. 2005, Engler, Sen et al. 2006, 

Kocgozlu, Lavalle et al. 2009, Charras and Sahai 2014) démontrent l’importance de la rigidité du substrat 

comme facteur régulant le comportement cellulaire. Ainsi, la rigidité du substrat influence beaucoup de 

comportements fondamentaux des cellules comme l’attachement, la morphologie ou encore la migration 

cellulaire (Figure 2-5). Sur des substrats rigides, les cellules prolifèrent, s’étalent et migrent alors que sur 

des substrats mous, les cellules forment peu de contacts focaux, cessent de proliférer et entrent dans cer-

tains cas (substrats très mous) en apoptose. La rigidité du substrat influence également la migration cellu-

laire : les cellules ont en effet tendance à migrer par durotaxie, c’est-à-dire vers des substrats plus rigides. 

La rigidité du substrat joue également un rôle clé dans la différentiation cellulaire.  

 
Figure 2-5|Effet de la rigidité du substrat sur le comportement cellulaire. La rigidité du substrat agit comme un médiateur impor-
tant du comportement cellulaire. Ainsi, sur des substrats mous, les cellules cessent de proliférer et forment peu de contacts focaux. 
Sur des substrats très mous (<50 kPa), les cellules ne parviennent pas à survivre et entrent en apoptose. Sur des substrats rigides, 
les cellules parviennent à créer de nombreux contacts focaux, et donc à s’étaler. Une augmentation de l’adhérence et de la prolifé-
ration sont observées sur substrats rigides. La migration est également affectée : les cellules migrent vers des substrats plus rigides 
par durotaxie. Enfin, la rigidité du substrat est un facteur important de la différentiation cellulaire : les cellules se différencient en 
neurones sur substrats mous, en myocytes sur substrats plus rigides ou encore en ostéocytes sur substrats très rigides. Adaptée de 
(Wells 2008, Halder, Dupont et al. 2012). 

Les cellules sont donc capables de sentir leur environnement et d’y répondre en adaptant leurs contacts 

focaux et l’organisation de leur cytosquelette. Les observations réalisées suggèrent également un effet de 

la rigidité du substrat sur certaines voies de signalisation allant jusqu’à l’expression ou l’extinction de cer-

tains gènes (Charras and Sahai 2014). Il est toutefois important de noter que tous les types de cellules ne 

sont pas aussi sensibles à la rigidité de leur microenvironnement et que toutes les cellules mécano-

sensibles ne répondent pas de la même manière aux signaux mécaniques qu’elles perçoivent (Georges and 

Janmey 2005, Yeung, Georges et al. 2005, Wells 2008, Mason, Califano et al. 2012); par exemple des cel-

lules comme les neurones survivent mieux sur des substrats mous (Georges and Janmey 2005). Les neutro-

philes, des cellules immunitaires, semblent quant à eux insensibles à la rigidité du substrat (Yeung, Georges 

et al. 2005). 



Introduction à la mécano-biologie 

 61 

2.3 Mécano-sensation & Mécano-transduction 

Les cellules sont continuellement exposées à des forces physiques (pression hydrostatique, forces de cisail-

lement, de traction ou encore de compression) auxquelles elles doivent s’adapter en modifiant leurs phé-

notypes ou en remodelant le microenvironnement avec lequel elles interagissent (Butcher, Alliston et al. 

2009). Il est désormais acquis que les forces mécaniques en provenance du substrat induisent un grand 

nombre de comportements cellulaires. La compréhension des mécanismes par lesquelles les cellules per-

çoivent les signaux mécaniques (mécano-sensation) et les transforment en signaux chimiques (mécano-

transduction) au sein de la cellule font actuellement l’objet d’intenses investigations. 

2.3.1 Mécano-sensation 

Une cellule peut sentir son environnement chimique et physique, intégrer et analyser ces signaux et y ré-

pondre en changeant sa morphologie, sa dynamique, son comportement voire même sa destinée. La mé-

cano-sensation est le processus par lequel une cellule sonde et perçoit les signaux mécaniques de son envi-

ronnement (Jansen, Donato et al. 2015). C’est un processus qui existe chez presque toutes les types cellu-

laires, des procaryotes aux organismes multicellulaires (Geiger, Spatz et al. 2009). Les cellules peuvent ré-

pondre à ce qu’elles ressentent localement (en réorganisant directement les sites d’adhérence) ou plus 

globalement (en activant les voies de signalisation régulant des processus comme la croissance cellulaire, la 

différentiation ou l’apoptose). 

Ce processus de mécano-sensation implique l’environnement extracellulaire, généralement la matrice ex-

tracellulaire (ECM), le cytosquelette (CSK) et les protéines transmembranaires qui font le lien entre les 

deux, les intégrines. Comme indiqué précédemment (1.2), l’ECM est principalement composée d’eau, de 

protéines et de polysaccharides. En plus de fournir un support physique aux cellules, elle participe à 

l’établissement, la séparation et au maintien des différents tissus et organes tout en agissant comme réser-

voirs de facteurs de croissances et cytokines. Sa rigidité varie en fonction des différents tissus. Le CSK est un 

réseau interconnecté de polymères filamenteux et de protéines régulatrices permettant aux cellules de 

résister à la déformation, de transporter des cargos intracellulaires ainsi que de changer de morphologie 

durant la migration. Les intégrines jouent un rôle clé dans la mécano-sensation et, par la suite, la mécano-

transduction. Elles agissent à la fois comme mécano-transducteurs, transmetteurs de forces aux éléments 

intracellulaires ou encore comme intermédiaires de voies de signalisation initiées par d’autres éléments 

(Ross, Coon et al. 2013). Les complexes protéiques formés par l’activation des intégrines, les adhésomes, 

jouent également un rôle important dans la mécano-sensation. 

2.3.1.1 Intégrines 

Les intégrines sont une famille de protéines transmembranaire disposant d’un long domaine extracellulaire 

et d’un court domaine cytoplasmique. Ces protéines sont des récepteurs qui lient une grande majorité des 

protéines de la matrice extracellulaire (ECM) via des domaines spécifiques comme le motif RGD ou le motif 

LDV. Les intégrines sont qualifiées de récepteurs bidirectionnels, car elles sont capables de transmettre des 

signaux de l’environnement cellulaire vers la cellule et inversement. Elles doivent leur nom au fait qu’elles 

intègrent la cellule dans son environnement. Les intégrines ne sont pas présentes chez les procaryotes, les 

plantes ou les champignons, mais sont retrouvées chez tous les métazoaires même les plus simples comme 

les éponges ou les cnidaires (Hynes 2002). Les intégrines sont des héterodimères, qui ne sont pas liés de 

manière covalente, composés de sous-unités α (18 types différents) et β (8 types). Chez l’humain, 24 

couples d’intégrines ont été identifiés (Hynes 2002, Miranti and Brugge 2002, Humphries, Byron et al. 2006, 
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Jansen, Donato et al. 2015). Certaines de ces sous-unités sont très répétées : αV est ainsi présente dans 5 

couples d’intégrines et β1 dans 12 couples. Une partie de ces intégrines reconnaissent spécifiquement les 

séquences RGD, d’autres les motifs LDV, certaines ont des affinités pour les laminines (Humphries, Byron et 

al. 2006). Une classe particulière d’intégrines reconnaît spécifiquement les leucocytes (Figure 2-6). 

L’intégrine αVβ3 reconnait et lie de manière spécifique les motifs RGD présents sur les vitronectines, fibro-

nectines et les fibrinogènes de l’environnement cellulaire (Humphries, Byron et al. 2006, Jansen, Donato et 

al. 2015). 

 
Figure 2-6|Structure et famille des intégrines. Les intégrines sont des hétérodimères transmembranaires disposant d’un long 
domaine cytoplasmique se liant avec les protéines de la matrice extracellulaire et un court domaine cytoplasmique faisant la liaison 
avec le cytosquelette et un certain nombre de molécules associées aux différentes voies de signalisation activées par les intégrines 
(a.). Chez l’humain, 24 couples d’intégrines ont été identifiés ; ils lient des domaines spécifiques de protéines de l’ECM comme le 
collagène, les lamines et les séquences RGD présents sur les fibronectines etc. Certaines intégrines, les β2 reconnaissent des do-
maines spécifiques des leucocytes (b.). Adaptée de (Hynes 2002).  

Découvertes il y a près de 30 ans par Hynes, les intégrines jouent de nombreux rôles clés dans la modula-

tion de l’adhésion cellulaire et des mécanismes qui en découlent (Hynes 2002). Leur découverte a définiti-

vement révolutionné la vision que les biologistes avaient de l’environnement cellulaire et plus particulière-

ment de l’ECM (Hynes 2004). Les intégrines font également le lien mécanique entre l’environnement cellu-

laire et le cytosquelette. De ce fait, elles sont impliquées dans tous les processus impliquant des forces 

(Ross, Coon et al. 2013). Elles activent également de nombreuses voies de signalisation intracellulaires. Très 

étudiées, avec plus de 1 000 papiers par an (Hynes 2002), les intégrines jouent non seulement un rôle clé 

dans la mécano-sensation, mais aussi au cours du développement, dans la réponse immunitaire, le cancer, 

etc. Enfin, elles recrutent plus de 150 protéines au niveau de leur domaine cytoplasmique pour former 

l’adhésome. 

2.3.1.2 Adhésome 

La perception de signaux physiques parvenant de la matrice extracellulaire, nommé mécano-sensation, par 

l’intermédiaire des intégrines se propagent vers l’intérieur de la cellule aux sites d’adhérence, les adhé-

somes. Les adhésomes déclenchent en cascade l’activation de nombreuses voies de signalisation intracellu-

laires (Geiger, Spatz et al. 2009, Schiller and Fässler 2013, Winograd-Katz, Fässler et al. 2014). L’adhésome, 

est un complexe multiprotéique qui permet la connexion physique entre les intégrines et les molécules du 

cytosquelette (Geiger, Spatz et al. 2009). Il est composé d’environ 232 protéines parmi lesquelles 148 sont 

des composants intrinsèques et 84 sont liées de manière transitoire au site d’adhérence. Certaines de ces 

protéines sont impliquées dans la structure de l’adhésome et participent à la connexion physique des do-

maines cytoplasmiques des intégrines au cytosquelette d’actine. C’est, par exemple, le cas des protéines de 

liaison à l’actine, des protéines associées à l’actine, ou encore des protéines adaptatrices… D’autres sont 

impliquées dans les voies de signalisation liées à l’attachement cellulaire comme les kinases ou les phos-
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phatases, etc. (Winograd-Katz, Fässler et al. 2014). L’ensemble des protéines de l’adhésome (Figure 2-7) 

effectue entre elles plus de 700 interactions (Geiger, Spatz et al. 2009). 

 
Figure 2-7|Interactions et composants de l’adhésome. Ce complexe multiprotéique est composé d’environ 232 protéines parmi 
lesquelles 148 sont des composants intrinsèques et 84 sont liées de manière transitoire au site d’adhérence. Ces protéines effec-
tuent entre elles près de 700 interactions d’activation (flèche rouge), de liaison (trait noir) ou encore d’inhibition (flèche bleue). 
Adaptée de (Geiger, Spatz et al. 2009) 

2.3.2 Mécano-transduction 

La mécano-transduction est le phénomène au cours duquel la cellule traduit les signaux mécaniques qu’elle 

reçoit en provenance de l’environnement cellulaire en réponses biologiques (Jansen, Donato et al. 2015). 

Les intégrines sont physiquement couplées au cytosquelette, qui est lui-même relié au nucléosquelette et, 

par extension, relié à la chromatine au sein du noyau. Les signaux mécaniques font alors bien plus 

qu’activer des chaines de signalisation au niveau de la membrane cellulaire et des adhésions focales ; ils 

sont également capables d’agir à distance dans le noyau où ils sont capables d’induire des changements 

mécanochimiques. La mécano-transduction des signaux mécaniques peut donc se faire de manière chi-

mique via des voies de signalisation, comme la voie Hippo, à partir des contacts focaux vers le noyau ou de 

manière mécanique le long du cytosquelette vers le noyau. L’idée que les signaux mécaniques puissent agir 

à distance est particulièrement intéressante, car la propagation des forces mécaniques représentent 

l’avantage d’être beaucoup plus rapide (de l’ordre de la µs contrairement à quelques ms) que la propaga-

tion des signaux chimiques dans le cytoplasme (Figure 2-8) (Wang, Tytell et al. 2009). Ce paragraphe pré-

sente dans un premier temps la propagation mécanique des signaux puis la propagation chimique de ces 

derniers vers le noyau.  
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Figure 2-8|Propagation des forces mécaniques versus signaux chimiques. Les signaux représentés par le(s) point(s) rouge(s) peu-
vent être transmis au noyau par la propagation de forces mécaniques ou par la propagation de signaux chimiques. La propagation 
vers le noyau sous la forme de force mécanique est bien plus rapide que celle qui se fait sous la forme de signaux chimiques (de 
l’ordre de la µs comparé à la ms). Adaptée de (Wang, Tytell et al. 2009). 

2.3.2.1 Transmission mécanique des forces 

La propagation des forces mécaniques se fait de l’adhésome vers la chromatine à travers le cytosquelette, 

plus particulièrement le cytosquelette d’actine, puis par le complexe LINC et enfin le nucléosquelette de 

lamines (Figure 2-9) (Wang, Tytell et al. 2009). 

 
Figure 2-9|Molécules impliquées dans la propagation des signaux du microenvironnement vers le noyau. Les signaux mécaniques 
ou chimiques provenant de l’ECM sont détectés par des récepteurs dédiés dans le cas des facteurs de croissance ou via les inté-
grines dans le cas de signaux mécaniques. Ces signaux mécaniques vont ensuite être transmis aux adhésomes (contact focaux), qui 
connectent le cytosquelette aux intégrines via la vinculine et la taline. Ce signal va alors être transformé en signaux biochimiques au 
niveau du cytoplasme ou se propager sous la forme d’une onde de stress le long des filaments d’actine (F-actin) avant d’atteindre le 
noyau via les complexes LINC. Les microtubules (MTs) et les filaments intermédiaires (IF) sont reliés aux filaments d’actine par des 
protéines : la plectine et l’ACF-8. Ils sont également liés au nucléosquelette grâce à l’émerine des complexe LINC. Le nucléosque-
lette de lamines est ensuite lié à l’ADN (organisé sous la forme d’une superstructure, la chromatine). Adaptée de (Wang, Tytell et al. 
2009) 

2.3.2.1.1 Cytosquelette 

L’habilité des cellules eucaryotes à résister à la déformation, de transporter des cargos intracellulaires et de 

changer de morphologie durant la migration dépend directement du cytosquelette, un réseau interconnec-

té de polymères filamenteux et de protéines régulatrices. Contrairement à ce que son nom indique, le cy-

tosquelette n’est pas un élément figé, mais une structure dynamique qui s’adapte rapidement aux signaux 

que la cellule reçoit. Il agit comme les os et les muscles de la cellule. Une très bonne analogie est réalisée 

par Fletcher et al. entre le cytosquelette et les LEGOs. En effet, les deux sont composés d’un grand nombre 

de copies de quelques pièces clés, qui s’assemblent en structures plus importantes. Les deux peuvent être 
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assemblés en différentes structures ayant diverses propriétés directement dépendantes de la manière dont 

les pièces sont assemblées et enfin les deux sont capables de se désassembler puis réassembler selon diffé-

rentes formes, suivant les besoins. Cependant, contrairement au LEGOs, le cytosquelette est capable de 

s’auto-assembler (Fletcher and Mullins 2010). Le cytosquelette d’une cellule a trois fonctions bien détermi-

nées : il 1) organise spatialement le contenu cellulaire, 2) connecte la cellule à son environnement que ce 

soit physiquement ou biochimiquement et 3) permet à la cellule de se déplacer ou de changer de morpho-

logie. Les forces internes et externes affectant les propriétés mécaniques locales et le comportement de la 

cellule transitent par cette structure cellulaire. Le cytosquelette est composé de trois types de polymères 

organisés en réseaux : les filaments d’actine, les microtubules et un groupe de polymères appelé filaments 

intermédiaires (Bausch and Kroy 2006, Wang, Tytell et al. 2009, Fletcher and Mullins 2010, Block, Schroeder 

et al. 2015). Chaque type de cytosquelette a son rôle spécifique dans la cellule. 

 

Figure 2-10|Eléments du cytosquelette. Le cytosquelette est composé de trois types de polymères organisés en réseaux : les fila-
ments d’actine, les microtubules et un groupe de polymères appelé filaments intermédiaires. Adaptée de L'essentiel de la Biologie 
Cellulaire 3e Ed. (Alberts) 

2.3.2.1.1.1 Filaments d’actine 

Les microfilaments d’actine (F-actin) sont les éléments les plus fins du cytosquelette avec un diamètre 

d’environ 7 nm. Les microfilaments d’actine sont composés de deux protofilaments organisés en hélice 

droite. La polymérisation de l’actine est plus rapide à l’extrémité plus. Ces filaments polymérisés sont moins 

rigides en soi que les microtubules, mais leur organisation en paquet, fibre de stress ou réseau isotopique, 

leur confère une certaine rigidité. Des moteurs moléculaires de la famille des myosines circulent le long de 

ces filaments (Fletcher and Mullins 2010). Ces moteurs moléculaires participent activement au transport de 

certaines molécules, à la génération de forces de contraction et au mécanisme de sensation de 

l’environnement externe (Fletcher and Mullins 2010). L’adaptation des filaments d’actines aux forces re-

çues ne se fait pas par un équilibre dynamique entre dépolymérisation et polymérisation, mais par une 

élongation de ces filaments. C’est cette élongation qui est à l’origine des forces nécessaires à la migration 

des cellules. Les filaments d’actines sont continuellement assemblés et désassemblés en réponse aux activi-

tés cellulaires (Fletcher and Mullins 2010). Ils sont également impliqués dans la formation de fibres de 

stress utiles dans la contraction cellulaire et la formation de protrusions comme les lamellipodes, les filo-

podes et les pseudopodes (Block, Schroeder et al. 2015). 

2.3.2.1.1.2 Microtubules  

Les microtubules ont un diamètre d’environ 25 nm. Ils sont organisés à partir du centrosome sous la forme 

d’un long tube très rigide et creux de protéines. Ces tubes sont généralement formés de 13 protofilaments 

organisés latéralement. Chacun de ces protofilaments est composé de dimères de α-tubuline et de β-

tubuline interagissant par liaisons covalentes. Ces sous-unités, α-tubuline et de β-tubuline, sont polarisées 

respectivement moins et plus. Cette polarisation des sous-unités confère aux microtubules une polarisation 

qui va permettre le fonctionnement de moteurs moléculaires. Ces moteurs moléculaires, chargés du trans-

port de différentes molécules au sein de la cellule, diffèrent en fonction de leur direction. Ainsi, la dynéine 

se dirige vers l’extrémité plus du microtubule alors que les kinésines se dirigent vers l’extrémité moins. Les 
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microtubules évoluent constamment, ils sont dans un équilibre dynamique entre deux états : une polyméri-

sation croissante ou une dépolymérisation rapide. De ce fait, la taille des microtubules est constamment 

variable (Fletcher and Mullins 2010). En interphase, ils forment des « autoroutes » permettant le transport 

de type « cargo » de molécules par les moteurs protéiques dynéines et kinésines entre les différents com-

partiments intracellulaires (Fletcher and Mullins 2010, Block, Schroeder et al. 2015). Les microtubules sont 

également nécessaires à la ségrégation des chromosomes. En effet, lors du processus de mitose, les micro-

tubules se réarrangent pour former le fuseau mitotique. 

2.3.2.1.1.3 Filaments intermédiaires 

Les filaments intermédiaires ont un diamètre d’environ 10 nm. Leur qualificatif d’intermédiaire provient de 

cette taille qui est intermédiaire, c’est-à-dire entre le diamètre d’un filament d’actine et un microtubule. 

Ces filaments sont les plus résistants et plus durables en termes de longévité des cellules. Ils forment un 

réseau dans toute la cellule et entourent le noyau. Les filaments intermédiaires sont constitués de nom-

breux brins issus de la polymérisation de sous-unités protéiques. Ces unités protéiques peuvent être orga-

nisées en quatre ou cinq différentes classes selon le fait que les types de kératines soient différenciés ou 

non. Les filaments intermédiaires regroupent ainsi les kératines de type-I et de type-II (c’est-à-dire acides et 

basiques), les vimentines et les desmines, l’α-interneuxine et les protéines constituant les neurofilaments 

et enfin les lamines. Le type de filaments intermédiaires varie selon la nature des cellules et des tissus. Près 

de 80 maladies sont associées à des mutations dans les gènes codants pour les IF parmi lesquelles 

l’épidermolyse bulleuse (Block, Schroeder et al. 2015). Les filaments intermédiaires ne sont pas polarisés et 

de ce fait, ne peuvent pas supporter les mouvements directionnels de moteurs moléculaires comme le font 

les microfilaments d’actine et les microtubules. Contrairement aux cytosquelettes de F-actines et de MTs 

qui confèrent aux cellules une résistance aux forces de compression, les IFs , peu rigides, fournissent aux 

cellules une résistance aux forces de traction (Fletcher and Mullins 2010). Ces filaments se lient aux autres 

éléments du cytosquelette et au complexe LINC à l’aide d’une protéine, la plectine. Cette plectine et 

l’entrecroisement que les filaments intermédiaires forment ensemble sont indispensables pour résister aux 

pressions mécaniques inhérentes à la vie des vertébrés. 

2.3.2.1.2  Complexe LINC 

Le complexe LINC (en anglais Linker of Nucleoskeleton and Cytoskeleton) est, comme son nom l’indique, 

une connexion physique et fonctionnelle entre les différents éléments structurels d’une cellule, à savoir le 

cytosquelette et le nucléosquelette (Figure 2-11). Ce complexe est constitué de deux familles de protéines, 

les nesprines et les protéines SUN ainsi que des protéines associées. Ce complexe, particulièrement conser-

vé au cours de l’évolution (Wang, Tytell et al. 2009), joue un rôle central dans les migrations cellulaires dans 

des environnements 2D et 3D en permettant les mouvements et le positionnement du noyau au sein de la 

cellule le long des MTs et des filaments d’actines ; et en formant un gradient de pression, qui conduit le 

noyau à former des extensions, facilitant la migration des cellules dans des espaces tridimensionnels 

(Wang, Tytell et al. 2009, Guilluy and Burridge 2015). Outre le fait d’être impliqué dans la régulation de 

l’organisation cytoplasmique durant les phénomènes de migration, d’adhésion et de polarité, ainsi que 

dans l’ancrage du noyau aux différents cytosquelettes, le complexe LINC facilite la mécano-transduction 

des signaux mécaniques provenant de l’extérieur de la cellule vers le noyau en transmettant directement 

les forces à travers ces composants (Mellad, Warren et al. 2011). Ce complexe est hautement dynamique 

ce qui lui permet de s’adapter rapidement à ses différentes fonctions (Chang, Worman et al. 2015). 
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Figure 2-11|Le complexe LINC. Le complexe LINC est un complexe protéique permettant les connections physiques et fonction-
nelles des cytosquelettes d’actine, de microtubules et de filaments intermédiaires au nucléosquelette, qui forme la lamine nu-
cléaire. Il est composé des différentes protéines telles que les nesprines, les protéines SUN ainsi que des protéines associées. INM : 
membrane nucléaire interne. ONM : membrane nucléaire externe. Adaptée de (Chang, Worman et al. 2015) 

2.3.2.1.2.1 Nesprines 

Les nesprines sont des protéines localisées, conservées au cours de l’évolution, au niveau de la membrane 

plasmique nucléaire externe. Cinq isoformes de nesprines existent chez les mammifères : nesprines 1-4, 

codées par les gènes SYNE1-4, et KASH5 (Graham and Burridge 2016). Les deux premiers, nesprines-1 et 

nesprines-2, ont des sites de liaisons CH semblables à ceux trouvés sur les filaments d’actine. Cette similari-

té permet une liaison de haute affinité entre ces isoformes de nesprines et les filaments d’actine. Ces nes-

prines sont également capable d’interagir avec les microtubules à travers les moteurs moléculaires dy-

néines et kinésines. Les nesprines-3 interagissent avec les filaments intermédiaires à travers une protéine 

associée, la plectine. Les nespines-4 lient les microtubules en interagissant avec les kinésines. Ces nesprines 

sont exclusivement retrouvées dans les cellules épithéliales sécrétrices (mammaires, salivaires ou encore 

pancréatiques). Les KASH5 sont présentes au niveau des organes reproducteurs. Les nesprines sont consti-

tuées d’une partie N-terminal qui interagit avec les éléments du cytosquelette, d’une répétition de do-

maines de spectrine (SR) qui sont extramembranaires et un domaine C terminal transmembranaire. Le 

nombre de répétitions de domaines SR (qui est l’origine de leur nom, NESPRIN = Nuclear Enveloppe SPec-

tRIN) varie selon les nesprines ; 72 pour la nesprine-1 et 56 pour la nesprine-2. Les nesprines disposent au 

sein de leur partie transmembranaire, d’un domaine fortement conservé Klarsich ANC-1 Syne Homology 

(KASH). Leur recrutement au niveau de l’enveloppe nucléaire se fait par l’intermédiaire des protéines SUN 

(Mellad, Warren et al. 2011, Sosa, Kutay et al. 2013, Uzer, Rubin et al. 2016). 

2.3.2.1.2.2 Protéines SUN 

Les protéines SUN sont des protéines transmembranaires situées entre les membranes plasmiques interne 

et externe du noyau (Wang, Tytell et al. 2009, Uzer, Rubin et al. 2016). Elles sont caractérisées par un do-

maine C-terminal Sad1p UNC-84 (SUN) d’environ 175 acides aminées (Sosa, Kutay et al. 2013). Elles intera-

gissent avec les domaines KASH des nesprines, des protéines associées au complexe LINC comme l’émerine 

et avec le nucléosquelette, et plus particulièrement avec le réseau de lamines A/C. Deux isoformes de la 

protéine ont été identifiées chez les humaines, SUN1 et SUN2. SUN 1 est capable d’interagir avec les la-

mines A mais aussi avec les structures d’ancrages des complexes de pores nucléaires (NPC pour l’anglais 

Nuclear Pore Complex) (Wang, Tytell et al. 2009). Leur taille est similaire à la distance entre les deux mem-

branes plasmiques du noyau (Uzer, Rubin et al. 2016). Les protéines SUN1 et SUN2 forment une forte struc-

ture trimérique qui lie trois peptides KASH afin de connecter de manière efficace l’ensemble des protéines 
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formant le complexe LINC (Sosa, Kutay et al. 2013, Chang, Worman et al. 2015, Uzer, Rubin et al. 2016). 

Bien que leurs fonctions semblent similaires, SUN1 joue un rôle critique dans la méiose et est directement 

associé aux complexes des pores nucléaires. (Uzer, Rubin et al. 2016) 

2.3.2.1.2.3 Protéines associées 

Plusieurs protéines localisées de part et d’autre de la membrane plasmique du noyau sont associées au 

complexe LINC. C’est le cas notamment de la plectine et de l’émerine. La plectine est une molécule située 

dans le cytoplasme permettant de créer une liaison entre les filaments intermédiaires et les nesprines du 

complexe LINC (Wang, Tytell et al. 2009, Isermann and Lammerding 2013). L’émerine est une protéine de 

liaison important pour le complexe LINC cependant sa présence n’est pas requise pour maintenir l’intégrité 

structurelle du complexe. Elle joue un rôle dans l’assemblage du noyau et joue un rôle critique dans le mé-

canisme de translation des forces jusqu’au noyau. Lorsque le complexe LINC est soumis à une tension, 

l’émerine peut être phosphorylé par une Src kinase. Cette phosphorylation agit au niveau de la réponse 

mécanique nucléaire en renforçant la rigidité des réseaux de lamines A/C (Uzer, Rubin et al. 2016).  

2.3.2.1.2.4 Lamines 

Ubiquitaire aux cellules de tous les métazoaires, les lamines représentent le constituant majeur de la lami-

na nucléaire (Figure 2-12). Situées au niveau de la membrane nucléaire interne, elles perçoivent les forces 

transmises de l’extérieur de la cellule vers le noyau grâce à leurs liaisons avec le complexe LINC dont elles 

font partie (Uzer, Rubin et al. 2016). Ce sont des filaments intermédiaires de types V encodés par trois 

gènes différents. Deux familles de lamines peuvent être distinguées : les lamines de type-A et les lamines 

de type-B (Dahl, Ribeiro et al. 2008, Wang, Tytell et al. 2009, Ho and Lammerding 2012).  

Les lamines de type-A sont principalement représentées par les lamines A et les lamines C. Ces lamines sont 

issues d’un épissage alternatif d’un seul gène LMNA. Des mutations dans ce gène mènent à de nombreuses 

maladies, appelées laminopathies, comme par exemple, la dystrophie musculaire Emery-Dreifus ou, le syn-

drome d’Hutchinson-Gilford plus connu sous le nom de progéria (Ho and Lammerding 2012, Isermann and 

Lammerding 2013). Absente des cellules souches embryonnaires, les lamines de type-A apparaissent une 

fois que les cellules se différencient. Régulées au cours du développement, ces lamines sont présentes à 

des niveaux variables dans les tissus selon leurs spécificités. Ainsi, de hauts niveaux de lamines de type-A 

sont observés dans les cellules constituant le squelette et le muscle cardiaque. Ces lamines A et C jouent un 

rôle majeur dans le maintien de la forme, la stabilité et la structure du noyau. Il semblerait également que 

ces lamines, en plus de servir d’ancrages à l’émerine et SUN2, modulent l’expression des gènes à l’intérieur 

et à la périphérie du noyau. Les lamines de type-B sont principalement représentées par les lamines B1 et 

B2. Ces dernières sont codées par deux gènes différents LMNB1 et LMNB2. Ces lamines sont constitutive-

ment exprimées dans l’ensemble des cellules somatiques animales. Une seule maladie est attribuée à une 

mutation dans les gènes codant pour les lamines B. Cette mutation est une leucodystrophie autosomale 

dominante liée à une duplication au sein du gène LMNB1 (Dahl, Ribeiro et al. 2008). Le fait qu’une seule 

maladie soit liée aux lamines de type-B peut en partie s’expliquer par le fait qu’une grande majorité des 

mutations au sein de ces gènes soient létales au niveau embryonnaire. En effet, diverses expériences ont 

montré que les lamines B sont non seulement nécessaires à la survie d’un organisme mais aussi à la survie 

des cellules. Les lamines B1 sont particulièrement essentielles pour les activités des ARN polymérases I et II 

et donc pour la synthèse des ARN (Dahl, Ribeiro et al. 2008, Ho and Lammerding 2012). 
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Figure 2-12|Organisation des lamines. Les lamines sont des filaments intermédiaires de type V situés dans le noyau au niveau de la 
membrane nucléaire interne. Elles font partie du complexe LINC. Deux types de familles de lamines existent : les lamines A et C 
issues de l’épissage alternatif du gène LMNA et les lamines B issues de deux gènes LMNB1 et LMNB2. Adaptée de (Swift and Discher 
2014) 

Les lamines en général interviennent dans de nombreuses fonctions cellulaires que ce soit en fournissant 

un support structural au noyau, en facilitant l’organisation de la chromatine ou en régulant des gènes. Elles 

interviennent également au niveau de la réparation de l’ADN. Les lamines sont importantes pour 

l’incorporation et l’espacement des pores nucléaires, la régulation de la taille du noyau, et les propriétés 

mécaniques et morphologiques du noyau. Les lamines se désassemblent durant la mitose ; leur réassem-

blage coïncide avec la formation de l’enveloppe nucléaire (Ho and Lammerding 2012). 

Les lamines interagissent énormément que ce soit avec des facteurs de transcription (affectant la proliféra-

tion et la différentiation des cellules ou l’apoptose) ou avec des protéines comme le récepteur de lamine B 

(LBR), l’Heterochromatin Protein 1 (HP1), la protéine BAF, l’émerine, la protéine MAN1 et des isoformes de 

LAP2. En modifiant l’organisation de la chromatine, les lamines peuvent moduler l’expression des gènes à 

travers une altération de l’accessibilité des gènes aux facteurs de transcription. La perte des lamines dans le 

cas de laminopathies conduit à un changement dans l’organisation de la chromatine et plus particulière-

ment une perte de l’hétérochromatine périphérique (Ho and Lammerding 2012). 

2.3.2.2 Transmission chimique des forces 

Plusieurs voies de signalisation cytoplasmiques (Figure 2-13) impliquant de petites GTPases, des kinases au 

niveau des contacts focaux ou encore les facteurs de croissance TGF-β ainsi que des régulateurs de la trans-

cription comme MRTF-A, NFκB et YAP/TAZ apparaissent comme d’importants médiateurs de la mécano-

réponse cellulaire en permettant la transmission chimique des signaux mécaniques vers le noyau (Janmey, 

Wells et al. 2013, Humphries, Paul et al. 2015).  
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Figure 2-13|Principales voies de signalisation cytoplasmiques impliquées dans la mécano-transduction et leurs effets. Les signaux 
mécaniques ressentis au niveau des contacts focaux déclenchent plusieurs voies de signalisation induisant prolifération, contrac-
tion du cytosquelette ou encore différentiation. Adaptée de (Janmey, Wells et al. 2013). 

Voie de signalisation Hippo, YAP & TAZ 

La voie de signalisation Hippo est impliquée dans le contrôle de la taille des organes en régulant les proces-

sus de prolifération cellulaire et d’apoptose. Deux de ces effecteurs, YAP (Yes associated protein) et TAZ 

(transcriptional co-activator with PDZ binding motif), jouent un rôle clé dans les réponses biologiques aux 

propriétés mécaniques du microenvironnement et dans la topologie cellulaire (Dupont, Morsut et al. 2011, 

Halder, Dupont et al. 2012, Humphries, Paul et al. 2015). YAP et TAZ sont des cofacteurs de transcription. 

Lorsque la voie de signalisation est inactive, YAP et TAZ sont localisés dans le cytoplasme. Après activation 

mécanique de la voie de signalisation, YAP et TAZ sont transloqués dans le noyau où ils vont s’associer avec 

des facteurs de transcriptions comme les TEAD (TEA domain), RUNX2, T-box5 ou p72 qui sont spécifiques à 

certains promoteurs de gènes impliqués dans la prolifération cellulaire. Lorsque les cellules évoluent sur 

des substrats rigides, YAP et TAZ sont actifs et sont localisés dans le noyau où ils participent à la proliféra-

tion cellulaire et à la différentiation par exemple de MSC en ostéoblastes (Figure 2-14 a.). A contrario, lors-

que des cellules évoluent sur des substrats mous, les co-facteurs de transcription YAP et TAZ restent dans le 

cytoplasme où ils seront dégradés. Ils ne peuvent donc pas s’associer aux facteurs de transcription spéci-

fiques des gènes codant pour la prolifération, induisant alors un arrêt de la croissance cellulaire (Figure 

2-14 b.). 

 

Figure 2-14|Effet de la rigidité sur les cofacteurs de transcription YAP et TAZ. Sur substrats rigides, YAP et TAZ sont localisés dans 
le noyau et participent à la prolifération cellulaire ainsi qu’à la différentiation des MSC en ostéoblastes (a.). Sur substrats mous, YAP 
et TAZ restent dans le cytoplasme où ils sont dégradés, conduisant à un arrêt de la prolifération cellulaire (b.). Modèle de régulation 
mécanique proposé impliquant le cytosquelette d’actinomyosine (c.). Adaptée de (Halder, Dupont et al. 2012) 

La régulation mécanique de YAP et TAZ reste encore peu caractérisée. En 2012, Hadler et al., proposaient 

un modèle plausible de cette régulation (Figure 2-14 c.) : lorsque des cellules sont capables de s’étaler li-

brement sur l’ECM ou lorsque les cellules sont cultivées sur un substrat rigide, les forces extracellulaires 

conduisent à la formation des complexes d’adhérence au niveau des intégrines et au développement de 
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structures contractiles intracellulaires de filaments d’actine contenant des molécules de myosine. Ces élé-

ments sont régulés par une signalisation bidirectionnelle entre RHO, ROCK (Kinase associé à RHO), les inté-

grines et l’activité des myosines. Les structures contractiles de F-actin maintiennent la localisation et 

l’activité nucléaire de YAP et TAZ grâce à des effecteurs encore non identifiés (Halder, Dupont et al. 2012). 

2.4 Mécano-réponses 

Les mécano-réponses sont l’ensemble des réponses cellulaires aux propriétés physiques de 

l’environnement. Si plusieurs réponses cellulaires se font de manière directe par une réorganisation des 

éléments cytoplasmiques comme par exemple l’activation des intégrines, la réorganisation des contacts 

focaux ou la génération de forces par le cytosquelette d’actino-myosine, certaines réponses cellulaires dé-

clenchent des voies de signalisation spécifiques par l’intermédiaire de tyrosine kinases, de phosphatases et 

de RhoGTPases. Ces enzymes adaptent leurs activités en fonction des signaux biochimiques transmis. 

D’autres protéines changent de conformation en réponse à leur déploiement physique dans la cellule. Ces 

changements sont capables d’exposer des sites cryptiques comme par exemple lorsque la taline est étirée 

et expose un site d’interaction avec la vinculine. Les signaux transmis au noyau sont décryptés au niveau de 

la chromatine qui peut changer de conformation. L’intégration de l’ensemble de ces messages se traduit 

par une réponse d’amplitude variable d’activité transcriptionelle impliquée dans de très nombreux proces-

sus fondamentaux pour les cellules tels que la synthèse de protéines, la prolifération et la différentiation 

cellulaire (Wang, Tytell et al. 2009, Dupont, Morsut et al. 2011).  

2.4.1 Noyau cellulaire 

Le noyau est la caractéristique principale des cellules eucaryotes. Il représente l’organite le plus grand et le 

plus rigide des cellules. Cet organite contient l’information génétique et des facteurs de transcription per-

mettant de traiter de manière effective le génome (Dahl and Kalinowski 2011, Isermann and Lammerding 

2013). Le noyau est divisé en deux : l’enveloppe nucléaire et l’intérieur nucléaire. L’enveloppe nucléaire est 

constituée d’une bicouche de phospholipides et d’une lamina nucléaire. Les membranes nucléaires interne 

et externe se rejoignent au niveau des pores nucléaires. Ces pores permettent le transport de molécules 

entre le noyau et le cytoplasme et vice-versa (Dahl, Ribeiro et al. 2008, Graham and Burridge 2016). La la-

mina nucléaire, composée principalement de lamines (2.3.2.1.2.4) fait partie intégrante du complexe LINC 

défini précédemment (2.3.2.1.2). Le nucléoplasme, quant à lui, est principalement composé de chromatine 

ainsi que d’autres structures nucléaires comme le nucléole ou les corps de Cajal ainsi que des biomolécules 

comme les spectrines, les myosines, l’actine nucléaire ou encore les lamines (Dahl, Ribeiro et al. 2008, Dahl 

and Kalinowski 2011, Isermann and Lammerding 2013). 

2.4.1.1 Lamina nucléaire, principal composant de l’enveloppe nucléaire 

Le noyau est totalement intégré d’un point de vue mécanique grâce au complexe LINC qui permet la liaison 

entre le cytosquelette et le nucléosquelette. Ce nucléosquelette, ou lamina nucléaire, est principalement 

composés de lamines (2.3.2.1.2.4). Ce réseau protéique dense et filamenteux, d’environ 20 à 50 nm 

d’épaisseur, se comporte comme une coquille élastique et confère au noyau sa morphologie. Il joue égale-

ment un rôle dans l’espacement des pores nucléaires (Dahl and Kalinowski 2011, Isermann and 

Lammerding 2013, Fedorchak, Kaminski et al. 2014). 
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2.4.1.2 Chromatine, principal composant de l’intérieur nucléaire 

Découverte par Walter Flemming dans les années 1880s (Flemming 1882), la chromatine doit son nom à 

son affinité pour les colorants (Olins and Olins 2003, Gaspar-Maia, Alajem et al. 2011). La chromatine est 

l’ensemble de l’ADN (acide désoxyribonucléique, support de l’information génétique) associé de manière 

directe ou indirecte à des protéines et des molécules parmi lesquelles les histones, des facteurs de liaison à 

l’ADN, les machineries de transcription, de réplication et de réparation qui respectivement transcrivent, 

copient et maintiennent en état l’ADN (Van Steensel 2011).  

Le nucléosome est l’unité fondamentale de la chromatine. Il en existe près de 3.107 dans un noyau cellu-

laire humain. Il est composé de 147 paires de base d’ADN entourées autour d’un octamère composé de 

deux séries de 4 histones cœur différents (H3, H4, H2A et H2B). Les nucléosomes sont reliés entre eux par 

20-50 paires de bases d’ADN (Kouzarides 2007, Van Steensel 2011). Ils forment alors des filaments de nu-

cléosome de 10 nm de diamètre, eux même organisés en fibre de chromatine d’environ 30 nm (Figure 2-15 

a. et b.). Cet enroulement de l’ADN autour des histones permet de compacter près de 2 mètres 

d’information génétique dans un noyau d’un diamètre de 10-20 µm. La chromatine est une structure non 

homogène dont la structure, l’emplacement et la fonction sont corrélés (Dahl, Ribeiro et al. 2008) La chro-

matine existe sous deux formes plus ou moins condensées : l’hétérochromatine et l’euchromatine (Figure 

2-15 c.). 

 

Figure 2-15|Organisation de la chromatine. La chromatine est une superstructure dans laquelle la double hélice d’ADN est enroulée autour 
d’histones et de protéines associées pour former le nucléosome. Ces nucléosomes s’organisent en filament de 10 nm de diamètre qui eux même 
s’organisent en fibres de chromatine de 30 nm (a.). Cette structuration des nucléosomes en monofilaments puis en fibres de chromatine est visible 
en microscopie électronique à transmission (b.). La chromatine est une structure non homogène existante sous deux formes plus ou moins conden-
sées : l’hétérochromatine (H) et l’euchromatine (E). Le nucléole (Nu) et la structuration de la chromatine sont visibles en microscopie électronique à 
transmission (c.).  

2.4.1.2.1 Hétérochromatine 

L’hétérochromatine doit son nom à Emil Heitz qui observait dès 1928 que ce type de chromatine adoptait 

une teinte très importante lorsqu’elle était colorée à l’acide acétique carmin (Dillon and Festenstein 2002, 

Gaspar-Maia, Alajem et al. 2011). L’hétérochromatine est une forme très compacte de la chromatine, géné-

ralement située autour du nucléole et à la périphérie nucléaire (Van Steensel 2011). L’hétérochromatine 

existe sous deux types dans les cellules eucaryotes : constitutive et facultative. L’hétérochromatine consti-

tutive correspond aux centromères et télomères des chromosomes alors que l’hétérochromatine faculta-

tive contient l’ensemble des gènes restreints (Dillon and Festenstein 2002). Les cellules spécialisées, ayant 

par définition une proportion de gènes éteints plus ou moins importante, ont plus d’hétérochromatine que 

les cellules souches (Meshorer and Misteli 2006). 
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2.4.1.2.2 Euchromatine 

L’euchromatine est une forme très décondensée de la chromatine. L’euchromatine est très active en trans-

cription car facilement accessible pour la machinerie transcriptionnelle. Elle concentre les gènes les plus 

souvent exprimés par les cellules (Van Steensel 2011)  

2.4.1.2.3 Plasticité de la chromatine 

Le passage d’une forme décondensée, euchromatine, à une forme condensée, hétérochromatine, se fait 

par une modification des histones. En effet, les histones, en tant qu’éléments constitutifs clés du nucléo-

some, unité fondamentale de la chromatine, sont capable de réguler la réplication, la transcription ou en-

core la réparation de l’ADN. Ces histones agissent comme un régulateur épigénétique (c’est-à-dire qui in-

duit un changement de phénotype mais pas un changement au niveau de la séquence d’ADN associée au 

phénotype) de la chromatine. Les modifications épigénétiques les plus caractérisées sont la méthylation et 

l’acétylation des histones. 

Ainsi la tri-méthylation (3me) de H3K4, H3K36 ou H3K79 est un marqueur de la chromatine ouverte : eu-

chromatine. Cette euchromatine est également caractérisée par une importante acétylation des histones. 

Ce marqueur épigénétique, induit par des histones acétylases transférases (HAT) peut être enlevé par des 

histones deacétylases (HDAC). Cette désacétylation mène à une répression de la transcription. En effet, 

l’extinction de gènes induite par HDAC permet le recrutement d’une histone méthyl-transférase spécifique 

à K9. Ce transfert de méthyl provoque une liaison avec la protéine HP1 (hétérochromatine protéine 1) per-

mettant la répression de la transcription et la transformation en hétérochromatine (Figure 2-16). 

L’hétérochromatine est également enrichie en 3me au niveau de H3K9, H3K27 et H4K20. D’autres modifica-

tions épigénétique des histones existent comme la phosphorylation ou l’ubiquitinylation (Kouzarides 2007, 

Bártová, Krejčí et al. 2008). 

 
Figure 2-16|Plasticité de la chromatine associée aux modifications épigénétique des histones. L’euchromatine est riche en his-
tones acétylés. Cette acétylation des histones est réalisée par des histones acétylases transférases (HAT). Ce marqueur épigéné-
tique peut être enlevé par des histones désacétylases (HDAC). Cette désacétylation induit le recrutement d’une histone méthyl-
transférase spécifique à K9 permettant aux histones de lier HP1 qui à son tour conduit à la répression de la transcription et la trans-
formation en hétérochromatine. Adaptée de (Whittle and Singewald 2014) et (Bártová, Krejčí et al. 2008) 

2.4.1.2.4 Histones Désacétylases (HDAC) 

Les histones désacétylases correspondent à une très large famille d’enzymes préservée au cours de 

l’évolution. Présentes chez les procaryotes et les eucaryotes, elles jouent un rôle crucial dans de nombreux 

processus biologiques principalement en limitant la transcription. Le génome des mammifères encode pour 

11 histones désacétylases différentes. Ces protéines bien qu’ayant un domaine désacétylase très conservé 

peuvent être classées en 4 classes : I, IIa, IIb et IV qui différent à la fois en termes de structure, de fonctions 

enzymatiques ou encore en termes de localisation cellulaire. Un autre groupe de désacétylases souvent 
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référé comme HDAC de classe III existe. Il s’agit des sirtuines qui comptent 7 représentants. (de Ruijter, van 

Gennip et al. 2003, Dokmanovic, Clarke et al. 2007, Haberland, Montgomery et al. 2009) 

La classe I des histones est composée des HDAC 1, 2, 3 et 8. Ces histones désacétylases exprimées de ma-

nière omniprésente dans les cellules sont principalement localisées dans le noyau. Elles sont caractérisées 

par une activité enzymatique et une structure très simple composé du domaine désacétylase et de court 

domaine amino- et carboxy- terminal. La classe IIa des histones est composée des HDAC 4, 6, 7, et 9 qui 

sont caractérisée par de larges extensions N-terminal et des sites de liaison au facteur de transcription 

MEF2. Leurs expressions sont particulièrement restreintes. HDAC 5 et 9 sont particulièrement enrichies 

dans les cellules des muscles, du cœur et du cerveau. HDAC 7 est principalement retrouvé dans les cellules 

endothéliales. La classe IIb des HDAC est constituée de deux membres : HDAC 6 et 10. HDAC 6 est localisé 

dans le cytoplasme des cellules quand les autres HDAC de la classe II sont capables d’être localisées d’être 

dans le noyau ou le cytoplasme selon les signaux.  La dernière classe, IV, ne comporte qu’un seul membre, 

HDAC 11. (Dokmanovic, Clarke et al. 2007, Haberland, Montgomery et al. 2009) 

 

2.4.1.3 Transcription 

La transcription est une activité nucléaire essentielle à la vie cellulaire. Cette activité permet de transcrire 

l’ADN en ARN (acide ribonucléique) messagers qui par la suite seront transférés vers le cytoplasme où ils 

seront traduits en protéines. La transcription fidèle de l’ADN en ARN se fait par l’ARN polymérase II à l’aide 

de plusieurs facteurs protéiques, les facteurs de transcription. La structure de la chromatine et le packaging 

de l’ADN sous la forme de nucléosome permettent aux cellules eucaryotes de réguler très précisément 

l’expression génétique. En effet, la décondensation de la chromatine rend accessible l’ADN à l’ARN polymé-

rase II alors que condensation empêche la transcription et la synthèse d’ARN messager par l’ARN Pol II. 

Cette régulation de l’expression génétique est cruciale pour l’ensemble des fonctions des cellules et des 

organismes. (Venkatesh and Workman 2015) 

La transcription se fait généralement en 3 phases : initiation, élongation et terminaison. La phase 

d’initiation est la phase durant laquelle, l’ARN polymérase II reconnait et se lie au promoteur des gènes. La 

phase d’élongation durant laquelle la synthèse d’ARN a lieu. La phase finale, de terminaison, est la phase 

dans laquelle l’ARN transcrit est relâché par l’ARN polymérase II qui a son tour se détache de l’ADN au ni-

veau d’une zone spécifique, le terminateur (Figure 2-17). C’est la répétition de ce cycle qui détermine le 

niveau d’expression des gènes transcrits (Venkatesh and Workman 2015). 
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Figure 2-17|Mécanisme de transcription. La transcription est une activité nucléaire au cours de laquelle l’ADN est transcrit en ARN 
messager. Elle est organisée en 3 phases : initiation, élongation et terminaison. L’ARN polymérase se lie à l’ADN au niveau d’un 
promoteur au cours de la phase d’initiation (1). Une molécule d’ARN message est produite par la polymérase au cours de la phase 
d’élongation (2). Enfin, au niveau du terminateur, l’ARN messager se sépare de l’ARN polymérase II qui elle-même se décroche de 
l’ADN (3).  

2.4.2 Mécano-transduction nucléaire 

Le génome est « directement » connecté au microenvironnement cellulaire. Cette connexion physique, 

outre le fait de permettre aux signaux mécaniques d’agir directement sur la transcription et l’organisation 

de la chromatine, permet de moduler l’entrée des signaux biochimiques dans le noyau à travers la régula-

tion de la perméabilité des pores nucléaires (Fedorchak, Kaminski et al. 2014). Ces signaux modifient alors 

l’activité nucléaire et plus particulièrement la transcription de plusieurs manières. Les mécanismes impli-

qués dans cette altération restent encore particulièrement incompris, cependant différents modèles ont 

été proposés par Wang et al. ainsi que Fedorchack et al. (Wang, Tytell et al. 2009, Fedorchak, Kaminski et 

al. 2014).  
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Figure 2-18|Mécanismes potentiels d’altération de la transcription par les forces mécaniques. Les forces appliquées au noyau 
peuvent induire une distorsion de la membrane nucléaire qui en se propageant à la chromatine modifie sa conformation. Les forces 
peuvent également modifier la structure de certaines protéines nucléaires et permettre ainsi la libération ou la rétention de fac-
teurs de transcription ou l’import de molécules ou encore le transport d’ions de et vers le noyau. Adaptée de (Fedorchak, Kaminski 
et al. 2014) 

La chromatine est liée à la lamina nucléaire à travers des domaines spécifiques, les LAD (Lamina associated 

domain). Chez les mammifères, près 1 300 LAD existent couvrant 35 à 40% du génome. Les gènes présents 

au sein de ces domaines spécifiques sont éteints. Des forces provenant du cytosquelette via les complexes 

LINC, en atteignant ces domaines, sont capables de modifier l’organisation physique de la chromatine. Ces 

changements d’organisation de la chromatine peuvent restreindre ou faciliter l’accessibilité des facteurs de 

transcription, des ADN/ARN polymérases, des hélicases ou encore des topoisomérases et donc éteindre ou 

allumer certains gènes (Figure 2-18 a.). Le complexe LINC et le nucléosquelette sont également liés au ni-

veau des complexes des pores nucléaires ; les forces transmises sont donc capable de modifier la structure 

de ces complexes altérant au passage leur perméabilité et donc le transport de molécules vers l’intérieur 

ou l’extérieur du noyau (Figure 2-18 b.). La distorsion de la membrane nucléaire induite par les forces 

transmises le long du cytosquelette permet également aux ions Ca2+ d’entrer et d’induire la transcription de 

gènes associés (Figure 2-18 c.). Etant donné que les lamines et l’émerine sont capables de lier des facteurs 

de transcription ainsi que des facteurs d’épissage, les forces transmises au noyau de manière mécanique 

sont capables d’altérer l’expression génétique et l’expression de protéines à travers la séquestration, ou la 

modification de ces facteurs (Figure 2-18 d.) (Wang, Gerstein et al. 2009, Fedorchak, Kaminski et al. 2014).  

2.5 Cas particulier du cancer 

Le rôle crucial des phénomènes de mécano-sensation et mécano-transduction dans les processus cellulaires 

ne sont désormais plus à démontrer. Il n’est donc pas étonnant qu’une altération ou une modification d’un 

des éléments impliqués dans ces phénomènes, comme par exemple une rigidification de l’environnement 

cellulaire ou une mutation de l’une des molécules impliquées dans la transmission des forces au noyau, soit 

à l’origine de nombreuses maladies parmi lesquelles l’ostéoporose, l’artériosclérose, la maladie polykis-

tiques des reins dans le cadre de modification du microenvironnement ou encore la progéria (Syndrome de 

Hutchinson-Gilford) et de nombreuses dystrophies musculaires dans le cas de mutations (Jaalouk and 

Lammerding 2009). Ces modifications et altérations de la mécano-sensation et – transduction sont égale-

ment impliquées dans la tumorigénèse et la formation de métastase. En effet, dans le cadre du cancer, une 
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rigidification de l’ECM est associée à l’environnement tumoral. De plus, si le cancer résulte du fonctionne-

ment anormal des cellules et plus particulièrement d’une dérégulation du cycle cellulaire, de la réparation 

de l’ADN ou encore de la suppression de l’apoptose, les processus de mécano-sensation et –transduction 

modulent de nombreuses fonctions nécessaires à la tumorigénèse et à la formation de métastases comme 

par exemple, la survie, la prolifération, la migration ou encore la (dé)-différentiation.  

2.5.1 Cancer 

Le terme « cancer » regroupe un large groupe de maladies hétérogènes pour lesquelles la prolifération 

cellulaire n’est plus contrôlée. Cette prolifération non contrôlée mène à la formation d’une tumeur. Le can-

cer est caractérisé par cette tumeur qui prend la forme d’une masse jusqu’à 10 fois plus rigide que son en-

vironnement. Cette caractéristique était déjà connue des Egyptiens qui détectaient déjà les tumeurs par 

palpation (une méthode de diagnostic toujours en vigueur aujourd’hui) et à conduit à l’origine du mot qua-

lifiant la science qui étudie les cancers. En effet, le terme « oncologie » dérive du grec ancien « onkos » qui 

signifie masse. Le cancer est une maladie apparue très tôt dans l’histoire de l’humanité. En effet des traces 

d’ostéosarcome (tumeur maligne osseuse) ont été découvertes en Afrique du Sud sur une métatarse d’un 

individu, sans doute hominidé, ayant vécu il y a plus de 1,7 millions d’années (Edward, Patrick et al. 2016) 

2.5.1.1 Incidence mondiale 

Le cancer est un véritable fléau à l’échelle mondiale, touchant plusieurs millions d’hommes, de femmes et 

d’enfants. En 2012, les cancers les plus fréquents, sexes et âges confondus, sont les cancers du poumon 

(13%), les cancers de la poitrine (11,9%) suivi par le cancer colorectal (9,7%) (Figure 2-20). Ces incidences 

sont à replacées dans leurs contextes géographiques et médicaux. En effet, elles varient énormément d’une 

région géographique à l’autre et selon le type de cancer (Figure 2-19). En 2012, près 14 millions de nou-

veaux cas ont été diagnostiqués et près de 8 millions de personnes en sont décédées (Stewart and Wild 

2016). 
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Figure 2-19|Incidence mondiale du cancer. Si le cancer est un fléau mondial qui touche des millions d’hommes, de femmes et 
d’enfants, son incidence varie énormément selon les régions géographiques et les types de cancer. Ainsi, en Europe de l’Ouest, les 
principaux cancers sont ceux de la prostate, de la poitrine et le colorectal alors qu’en Afrique de l’Ouest, ce sont ceux de la poitrine, 
de l’utérus et du foie qui prédominent. Adaptée de l’agence internationale pour la recherche sur le cancer (IARC).   
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Figure 2-20|Incidence des cancers autour du monde en 2012. Ces résultats issus de l’enquête Globocan 2012 montrent que les 
cancers les plus répandus autour du monde sont les cancers du poumon, de la poitrine et les cancers colorectaux. Adaptée de 
(Stewart and Wild 2016) 

2.5.1.2 Origines 

Le cancer est une maladie issue de changements génétiques et épigénétiques au sein d’une cellule condui-

sant à une prolifération non contrôlée des cellules. Ces cellules ne sont plus sensibles aux signaux permet-

tant un arrêt de la prolifération cellulaire et réussissent à échapper à la mort cellulaire par apoptose. Cette 

prolifération rapide entraine le risque de mutations couplées à une mauvaise réparation de l’ADN et dans 

de nombreux cas à une instabilité chromosomique.  

2.5.2 Métastase 

Les métastases sont responsables de près de 90% des décès liés au cancer (Joyce and Pollard 2009, 

Reymond, d'Agua et al. 2013, Gilkes, Semenza et al. 2014). Afin de créer des métastases, les cellules de la 

tumeur primaire doivent quitter la tumeur primaire, se disséminer à travers la circulation sanguine, coloni-

ser de nouveaux sites et enfin proliférer au sein d’organes cibles (Joyce and Pollard 2009, Nguyen, Bos et al. 

2009, Reymond, d'Agua et al. 2013). La dissémination des cellules cancéreuses requiert une transition épi-

thélio-mésenchymateuse. En effet, la dé-différentiation des cellules liées à la transition épithélio-

mésenchymateuse augmente la motilité des cellules cancéreuses et favorise la dissémination. Si ces cellules 

sont très motiles, elles sont incapables de proliférer. De ce fait, la formation de métastase nécessite une 

transition mésenchymo-épithéliales des cellules afin qu’elles puissent à nouveau proliférer. (Brabletz 2012). 

2.5.2.1 Dissémination métastatique 

La dissémination métastatique est le phénomène en plusieurs étapes, souvent inefficaces (moins de 0,01% 

des cellules parviennent à créer des métastases), au cours duquel des cellules s’échappent de la tumeur 

primaire, intravasent dans le système circulatoire, y survivent, s’en extraient, colonisent de nouveaux sites 

à distance de la tumeur primaire et enfin parviennent à survivre. En effet, un certain nombre de cellules 

cancéreuses de la tumeur primaire commencent à s’en échapper au niveau de la membrane basale en en-

vahissant par migration groupée ou individuelle allongée (également caractérisé de mésenchymateuse) ou 

ronde (amiboïde) le stroma (Figure 2-21 a.). Afin de pouvoir se disséminer dans l’ensemble de la circula-

tion, les cellules entre dans les circulations sanguines et lymphatiques par un procédé d’intravasation para-

cellulaire ou trans-cellulaire. Elles utilisent généralement les capillaires nouvellement créés lors de 

l’angiogenèse qui présente de faibles jonctions cellulaires (Figure 2-21 b.). Ces cellules se retrouvent alors 

dans un microenvironnement mécanique drastiquement différent de leur microenvironnement d’origine (le 

sang se comportant comme un liquide viscoélastique). La circulation sanguine est la principale voie de dis-

sémination des métastases (Figure 2-21 c.). Sur les dizaines de milliers de cellules cancéreuses qui parvien-

nent à entrer chaque jour dans la circulation sanguine, moins de 0,01% parviendra à survivre pour créer 
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plus tard des métastases. Ce faible taux de survie s’explique par les forces de cisaillement de la circulation 

sanguine induit par les battements cardiaque et la surveillance par des cellules immunitaires et plus parti-

culièrement les lymphocytes NKT (Natural Killer T). Les cellules utilisent différentes stratégies pour survivre 

à cet environnement hostile. L’une des stratégies les plus surprenantes mises en place par les cellules est 

leur association avec des plaquettes dès leur entrée dans la circulation sanguine. L’utilisation de thrombo-

cytes comme bouclier par les cellules métastatiques vont non seulement leur permettre de résister aux 

forces de cisaillement et de passer inaperçues aux « yeux » des cellules immunitaires mais aussi favoriser 

l’attachement des cellules métastatiques à la paroi des vaisseaux sanguins (Figure 2-21 d.). En effet, la coa-

gulation des thrombocytes favorise l’extravasation des cellules métastatiques dans des sites secondaires. 

Les sites métastatiques, dans lesquels les cellules s’extravasent, apportent leurs nouveaux lots de chal-

lenges aux cellules métastatiques qui doivent s’y établir et proliférer. Une fois arrivées, dans le paren-

chyme, la plupart de ces cellules entrent en quiescence et seules quelques-unes d’entre elles parviennent 

par la suite à se réactiver et induire une tumeur secondaire (Figure 2-21 e.) (Joyce and Pollard 2009, 

Reymond, d'Agua et al. 2013).  

 

Figure 2-21|Dissémination métastatique. La dissémination métastatique est le phénomène en plusieurs étapes, au cours duquel 
des cellules s’échappent de la tumeur primaire (a.), intravasent dans le système circulatoire (b.), y survivent en s’associant aux 
thrombocytes (c.), s’en extraient en adhérent aux cellules endothéliales grâce à la coagulation des plaquettes (d.), colonisent de 
nouveaux sites à distance de la tumeur primaire et enfin parviennent à survivre (e.). Adaptée de (Reymond, d'Agua et al. 2013). 

2.5.2.2 Organotropisme 

Le microenvironnement et ses propriétés physiques, biochimiques et mécaniques jouent un rôle clé à cha-

cune des étapes de la dissémination métastatique. Ainsi une cellule cancéreuse issue d’un carcinome colo-

rectale traversera des tissus ayant une importante amplitude de rigidité, passant par la membrane basale, 

le sang, le stroma, etc. Le lien entre les tumeurs et leurs microenvironnements a rapidement été mis en 

évidence. En 1889, Stephen Paget développe ainsi son hypothèse de « Seed and Soil ». Il part d’une obser-

vation simple : les grains de pollen des plantes sont disséminés partout grâce au vent, cependant de nou-

velles plantes ne poussent que dans des environnements qui leurs sont favorables. Il applique cette obser-

vation au cancer et suggèrent que la formation de métastases dépend à la fois des cellules cancéreuses et 

d’un microenvironnement favorable (Paget). Cette hypothèse est toujours valable près de 130 ans après. 

De nombreux cancers métastasent ainsi dans des organes types (Figure 2-22). Ce phénomène est qualifié 

d’organotropisme. 
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Figure 2-22|Organotropisme et métastases. Le lien entre les tumeurs et leurs microenvironnements est très important. Ce lien 
conduit certains cancers à ne métastaser que dans certains organes cibles. Ainsi le cancer de la prostate métastase principalement 
dans les os alors que le cancer du poumon métastase dans le foie, le cerveau et les os. Adaptée de (Obenauf and Massagué , 
Nguyen, Bos et al. 2009) et Servier Medical Art. 

Rapidement, face au modèle de dissémination des cancers, le rôle de la circulation sanguine est évoqué. 

C’est le modèle développé par James Ewing en 1929 qui basait la dissémination métastatique principale-

ment sur la circulation sanguine et la structure anatomique des vaisseaux plus ou moins étroits par lesquels 

les cellules passaient. Cette hypothèse prévaudra plusieurs dizaines d’années (Fidler 2003). Cependant 

même si la circulation et la taille des capillaires de certains organes comme le foie favorisent une implanta-

tion des métastases dans ces organes, le microenvironnement et ses propriétés intrinsèques jouent un rôle 

clé dans l’établissement et la prolifération des cellules. 

2.5.2.3 Transition épithélio-mésenchymateuse et vice-versa dans le cancer 

Les transitions épithélio-mésenchymateuse (TEM) et mésenchymo-épithéliale (TME) sont des évènements 

biologiques cruciaux pour le développement de tissus et des organes. Ils jouent également un rôle dans la 

pathogénèse de certaines maladies ; ils sont par exemple impliqués dans la dissémination métastatique, les 

inflammations chroniques liées aux fibroses ou encore dans la carcinogénèse colorectale (Polyak and 

Weinberg 2009, Sipos and Galamb 2012). La transition épithélio-mésenchymateuse est impliquée dans la 

formation de métastases et l’acquisition de la résistance aux thérapies anti-cancéreuses, deux des princi-

pales causes de décès associés au cancer. Il semblerait également qu’elle soit impliquée dans la génération 

de cellules cancéreuses ayant des propriétés proches de celles des cellules souches. 

Lors d’une TEM, les cellules épithéliales perdent progressivement leurs jonctions serrées, leurs desmo-

somes et leur polarité apico-basale et leurs marqueurs associées (E-cadhérine, ZO-1, Cytokeratines) au pro-

fit des caractéristiques des cellules mésenchymateuses (caractérisées par les marqueurs suivants : N-

Cadhérine, Fibronectine, Vimentine, etc…). Ces dernières ont une polarité avant-arrière et une nouvelle 

organisation permettant une migration plus facile et rapide. Elles sont également capables de dégrader la 

membrane basale ce qui facilite l’invasion du stroma sous-jacent (Figure 2-23). Les cellules mésenchyma-

teuses expriment également d’importante quantité de Twist1. Plusieurs voies de signalisation oncogé-

niques sont capables d’activer la TEM. Il est également intéressant de noter que certains éléments de ces 

voies se retrouvent de manière indirecte régulés par la rigidité de la matrice comme par exemple les myo-
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sin light chain kinases (MLCK) ou encore les Rho-dependent protein kinase (ROCK) (2.3.2.2). L’activation de 

la phosphatidylinositol 3’-kinase (PI3K) joue également un rôle central dans la TEM (Sipos and Galamb 

2012). En raison du rôle fondamental de la TEM dans la dissémination des cellules cancéreuses, l’inhibition 

de la TEM comme thérapie anticancéreuse fait l‘objet de nombreuses études (Ginnebaugh, Ahmad et al. 

2014, Kothari, Mi et al. 2014, Marcucci, Stassi et al. 2016). 

 

Figure 2-23|Transition épithélio-mésenchymateuse. La transition épithélio-mésenchymateuse (ici annotée EMT, pour l’anglais 
epithelial mesenchymal transition) est le phénomène par lequel les cellules épithéliales perdent progressivement leurs caractéris-
tiques épithéliales et marqueurs associés au détriment de ceux des cellules mésenchymateuses. Cette transition permet de dédiffé-
rencier les cellules et les rendre plus motiles Le processus inverse est la transition mésenchymo-épithéliale (ici annotée MET). 
Adaptée de (Aroeira, Aguilera et al. 2007). 

La transition mésenchymo-épithéliale est le phénomène biologique inverse de la TEM. Au cours de cette 

transition, les cellules perdent leurs caractéristiques mésenchymateuses et plus particulièrement leur moti-

lité au profit des caractéristiques des cellules épithéliales polarisées. Cette transition joue un rôle clé dans 

le développement et plus particulièrement dans le développement de tissus cardiaques ou encore dans le 

développement des tissus rénaux. Dans le cas du cancer, la TME permet aux cellules ayant survécu à la 

dissémination métastatique de pouvoir proliférer (Sipos and Galamb 2012). 

2.5.3 Cancer colorectal 

Le cancer colorectal est une cause importante de mortalité dans le monde et plus particulièrement dans les 

pays ayant un indice important de développement humain. La progression maligne de ce cancer s’étale sur 

plusieurs dizaines d’années et résulte d’un éventail de mutations génétiques et épigénétiques 

(Rajagopalan, Nowak et al. 2003, Lao and Grady 2011). Si cette progression maligne est longue, la dissémi-

nation métastatique qui s’ensuit est rapide et conduit à de nombreux décès chaque année (Nguyen, Bos et 

al. 2009). 

2.5.3.1 Côlon 

Le côlon, ou gros intestin, représente la dernière partie de l’appareil digestif humain. Le côlon débute au 

niveau de la valve iléocæcal qui marque la fin de l’intestin grêle. Le rectum représente la dernière partie du 

côlon qui prend fin au niveau de l’anus (Markowitz, Dawson et al. 2002). Le gros intestin mesure environ 1 

mètre 50. Le côlon joue un rôle important dans la digestion : il permet de récupérer l’eau et donc de main-

tenir l’équilibre hydrique de l’organisme, ainsi que d’absorber certaines vitamines tout en stockant les dé-

chets issus de la digestion.  

Les cellules épithéliales du côlon se renouvellent tous les 5 jours au niveau de cryptes (Markowitz, Dawson 

et al. 2002). En effet, la paroi interne du côlon compte près de 107 cryptes. Chacune de ces cryptes contient 
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plusieurs milliers de cellules différenciées et quelques cellules souches. Si ces cellules souches se divisent 

lentement et asymétriquement, les cellules différenciées se multiplient rapidement avant de voyager vers 

le haut de la crypte où elles entreront en apoptose après avoir exercé leurs activités métaboliques. Ainsi 

chaque jour, c’est près de 1010 cellules qui sont éliminées et remplacées (Rajagopalan, Nowak et al. 2003). 

2.5.3.2 Incidence du cancer colorectal 

Le cancer colorectal représente le troisième cancer le plus diagnostiqué au monde et la quatrième cause de 

décès liée au cancer dans le monde (Lao and Grady 2011, Arnold, Sierra et al. 2016). L’incidence du cancer 

colorectal devrait augmenter de 60% avec l’apparition de 2,2 millions nouveaux cas et de plus d’1,1 millions 

de décès d’ici 2030. Il est intéressant d’observer que l’incidence et la mortalité de ce cancer peut varier 

jusqu’à 10 fois selon les régions du monde. En effet, plus des 2/3 de l’ensemble des cas de cancer colorectal 

et près de 60% de décès associés ont lieu dans des pays ayant un indice de développement humain très 

importants (Arnold, Sierra et al. 2016) comme les pays de l’Union Européenne, le Canada, l’Australie ou 

encore les USA (Figure 2-24). 

 
Figure 2-24|Incidence des cancers colorectaux autour du monde. L’incidence et la mortalité du cancer colorectal peut varier 
jusqu’à 10 fois selon les régions du monde. En effet, plus des 2/3 de l’ensemble des cas de cancer colorectal et près de 60% de 
décès associés ont lieu dans des pays ayant un indice de développement humain très important. Adaptée de (Arnold, Sierra et al. 
2016) 

D’un point de vue plus local, les cancers colorectaux constituent la seconde cause de décès par cancer en 

France. Ce chiffre est d’autant plus important en Alsace où la mortalité par cancer colorectal est la plus 

élevé chez les hommes et en seconde position chez les femmes. 

2.5.3.3 Evolution du cancer colorectal 

Le passage d’une hyperplasie colorectal à l’adénome au carcinome invasif est caractérisé par l’acquisition 

d’altérations génétiques sur une période allant de 20 à 30 ans (Figure 2-25) (Markowitz, Dawson et al. 

2002, Rajagopalan, Nowak et al. 2003, Nguyen, Bos et al. 2009). Comme indiqué précédemment, près de 

1010 cellules sont remplacées chaque jour. Chacune de ces divisions cellulaires représente un risque de 

cancer colorectal. En effet, les évènements de mutations ont lieu pendant la réplication de l’ADN et pen-

dant la ségrégation des chromosomes. Parmi les principales mutations retrouvées dans les cancers, 

l’aneuploïdie (nombre anormal de chromosome) qui est caractérisée par une instabilité chromosomale 

importante (Rajagopalan, Nowak et al. 2003). Le cancer colorectal est initié par l’activation de la voie de 

signalisation Wnt que ce soit par une inactivation mutationnelle du suppresseur de tumeur adenomatous 

polyposis coli (APC) dans 85% des cas ou de l’activation de la voie de signalisation associé à β-caténine dans 

plus de la moitié des cas restants. La β-caténine étant régulée par APC, la mutation conduit au même effet. 

La crypte dans laquelle la cellule mutée pour APC se trouve devient alors dysplastique. Les cellules 
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s’accumulent peu à peu au niveau du haut de la crypte où elles vont former un polype. Pour que ce polype 

puisse évoluer en polype plus important, de nouvelles mutations sont requises comme par exemple KRAS 

ou BRAF. La transformation en carcinome apparait dans 10 à 20% des cas avec l’activation oncogénique de 

la voie de signalisation PI3K, l’inactivation de TP53 et la perte de la voie de signalisation du suppresseur de 

tumeur TGF-β (Rajagopalan, Nowak et al. 2003, Nguyen, Bos et al. 2009). Les cellules constituant la tumeur 

continuent de subir des mutations, la tumeur est donc hétérogène (Rajagopalan, Nowak et al. 2003). 

 

 

Figure 2-25|Mutations conduisant à la formation d’un carcinome colorectal. Le cancer colorectal est initié par une inactivation 
mutationnelle du suppresseur de tumeur adenomatous polyposis coli (APC). La crypte dans laquelle la cellule mutée pour APC se 
trouve devient alors dysplastique. Les cellules s’accumulent peu à peu au niveau du haut de la crypte où elles vont former un po-
lype. Ce polype évolue en adénome après une mutation pour KRAS. La transformation en carcinome apparait l’inactivation de la 
voie TP53. Les cellules cancéreuses sont ensuite capables de passer la membrane basale et de former des métastases. Adapté de 
(Rajagopalan, Nowak et al. 2003) et du National Cancer Institute. 

Le cancer colorectal résulte non seulement l’accumulation de changements génétiques mais aussi épigéné-

tiques ayant lieu dans les cellules épithéliales du colon les transformant en adénocarcinome. En effet, la 

plupart des cellules du cancer colorectal montrent une méthylation aberrante de l’ADN au niveau de cer-

tains gènes (entre plusieurs centaines et milliers de gènes anormalement méthylés) (Lao and Grady 2011). 

2.5.3.4 Dissémination métastatique du cancer colorectal 

Les adénomes colorectaux, comme vu précédemment (2.5.3.3), mettent plusieurs dizaines d’années à se 

développer en carcinomes invasifs. Cependant une fois que ce stade est atteint, la dissémination et coloni-

sation métastatique est très rapide (quelques mois). Les métastases issues des tumeurs colorectales 

s’étendent le long de la circulation mésentérique au niveau du foie dans près de 80% des cas. Il semblerait 

en effet, que la circulation mésentérique qui lie directement le côlon au foie et l’importante perméabilité 

des capillaires sinusoïdaux du foie favorisent cette installation. Des métastases sont, dans de plus rares cas, 

retrouvées dans les poumons, ce qui suit la logique de la circulation sanguine. L’environnement mécanique 

joue également un rôle dans cet établissement ; en effet, les cellules métastatiques issues de carcinomes 

colorectaux ont une préférence d’adhérence pour les tissus du foie et l’endothélium des poumons (Figure 

2-26) (Markowitz, Dawson et al. 2002, Nguyen, Bos et al. 2009) 
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Figure 2-26|Dissémination métastatique des cellules de carcinome colorectal. Si la progression maligne de l’adénome au carci-
nome invasif met de nombreuses années, la dissémination métastatique qui s’ensuit est rapide. Les cellules cancéreuses du cancer 
colorectal établissent principalement des métastases au niveau du foie et des poumons par organotropisme en quelques mois. 
Adaptée de (Nguyen, Bos et al. 2009) et de Servier Medical Art 

2.5.4 Cellule cancéreuse colorectale 

La transition d’une tumeur non métastatique vers une tumeur métastatique s’accompagne d’un nombre 

important de changements génomiques et protéiques au sein des cellules tumorales (Lee and Wolgemuth 

2016). Ces changements se traduisent par une morphologie, une organisation du cytosquelette, une archi-

tecture nucléaire et des comportements associés particuliers. 

2.5.4.1 Changements génétiques associées au cancer 

Afin de pouvoir proliférer et entrer en métastases, les cellules doivent pouvoir éviter l’apoptose, migrer, 

résister à l’anoikis (= apoptose des cellules épithéliales induite par un détachement du substrat), etc. De 

nombreux gènes et activités cellulaires spécifiques permettent la tumorigénèse (activation d’oncogènes et 

inactivation des gènes suppresseurs de tumeur) ou la formation de métastases. Les gènes impliqués dans 

ce dernier processus peuvent être classés en plusieurs catégories : initiation de la métastase, progression et 

enfin des gènes de virulence métastatiques (Figure 2-27) (Nguyen, Bos et al. 2009). Une analyse par trans-

criptome de ces gènes permet d’évaluer la virulence et le stade des cellules cancéreuses étudiées. 

 

Figure 2-27|Changements génétiques impliqués dans la tumorigénèse et la formation de métastase. La transition d’une tumeur 
non métastatique à une tumeur agressive métastatique est gouvernée par l’activation de plusieurs oncogènes et l’inhibition de 
gènes suppresseurs de tumeur. Adaptée de (Nguyen, Bos et al. 2009). 

Ces changements génétiques et épigénétiques liés à la transformation maligne des cellules sont obser-

vables à l’échelle de la structure de la chromatine des cellules. 
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2.5.4.2 Architecture nucléaire 

Comme indiqué précédemment (2.4.1.2), l’information génétique d’une cellule contenue dans l’ADN est 

organisée dans une superstructure, la chromatine, qui peut être plus ou moins condensée. Les zones con-

densées, en hétérochromatine, concentrent des gènes non exprimés par la cellule alors que l’euchromatine 

décondensée, concentre les gènes les plus souvent exprimés par la cellule. Les altérations de l’organisation 

de la chromatine sont donc associées à des changements de l’expression génétique et sont observables 

dans de nombreuses maladies comme par exemple dans la maladie de Huntington (qui est caractérisée par 

une acétylation et une méthylation aberrante des histones) (Portela and Esteller 2010). Les altérations de la 

morphologie et de la structure des noyaux sont donc des manifestations caractéristiques du cancer 

(Cherkezyan, Stypula-Cyrus et al. 2014).  

Un changement au sein de l’organisation de la chromatine, associé à une expression altérée des gènes, est 

important dans le processus de transformation maligne. Le nucléole, qui est la sous-structure majeure du 

noyau, est également modifié. Ainsi, dans le cadre du cancer, les variations de tailles et de morphologies de 

noyaux, le nombre et la taille des nucléoles ainsi que l’organisation de la chromatine font partie des altéra-

tions de l’architecture nucléaire les plus fréquentes (Figure 2-28). Toutes ces altérations ne sont pas pré-

sentes en même temps et varient selon les cancers et les stades plus ou moins avancés de tumorigénèse. 

Les noyaux des cellules cancéreuses colorectales sont ainsi caractérisés par une perte de 

l’hétérochromatine périphérique et la formation d’agrégats intranucléaires dès les stades précoces 

(Cherkezyan, Stypula-Cyrus et al. 2014). Des stades plus avancés sont caractérisés par des nucléoles plus 

importants, des polylobulations (noyaux divisé en plusieurs lobes), des indentations et des variations im-

portantes de taille et nombre de noyaux d’une cellule à l’autre (Zink, Fischer et al. 2004). 

 

Figure 2-28|Architecture nucléaire d’une cellule saine vs celle d’une cellule cancéreuse. Les noyaux de cellules saines disposent 
de plusieurs petits nucléoles (en jaune). L’hétérochromatine (ici en vert) est localisée au niveau de la périphérie nucléaire et au 
niveau des nucléoles (a.). Les noyaux des cellules cancéreuses sont très irréguliers. L’hétérochromatine perd sa localisation péri-
phérique et forme des agrégats au sein du noyau. Les nucléoles sont également plus gros (b.). Adaptée de (Zink, Fischer et al. 
2004). 

Ces modifications de l’architecture nucléaire étaient déjà utilisées il y a plus de 150 ans dans le diagnostic 

du cancer. En effet, les premières traces écrites de l’observation de variation de taille de morphologies des 

noyaux nucléaires de cellules cancéreuses ont été réalisés en 1860 par Lionel Beale. Ces variations donne-

ront même lieu au développement par George Papanucolaou d’un test permettant de mettre en évidence 

les cancers du col de l’utérus, plus communément appelé « Pap test » dans les années 1930s (Zink, Fischer 

et al. 2004).  
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2.5.5 Cancer et mécano-transduction 

Une tumeur est formée par des cellules biologiques qui fonctionnent mal. Ces cellules prolifèrent de ma-

nière incontrôlable et détruisent l’organisation du tissus dans lesquelles elles sont implantés (Suresh 2007). 

Ces cellules finissent par envahir le parenchyme et former des métastases. Depuis quelques années, de 

nombreuses études reconnaissent l’importance des phénomènes de mécano-sensation, -transduction et -

réponses dans la tumorigénèse et la formation de métastases (Kumar and Weaver 2009) permettant 

d’établir un lien entre mécano-biologie et le fonctionnement de la cellule cancéreuse. 

2.5.5.1 Rôle de la rigidité de l’environnement extracellulaire dans la tumorigénèse 

Comme indiqué en introduction de cette partie sur le cas particulier du cancer (2.5), le cancer est une ma-

ladie liée à une altération de la mécano-transduction au sein des cellules et des tissus. L’environnement 

cellulaire et plus particulièrement la matrice extracellulaire subit de nombreuses transformations parmi 

lesquelles une augmentation importante du collagène et de la fibronectine au cours du processus de tumo-

rigénèse (Gilkes, Semenza et al. 2014). Ces changements, conduisant à l’obtention d’un environnement 

jusqu’à 10 fois plus rigide vont avoir des incidences notables sur l’activité cellulaire à travers les voies de 

signalisation physiques et chimiques générées au sein de la cellule (2.3).  

En effet, cette augmentation de rigidité du substrat associée à la rapide prolifération des cellules (Figure 

2-29), induit une augmentation réciproque des forces de traction exercées par les cellules pour adhérer, ce 

qui entraine une augmentation de la rigidité du cytosquelette d’actino-myosine ce qui conduit à son tour à 

une augmentation de la migration cellulaire (Gilkes, Semenza et al. 2014, Gu and Mooney 2016). La rigidité 

de la matrice régule donc l’invasion et la migration des cellules cancéreuses en favorisant la formation 

d’invadosomes et de lamellipodes (Kai, Laklai et al.). La réorganisation du cytosquelette d’actine associée à 

ce changement de rigidité est également liée à la famille des Rho GTPase et plus particulièrement ROCK qui 

est impliqué dans la mécano-transduction associée aux facteurs de transcription YAP et TAZ (2.3.2.2). 

YAP/TAZ par leur capacité à induire la prolifération cellulaire sont considérés comme d’importants onco-

gènes (Guo and Teng 2015, Moroishi, Hansen et al. 2015). 

 

Figure 2-29|Rôle de la rigidité du substrat dans la tumorigénèse. L’augmentation de la rigidité du microenvironnement cellulaire 
est sentie par les cellules au niveau des intégrines et des contacts focaux. Cette mécano-sensation conduit une augmentation des 
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forces générées par le cytosquelette qui vont en retour induire une nouvelle augmentation de la rigidité de l’ECM. La rigidité du 
microenvironnement conduit également à une prolifération cellulaire à la formation de la tumeur. Adaptée de (Jaalouk and 
Lammerding 2009) 

2.5.5.2 Rôle de la rigidité de l’environnement extracellulaire dans la formation de métastases.  

Les forces mécaniques et plus particulièrement la rigidité de la matrice influençant la migration cellulaire 

(2.2.2). Elles jouent également un rôle important dans la formation de métastases (Indra, Undyala et al. 

2011). Les cellules cancéreuses sont connues pour leurs prolifération et migration anormales. Cette migra-

tion est associée à une transition épithélio-mésenchymateuse (1.5.2.3). Cette TEM est induite par 

l’augmentation de la rigidité du microenvironnement tumoral, à travers le facteur de transcription Twist1. 

En 2015, Wei et al. ont démontré qu’une augmentation de la rigidité de la matrice provoque une phospho-

rylation au niveau des intégrines menant à la libération cytoplasmique de Twist1 par son ligand G3BP2. 

Twist1 est donc libre d’entrer dans le noyau et d’y induire la transcription des gènes impliqués dans la TEM 

et l’invasion cellulaire. YAP/TAZ et Twist1 ne font pas partie de la même voie de signalisation ; il semblerait 

donc que plusieurs voies de signalisation mécanochimiques puissent être impliquées dans le cancer (Wei, 

Fattet et al. 2015). 

Au cours du processus de dissémination métastatique, les cellules initiatrices de tumeurs sont confrontées 

à de nombreux environnements dont les propriétés mécaniques varient drastiquement d’un environne-

ment à l’autre (Tableau 2-1).  

Module de Young 
(Pa) 

Tissus 

175 Membrane basale 

918 Stroma 

320 Lymphe 

120 Ganglion lymphatique 

640 Foie 

Tableau 2-1|Module de Young des microenvironnements traversés par les cellules cancéreuses. Au cours du processus de dissé-
mination métastatique, les cellules initiatrices de tumeurs sont confrontées à de nombreux environnements dont les propriétés 
mécaniques varient drastiquement d’un environnement à l’autre. Adaptée de (Rabineau, Kocgozlu et al. 2013). 

Des travaux préliminaires ont démontré que sur ces substrats très mous, considérés comme défavorables, 

des cellules cancéreuses colorectales parviennent à survivre et à proliférer malgré d’importantes erreurs de 

ségrégation des chromosomes. Ces erreurs pourraient contribuer à augmenter l’agressivité des cellules 

tumorales (Rabineau, Kocgozlu et al. 2013). 

En conclusion, les changements mécaniques de l’ECM associés au cancer ainsi que les voies de signalisation 

et la réorganisation du cytosquelette qui leurs sont associés favorisent la transformation maligne, la tumo-

rigénèse et la formation de métastases, en plus de toutes les mutations génétiques et de l’activité des on-

cogènes.  
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Afin d’étudier comment la plasticité de la chromatine oriente le destin des cellules saines et des 

cellules cancéreuses sur des matrices de faibles rigidités et d’étudier l’influence de la force d’interaction 

substrat-ligand sur l’adhérence cellulaire, de nombreuses techniques ont été mises en œuvre. Les substrats 

mous sont des films multicouches de polyélectrolytes à base de poly-L-lysine et d’acide hyaluronique rigidi-

fiés par réaction chimique ou par ajout d’une strate de polyélectrolytes. L’organisation de la chromatine sur 

des substrats de faibles rigidités a été étudiée pour deux modèles de cellules épithéliales, les cellules épi-

théliales rénales de potoroo, PtK2 et les cellules d’adénocarcinome humain, SW480. Des expériences de 

viabilité cellulaire, d’immunofluorescence, de vidéo-microscopie et de microscopie électronique à trans-

mission ont été réalisées afin de caractériser respectivement la survie, l’adhérence, la migration cellulaire 

et l’organisation de la chromatine. Des expériences d’analyse du transcriptome et des expériences in vivo 

ont également été réalisées afin d’étudier l’effet de la rigidité du substrat sur l’agressivité des cellules tu-

morales. 

3.1 Films multicouches de polyélectrolytes 

Afin de mimer l’environnement cellulaire et ses propriétés mécaniques, des films multicouches de polyélec-

trolytes sont utilisés. Ces films sont constitués, comme leur nom l’indique, de plusieurs couches de polyé-

lectrolytes. Ces films, régulièrement utilisés dans la recherche biomédicale, présentent de nombreux avan-

tages (Cf. Chapitre 1.4). Une fois construits, ils sont caractérisés par microscopie à force atomique. 

3.1.1 Polyélectrolytes 

Un polyélectrolyte est un polymère chargé positivement ou négativement à sa surface lorsqu’il est en solu-

tion. Ces polymères peuvent être des polymères naturels comme l’acide hyaluronique et la poly-L-lysine ou 

des polymères synthétiques comme le poly-(sodium4-styrene sulfonate) et le poly-(allylamine hydrochlo-

ride). L’acide hyaluronique utilisé est un polymère commercial provenant de deux sources différentes. Il est 

soit isolé à partir de matrice extracellulaire synthétisée par des bactéries (Steptococcus zooepidemicus), soit 

extrait à partir de la crête de coqs (Liu, Liu et al. 2011). Six polyélectrolytes différents ont été utilisés pour 

former les biomatériaux usités lors de ces travaux de thèse. Les caractéristiques physico-chimiques de ces 

polyélectrolytes ainsi que leurs origines sont récapitulées dans le tableau suivant (Tableau 3-1). 

Poly-électrolytes naturels 

Acide hyaluronique 
HA 
(-) 

 

BioIberica 
Mw = 357 kDa 
 
Sigma Aldrich 
Réf. H5388 
Mw = 400 kDa 
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Poly-L-lysine hydrobro-
mide 

PLL 
(+) 

 

Sigma Aldrich 
Réf. P2636 
Mw = 30-70 kDa 
 
Alamanda Polymers 
Mw = 52 kDa 

Poly-électrolytes synthétiques 

Poly-(allylamine hydro-
chloride) 

PAH 
(-) 

 

Sigma Aldrich 
Réf. 283215 
Mw = 17,5 kDa 

Poly-(sodium4-styrene 
sulfonate) 

PSS 
(+) 

 

Sigma Aldrich 
Réf. 243051 
Mw = 30-70 kDa 

Poly-électrolytes fluorescents 

Poly-L-lysine couplé à un 
isothiocyanate de fluo-
rescéine  

PLLFITC 
(+) 

 Sigma Aldrich 
Réf. P3069 
Mw = 30-70 kDa 

Poly-(sodium4-styrene 
sulfonate) couplé à de la 
rhodamine. 

PSSRHO 
(+) 

  
 
Mw = 30-70 kDa 

Tableau 3-1| Structures moléculaires, charges et notations des différents polyélectrolytes utilisés. Les deux premiers polyélectro-
lytes (PLL et HA) sont des biomolécules chargées. Le PSS et PAH sont des polyélectrolytes synthétiques. Deux de ces polyélectro-
lytes ont été couplés à des molécules fluorescentes, le FITC qui émet dans le vert, et la rhodamine qui émet dans le rouge. Mw = 
masse molaire. 

Les polymères d’acide hyaluronique et de poly-L-lysine ont été utilisés pour former la base du film très hy-

dratée et très molle. Les polymères de PSS et de PAH ont été utilisés pour former une strate supérieure du 

film augmentant la rigidité de ce dernier. L’utilisation de polymères couplés à des molécules fluorescentes 

permet de mettre en évidence l’ensemble de l’architecture en strates de ces films construits. 

Préparation des solutions de polyélectrolytes 

Les solutions de polyélectrolytes sont préparées à la concentration de 1 mg/mL dans une solution tampon 

Tris/NaCl puis réparties dans des pots à échantillon en polystyrène. Cette solution tampon à 20 mM de tris-

(hydroxymethyl)-aminomethane abrégé en Tris (Sigma Aldrich réf. 252859 et Euromedex) et 150 mM de 

chlorure de sodium NaCl (VWR Chemicals) est préparée dans de l’eau ultra pure dite milli-Q. Cette eau ultra 

pure a une résistivité ρ = 22,5 µS. Le pH de la solution tampon est ensuite ajusté à 7,4 à l’aide d’acide chlor-

hydrique (HCl) fumant à 37% (Roth, réf. 92773). Les polyélectrolytes sont utilisés à une concentration finale 

de 1 mg/mL. Les solutions de polyélectrolytes sont laissées à dissoudre une nuit à 4°C puis filtrées à l’aide 

de seringues et de filtres 0,2 µm avant de pouvoir être utilisées. 
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3.1.2 Construction des films multicouches de polyélectrolytes 

Plusieurs méthodes de construction de films multicouches utilisant les polyélectrolytes existent. La mé-

thode de construction utilisée au laboratoire repose sur une technique d’assemblage développée dans les 

années 1990 par Gero Decher (Decher 1997). Cette méthode de construction couche par couche (en anglais 

LbL pour « Layer by Layer ») repose sur les interactions électrostatiques entre des polymères chargés posi-

tivement (cationiques) et négativement (anioniques). Ces différents polymères sont absorbés successive-

ment sur un support donné par immersion dans les différentes solutions de polymères (dip-coating en an-

glais). 

Cette technique de construction est relativement simple et repose sur le fait que les surfaces d’un grand 

nombre de matériaux à l’image du titane, des silicones ou encore du verre soient chargées négativement 

en solution. Cette propriété est liée à l’oxydation de surface et l’hydrolyse. Le support, chargé négative-

ment en solution est trempé dans une solution de polycations. Par interactions électrostatiques, le poly-

mère chargé positivement se fixe au support chargé négativement. Le support est ensuite immergé dans la 

solution de tampon Tris/NaCl afin d’éliminer le polymère positif en excès. Le support est ensuite trempé 

dans une solution de polyanions où le polymère chargé négativement compense l’excès de charge positif 

en s’y fixant (Figure 3-1). Le support est une nouvelle fois rincé dans la solution tampon. Le cycle est répété 

24 fois formant un film de couches de polycations et polyanions superposées. Le temps de trempage dans 

la solution de polyélectrolytes est de 5 minutes. Les premiers polyélectrolytes utilisés dans la construction 

de ce type de film étaient des polyélectrolytes synthétiques. Depuis de nombreux autres polymères chimi-

quement chargés sont utilisés, dont certains naturels comme l’acide hyaluronique et la poly-L-lysine utilisés 

dans ce travail de thèse. 

 

Figure 3-1|Processus de construction couche par couche des films multicouches de polyélectrolytes par dip-coating. Schéma du 
processus de dépôts des différents électrolytes. Le bécher 1 contient le polymère chargé positivement (polycation) alors que le 
bécher 3 contient un polymère chargé négativement (polyanion). Les béchers 2 et 4 contiennent une solution de rinçage (A). Pour 
un substrat chargé négativement (cas du verre), une couche de polycations est apposée. Les polycations se lient au substrat par 
liaison électrostatique (B). Adaptée de (Tang, Wang et al. 2006). 

Au laboratoire, les films multicouches sont construits sur des lamelles de verres de 12 mm Ø (Knittel Glass) 

ou de 18 mm Ø (Marienfeld Laboratory Glassware) selon les expériences. Ces lamelles de verre sont net-

toyées et traitées au préalable. Elles sont trempées dans une solution à 10 mM de Sodium Dodecyl Sulfate 

SDS (ProLabo, réf. 27926.23) chauffée à 70°C durant 15 minutes. Les lamelles sont ensuite rincées à l’aide 

d’eau ultra-pure milli-Q avant d’être mises dans une solution à 100 mM d’acide chlorhydrique chauffée à 

70°C durant 15 minutes. Les lamelles sont à nouveaux rincées avant d’être séchées et placées à l’étuve 

durant 24 heures. 
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Une fois nettoyées et stérilisées, les lamelles sont placées sous PSM sur des portoirs conçus au laboratoire. 

Ces supports sont capables de contenir 3 lamelles de 18 mm de diamètre ou 6 lamelles de 12 mm de dia-

mètre. Ces portoirs sont montés sur un bras automatisé (Dipping Robot, Riegler et Kirstein, GmbH, Berlin, 

Allemagne) piloté par un logiciel DipWin32.exe. Le bras se déplace séquentiellement selon un programme 

donné qui prend en compte la durée de trempage dans chacun des pots ainsi que leurs positions dans 

l’espace.  

3.1.3 Modulation de l’élasticité des films multicouches de polyélectrolytes 

De nombreuses techniques physico-chimiques permettent de moduler l’élasticité des films multicouches de 

polyélectrolytes. Par exemple, la modulation de la rigidité peut se faire au cours du procédé de déposition 

des polyélectrolytes en modifiant le pH d’une des solutions de polymères. Ce changement va avoir pour 

effet de modifier les liaisons ioniques entre les polymères et donc par extension leur réticulation. La chimie 

des carbodiimides peut également être utilisée. Dans ce cas, l’assemblage du film est modifié par la créa-

tion de liaisons covalentes. Au cours de ces travaux de thèses, deux techniques de réticulation ont été utili-

sées : l’ajout d’un nombre variable de couches de polyélectrolytes synthétiques PSS/PAH et une réticulation 

par une réaction EDC/NHS. L’élasticité des films obtenus est ensuite caractérisée par AFM. 

3.1.3.1 Modulation par ajout de couches de poly-électrolytes synthétiques. 

Dans le cas d’une modulation par ajout de couches de polymères, le film est alors constitué d’une première 

strate épaisse et molle (PLL/HA)24 recouverte d’une seconde strate fine et rigide (PSS/PAH)n. La rigidité du 

film obtenu est fonction du nombre de bicouches n de polyélectrolytes déposées avec n=1, 2 et 5. Les films 

construits de cette manière sont associés à leur module de Young apparent (Tableau 3-2). 

Architecture Module de Young E (kPa) Notation 

(PLL/HA)24 ≈0 E0 

(PLL/HA)24-(PSS/PAH)1 ≈20 E20 

(PLL/HA)24-(PSS/PAH)2 ≈50 E50 

(PLL/HA)24-(PSS/PAH)5 ≈200 E200 

Tableau 3-2|Architectures et modules de Young E relatifs des films multicouches à élasticité modulée. Les films sont annotés 
selon la forme E pour module de Young suivi en indice de leur module de Young relatif. 

L’architecture de ces films peut être mise en évidence en utilisant des polyélectrolytes couplés à des molé-

cules fluorescentes comme la fluorescéine et la rhodamine (Figure 3-2). 

 

Figure 3-2|Architectude des films (PLL/HA)24-(PSS/PAH)n. La première strate du film (PLL/HA)24 est mise en évidence par micros-
copie confocale à l’aide de PLL couplée à de la FITC. La seconde strate (PSS/PAH)n est mise en évidence à l’aide d’un PSS couplé à de 
la rhodamine. Adaptée de (Kocgozlu, Lavalle et al. 2009). 

L’ajout de ces couches de polyélectrolytes se fait de manière manuelle. Les films (PLL/HA)24 sont déposés à 

l’aide d’une pince et d’une aiguille stériles dans des plaques de 24 ou 12 puits. Un volume d’1 mL de solu-

tion de polyanions PSS est ajouté dans chaque puits. La durée d’interaction des polyélectrolytes synthé-

tiques est plus courte que celle des polymères naturels : 4 minutes au lieu de 5. Les films sont rincés à l’aide 
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de la solution tampon pour enlever l’excèdent de polyanions deux fois durant 5 minutes. Une solution de 

polycation PAH est alors ajoutée durant 4 minutes dans les puits. Les films sont ensuite rincés à nouveau 

deux fois durant 5 minutes. L’opération est répétée 1, 2 ou 5 fois selon l’architecture du film et donc la 

rigidité souhaitée avant l’ensemencement des cellules. 

3.1.3.2 Modulation par réaction EDC/NHS 

Dans le cas d’une modulation par réaction EDC/NHS, le film est constitué d’une strate épaisse et molle 

(PLL/HA)24 modifiée après construction par la formation de liaisons peptidiques entre les groupements car-

boxyles de HA et les groupements amines de la PLL (Cf. 1.4.3 pour plus d’informations). L’EDC et le NHS 

sont dissous dans une solution à 0,15 M de NaCl. La concentration finale d’EDC utilisée est fixée à 20 et 60 

mg/ml alors que la concentration finale de NHS est maintenue constante à 11 mg/mL. Un volume de 1mL 

est déposé par film et laissé à réagir durant 12 heures à 4°C. Les films sont ensuite rincés à l’aide de la solu-

tion à 0,15 mM. 

3.1.4 Fonctionnalisation des films multicouches de polyélectrolytes 

Dans le cadre de l’influence de la force d’interaction substrat-ligands sur l’adhésion cellulaire, les films ob-

tenus et réticulés par la suite par une réaction chimique EDC/NHS ont été fonctionnalisés premièrement 

par un Mal-(PEG)2-NHS puis par un raft RGD ou par un système « hôte–invité » suivant les conditions. 

3.1.4.1 Fonctionnalisation avec le Mal-(PEG)2-NHS 

Le 3-(2-(2-(3 Maleimidopropanamido) ethoxy) ethoxy) propanoic acid succinimidyl ester (Mal-(PEG)2-NHS) 

est dissous dans une solution contenant 150 mM de NaCl à une concentration finale de 0,1 mg/mL. Seule la 

moitié des films sont fonctionnalisés à l’aide de cette solution. Un volume de 1 mL de la solution de Mal-

(PEG)2-NHS est déposé par film. La réaction se fait pendant 3 heures à 4°C. Les films sont ensuite rincés à 

l’aide de la solution à 150 mM. Cette étape de fonctionnalisation permet d’avoir des groupes SH en surface 

du film permettant les liaisons covalentes avec les rafts RGD ou les polycyclodextrines. 

3.1.4.2 Fonctionnalisation avec le RGD 

Deux types de fonctionnalisation à l’aide de molécules RGD ont été utilisées (Figure 3-3) : une fonctionnali-

sation basée sur des liaisons covalentes avec le raft RGD ou une fonctionnalisation basée sur un système 

« hôte-invité » composé de polycyclodextrine (polyCD) fixées au film de manière covalente et des adaman-

tanes-RGD (AD-RGD) qui réagissent de manière non covalente avec les polyCD. 

 
Figure 3-3|Fonctionalisations des films multicouches de polyélectrolytes. Une première fonctionnalisation basée sur des liaisons 
covalentes avec le raft RGD a été effectuée (a.). Une seconde fonctionnalisation basée sur un système hôte-invité a été réalisée (b.). 
Les polycyclodextrines agissant comme hôte (représentées en bleu) sont fixées par des ponts disulfures au film. L’adamantane 
(représenté en rose) de l’invité « adamantane-PEG-RGD » va ensuite réagir par des liaisons spécifiques avec les cyclodextrines. 
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3.1.4.2.1 RGD covalent 

Deux rafts RGD synthétisés par l’équipe de Liliane Guérente au sein du département de chimie moléculaire 

de l’Université de Grenoble ont été utilisés : raft 4RGD-SH (Masse molaire : 4143,52 g/mol) et le raft 1RGD-

SH (Masse molaire : 1044,22 g/mol). Ces RGD ont été dissous à une concentration finale de 0,1mg/mL dans 

une solution de NaCl 150 mM. Les films sont déposés sur des supports conçus en laboratoire permettant 

l’utilisation d’un volume 10 fois moindre par rapport au volume utilisé dans les puits : 100 µL/film à la place 

d’1 mL/films. La réaction de fonctionnalisation par la création de ponts disulfures entre les rafts et la sur-

face fonctionnalisée à l’aide du Mal-(PEG)2-NHS se fait durant 12 heures à 4°C. 

3.1.4.2.2 RGD non covalent 

La fonctionnalisation par un système hôte-invité nécessite d’abord une formation de ponts disulfures entre 

la surface fonctionnalisée à l’aide du Mal-(PEG)2-NHS et l’hôte, la polyCD-SH. La polyCD-SH est synthétisée à 

l’Institut Charles Sadron par Loic Jierry. Le système invité, composé de molécules AD-PEG-RGD (Masse mo-

laire : 1109,3 g/mol), est synthétisé à Grenoble comme les rafts RGD. Les polyCD ont été diluées dans une 

solution NaCl 150 mM à une concentration finale de 0,1mg. Un volume de 100 µL de la solution est déposé 

par film et laissé à réagir durant une heure à température ambiante. L’AD-PEG-RGD qui doit se lier de ma-

nière non covalente aux polyCD est dissous à une concentration finale de 0,1 mg/mL dans la même solu-

tion. 

3.2 Biologie cellulaire 

3.2.1 Modèles cellulaires utilisés 

Deux modèles cellulaires ont été utilisés au cours de cette thèse portant sur l’étude de l’influence de la 

rigidité du substrat sur la plasticité de la chromatine : des cellules épithéliales rénales de potoroo PtK2 et 

des cellules de carcinome colorectal humain SW480. 

3.2.1.1 Cellules PtK2 

La lignée cellulaire PtK2 signifie Potorous tridactylus Kidney 2. Ces cellules sont issues de cellules épithé-

liales rénales d’un rat-kangourou à long-nez (Potorous tridactylus) male. Le rat-kangourou à long nez ou 

potoroo à long-nez est un petit marsupial nocturne de la famille des rats-kangourous. Il vit en Australie et 

est décrit pour la première fois par Rober Kerr en 1792. Cette lignée cellulaire est établie par Kristen Walen 

et Spencer Brown en 1962. (Walen and Brown 1962) Ces cellules sont très utilisées comme modèle pour 

l’étude de la mitose. En effet, les chromosomes des cellules PtK2, bien qu’ayant le même nombre de gènes, 

sont moins nombreux et plus gros que les chromosomes humains, et donc plus faciles à observer.  

Les cellules PtK2 cultivées au laboratoire proviennent de l’American Type Culture Collection (ATCC) et proli-

fèrent dans un milieu minimum essentiel de Eagle (EMEM pour Eagle’s Minimum Essential Medium) Ce 

milieu de culture cellulaire a été développé par Harry Eagle et est composé de sels inorganiques, d’acides 

aminés, de vitamines, de glucose ainsi que d’un indicateur coloré de pH, le rouge phénol. Ce milieu EMEM 

est complété en laboratoire par l’ajout de 10% de sérum de veau fœtal décomplémenté (FBSd pour decom-

plemented Fetal Bovin Serum) et 5% d’un cocktail d’antibiotiques : pénicilline et streptomycine. Le sérum 

de veau fœtal est décomplementé par une réaction d’inactivation thermique ayant lieu à 56°C durant 30 

min. Cette inactivation thermique a pour conséquences de réduire le complément protéique contenu dans 

le sérum et également de détruire les éventuels mycoplasmes. 
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3.2.1.2 Cellules SW480-/- 

Les cellules SW480-/- utilisées dans le cadre de ce projet sont des cellules SW480 mutées au niveau du gène 

adenomatous polyposis coli (APC) (Faux, Ross et al. 2003).  

A l’origine, les cellules SW480 viennent d’un adénocarcinome primaire colorectal d’un homme caucasien 

d’une cinquantaine d’années. Ces cellules cancéreuses expriment les oncogènes suivants myc, myb, ras, 

fos, sis, p53. Elles n’expriment par les oncogènes abl, ras et scr. Ces cellules sont très tumorigènes. En effet, 

100% des souris auxquelles des cellules SW480 ont été inoculées avec 107 cellules ont développé des tu-

meurs en moins de 21 jours.  

La lignée cellulaire SW480 a été déposée par A. Leibowitz dans les années 1970. Les premiers articles sont 

publiés en 1977. Ces cellules prolifèrent dans un milieu de culture Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 

1640. La particularité de ce milieu de culture est de contenir une importante quantité de phosphates en 

plus des sels inorganiques retrouvés communément dans les milieux de culture (comme le calcium, le chlo-

rure de sodium, etc.), les acides aminés, les vitamines, le glucose et l’indicateur coloré de pH. Le pH de ce 

milieu de culture est également légèrement plus élevé que celui des autres milieux de culture (pH = 8 au 

lieu de 7). Le milieu RPMI 1640 + Glutamax® (Gibco, Life Technologie, réf. 61870) utilisé au laboratoire est 

complété avec 10% de FBSd, 5% de pénicilline/streptomycine, 2% d’hydrocortisone (Sigma Aldrich, Réf. 

H69009-10), 2,5% de géniticine G418 (HyClone™, GE Healthcare, USA) ainsi que 10% d’insuline à une con-

centration de 0,025U/mL. 

3.2.2 Culture cellulaire 

3.2.2.1 Entretien des cellules 

Les cellules PtK2 et les cellules SW480-/- sont cultivées dans des flasques T75 cm2 (Sarstedt, réf. 

83.3911.082, Nümbrecht, Allemagne) et maintenues dans un incubateur (HERACell 150i, Thermo Scientific) 

à 37°C dans une atmosphère humide à 5% de CO2. 

Les cellules sont rincées à l’aide d’une solution tampon de phosphate salin 1X stérile (PBS 1X pour Phos-

phate Buffered Saline ; Dutscher L0615-500). Deux millilitres de trypsine-EDTA (Dutscher L0940-100) sont 

ajoutés dans la flasque. La flasque est ensuite mise à incuber à 37°C et 5% de CO2. La trypsine est très utili-

sée en biologie cellulaire pour décrocher les cellules adhérentes. Cette enzyme est synthétisée par le pan-

créas et a pour rôle de digérer les protéines. Elle clive les liaisons protéiques existantes au niveau des ly-

sines et arginines responsables de l’adhérence cellulaire. La trypsine ayant un impact néfaste à long terme 

sur les cellules, elle est inhibée par l’ajout en grand nombre de protéines contenues dans le sérum de veau 

fœtal FBS du milieu complet (10% du volume total ce qui représente un volume très important de pro-

téines. L’inhibition de l’enzyme se fait alors par excès de substrat). En effet, une fois les cellules détachées 

du fond de la flasque, 13 mL de milieu complet sont ajoutés dans la flasque. Les cellules sont alors disso-

ciées et homogénéisées dans la flasque. Une petite fraction, généralement comprise entre 500 µL et 1 mL, 

est alors ajoutée dans une nouvelle flasque T75 cm2 contenant 13 mL de milieu complet frais. 

3.2.2.2 Comptage et ensemencement des cellules 

Lors des expériences effectuées, les cellules sont ensemencées à une concentration de 1.105 cellules/mL ou 

1,5.105 cellules/mL selon la taille des lamelles ensemencées (respectivement, 12mm ou 18mm Ø). Afin 

d’obtenir ces concentrations souhaitées, un comptage préalable des cellules est nécessaire. De nombreuses 

cellules de comptage existent telles que les cellules de Malassez, ou de Kova, cependant c’est la cellule de 
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Neubauer qui est utilisée en routine au laboratoire. Cette cellule de comptage permet de compter le 

nombre de cellules en suspension dans une solution (Figure 3-4).  

La cellule de Neubauer est une lamelle de verre d’environ 30x70 mm. Elle est composée en 3 parties. La 

partie centrale dispose de deux réticules (zones gravées permettant le comptage). A l’aide d’eau déposée 

sur les deux rebords extérieurs, la lamelle couvre-objet est maintenue en place au-dessus du réticule. A 

l’aide d’une micropipette, un volume de 20 µL de solution est déposé sur la cellule de comptage. A l’aide 

d’un microscope, les cellules présentes dans les carrés [1] sont comptées. La concentration cellulaire est 

obtenue par la division du nombre total de cellules comptées par le nombre de carrés comptés, le tout 

multiplié par 10 000. Un minimum de 2,5.105 cellules/mL est nécessaire pour donner une estimation suffi-

samment stable de la concentration cellulaire. Cette estimation est impossible lorsqu’il y a plus de 2,5.106 

cellules/mL : la probabilité d’erreurs et le temps nécessaire augmentant de manière trop importante. 

 
Figure 3-4|Comptage des cellules avec la lame de Neubauer. A l’aide d’un microscope, les cellules pré-

sentes dans les carrés [1] sont comptées. La concentration cellulaire est obtenue par la division du nombre 

total de cellules comptées par le nombre de carrés comptés, le tout multiplié par 10 000.  

3.2.2.3 Congélation des cellules 

La congélation des cellules permet la constitution d’une banque cellulaire. Afin de constituer un stock de 

cellules suffisant pour toute l’étude, une réserve cellulaire est réalisée de la manière suivante. 

Pour un résultat optimal, les cellules doivent être congelées lors de leur phase exponentielle de croissance 

et non pas à confluence. Les cellules sont d’abord rincées à l’aide de PBS 1x (Dutscher, réf. L0615-500). Un 

volume d’un à deux millilitres de trypsine –EDTA (Dutscher, réf. L0940-100) est ajouté dans la flasque. La 

flasque est ensuite mise à incuber durant 5 min à 37°C et 5% CO2 dans l’incubateur. Douze millilitres de 

milieu complet (c’est-à-dire contenant du sérum de veau fœtal FBS) sont ajoutés une fois les cellules décro-

chées afin d’inhiber l’activité clivante de la trypsine. Les cellules sont bien remises en suspension, via un 

mouvement « de va et vient » réalisé en présence de trypsine. La solution obtenue (milieu complet + cel-

lules) est ensuite transférée dans un tube Falcon® de 15 mL avant d’être centrifugée à 1200 rpm durant 5 

min. Le surnageant est alors retiré et le culot remis en suspension dans 1 mL de milieu de congélation (PAN 

Biotech, réf. P0790050). 

L’utilisation d’un milieu de congélation permet d’éviter les effets nuisibles d’une congélation tels que la 

formation de gel pouvant faire exploser les membranes cellulaires. Ce milieu contient une forte concentra-

tion d’un cryoconservateur, le diméthylsulfoxyde (DMSO) et du sérum de veau fœtal contenus dans du 

milieu de culture. Les cellules en suspension sont transférées dans un cryotube (Dutscher, réf. 390708). Ce 

cryotube est fermé avec précautions et annoté (Type cellulaire, passage, date…) avant d’être placé dans un 

conteneur CoolCell® (Biocision, USA) déposé dans un congélateur à -80°C. Ce container permet une congé-
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lation progressive avec une diminution de 1°C par min et augmente le taux de viabilité et de reprise des 

cellules congelées. Après une nuit à -80°C, le cryotube est placé dans de l’azote liquide à -195,7°C. 

3.2.2.4 Décongélation des cellules 

Le nombre de passages d’un type de cellulaire influence énormément son comportement. Afin de travailler 

dans des conditions optimales, de nouvelles ampoules doivent régulièrement être décongelées. Les cellules 

sont conservées dans un milieu de congélation contenant du DMSO. Une flasque de 75 cm2 contenant 14 

mL de milieu complet est préparée. L’ampoule, sortie de l’azote liquide, est chauffée rapidement à 37°C. 

Une fois le contenu de l’ampoule réchauffée, les cellules sont transférées dans la flasque. Le milieu de la 

flasque est changé le lendemain. 

3.2.3 Inhibition 

Afin de mettre en évidence l’importance d’une protéine, d’une enzyme ou encore d’un constituant cellu-

laire comme le cytosquelette dans un processus donné, plusieurs techniques existent. Parmi elles, se trou-

vent la surexpression, l’inhibition, le RNA silencing du ou des gènes d’intérêt ou encore l’utilisation de mu-

tants knock-outs (c’est-à-dire la création d’organismes génétiquement modifiés pour lesquels le gène 

d’intérêt est totalement inactivé). La mise en évidence de l’implication de l’élément étudié se fait ensuite 

par l’observation du phénotype résultant de la modification apportée par l’application d’une des tech-

niques précédemment citées 

3.2.3.1 Inhibition des filaments intermédiaires par l’IDPN 

La majorité des propriétés physiques et mécaniques d’une cellule sont conférées par son cytosquelette. Ce 

cytosquelette est composé de polymères protéiques en constante réorganisation. Ces polymères de pro-

téines sont de trois types : les filaments d’actine, les microtubules et les filaments intermédiaires. Ces der-

niers sont les éléments les plus stables et les plus résistants du cytosquelette. La résistance importante des 

filaments intermédiaires est conférée par leur structure. Ces filaments sont en effet principalement consti-

tués de protéines fibrillaires comme la vimentine. Un inhibiteur chimique, le 3,3’-imminodiproprionitrile 

(IDPN, Figure 3-5) a été utilisé afin de démontrer leur rôle clé dans un certain nombre de processus cellu-

laires. L’IDPN (Sigma Aldrich, réf. 317306) agit comme inhibiteur en dépolymérisant les protéines de vimen-

tine conduisant à une désorganisation de la structure du cytosquelette de filaments intermédiaires. 

 
Figure 3-5|Structure chimique du 3,3’-imminodiproprionitrile (IDPN). La manipulation de cette molécule doit se faire avec précau-
tion. 

L’IDPN a été utilisé à une concentration de 2%. Plusieurs expériences préliminaires ont en effet démontré 

qu’une concentration à 1% était insuffisante pour obtenir la dépolymérisation des filaments intermédiaires 

et une concentration à 5% était trop cytotoxique. 

3.2.3.2 Inhibition des histones désacétylases HDAC par la TSA 

En interphase, la chromatine, support de l’information génétique, s’organise structurellement sous deux 

formes : l’euchromatine et l’hétérochromatine. Sous sa forme compactée hétérochromatine, l’information 

génétique est inaccessible aux ARN polymérases II et donc reste non exprimée dans la cellule. Le passage 
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de la forme euchromatine à sa forme hétérochromatine est régulé par des enzymes les histones désacéty-

lases (HDAC). Certaines de ces enzymes peuvent être inhibées par l’utilisation de trichostatine A (Figure 

3-6), un antibiotique antifongique produit naturellement par une bactérie filamenteuse Gram-positive, 

Streptomyces sp.  

La trichostatine A (Sigma Aldrich, réf. T8552) a pour effet d’inhiber de manière spécifique les HDAC de 

classe I et II des mammifères (Vanhaecke, Papeleu et al. 2004). Dans ce travail de thèse, elle est utilisée à 

une concentration de 50mM. La solution mère est préparée dans de l’éthanol 100%. La solution se con-

serve à -20°C durant 6 mois avant de perdre significativement son activité inhibitrice. 

 
Figure 3-6|Structure chimique de la trichostatine A (TSA) produite par Steptomyces sp. La manipulation de cette molécule doit se 
faire avec précaution. 

Pour un résultat optimal, les cellules sont pré-conditionnées avec la TSA selon le protocole suivant. Les 

cellules sont ensemencées dans une flasque T25 cm2 (Corning, réf. 430639). Vingt-quatre heures avant 

l’expérience, le milieu de la flasque est remplacé par un milieu contenant 50 mM de TSA. Lors de 

l’expérience, les cellules sont trypsinisées, comptées avant d’être ensemencées à une concentration de 

1.105 ou à 1,5.105 cellules/mL suivant la taille des lamelles (respectivement 12 ou 18 mm Ø) en présence de 

TSA 50 mM. Les cellules sont ensuite incubées durant 24h à 37°C et sous atmosphère humide contenant 5% 

de CO2 avant d’être soit analysées par un test de viabilité, soit observées par vidéo-microscopie (test de 

migration) ou soit fixées (Cf. protocole de fixation immunocytochimie 3.4.2.2.2 ou de fixation pour la mi-

croscopie électronique à transmission 3.5.2.2). 

3.3 Processus de sélection des cellules résistantes. 

L’un des projets de recherches présentés dans cette thèse (Chapitre 5) concerne la sélection de cellules du 

cancer du côlon par modulation des propriétés mécaniques de la matrice extracellulaire et de 

l’identification de leurs oncogènes. Afin de sélectionner des cellules particulièrement résistantes aux pro-

priétés mécaniques de la matrice extracellulaire, un processus de sélection a été mis en place. 

3.3.1 Protocole de sélection 

Lors d’un cancer colorectal, une tumeur primaire se forme et évolue en modifiant les propriétés physico-

chimiques de son environnement tissulaire. Cela se traduit par la formation d’une masse (onco-en grec) 

dur. Les cellules prolifèrent au sein de la tumeur. Cependant certaines cellules vont quitter cette tumeur 

primaire, passer dans des tissus de différentes rigidités avant de rejoindre la circulation sanguine ou lym-

phatique où la rigidité est très faible. Une grande partie de ces cellules meurent en raison des modifications 

importantes des propriétés biochimiques et physiques des différents environnements qu’elles rencontrent 

au cours de cette étape de dissémination. Cependant certaines parviennent à survivre et former des métas-

tases, le plus souvent dans le foie. Un système de culture in vitro constitué de substrats de faibles élastici-

tés a été développé afin de sélectionner les cellules cancéreuses fortement agressives.  
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Les cellules sont cultivées pendant 24 heures sur un substrat de faible élasticité (20kPa = E20, mesuré par 

nano-indentation AFM). Les cellules survivantes sont ensuite transférées sur une lamelle de verre où elles 

prolifèrent et atteignent un état de confluence après une à deux semaines de culture (Figure 3-7). Ce cycle 

de culture alterné entre substrats mous (E20) et substrats rigides (lamelle de verre) est réalisé trois à quatre 

fois selon les expériences. 

 
Figure 3-7|Protocole de sélection de cellules résistantes aux substrats mous. Afin de mimer les variations mécaniques rencon-
trées par les cellules lors du processus de dissémination métastatique, les cellules sont alternativement cultivées sur des substrats 
très mous (E20) et des substrats très rigides comme le verre.  

3.3.2 Transfert des cellules 

Lors du transfert des cellules survivantes sur E20 vers les lamelles de verre, les lamelles couvertes du film E20 

sont déplacées à l’aide d’une pince et d’une aiguille stérilisées à l’éthanol 70% dans une nouvelle plaque de 

24 ou 12 puits selon la taille des lamelles (respectivement 12 mm et 18 mm Ø) afin de ne pas récupérer des 

cellules ayant été cultivées sur la surface plastique non recouverte par la lamelle (au fond du puits). Un 

volume de 150 µL de trypsine-EDTA est alors ajouté dans chaque puits. La plaque est ensuite mise à incuber 

durant 15 min à 37°C dans une atmosphère humide à 5% de CO2. La plaque est mise plus longtemps à incu-

ber car les cellules sont plus difficiles à décrocher de leurs substrats, sans doute en raison du film qui rend 

l’accès aux protéines d’adhérence plus difficile pour la trypsine. Un volume de 850 µL est ensuite ajouté à 

chaque puits afin de neutraliser l’effet de la trypsine. Les cellules isolées sont remises en suspension par un 

mouvement de « va et vient » induit par la pipette au fond du puits. Le milieu de culture contenant les cel-

lules provenant des différents puits est collecté dans un même Falcon® 15 mL puis homogénéiser avant 

d’être redistribuer dans une nouvelle plaque contenant des lamelles de verre stériles de verre au fond des 

puits. Un volume d’1mL avec cellules est redistribué dans chacun des puits. Aucune dilution n’est réalisée 

lors du passage E20 vers Verre. 

Dans le cas d’un transfert de verre vers E20, les grandes lignes du protocole présenté précédemment restent 

les mêmes. Seul le temps d’incubation en présence de trypsine est réduit (7 minutes au lieu de 15) et une 

dilution est effectuée à 1:2 ou 1:3 selon la confluence des cellules sur verre. 

3.4 Comportement cellulaire 

La sélection de cellules résistantes par des substrats de faibles élasticités (Chapitre 5) ou la présentation de 

ligand RGD de manière covalente ou non sur des substrats d’élasticités variables (Chapitre 6) peuvent in-

fluencer de nombreuses activités cellulaires comme par exemple l’adhésion, la division, la viabilité, la moti-

lité, l’agressivité des cellules cancéreuses qui se manifestent également par des modifications importantes 

de la structure interne des cellules ; du cytoplasme (cytosquelette) jusqu’au noyau (enveloppe nucléaire, 



Matériels et Méthodes 

 100 

chromatine…). Pour étudier ces activités cellulaires, différents techniques d’observation et de quantifica-

tion, décrites ci-dessous, ont été utilisées. 

3.4.1 Viabilité cellulaire 

En réponse aux propriétés chimiques et physiques des substrats d’élasticités variables, le premier compor-

tement déterminant dont découle l’ensemble des autres phénomènes cellulaires est la viabilité des cel-

lules. De nombreux protocoles permettent d’évaluer ce paramètre de viabilité cellulaire comme le test MTT 

ou le test HRP. Il existe également des kits de test de viabilité comme celui proposé par la compagnie Pro-

mokine (Life/Dead). Ce test permet une détection rapide (sans fixation préalable ou action détergente des 

cellules saines, nécrotiques et apoptotiques). 

3.4.1.1 Test Life/Dead 

Le test Life/Dead est l’autre nom donné au kit de détection des cellules saines, nécrotiques et apoptotiques 

(Apoptotic/Necrotic/Healthy Cells Detection Kit, Promokine, PK-CA707-30018). Ce test est utilisé en routine 

au laboratoire afin d’évaluer la viabilité des cellules au contact de nouveaux biomatériaux ou en réponse à 

de nouveaux agents thérapeutiques. Dans le cadre des travaux réalisés dans le cadre de cette thèse, il a été 

utilisé pour mettre en évidence le phénomène de survie de ces cellules cancéreuses cultivées sur substrats 

mous et la viabilité des cellules sur des substrats d’élasticité variable fonctionnalisés par des ligands RGD.  

3.4.1.1.1 Principe du test 

L’Hoechst 33342 est une petite molécule capable de traverser les membranes cellulaires et nucléaires afin 

d’interagir de manière non covalente avec les petits sillons de l’ADN (Latt, Stetten et al. 1975). Il émet de la 

fluorescence dans le bleu (λabs/ λem = 350/461 nm) et permet de marquer les noyaux de l’ensemble de la 

population cellulaire. Les cellules apoptotiques sont marquées à l’aide d’une molécule, l’annexine V qui est 

couplée à une fluorescéine, la FITC (λabs/ λem = 492/514 nm). L’annexine V est une protéine phospholipi-

dique de 35kDa dont l’activité dépend des ions Ca2+. Elle a une haute affinité pour la phosphatidylsérine 

exposée à la surface des cellules apoptotiques. L’apoptose est une mort cellulaire programmée dite 

« propre », aussi qualifiée de « suicide cellulaire », où cours de laquelle la cellule se fragmente selon un 

certain nombre d’étapes. Ces étapes de fragmentation vont de pair avec une modification de la membrane 

cytoplasmique. A travers ces modifications, la phosphadidylserine qui se trouve normalement du côté in-

terne de la membrane plasmique est transférée du côté externe où elle sert de signal de reconnaissance 

pour les phagocytes. Contrairement à l’apoptose qui est une « mort propre », la nécrose est le résultat de 

nombreux dommages cellulaires comme par exemple lors d’une présence de toxines ou lors d’une infec-

tion. Les membranes plasmiques des cellules se rompent. Il en résulte une libération dans le milieu exté-

rieur de la majorité du matériel cellulaire (cytoplasme, nucléoplasme, organites…). Ce kit permet également 

un marquage des cellules par un homodimère III d’éthidium (EtD-III) qui reconnait les acides nucléiques. 

L’EtD-III ne marque que les cellules nécrotiques lysées car il est incapable de pénétrer dans les cellules vi-

vantes ou apoptotiques. 

3.4.1.1.2 Protocole 

Le marquage se réalise très rapidement selon le protocole suivant. Une solution tampon Binding Buffer 1X 

est préparée en diluant au 1:5 la solution « Binding Buffer » 5X dans de l’eau ultra-pure 18,2 µS. Les cellules 

sont rincées une première fois à l’aide de la solution tampon « Binding Buffer » 1X. Dans un microtube, la 

solution de marquage est préparée en ajoutant 5 µL d’Annexine V couplée à du FITC, 5 µL d’EtD-III et 5 µL 

d’Hoechst 33342 complété à 100 µL par du Binding Buffer 1X (Quantité indiquée pour une lamelle). A l’aide 
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de pinces et d’aiguilles stérilisées à l’éthanol 70%, les lamelles sont déposées sur des supports conçus au 

laboratoire (réalisés à partir de capuchon de microtubes collés au fond de petites boites en plexiglas). Cette 

technique permet d’économiser les solutions de marquages. Un volume de 90 µL de la solution de mar-

quage est déposé par lamelles. Les supports sont alors recouverts par un couvercle pour éviter un assè-

chement des lamelles et laisser à incuber durant 15 min à température ambiante et à l’obscurité. Les la-

melles de 12 mm Ø sont ensuite remises dans la plaque 24 puits contenant 1 mL de « Binding Buffer » 1X 

par puits. Les lamelles sont ensuite rincées une fois avec ce « Binding Buffer » 1X puis recouverte de Bin-

ding Buffer avant d’être observées à l’aide d’objectifs ×10 et ×20 en microscopie optique inversée à épi-

fluorescence. 

3.4.1.2 Microscope optique inversé à épi-fluorescence 

3.4.1.2.1 Principe de fluorescence 

Certaines molécules, appelée fluorochromes ont la capacité d’absorber un photon. Ce phénomène peut 

être relativement facile à comprendre en utilisant un diagramme de Jablonski. Ce diagramme, conçu dans 

les années 1930 par un physicien polonais Alexandre Jablonski, représente les états électroniques des mo-

lécules et les transitions qui s’opèrent entre ces états (Figure 3-8). L’absorption d’un photon mène à la 

transition de la molécule d’un état fondamental S0 à un état singulet excité S0* en l’espace de quelques 

femto-secondes. La molécule retourne ensuite à son état initial par émission de photons. Cette émission de 

photons peut être rapide dans le cas d’une émission par fluorescence (quelques nanosecondes) ou plus 

long lorsqu’il se fait par phosphorescence (mécanisme nécessitant un passage par un état triplet T1). 

Lorsqu’un fluorochrome absorbe un photon, l’ensemble de l’énergie de ce dernier est transféré au fluoro-

chrome. Cette énergie E (exprimée en Joules) est inversement proportionnelle à la longueur d’onde du 

photon selon la relation ci-dessous où h est la constante de Plank, c, la célérité de la lumière dans le vide et 

λ, la longueur d’onde du photon. 

𝐸 =
ℎ ∗ 𝑐

λ
 

Si cette énergie absorbée est plus importante que l’énergie nécessaire au passage à l’état singulet S1, le 

fluorochrome passera à l’état singulet S2 ou subira des changements vibrationnels. Dans le cas où il passe à 

l’état singulet S2, le retour à l’état S1 se fait en quelques picosecondes par conversion interne et relaxation 

vibrationnelle. Ce phénomène de conversion interne et de relaxation vibrationnelle se manifeste par une 

énergie émise plus faible que l’énergie absorbé. Cette différence porte le nom de déplacement de Stokes et 

est liée à la loi de Kasha. Cette règle empirique stipule qu’après l’absorption d’un photon, l’émission de 

fluorescence se fait à partir de l’état excité de plus basse énergie. 
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Figure 3-8|Phénomène de fluorescence. Diagramme de Jablonski qui illustre les états électroniques des molécules (S0, S1, S2, T1 et 
T2) et les transitions opérantes entre ces différèrent états (a.). Chronologies des différents éléments impliqués dans les processus 
de fluorescence et de phosphorescence (b.). Figure adaptée de (Lichtman and Conchello 2005) 

La fluorescence est un phénomène relativement présent dans la nature. Elle diffère de la phosphorescence 

par le temps d’émission d’un photon comme vu précédemment et de la bioluminescence (dans ce cas le 

photon émis résulte d’une réaction chimique) dont les lucioles sont les ambassadrices les plus connues. De 

nombreuses molécules vivantes comme la chlorophylle ou minérales comme la fluorite sont capable de 

fluorescence. 

3.4.1.2.2 Principe du microscope optique à épi-fluorescence 

La microscopie optique à épi-fluorescence repose sur le déplacement de Stokes. Cette propriété des fluoro-

chromes qui correspond à la différence en termes de longueur d’onde entre le pic du spectre d’absorption 

et celui du spectre d’émission. Cette différence est particulièrement intéressante car en filtrant la lumière 

d’excitation sans bloquer la lumière émise, il est possible d’observer uniquement les objets émettant de la 

fluorescence. Cette filtration se fait par l’ajout de filtres au sein du trajet optique. 

Le principe de fonctionnement d’un microscope à épi-fluorescence est similaire à celui d’un microscope 

optique classique. La différence se trouve dans le fait qu’un certain nombre d’éléments tels que des blocs 

filtres ont été ajoutés au niveau du trajet optique afin de détecter des échantillons auto-fluorescents ou 

marqués à l’aide de fluorochrome (Figure 3-9 a.). Plusieurs blocs filtres peuvent être montés sur un micros-

cope afin de pouvoir observer des fluorochromes ayant des spectres d’émissions différents lors de co-

marquages. 

Un bloc filtre est composé d’un filtre d’excitation, d’un filtre d’émission et d’un miroir dichroïque (Figure 

3-9 b.). Les filtres d’excitation et d’émission permettent de ne laisser passer qu’une certaine fraction de 

longueur d’onde. Ces filtres peuvent être passe-haut, passe-bas ou passe-bande. Ils permettent de limiter 

la pollution lumineuse liée à la source de photons ou à l’auto-fluorescence de l’échantillon. Un filtre passe-

haut ne laisse passer que les longueurs d’onde supérieure à une certaine valeur. A l’inverse, les filtres 

passe-bas ne laissent passer que les longueurs d’ondes inférieures à une certaine valeur. Un filtre passe-

bande laisse passer comme son nom l’indique que les longueurs d’ondes comprises entre deux valeurs 

(Figure 3-9 c.). Un miroir dichroïque est quant à lui un miroir ayant la capacité de ne laisser passer et de 

réfléchir qu’une certaine longueur d’onde qui lui est propre.  

La source lumineuse est également différente dans un microscope optique à épi-fluorescence. Si tradition-

nellement ces sources lumineuses sont des lampes à vapeur de mercure HBO ou de xénon XBO (Figure 3-9 

d.), de nouvelles sources lumineuses composées de LED (pour Light-emitting diode) reliées à des fibres 

optiques font progressivement leur apparition.  



Matériels et Méthodes 

 103 

 
Figure 3-9|Principe de microscopie optique en epi-fluorescence. Le principe de fonctionnement d’un microscope optique à épi-
fluorescence est similaire à celui d’un microscope optique classique. Cependant, la source lumineuse est différente : lampe à va-
peur de mercure, lampe à vapeur de xénon ou une série de lasers. Il contient également un bloc filtre (a.). Le bloc filtre est 
l’élément indispensable d’un microscope à épi-fluorescence. Il est composé d’un miroir dichroïque et deux filtres (d’émission et 
d’excitation). Un miroir dichroïque est un miroir qui a la capacité de ne laisser passer ou de réfléchir qu’une certaine longueur 
d’onde (b). Les filtres d’émission et d’excitation peuvent être passe-bas, passe-haut ou passe-bande. Ils permettent de limiter la 
pollution lumineuse liée à la source de photons ou à l’échantillon (c.). Les lampes HBO ont distribution spectrale plus importante 
dans les basses longueurs d’ondes (d.). 

3.4.1.2.3 Matériel utilisé 

L’unité INSERM U1121 dans laquelle cette thèse a été effectuée dispose deux microscopes optiques inver-

sés à épi-fluorescence. La plupart des observations ont été réalisées sur le matériel le plus récent, c’est-à-

dire un microscope Nikon Eclipse Ti-S. Ce dernier dispose de deux sources lumineuses, une lumière blanche 

pour l’observation d’échantillon en lumière transmise et une lampe Intensilight permettant d’observer les 

échantillons fluorescents. La première est fournie par une LED (Nikon CoolLEDρE-100 excited light source). 

Il est possible de modifier l’intensité lumineuse à partir du boitier relié. La seconde source lumineuse Nikon 

Intensilight C-HGFIE peut être modulée (6 niveaux possibles) via un appareil de contrôle. Cela permet de 

minimiser l’impact de la lumière sur des échantillons trop photosensibles. Les images sont réalisées en ni-

veau de gris par une caméra CDD Nikon Digital Sight DS-U3 et acquises via un logiciel dédié : NIS Element. 

Le logiciel NIS Element permet de commander le microscope et le passage des différents filtres.  

Ce microscope Nikon Eclipse Ti-S dispose de quatre objectifs dédiés permettant de réaliser des images au 

×10, ×20, ×40 et ×60. Les différentes caractéristiques de ces objectifs se trouvent dans le tableau suivant : 

Objectif ×10 Phase 1 

Pl Fluor 10×/0.30 ph1 inf/0.17 WD16 

Objectif ×20 Phase 1 

S Pl Fluor ELWD 20×/0.45 ph1 inf/0-2 WD 8,2-6,9 

Objectif ×40 Phase 2 

S Pl Fluor ELWD 20×/0.60 ph2 inf/0-2 WD 3,6-2,8 

Objectif ×60 Huile à immersion 

Pl Apo λ 60×/1.40 oil inf/0,17 WD 3,313 OFN 25 DIC N2 

Tableau 3-3|Caractéristiques des différents objectifs du microscope inversé à épi-fluorescence Nikon Eclipse Ti-S présent au 
laboratoire. Chaque objectif a des caractéristiques particulières gravées sur la monture. Parmi les principales, le grossissement n× 



Matériels et Méthodes 

 104 

suivi de l’ouverture numérique (1,4 dans le cadre du 60×). L’épaisseur optimale de la lamelle couvre objet est également indiquée 
(0,17 p.e.). WD correspond à la distance de travail, en mm.  

Les objectifs ×10 et ×20 ont principalement été utilisés lors des expériences de viabilité cellulaire (test 

Life/Dead) alors que le ×60 a été utilisé pour observer les immunocytochimies. 

Le second microscope inversé à épi-fluorescence du laboratoire est un Nikon Eclipse TE200. Ce microscope 

dispose également de deux sources lumineuses : une lampe à lumière blanche ainsi qu’une lampe à vapeur 

de mercure. Les images sont réalisées en niveau de gris à l’aide d’une camera CCD Nikon DS-Q11MC et 

acquises via un logiciel dédié : NIRS Element 3.0. Les images obtenues avec ce microscope l’ont été à l’aide 

d’un objectif à immersion plan apochromate ×60 à huile disposant d’une ouverture numérique ON : 1,40. 

3.4.1.3 Quantification de la viabilité cellulaire 

La détection des cellules saines, en apoptose ou en nécrose a été réalisée, comme indiqué précédemment, 

par le kit Life/Dead (Promokine, PK-CA707-30018) selon les instructions données par le fournisseur. Les 

cellules, marquées au Hoechst 33342, à l’annexine V-FITC et/ou EtD-III, sont observées en microscopie op-

tique à épi-fluorescence. Pour chaque conditions, 3 lamelles ont été imagées, chacune contenant 17 

champs représentatifs de la population cellulaire. Pour chacun de ces champs, une image a été acquise 

pour chacun des fluorochromes, c’est-à-dire dans le bleu, le vert et le rouge. Le comptage des cellules a 

ensuite été réalisé via un logiciel d’analyse d’images très utilisé dans le domaine scientifique, ImageJ. Ce 

logiciel dispose d’un plug-in adapté au comptage cellulaire. Ce dernier se trouve selon le chemin suivant 

Plug-ins -> Particle analysis -> Cell counter.  

Ce plug-in permet de compter les cellules présentes à l’image d’un simple clic. Une étiquette, dont la cou-

leur est choisie par l’utilisateur, permet de visualiser les cellules déjà comptées. Le nombre de cellules pour 

chacun des canaux et chacun des champs est transféré dans un document Excel où le pourcentage 

d’apoptose, de nécrose et de survie cellulaire sont calculés selon les formules suivantes :  

𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑟𝑜𝑢𝑔𝑒𝑠

𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑏𝑙𝑒𝑢𝑒𝑠
∗ 100 = 𝑝𝑜𝑢𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒 𝑑𝑒 𝑛é𝑐𝑟𝑜𝑠𝑒 

𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑣𝑒𝑟𝑡𝑒𝑠

𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑏𝑙𝑒𝑢𝑒𝑠
∗ 100 = 𝑝𝑜𝑢𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒 𝑑′𝑎𝑝𝑜𝑝𝑡𝑜𝑠𝑒 

(1 − (
𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑟𝑜𝑢𝑔𝑒𝑠 + 𝑣𝑒𝑟𝑡𝑒𝑠

𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑒𝑠 𝑏𝑙𝑒𝑢𝑒𝑠
)) ∗ 100 = 𝑝𝑜𝑢𝑟𝑐𝑒𝑛𝑡𝑎𝑔𝑒 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑟𝑣𝑖𝑒 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑢𝑙𝑎𝑖𝑟𝑒 

3.4.2 Adhérence cellulaire 

3.4.2.1 Un processus essentiel 

L’adhésion des cellules (Chapitre 2) est un processus clé de la formation des tissus et plus particulièrement 

des tissus épithéliaux. Au niveau des tissus, ce phénomène d’adhérence est nécessaire au maintien de la 

forme et au fonctionnement des différents tissus tandis qu’au niveau cellulaire, l’adhérence conditionne de 

nombreux autres processus tels que la division cellulaire, la migration ou encore la mort cellulaire. Cette 

adhérence cellulaire est médiée par l’implication de nombreuses molécules comme les intégrines et la vin-

culine. Afin de visualiser l’activation et la localisation de ces protéines clés de l’adhérence cellulaire, des 

expériences d’immunofluorescences ont été réalisées. 
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3.4.2.2 Immunofluorescence 

La méthode d’immunofluorescence est une technique d’immunocytochimie développée par Coons et in-

troduite dès 1941 au monde scientifique (Vandesande 1979). Cette méthode d’immunofluorescence est 

une des méthodes les plus couramment utilisées afin de localiser et visualiser une molécule biologique 

cible et/ou d’intérêt. Cette technique repose sur la forte affinité qui lie les anticorps à leurs antigènes. 

3.4.2.2.1 Principe d’immunofluorescence 

En immunofluorescence, la molécule à localiser est reconnue comme un antigène par des anticorps spéci-

fiques. Monoclonaux ou polyclonaux, ces anticorps spécifiques sont synthétisés par le système immunitaire 

d’animaux ne produisant pas par nature les molécules cibles. Une fraction de la molécule cible est injectée 

dans un animal sain. Son système immunitaire va développer une réponse immunitaire adaptative aboutis-

sant à la création d’anticorps spécifiques à la fraction de molécules cibles injectées. Les anticorps sont en-

suite récupérés dans le sérum de l’animal. Ces anticorps spécifiques à l’antigène peuvent directement être 

munis d’un traceur dans le cas d’un immunomarquage direct (Figure 3-10 a.). Dans le cas d’un marquage 

indirect, il est nécessaire d’utiliser des anticorps secondaires équipés de traceurs fluorescents capables de 

réagir de manière spécifique avec les anticorps primaires. Le marquage indirect est utilisé de manière plus 

importante au sein des laboratoires car il induit une augmentation importante de l’intensité lumineuse. En 

effet, plusieurs anticorps secondaires peuvent se fixer sur l’anticorps primaire (Figure 3-10 b.). Les anti-

corps secondaires sont dirigés contre l’espèce animale dans laquelle ont été synthétisés les anticorps pri-

maires (anti-souris, anti-lapins…) et sont bien évidement produit par d’autres espèces animales. Des mar-

quages multiples sont également possibles. Dans ce cas les différents anticorps primaires utilisés doivent 

provenir de différentes espèces animales (Figure 3-10 c.). 

 
Figure 3-10|Principe d’immunofluorescence. L’immunofluorescence repose sur la forte affinité qui lie les anticorps à leurs anti-
gènes. Un fluorochrome est fixé sur l’anticorps primaire dans le cas d’un immunomarquage (a.) ou sur l’anticorps secondaire dans 
le cas d’un marquage indirect (b.). Des marquages multiples sont également possibles (c.). Anticorps et antigènes réalisés par Ser-
vier Medical Art. 

Outre le fait d’être rapide, fiable et facile, l’immunofluorescence est compatible avec d’autres marquages 

fluorescents ne nécessitant pas de relation de type antigène-anticorps. C’est par exemple le cas de la phal-

loïdine qui marque les filaments d’actine ou du Hoechst 33258 qui marque spécifiquement les noyaux en se 

liant à l’ADN. Les résultats sont révélés en microscopie optique à épi-fluorescence. Cependant, les échantil-

lons doivent être préparés au préalable. D’autres variations d’immunomarquage que l’immunofluorescence 

existe. Les principales différences figurent au niveau des traceurs et de la méthode de révélation comme 

par exemple l’utilisation d’or colloïdal qui peut être révélé en microscopie optique à fond clair ou en mi-

croscopie électronique à transmission. 

3.4.2.2.2 Préparation des échantillons 

Avant d’être immunomarquées, les cellules nécessitent une préparation spécifique qui s’articule en trois 

parties : fixation, perméabilisation et saturation. La fixation est l’étape la plus importante de cette prépara-
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tion. L’utilisation de paraformaldhéhyde (PFA) crée des ponts entre les protéines afin de maintenir leur 

localisation et ainsi permettre leur visualisation dans un état proche du vivant. Il est utilisé à une concentra-

tion de 3,7%. Pour que les anticorps puissent pénétrer à l’intérieur de la cellule où ils se lieront avec leurs 

antigènes respectifs, les cellules doivent subir une étape de perméabilisation. Un détergent, le triton X-

100® est utilisé afin de rendre perméable les membranes cellulaires et nucléaires. Il est utilisé à une con-

centration de 0,1%. Les étapes de fixation et de perméabilisation se font en même temps. La solution de 

PFA 3 ,7%-Triton 0,1% est déposée sur les cellules à température ambiante durant 15 minutes. Les échantil-

lons, une fois rincés à l’aide de PBS 1X, subissent une étape de saturation. Cette étape consiste à saturer à 

l’aide de FBS décomplémenté à 10% tous les sites aspécifiques. La solution de FBS à 10% est préparée dans 

du PBS et déposée sur les échantillons durant 12 heures à 4°C. 

3.4.2.2.3 Protocole d’immunofluorescence 

Une fois les échantillons fixés, perméabilisés et saturés durant 12 heures, le protocole 

d’immunofluorescence à proprement parlé peut commencer. Les échantillons sont rincés à l’aide de PBS 1X 

tandis que la solution d’anticorps primaire est préparée dans du PBS 1X. La quantité d’anticorps utilisée 

dépend de l’affinité de l’anticorps pour son antigène. Il est généralement nécessaire d’effectuer une pre-

mière analyse de l’anticorps après réception pour évaluer la dilution à utiliser pour un marquage optimal 

(Tableau 3-4). 

Anticorps primaires Provenance Type Dilution Fournisseur et référence 

Contacts focaux 

Intégrine αV (P2W7) Souris Monoclonal 1:100e Santa Cruz (sc-9969) 

Intégrine β3 (B-7) Souris Monoclonal 1:100e Santa Cruz (sc-46655) 

Vinculine (VIN-1) Souris Monoclonal 1:100e US Biological (V2122-63) 

Cytosquelette 

Vimentine V9 Souris Monoclonal 1:100e Santa Cruz (sc-6260) 

Activité nucléaire 

HnRNP A1 [9H10] 

(ab5832) 
Souris Monclonal 1:100e AbCam (ab5832) 

Nucléo-squelette 

Lamine B Lapin Polyclonal 1:50e Spring Bioscience (E13490) 

Tableau 3-4|Tableau récapitulatif des anticorps primaires utilisés. Afin d’observer des molécules d’intérêt impliquées dans la 
mécano-transduction, de nombreux anticorps primaires ont été utilisés. 

Afin d’économiser les solutions mères d’anticorps primaires, les lamelles sont déplacées à l’aide de pinces 

et aiguilles sur des supports conçus au laboratoire permettant l’utilisation de 90 µL ou 150 µL de solution 

d’anticorps primaire pour, respectivement, des lamelles de 12mm ou de 18 mm Ø. Les anticorps réagissent 

avec leurs antigènes spécifiques durant 1h30 à température ambiante avant d’être rincés deux fois à l’aide 

de PBS 1X durant 5 minutes. La solution d’anticorps secondaire est alors préparée dans du PBS1X (Tableau 

3-5). Une dilution au 1:500e de l’anticorps secondaire est réalisée. Un volume de 280 µL est déposé par 

échantillon et laissé incuber durant 30 minutes à température ambiante. Les anticorps secondaires fluores-

cents sont incubés à l’obscurité. 

Anticorps secondaire Flurophore Dilution Fournisseur et référence 

Chèvre anti-souris 
Alexa 488 

(vert) 
1:500e Life technologies A11001 
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Chèvre anti-lapin 
FITC  

(vert) 
1:500e Santa Cruz sc-2012 

Tableau 3-5|Tableau récapitulatif des anticorps secondaires utilisés. Afin de révéler les anticorps primaires utilisés, deux anticorps 
secondaires munis d’un fluorophore émettant dans le vert ont été utilisés. 

Les lamelles sont ensuite rincées deux fois à l’aide de PBS 1X pendant 5 minutes. Les échantillons subissent 

ensuite des marquages fluorescents non liés à des relations anticorps et antigènes : la phalloidine et le 

Hoechst. La phalloidine (Sigma, réf. P1951) est diluée au 1:100e dans du PBS 1X. Un volume de 280 µL est 

déposé par lamelle durant 15 minutes à température ambiante et toujours à l’obscurité. Les lamelles sont 

une nouvelles fois rincées deux fois à l’aide de PBS 1X pendant 5 minutes avant d’être incubées en pré-

sence de Hoechst 33258 (Sigma, réf. 861405) dilué au 1:50e dans du PBS 1X. L’incubation se fait durant 5 

minutes à température ambiante et à l’obscurité. Les lamelles sont une dernière fois rincées deux fois du-

rant 10 minutes avant d’être montées sur des lames de verres permettant leur observation en microscopie. 

Le montage se fait à l’aide d’une goutte de Vectashield® (Vector Laboratories, Burlingame, Californie, USA) 

déposée sur la lame sur laquelle, la lamelle retournée est déposée. La lamelle est définitivement scellée à 

l’aide d’un vernis à ongles transparent. Les lamelles sont ensuite observées en microscopie optique à épi-

fluorescence (3.4.1.2).  

3.4.3 Migration cellulaire 

3.4.3.1 Un processus essentiel 

La migration joue un rôle clé dans de nombreux processus biologiques et plus particulièrement au cours du 

développement d’un organisme ou de la cicatrisation. L’adhérence cellulaire est un prérequis à la migration 

cellulaire. La migration étant un processus dynamique dans laquelle la cellule se déplace (Cf. 2.2.2 pour 

plus d’informations).  

3.4.3.2 La vidéo-microscopie 

Les organismes vivants, les tissus, les cellules et les molécules sont des éléments très dynamiques. Cepen-

dant, ils sont souvent observés à l’état statique après fixation. L’importance de l’observation à long terme 

de ces éléments bien que reconnue dès le 17ème siècle par Antoni van Leeuwenhoek, est limitée technologi-

quement. Le développement de la photographie, de la microcinématographie, couplé à l’apparition de la 

microscopie à épi-fluorescence et des techniques de culture cellulaire aux 19e et 20e siècles ont permis le 

développement de la vidéo-microscopie. Avant même l’invention du cinéma par les frères Lumières, 

Etienne Jules Maray avait développé un chronophotographe afin d’observer le mouvement des oiseaux 

(Coutu and Schroeder 2013). 

Un certain nombre de challenges sont liés à la vidéo-microscopie. Le premier de ces challenges fut le main-

tien des cellules vivantes le temps de l’expérience. L’utilisation de milieu de culture complet et 

d’incubateurs à la température, au pH, au taux d’O2 et de CO2 contrôlés ont permis de régler ce problème. 

Une nouvelle problématique est alors apparue : l’évaporation liée aux échanges gazeux constants entre le 

milieu de culture et l’environnement. L’utilisation d’huile minérale en surface a permis d’apporter une solu-

tion à cette question. Un autre problème était la phototoxicité. La solution a été de réduire l’intensité lumi-

neuse lors de la prise de vue en utilisant des caméras de plus en plus sensibles (Coutu and Schroeder 2013). 

3.4.3.2.1 Principe de l’accéléré ou time-lapse 

En 1896, le cinématographe est développé par Louis et Alphonse Lumière. Cet appareil permet non seule-

ment la prise de vue mais aussi la projection de films sous la forme d’une série d’images d’un même champ 
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prises et projetées à intervalles de temps régulier. C’est presque par accident que l’accéléré ou time-lapse, 

très utilisé en biologie, est inventé. Afin de développer le cinématographe, des centaines de photographes 

sont envoyées autour du monde pour tourner des films. Un de ces photographes commettra l’erreur 

d’augmenter le temps entre les prises de vue des toreros qu’il filmait donnant un film aux actions accélé-

rée ; le time-lapse était né. 

Bien que la vidéo-microscopie soit souvent vue comme une technique récente, l’un des premiers films vi-

déo-microscopique utilisé en biologie date de 1907. Il s’agissait de la fertilisation et du développement d’un 

oursin (Figure 3-11). Grâce à cette technique, les chercheurs se sont rendu compte qu’il leur était désor-

mais possible d’observer des choses invisibles auparavant comme par exemple le mouvement des cellules 

qui est généralement trop lent pour être perçu par l’œil humain (Landecker 2009). Cette technique de vi-

déo-microscopie a ensuite profité des avancées technologiques et plus particulièrement du développement 

de nouveaux microscopes et de l’insertion de sondes fluorescentes dans les cellules vivantes. 

 
Figure 3-11|Pelicule de l’une des premières vidéo-microscopies réalisées. Cette vidéo-microscopie a été réalisée par Julien Ries à 
Paris en 1907. Cette expérience montre la fertilisation et le développement de l’oursin. Julien Ries a réalisé cette vidéo-microscopie 
pour prouver à ces étudiants en médecine que les cellules d’un organisme proviennent de la division d’une cellule. Adaptée de 
(Landecker 2009). 

Afin d’observer des évènements dynamiques s’étalant sur quelques secondes à plusieurs jours, le micros-

cope se devait de reproduire les conditions physiologiques dans lesquelles les cellules vivent. A ces fins, le 

microscope était équipé d’un certain nombre d’éléments. Le microscope était le plus souvent placé dans un 

incubateur où la température, le pH et le taux de dioxyde de carbone sont contrôlés et régulés. Les micros-

copes généralement utilisés étaient des microscopes inversés. Ces microscopes présentent l’avantage 

d’avoir un volume libre plus important au-dessus de la platine, permettant le montage et/ou 

l’implémentation de chambres d’acquisition. 

3.4.3.2.2 Préparation des échantillons 

Afin d’être observés en vidéo-microscopie, les échantillons nécessitent une préparation spécifique. Les 

cellules sont ensemencées sur des lamelles de verre de 18 mm de diamètre ou sur des films E20 construits 

sur des lamelles de verre de 18 mm de diamètre selon les expériences. Le diamètre de 18 mm permet aux 

échantillons d’être montés dans la chambre de Ludin. Les cellules sont ensemencées (Voir 3.2.2.2.) sur les 

films et lamelles puis laissées à incuber 37°C et 5% CO2 à l’incubateur 24 heures avant l’expérience de vi-

déo-microscopie. 
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Marquage au Hoechst 42 

L’Hoeschst 33342 (Sigma, réf. B2261) est une sonde fluorescente permettant de marquer l’ADN des cellules 

et donc le noyau. L’Hoechst 33342 qui doit son nom à la compagnie qui le produit est perméable aux cel-

lules ; il est excité par la lumière ultraviolette et émet une lumière fluorescente dans le bleu. Contrairement 

au Hoechst 33258, le Hoechst 33342 (H42) peut être utilisé sur des cellules vivantes. Les cellules sont mar-

quées à l’Hoechst car cela rend le suivi et l’analyse post-acquisition des mouvements cellulaires beaucoup 

plus faciles. La solution mère est préparée à une concentration de 1 mg/mL dans de l’eau MilliQ. Cette solu-

tion est diluée au 1:100e dans du milieu de culture complet. Un volume de 20 µL de la solution obtenue est 

déposé par puits. Les cellules en présence du Hoechst sont remises à l’incubateur durant 30 minutes.  

Montage dans la chambre de Ludin 

La chambre de Ludin (Life Imaging Service, Switzerland) est une chambre de perfusion en acier inoxydable 

permettant le montage des échantillons pour des observations en vidéo-microscopie (Figure 3-12). A l’aide 

de pinces et aiguilles, la lamelle marquée au H42, est montée dans la chambre sans rinçage. Un volume de 

800 µL de milieu de culture complet est ensuite déposé sur la lamelle dans la chambre de Ludin. Un volume 

identique d’huile minérale (Sigma Aldrich) est déposé en surface afin d’éviter l’évaporation du milieu de 

culture. Un soin important est apporté pour qu’aucune bulle ne soit formée lors de la déposition du milieu 

de culture et de l’huile minérale. 

 

Figure 3-12|Chambre de Ludin. Afin de procéder à l’étude de la migration cellulaire, les lamelles sur lesquelles sont ensemencées 
les cellules sont montées dans une chambre de Ludin. 

3.4.3.2.3 Matériel utilisé 

L’unité INSERM U1121 dans laquelle cette thèse a été effectuée dispose d’un microscope optique inversé à 

épi-fluorescence adaptée à la vidéo-microscopie. Ce microscope inversé Nikon Eclipse Ti-S est équipé d’une 

plateforme motorisée sur laquelle est montée la chambre de Ludin afin de retrouver les champs choisis. 

Afin de reproduire des conditions les plus proches de celles rencontrées dans le vivant, le microscope est 

placé dans un incubateur ou la température, le pH et l’humidité sont maintenus constants et régulés le cas 

échéant. Le microscope est également équipé de deux sources lumineuses, une lumière blanche pour 

l’observation d’échantillon en lumière transmise et une lampe Intensilight permettant d’observer les 

échantillons fluorescents. La première est fournie par une LED (Nikon CoolLEDρE-100 excited light source). 

Il est possible de modifier l’intensité lumineuse à partir du boitier relié. La seconde source lumineuse Nikon 

Intensi-light C-HGFIE peut être modulée (6 niveaux possibles) via un appareil de contrôle. Cela permet de 
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minimiser l’impact de la lumière sur des échantillons trop photosensibles. Les images sont réalisées en ni-

veau de gris grâce à une caméra Andor Zyla sCMOS et acquises via un logiciel dédié : NIS Element AR Analy-

sis fourni par Nikon. Ce logiciel permet la gestion des allumages des sources lumineuses, des temps 

d’expositions, des canaux, des différentes positions des champs d’intérêts (13 champs par échantillon) ainsi 

que l’acquisition toutes les 15 minutes des images sur une durée de 24 heures. Les images ont été réalisées 

en contraste de phase et en DAPI à l’aide d’un objectif plan ×40 DL PH2 ayant une ouverture numérique de 

0,65. 

3.4.3.3 Analyse des images 

Les images obtenues sont ensuite analysées par ImageJ et par un logiciel d’analyse NIS-Elements AR Analy-

sis (Nikon). L’analyse de la migration cellulaire se fait à partir des images obtenues à chaque intervalle de 

temps en DAPI pour chaque position. Le contraste des images est ajusté dans l’onglet LUTs du logiciel puis 

un seuillage est réalisé. Ce seuillage permet de détecter les noyaux cellulaires à l’aide de paramètres de 

taille et de circularité sur la séquence d’acquisition. 

Le pistage des cellules se fait dans l’onglet « Tracking options » où les paramètres de pistages tels que le 

temps minimum de suivi d’une cellule sont définis. L’analyse « Track binaries » est ensuite appliquée. 

L’utilisation des images en champs clair permet de vérifier en parallèle la viabilité des cellules suivies. Les 

cellules pistées qui meurent au cours de l’expérience sont alors supprimées. Cela permet de n’obtenir que 

les données de migration cellulaire pour des cellules vivantes. Le logiciel permet ensuite d’extraire des 

données de vitesse, de distances parcourues, ou encore de directions pour chaque cellule. 

3.5 Chromatine 

3.5.1 Etat de la chromatine 

L’ADN est le constituant fondamental de la chromatine du noyau. La chromatine existe sous forme décon-

densée active, euchromatine et condensée silencieuse, hétérochromatine. Afin de quantifier la proportion 

de chacune de ces formes au sein d’un noyau cellulaire, la microscopie électronique à transmission est utili-

sée. Cette technique permet d’observer l’ultrastructure d’une cellule. Cela en fait donc un outil de choix 

pour l’observation d’organites tels que les mitochondries, le réticulum endoplasmique ou encore la struc-

ture de la chromatine. L’hétérochromatine est localisée à la périphérie du noyau et du(des) nucléole(s) sous 

la forme d’un bord irrégulier ainsi que dans des granules répartis dans le nucléoplasme alors que 

l’euchromatine remplit la majeure partie du noyau (Figure 3-13). 
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Figure 3-13|Chromatine observée en microscopie électronique à transmission. Les amas noirs en périphérie correspondent à de 
l’hétérochromatine (H): l’ADN est plus concentré et laisse moins facilement passer les électrons. Les zones granuleuses grises à 
l’intérieur du noyau correspondent à de l’euchromatine(E). L’ADN étant décondensé, il laisse passer plus facilement les électrons. 
La zone plus foncée au cœur du noyau correspond au nucléole (Nu). 

3.5.2 Microscopie électronique à transmission 

En microscopie électronique à transmission, des électrons projetés à haute vitesse par un canon à électrons 

sur l’échantillon remplacent les photons. L’utilisation d’électrons en lieu et place des photons permet 

d’atteindre une résolution de l’ordre du nanomètre (contrairement à une résolution de 0,2 µm obtenue 

avec les photons en microscopie optique). Les électrons projetés vont interagir avec la matière constituant 

l’échantillon. Les électrons sélectionnés afin de former l’image dépendent en grande partie du mode 

d’imagerie choisie. Ainsi, en microscopie électronique en transmission, seuls les électrons ayant traversé 

l’échantillon c’est-à-dire transmis participeront à la construction de l’image sur un écran de phosphore.  

3.5.2.1 Interactions des électrons avec la matière 

Comme indiqué précédemment, la microscopie électronique repose en grande partie sur la capacité des 

électrons à interagir avec la matière. Lorsqu’un faisceau d’électrons atteint l’échantillon, ces électrons peu-

vent interagir de diverses manières (Figure 3-14) : certaines seront rétrodiffusés, certains absorbés… 

Quelques électrons seront aussi diffractés mais une partie de ces électrons parvient à traverser cet échan-

tillon, ce sont les électrons transmis. 

 
Figure 3-14|Interactions des électrons avec la matière. Lorsqu’un faisceau d’électrons atteint l’échantillon, ces électrons peuvent 
interagir de diverses manières : certaines seront rétrodiffusés, certains absorbés… Quelques électrons seront aussi diffractés mais 
une partie de ces électrons parvient à traverser cet échantillon, ce sont les électrons transmis. 

L’ensemble des techniques de microscopie électronique joue sur les paramètres de chacune des interac-

tions des électrons avec la matière. En effet, plusieurs modes d’imagerie existent en microscopie électro-
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nique à transmission : champ clair, champ sombre, contraste de diffusion, faible dose, en transmission à 

balayage ainsi qu’en haute résolution. 

La chromatine présente dans le noyau cellulaire a pour particularité d’avoir une structure inhomogène. Afin 

d’obtenir les meilleurs résultats, deux modes d’imagerie en microscopie électronique à transmission peu-

vent être utilisés. Le premier mode, nommé « Contraste de diffusion » nécessite un marquage avec des 

atomes lourds. Les électrons diffusés sont pris en compte dans la formation de l’image avec l’utilisation de 

ce mode. La seconde méthode qui convient à l’imagerie de la chromatine est le mode « Champ clair ». Seuls 

les électrons transmis sont considérés dans la construction de l’image selon ce mode.  

3.5.2.2 Préparation des échantillons 

L’utilisation d’électrons nécessite une préparation spécifique des échantillons. Ces échantillons sont 

d’abord fixés afin de conserver la structure, puis déshydratés et inclus en résine Epoxy. Les blocs obtenus 

sont ensuite taillés, puis des coupes ultrafines sont réalisées et montées sur des grilles. Ces dernières sont 

ensuite colorées pour permettre d’obtenir du contraste. 

L’étape de fixation est primordiale en microscopie électronique à transmission. Etant donné le grossisse-

ment utilisé, la structure cellulaire se doit d’être parfaitement conservée. La solution de fixation utilisée ne 

doit en effet avoir un pH et un tampon particulier afin de ne pas dégrader la structure. Pour que les orga-

nites soient maintenus dans un état aussi proche que celui du vivant, la fixation doit être instantanée. Dans 

un premier temps, un fixateur à base de glutaraldéhyde (Euromedex, réf. 16220, Souffelweyersheim, 

France) et de paraformaldehyde (Euromedex, réf. 15714,) est utilisé. Bien que le glutaraldéhyde pénètre les 

tissus moins rapidement (0,1 mm/h) que le PFA (1 mm/h), les liaisons formées avec les groupements NH2 

des protéines sont beaucoup plus stables. Les cellules sont brièvement rincées avec un tampon cacodylate 

0,125M pH7,4 (Euromedex, réf. 12300, Souffelweyersheim, France.) avant d’être fixées d’abord durant 2 

heures à température ambiante dans du tampon cacodylate 0,05 M pH7,4 + 4% glutaraldéhyde + 0,5% PFA 

final. Cette fixation au glutaraldéhyde est suivie d’une seconde fixation à l’acide osmique OsO4 à 1% (Eu-

romedex, réf. 19140) dans du tampon cacodylate 0,125 M. L’utilisation d’acide osmique permet de fixer les 

phospholipides des membranes tout en permettant un meilleur contraste (en raison de son poids atomique 

élevé). Les échantillons sont ensuite rincés 3 fois durant 10 minutes à l’aide de tampon cacodylate 0,125 M 

pH 7,4. 

Les échantillons sont ensuite déshydratés afin de permettre l’inclusion des échantillons. L’eau est donc 

progressivement remplacée par un solvant miscible dans l’élément d’enrobage. Les échantillons sont dés-

hydratés par des passages successifs de 10 min dans des bains d’éthanol de degré croissant : 50%, 70%, 

95% puis 3 bains de 7 min d’éthanol absolu. L’étape d’imprégnation est réalisée par transfert des échantil-

lons dans un mélange de 50% d’éthanol absolu et de 50% de résine Epoxy pendant 30 min. 

L’inclusion est une étape nécessaire afin d’obtenir des coupes suffisamment minces pour laisser passer des 

électrons. Afin de procéder à des coupes ultrafines, les échantillons sont inclus dans une résine dure, l’Epon 

(Sigma Aldrich, réf. 45359-1EA-F Saint Quentin Fallavier, France). La composition de la résine utilisée est la 

suivante : 2,03 mL d’Epon 812, 1,53 mL d’anhydride nadic methyl, 0,5 ml d’anhydride [2-dodecenyl] succi-

nic, et de 0,061 mL 2,4,6-tris dimethylaminoethyl phenol. Les échantillons sont placés dans de la résine 

pure durant 30 min puis 2 heures à température ambiante. Afin d’inclure de manière optimale les échantil-

lons, les lamelles (sur lesquelles les cellules ont été cultivées en surface) sont déposées à l’envers sur des 

petits godets remplis de résine, puis l’ensemble est retourné. Ceci permet d’éviter que l’échantillon soit 

découvert car la résine se rétracte légèrement lorsqu’elle polymérise. Les godets sont laissés 2h à tempéra-
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ture ambiante avant d’être mis dans une étuve à 60°C pendant 48h pour permettre la polymérisation de la 

résine. Afin de pouvoir couper les blocs, les lamelles de verre sont décollées par choc thermique (par trem-

page dans de l’azote liquide). Les blocs sont ensuite passés à la scie circulaire pour obtenir des petits blocs 

(réduction) car compte-tenu de la faible épaisseur des coupes, il n’est pas possible de couper des surfaces 

importantes. Afin de pouvoir réaliser de coupes transversales des cellules, les petits blocs sont collés sur 

des blocs en résine seule polymérisée dans des moules en silicone réorientés afin de les réorientés à 90° en 

les collant sur des blocs en résine seule polymérisée dans des moules en silicone. Les échantillons obtenus 

sont ensuite taillés sous binoculaire à l’aide d’une lame de rasoir pour obtenir un parallélépipède d’une 

surface environ de 0,2 x 0,3mm. 

Les coupes ultrafines sont réalisées à l’aide d’un ultra-microtome modèle Reichert Ultracut-E (Société Leica 

Microsystems, Nanterre, France) équipé d’un couteau de diamant avec réservoir d’eau intégré pour récu-

pérer les coupes. Le bloc de résine préparé est ensuite monté sur un porte objet qui va progressivement 

avancer (selon l’épaisseur des coupes souhaitées) vers le couteau de diamant. Les coupes très fines réali-

sées sont ensuite récupérées dans un godet d’eau distillée. L’épaisseur des coupes est indiquée par la pola-

risation que ces coupes ultrafines présentent à la lumière blanche. Avant de réaliser les coupes ultrafines 

(d’une épaisseur d’environ 100 nm), des coupes semi fines sont d’abord préparées et colorées au bleu de 

toluidine avant d’être observées en microscopie optique. Cette étape permet de vérifier que l’on se situe 

dans le bon plan de coupe (cellule + film + noyau + nucléole). Les coupes ultrafines ensuite réalisées sont 

montées sur des petites grilles (3 mm de diamètre et 0,17 mm d’épaisseur) à l’aide d’œse avant d’être 

« contrastées ». Les grilles en cuivre sont recouvertes d’un film de formvar et d’une couche de carbone 

(Euromedex, réf. FCF100-CU-50). Le film de formvar a pour rôle de stabiliser les coupes sous le faisceau 

d’électron. La couche de carbone permet de protéger l’échantillon en déviant une partie des électrons. De 

l’acétate d’uranyle à 5% (Euromedex, réf. 22400) est utilisé pour contraster l’échantillon. Les grilles à colo-

rer sont déposées sur des gouttes de ce produit pendant 20 minutes. L’acétate d’uranyle permet de mettre 

en évidence les acides nucléiques. La « coloration » est complétée par l’utilisation de citrate de plomb (ob-

tenu à partir d’un mélange de nitrate de plomb et de citrate de sodium) (Euromedex, réf. 17900 et 21140) à 

4% pendant 10 min. Ce dernier lie les membranes. Le contraste, donc la coloration finale dépend surtout de 

l’épaisseur de la coupe et moins du temps, les épaisseurs pouvant être visualisées au MET varient entre 60 

et 180 nm. 

3.5.2.3 Principe du microscope électronique à transmission 

Comme indiqué précédemment (3.5.2), en microscopie électronique, les électrons remplacent les photons. 

En raison de cette différence fondamentale, les microscopes électroniques à transmission diffèrent sur bien 

des points des microscopes optiques. L’une des différences majeures, est le fait que le vide soit réalisé à 

l’intérieur du microscope. Ce vide est réalisé dans la colonne afin de ne pas perturber le flux d’électrons. Le 

canon à électrons remplace la source lumineuse des microscopes optiques. Un canon à électrons est com-

posé d’un filament de tungstène (ayant une durée de vie d’à peu près un an), d’un blindage et d’une anode 

relié à la terre. Un microscope électronique à transmission est également caractérisé par l’utilisation de 

lentilles magnétiques. En effet, contrairement à la microscopie optique où la focalisation se fait par dépla-

cement de la lentille, cette dernière se fait par changement du champ magnétique dans le cadre de la mi-

croscopie électronique. Afin d’obtenir une image optimale, l’échantillon subit une longue préparation (Cf. 

3.5.2.2). La grille, sur laquelle est l’échantillon, est ensuite déposée sur le goniomètre porte-échantillon. Les 

électrons transmis sont détectés par des négatifs (argentiques), des plaques optiques ou une caméra. Bien 

que l’utilisation d’électrons ait nécessité des modifications structurelles du microscope, l’axe optique est 
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similaire à celui d’un microscope optique. Cet axe optique est le suivant : source d’électrons – condenseur – 

échantillon – objectif – lentille intermédiaire – projecteur – écran. 

3.5.2.4 Matériel utilisé 

Les grilles sont observées au microscope électronique en transmission modèle Philips EM208 (FEI, Eidho-

ven, Pays Bas) sous une tension d’accéleration de 70kV. Les images ont été acquises sur films argentiques 

SO-163 (Sigma Aldrich, réf. F8145-250EA, Saint Quentin Fallavier, France). Les négatifs ont été développés 

15 min à 22°C dans du révélateur D19 (Euromedex, réf. 74200, Souffelweyersheim, France) et fixés 17 min 

dans du fixateur photo Superfix Plus (Téténal, réf. 102762 Monéteau, France). Les négatifs sont enfin nu-

mérisés à l’aide d’un scanner Epson Perfection V500 PRO (Epson France, Levallois-Perret). 

3.5.3 Quantification de l’hétérochromatine 

La quantification de l’hétérochromatine se fait à l’aide du logiciel ImageJ à partir des images de microscopie 

électronique à transmission scannées. A l’aide des outils « Selection » et « Brush », le contour du noyau est 

délimité. La zone est alors ajoutée au ROI Manager. Il est alors possible d’obtenir l’aire totale occupée par 

le noyau. Il en est de même pour le(s) nucléole(s) ou toutes anomalies. Les zones correspondantes aux nu-

cléoles et aux éventuelles anomalies sont alors supprimées de l’image via la commande CTRL X. Leurs aires 

sont ensuite soustraites de l’aire totale du noyau Un filtre gaussien de radius 2 est ajouté à la zone délimi-

tant le noyau afin d’appliquer un flou sur l’image permettant une meilleure quantification de 

l’hétérochromatine, représentée sous la forme de pixels noirs. Une étape de seuillage (Image -> Adjust -> 

Threshold…) permet de mettre en évidence l’aire occupée par l’hétérochromatine. Cette aire est ensuite 

rapportée à celle du noyau (Figure 3-15) 

 
Figure 3-15|Quantification de l’hétérochromatine. La quantification de l’hétérochromatine à l’aide d’ImageJ se fait en plusieurs 
étapes. D’abord, le noyau et le(s) nucléole(s) sont détourés et ajouté au ROI (a). Le(s) nucléole(s) est(sont) supprimé(s) (b). Un flou 
gaussien de radius 2 est appliqué à la zone détourant le noyau (c). Un seuillage est ensuite réalisé afin d’obtenir la surface occupée 
par l’hétérochromatine (d). 

Les mesures de quantification ont été réalisées pour de nombreuses conditions dans les Chapitre 4 et Cha-

pitre 5. Chaque condition à fait l’objet de deux expériences indépendantes. 

3.6 Transcriptome 

Un transcriptome correspond à l’ensemble des molécules d’ARN d’une cellule ou d’une population cellu-

laire. La durée de vie d’un ARN messager est très courte. En effet, l’ADN est transcrit en ARN par une ARN 

polymérase, maturé puis transporté dans le cytoplasme. Une fois dans le cytoplasme, il est rapidement 

traduit en acides aminées conduisant à la synthèse de protéine. Cette durée de vie limitée représente bien 

des avantages. Cela permet entre autres d’observer quels gènes sont exprimés en réponses à des condi-

tions environnementales externes (changement physique ou chimique de l’environnement cellulaire). 
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L’un des principaux éléments des travaux présentés dans le Chapitre 5 est la compréhension à tous niveaux 

(incluant le niveau génétique) du phénomène de résistance aux substrats de faible élasticité observé chez 

certaines cellules cancéreuses. Dans le but d’identifier les gènes impliqués dans cette résistance, une ana-

lyse du transcriptome a été réalisée. 

3.6.1 Extraction du transcriptome 

Afin d’être analysés à la plateforme de « Biopuces et séquençage » de l’IGBMC, les échantillons d’ARN doi-

vent être extraits des cellules, précipités, purifiés, solubilisés et quantifiés. Etant donné les coûts liés à une 

analyse transcriptomique, la qualité des échantillons est également vérifiée. 

3.6.1.1 Préparation des échantillons 

L’extraction des acides ribonucléiques se fait sur les cellules vivantes contrôles (Verre)9 et sélectionnées 

selon la séquence (E20-Verre)4 en culture sur des lamelles de verre de 18 mm Ø placées au fond de plaques 

de 12 puits. L’extraction à proprement parler des ARN (Figure 3-16) se fait sous hotte à aspiration en raison 

de la toxicité des produits utilisés. L’ensemble des manipulations doivent se faire avec des gants et des 

cônes stériles. En effet, l’ARN est sensible aux ribonucléases. Ces ribonucléases sont facilement trouvées à 

la surface de la peau où elles agissent comme mécanisme de défense contre les infections (Dyer and 

Rosenberg 2006). 

Le milieu de culture des cellules est délicatement retiré tout en veillant à ce que le tapis cellulaire reste 

humide. Un volume de 250 µL de Trizol® est déposé par puits. Incubé 5 minutes à température ambiante, le 

Trizol® va induire la lyse des membranes cellulaires et nucléaires. Les acides nucléiques vont alors rendre le 

Trizol® visqueux. Le contenu de 4 puits est ensuite rassemblé dans un microtube de 2 ml. Ces derniers sont 

ensuite vigoureusement vortexer. 

L’extraction des ARN se fait à l’aide de solution de chloroforme CHCl3. Un volume de 200 µL de CHCl3 est 

ajouté par tube. Au bout de 10 minutes de réaction à température ambiante, le contenu de tube est tri-

phasique. Au fond, une phase aqueuse correspondant au Trizol®, puis un précipité blanc liée au CHCl3 et 

enfin en surface, une phase aqueuse contenant les ARN. Les microtubes sont centrifugés à 12 000 g durant 

15 min à 4°C. Cette phase de centrifugation va permettre une séparation optimale des différentes phases 

et accélérer le phénomène dans les tubes retardés.  

Cette phase aqueuse est ensuite transférée, en prenant soin de ne pas prélever du soluté blanc, dans un 

nouveau tube. Un volume de 500 µL d’isopropanol est ajouté dans chacun des microtubes. Cette étape a 

pour but de faire précipiter les ARN au fond du tube. L’isopropanol agit durant 5 à 10 minutes à tempéra-

ture ambiante. Il est important de ne pas vortexer les solutions obtenues lors de cette étape, les ARN étant 

relativement fragiles. L’homogénéisation se fait par plusieurs retournements lents des tubes. La précipita-

tion des ARN est ensuite accélérée par une centrifugation à 12 000 g à 4°C durant 8 minutes. Le surnageant 

et l’ensemble de l’isopropanol sont délicatement enlevés en totalité afin d’éviter toute pollution de 

l’échantillon d’ARN.  

Les précipités sont ensuite rincés avec de l’éthanol 75% afin d’éviter toute présence résiduelle de l’agent de 

précipitation isopropanol. Les échantillons sont une nouvelles fois centrifugés durant 5 minutes à 7 500 g 

avant d’être conservé une nuit à -20°C. Le lendemain, les ARN sont une nouvelle fois rincés à l’éthanol 75% 

avant de passer par l’étape de solubilisation. Dans le cadre de cette étape, la solution d’éthanol présent 

dans les tubes à l’issue de ce nouveau rinçage est retirée à l’aide d’une P1000 et d’une P200. Les culots 
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d’ARN sont mis à sécher à l’air libre durant 5 minutes. Le fragile culot est ensuite délicatement repris dans 

50 µL d’eau ultra-pure milliQ autoclavée. La dissolution se fait lentement. Durant ces étapes de solubilisa-

tion, les microtubes sont placés dans de la glace. La concentration idéale des ARN est 1 ng/mL. Les échantil-

lons obtenus seront quantifiés par spectrophotométrie et le volume d’eau ultra-pure milli-Q ajouté sera 

adapté aux concentrations mesurées. 

 
Figure 3-16|Schéma récapitulatif du protocole d’extraction des ARN. Les cellules sont lysées par le Trizol®. L’utilisation de chloro-
forme permet de séparer l’ARN des différents composés issus de la lyse cellulaire, les ARN messagers sont précipités à l’aide 
d’isopropanol puis rincer à l’aide d’éthanol avant d’être remis en suspension dans de l’eau stérile. 

3.6.1.2 Quantification des échantillons 

La quantification des échantillons d’ARN s’est fait par spectrophotométrie UV. La spectrophotométrie est 

une méthode de quantification reposant sur l’absorbance de certaines longueurs d’ondes par des molé-

cules en solution. Les acides nucléiques (ADN & ARN) ont un pic d’absorbance dans l’UV. Due à la faible 

quantité d’ARN disponible, un spectrophotomètre adapté à la taille des échantillons a été utilisé, le Nano-

Drop®.  

3.6.1.2.1 Principe de spectrophotométrie 

La spectrophotométrie repose sur le fait que lorsqu’une solution est traversée par une lumière d’intensité 

I0, une partie de cette dernière est absorbée par les molécules en solution (Figure 3-17). La lumière ayant 

traversé la solution (appelée lumière transmise) I est donc inférieure à l’intensité lumineuse I0. 

L’absorbance est donc la résultante du ratio I0/I. Elle est donnée par la formule suivante : 

𝐴 = log (
𝐼0

𝐼
) 

Le principe de mesure utilisé par les spectrophotomètres repose sur la relation de Beer-Lambert. Cette 

relation stipule que pour une longueur d’onde donnée λ, l’absorption est proportionnelle à la concentra-

tion d’une solution et à la longueur du trajet optique. Cette relation est la suivante : 

𝐴𝜆 = 𝜀𝜆 l c 

Avec Aλ, l’absorbance d’une molécule à une longueur d’onde donnée (sans unité), ελ, le coefficient 

d’extinction molaire de la molécule absorbante (en m3/mol/cm), l la longueur du trajet optique et finale-

ment c, la concentration de la molécule en solution (mol/m3). 
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Figure 3-17|Principe de spectrophotométrie. La spectrophotométrie repose sur le fait que lorsqu’une solution est traversée par 
une lumière d’intensité I0, une partie de cette dernière est absorbée par les molécules en solution ; la lumière transmise I est donc 
inférieure à l’intensité lumineuse I0. L’absorbance est donc la résultante du ratio I0/I. une longueur d’onde donnée λ, l’absorption 
est proportionnelle à la concentration d’une solution et à la longueur du trajet optique. Plus une solution est concentrée, p lus 
l’absorption sera élevée. Adaptée de Servier Medical Art. 

3.6.1.2.2 Utilisation du NanoDrop 

La densité optique des ARN est mesurée à l’aide d’un NanoDrop (Thermo Fisher). Les acides nucléiques ont 

une absorbance maximale à 260 nm. La concentration est déterminée par spectrophotométrie d’une 

goutte de 1 µL de solution. Le blanc a été réalisé à l’aide d’une goutte d’eau ultra-pure milli-Q stérilisée. Le 

support est au préalable nettoyé et désinfecté avec une solution d’éthanol à 75%. Les longueurs d’onde 

maximale des acides nucléiques et des protéines sont respectivement de 260 nm et 280 nm. Le ratio 

260/280 permet de définir la pureté de la solution d’ARN. Lorsque ce ratio est proche de 1,8, la solution est 

une solution d’ADN pure. Dans le cas de solution d’ARN pure, ce ratio approche 2. Un autre ratio est éga-

lement observé. Ce ratio 230/260 permet de mettre en évidence la présence d’autres contaminants (liés au 

processus d’extraction comme des restes de Triazol® ou d’éthanol). Un ratio compris entre 2 et 2,2 est 

signe de pureté de l’échantillon (Figure 3-18) 

 
Figure 3-18|Vue schématique de la courbe d’absorption idéale des acides nucléiques obtenue et réalisée à l’aide du NanoDrop. 
L’absorption des acides nucléiques à un pic maximal pour la longueur d’onde 260 nm. Deux autres valeurs sont également obser-
vées à 280 nm (pic maximal d’absorption des protéines) et 230 nm (pic maximal des solvants utilisés dans l’extraction des ARN). Les 
ratios obtenus à partir de ces valeurs sont utilisés comme indice de pureté des échantillons (a.). Exemple de spectrophotomètre 
NanoDrop (Thermo Fisher) utilisé pour la quantification des échantillons (b.). 

3.7 Xéno-transplantation 

Par définition, une xéno-transplantation est la transplantation de cellules, tissus ou organe d’une espèce 

donnée dans une autre espèce. Le mot provient du grec xenos qui signifie étranger. La xéno-transplantation 

est à ne pas confondre avec l’allo-transplantation qui consiste en la transplantation entre individus d’une 

même espèce et l’iso-transplantation. Cette dernière consiste à une transplantation entre deux individus 

d’une même espèce ayant la même information génétique. La xéno-transplantation est méthode très utili-

sée dans le domaine de la recherche oncologique. Dans ce cas, des cellules cancéreuses humaines sont 

transplantées dans des souris immunodéprimées. 
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3.7.1 Modèle de souris utilisé 

Des souris nues immunodéprimées NMRI (for Navy Medical Research Institut) ont été utilisées pour les 

expériences de xéno-transplantation de cellules cancéreuses. Ces souris NMRI proviennent d’un croisement 

ayant eu lieu en 1937 au NIH. Ce croisement effectué au sein d’un stock suisse (celui de Lynch) par Poiley 

avait pour nom d’origine NIH/PI comme nom avant d’être transféré au Etats-Unis dans les laboratoires du 

NMRI où il a acquis son nom final (Chia, Achilli et al. 2005). 

Onze souris nues immunodéprimées NMRI femelles (Janvier Labs, France) âgées de 3 mois lors des trans-

plantations ont été utilisées. Parmi elles, cinq souris ont été injectées avec les cellules SW480-/- contrôles et 

six avec les cellules SW480-/- sélectionnées selon le protocole expliqué précédemment (3.3). Ces souris ont 

hérité du surnom de souris nues (« nude » en anglais) de leur phénotype sans poils. La caractéristique la 

plus intéressante de ces souris n’est pas leur manque de poils mais l’absence de thymus due à une muta-

tion homozygote récessive dans le gène Foxn1-/-.  

Le thymus est un organe lymphoïde qui joue un rôle clé dans les réactions immunitaires. En effet, c’est dans 

le thymus que les cellules immunitaire T (T pour thymus) sont maturées. Cet absence de thymus mène à 

l’incapacité par la souris de monter des réponses immunitaires qui requièrent des lymphocytes T matures 

(tels que les lymphocytes T cytotoxiques CD8+ ou auxiliaires CD4+). Ces cellules sont impliquées dans la 

formation d’anticorps, l’immunité cellulaire, l’hypersensibilité retardée ainsi que les réactions d’élimination 

de cellules infectées par des virus ou des cellules cancéreuses. Les lymphocytes cytotoxiques CD8+, qui 

doivent leur nom à une glycoprotéine CD8+ qu’ils expriment à leurs surfaces, sont aussi responsables des 

réactions de rejets de greffes. Cette absence de thymus rend ces souris immunodéprimées et fait de cette 

lignée un modèle murin adapté à la xéno-transplantation (aucun risque de rejet). 

 

Figure 3-19|Différences entre une souris NMRI nu et son homologue non mutée. La souris gauche est une souris ayant une muta-
tion homozygote récessive du gène Foxn1-/-. La souris albinos située à droite est son homologue mutant hétérozygote Foxn1-/+ ou 
son homologue sauvage. En effet, seules les souris ayant subi une mutation dans les deux allèles du gène présentent ce phénotype. 
Les souris NMRI nues sont obtenues par croissement entre un mâle homozygote et une femelle hétérozygote pour le gène Foxn1. 
L’utilisation de mâles homozygotes plutôt que de femelles homozygotes s’explique par le fait que ces dernières sont incapables 
d’allaiter leurs petits. 

Les souris utilisées doivent être identifiées afin de garantir un suivi optimal. De nombreuses méthodes 

d’identification existent parmi lesquelles l’identification temporaire, la perforation du lobe d’oreille, 

l’utilisation de micro-puces, le tatouage ou l’utilisation d’étiquettes fixées au lobe d’oreille. Le marquage 

temporaire dure seulement quelques jours et n’est donc pas adapté à l’expérience réalisée. En effet, le 

suivi des souris se fait sur plusieurs mois. L’utilisation d’une micro-puce d’identification nécessite une anes-

thésie de l’animal qui subit alors un stress supplémentaire. Les marquages par étiquetage ou perforation au 

niveau du lobe de l’oreille peuvent être source d’infection. En finalité, le tatouage de points au niveau de la 
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queue était la méthode d’identification la plus adaptée. Les souris utilisées pour ces transplantations ont 

entre un et six points tatoués sur le milieu de leur queue. 

3.7.2 Préparation des échantillons 

Les cellules sélectionnées et les cellules « contrôles » sont ensemencées sur des lamelles de verres net-

toyées et stérilisées placées au fond de plaques de 12 puits. Chacun de ces puits contient 1mL de milieu 

RPMI1640 complet. Le milieu de culture est délicatement retiré à l’aide d’une pompe à aspiration. Les la-

melles sont ensuite rincées à l’aide de PBS 1x stérile. Avant de laisser incuber les plaques durant 15 min à 

37°C et sous atmosphère humide à 5% de CO2, un volume de 150 µL de trypsine-EDTA est déposé dans 

chaque puits. Afin de neutraliser l’effet clivant de la trypsine, un volume de 850 µL de milieu RPMI 1640 

complet est ajouté dans chaque puits. Les cellules sont remises en suspension à l’aide d’une micropipette 

de 1 000 µL avant d’être rassembler dans un tube Falcon® de 15 ml. Une fois la solution homogénéisée, un 

volume de 20 µL est utilisé pour l’étape de comptage. Ce volume est alors placé dans une cellule de 

Neubauer. Une fois, la concentration cellulaire déterminée, la solution est centrifugée à 1200 rpm durant 5 

minutes. Le surnageant est ensuite retiré avec précaution afin de pas décrocher le culot. Le culot est en-

suite remis en suspension dans un volume de milieu RPMI 1640 complet permettant d’obtenir une concen-

tration finale de 20.106 cellules SW480-/- par millilitre. Cette étape de re-suspension est primordiale. En 

effet, les cellules doivent être le plus isolées possible afin d’être injectées à la souris. Le matériel obtenu 

(cellules en solution) est alors transféré dans un tube plus large afin de faciliter l’accès de la seringue au 

fond du tube. 

3.7.3 Procédure d’injection intraveineuse dans la queue de la souris 

De nombreuses voies d’injections de cellules cancéreuses sont possibles chez la souris comme l’injection 

intramusculaire, intrapéritonéale, intraveineuse ou sous-cutanée. Le but de cette expérience étant de mi-

mer le processus de dissémination métastatique dans la souris et d’observer les différences d’agressivité et 

d’organotropisme entre les cellules SW480-/- d’origine et sélectionnées sur substrats mous, l’injection intra-

veineuse est le mode d’injection le plus proche de ce processus. Les cellules seront alors directement injec-

tées dans la voie sanguine. 

Avant l’injection par intraveineuse, les souris sont légèrement réchauffées sous une lampe à chauffer puis 

place dans un appareil de contention. Pour cela, la souris doit être manipulée avec les deux mains, mainte-

nue au niveau de la nuque. De nombreux appareil de contention existent. Dans certains cas, ces appareils 

nécessitent que la tête de l’animal soit présentée en premier au niveau de l’orifice d’entrée de l’appareil, 

dans d’autres, c’est la queue. Ce dernier type d’appareil est particulièrement conseillé dans le cadre 

d’injection dans la veine de la queue de l’animal. La souris est alors attrapée par la base de la queue puis 

glissée dans l’appareil en guidant la queue dans la fente. L’appareil doit ensuite être sécurisé afin que la 

souris ne tente pas de s’enfuir.  

Une fois l’animal sécurisé et immobilisé, sa queue est stabilisée entre le pouce et l’index de la main qui ne 

manipule pas la seringue. La queue est désinfectée avec une solution d’éthanol à 70% afin d’éviter tout 

risques d’infection. Le matériel obtenu lors de la préparation des échantillons (la solution de cellules à 

20.106 cellules/mL) est ensuite prélevé à l’aide d’une seringue et d’une aiguille stérile. L’injection se fait 

dans la partie légèrement distale de la queue. Afin de procéder de manière correcte à l’injection, l’aiguille 

est présentée biseau vers le haut parallèlement à la veine. L’aiguille est ensuite insérée d’au moins 3 mm 

dans la veine de la queue. Le matériel est injecté doucement d’un mouvement fluide. Un volume de 50 µL 
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de solution est injecté par souris. Une fois l’injection terminée, la souris est libérée et replacée dans son 

groupe. 

3.7.4 Procédure de suivi des souris 

Le jour suivant la transplantation de cellules cancéreuses humaines, un premier suivi est effectué afin de 

voir si les souris ont bien supporté l’injection et qu’aucune n’est décédée. Dans de très rare cas, une bulle 

d’air peut être injectée provoquant un arrêt cardiaque. La pesée initiale des animaux a également lieu à ce 

moment-là. Afin de peser les souris, un récipient contenant des copeaux de bois est préparé et placé sur la 

balance puis la tare est réalisée. La souris est alors saisie par la base de la queue et est transféré de sa cage 

au récipient. Une fois la souris pesée, elle est transférée de la même façon à sa cage. D’autres éléments 

relevant de son comportement sont relevés comme son dynamisme, si elle reste prostrée dans un coin, etc. 

Le suivi des souris se fait par une pesée hebdomadaire et un contrôle du comportement. Un changement 

de ces paramètres peut se faire de manière soudaine ou lente. 
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 Influence de la rigidité du substrat 

sur l’organisation de la chromatine 

La chromatine est une structure du noyau composée de nucléosomes : des acides désoxyribonu-

cléiques entourés autour d’octamères d’histones et de protéines associées. Cette organisation permet de 

compacter près de 2 mètres d’information génétique dans un noyau de 10 à 20 µm (Dahl, Ribeiro et al. 

2008). Si l’ensemble des cellules (à l’exception des cellules germinales) ont le même matériel génétique, les 

cellules répondent à leur environnement de différentes manières, en régulant l’expression de leurs gènes. 

Cette régulation passe entre autres par la plasticité de la chromatine. Ainsi des cellules souches pluripo-

tentes auront une grande majorité de leur noyau occupé par de l’euchromatine, tandis que les cellules dif-

férenciées voient leur pourcentage d’hétérochromatine augmenter (Meshorer and Misteli 2006, Van 

Steensel 2011). L’influence de la rigidité du substrat sur l’organisation de la chromatine est une question 

encore inexplorée à ce jour. 

4.1 Introduction 

Les biomatériaux ont beaucoup évolué au cours de ces 30 dernières années, donnant naissance à des ma-

tériaux intelligents mimant l’environnement cellulaire afin d’induire une réponse contrôlée de l’organisme 

(Holzapfel, Reichert et al. 2013, Ratner, Hoffman et al. 2013). Durant de nombreuses années, les études se 

sont principalement concentrées au niveau de la chimie de cet environnement avec l’intégration de ligands 

de type RGD à la surface des biomatériaux pour faciliter l’adhésion cellulaire et donc à terme l’intégration 

de l’implant (Hersel, Dahmen et al. 2003, Barker 2011, Bellis 2011). En 1997, Pelham et Wang révolution-

nent les connaissances que nous avions à l’aide de travaux pionniers montrant que des paramètres méca-

niques étaient également capables d’induire une réponse contrôlée de la cellule (Pelham and Wang 1997, 

Discher, Janmey et al. 2005). De nombreuses études sont alors réalisées sur l’influence de la rigidité et de la 

topographie de l’environnement cellulaire sur le comportement cellulaire : la mécano-biologie naissait 

(Iskratsch, Wolfenson et al. 2014). La mécano-biologie est un domaine pluridisciplinaire reposant sur 

l’étude du comportement cellulaire en réponse aux signaux mécaniques du substrat et notamment la rigidi-

té de ce dernier (Jansen, Donato et al. 2015). Très vite d’autres études ont été réalisées afin de définir 

comment les cellules étaient capables de sentir ces signaux (mécano-sensation) et de les traduire en si-

gnaux chimiques compréhensibles pour la cellule (mécano-transduction). Si de nombreuses études se sont 

concentrées sur l’influence du substrat sur l’organisation des complexes d’adhérences focales (Pelham and 

Wang 1997, Engler, Bacakova et al. 2004, Discher, Janmey et al. 2005, Levental, Georges et al. 2007, Wells 

2008), l’influence de la rigidité du substrat sur la chromatine reste largement inconnue. 

Les cellules sont capables de sonder leur environnement par un mécanisme de mécano-sensation en appli-

quant une force au niveau de leur environnement (Geiger, Spatz et al. 2009, Jansen, Donato et al. 2015). 

Cette force générée par le cytosquelette d’actinomyosine va activer des récepteurs transmembranaires, les 

intégrines qui font le lien entre l’intérieur de la cellule et son environnement. Ces intégrines, en transmet-

tant la force générée par le cytosquelette d’actinomyosine à la matrice extracellulaire, vont sentir en ré-
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ponse, une force de retour de l’environnement cellulaire (Hynes 2002, Miranti and Brugge 2002). Cette 

force de résistance peut être un signal mécanique capable d’induire de nombreuses réponses cellulaires 

comme l’adhérence, la migration ou encore la différentiation (Lo, Wang et al. 2000, Engler, Sen et al. 2006, 

Wells 2008). Cette force est ensuite transmise aux complexes d’adhérences focales où elle va être traduite 

en signal biochimique dans la cellule via un processus de mécano-transduction. Ce processus de mécano-

transduction peut également se faire au niveau du noyau, dans ce cas, le signal mécanique est transmis 

sous la forme d’onde de stress qui se propage le long du cytosquelette d’actine jusqu’au noyau où il in-

fluence directement l’activité nucléaire dirigeant la mécano-réponse. 

Le cytosquelette est composé de 3 grandes familles de protéines : les filaments d’actines, les filaments in-

termédiaires et les microtubules. Ce cytosquelette très dynamique est responsable du maintien de la mor-

phologie cellulaire, de la résistance de la cellule aux forces de compression extérieures, de l’organisation 

des organites à l’intérieur de la cellule ou encore de la migration cellulaire (Bausch and Kroy 2006, Fletcher 

and Mullins 2010, Block, Schroeder et al. 2015). Le cytosquelette forme également un lien physique entre 

les contacts focaux et le plus grand organite cellulaire, le noyau. Le noyau est connecté au cytosquelette 

grâce à un complexe protéique : le complexe LINC, qui lie le cytosquelette au nucléosquelette. Ce nucléos-

quelette, également appelé lamina nucléaire, est principalement composé de lamines de type-A et de type-

B. Ces lamines sont liées à la chromatine et à des facteurs de transcription. Leur déformation est donc ca-

pable d’induire des changements de conformation de la chromatine au sein du noyau, ce qui par la suite 

influencera la régulation de l’expression des gènes. En effet, la chromatine existe en interphase dans le 

noyau sous deux formes, hétérochromatine et euchromatine (Olins and Olins 2003, Dahl, Ribeiro et al. 

2008). L’hétérochromatine est une forme condensée dans laquelle la machinerie transcriptionnelle n’a pas 

accès à l’ADN ; elle est donc transcriptionellement inactive. L’euchromatine, quant à elle, est une forme 

décondensée de la chromatine, transcriptionellement active.  

L’un des premiers objectifs de ce projet a été d’identifier l’influence de la rigidité du substrat et plus parti-

culièrement l’influence d’hydrogels extrêmement mous (fortement hydratés) sur la plasticité de la chroma-

tine. Dans un second temps, nous avons essayé d’influencer le destin cellulaire en jouant artificiellement 

sur la structure de la chromatine (euchromatine). Afin de maintenir artificiellement la chromatine des cel-

lules sous forme décondensée, un inhibiteur a été utilisé. La plasticité de la chromatine, c’est-à-dire le pas-

sage de la forme hétérochromatine à la forme euchromatine, est régulée par divers mécanismes parmi 

lesquels un mécanisme d’acétylation. Le passage de la forme euchromatine vers la forme hétérochroma-

tine est régulé par des enzymes, les histones désacétylases. La trichostatine A permet d’inhiber l’activité de 

certaines de ces enzymes (HDAC de classe I et II) en bloquant leur site actif. Dans cette régulation, le rôle du 

cytosquelette et plus particulièrement des filaments intermédiaires a également fait l’objet d’une étude 

plus poussée.  

4.2 Article 
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4.3 Résumé 

L’influence de la rigidité du substrat sur l’organisation de la chromatine a été abordée sur des cellules épi-

théliales rénales de potoroos (ou rats-kangourous) PtK2. Les substrats utilisés couvrent des rigidités allant 

du GPa (surface de verre), à 200 kPa (film E200), 50 kPa (E50), 20 kPa (E20) et 0 kPa (E0). Des tests de viabilité 

ont montré qu’une diminution de la rigidité du substrat induit une augmentation du taux de nécrose des 

cellules épithéliales. Des expériences de microscopie électronique ont permis de montrer une augmenta-

tion de la proportion d’hétérochromatine sur des substrats mous (< ou égale à 50 kPa). Sur substrats ri-

gides, les noyaux de PtK2 contiennent 11% d’hétérochromatine. Sur substrats mous, ce pourcentage aug-

mente à 20%. Ces résultats montrent que les substrats faiblement rigides remodèlent la chromatine dans 

sa forme hétérochromatine. Les substrats considérés comme très faiblement rigides (E20 et E0) entraînent 

une mort des cellules par nécrose.  

L’état d’acétylation des histones est un facteur déterminant dans l’organisation de la chromatine. Les his-

tones désacétylases (HDAC) sont les enzymes qui condensent l’hétérochromatine sous sa forme hétéro-

chromatine. Il est possible de modifier l’organisation de la chromatine par l’utilisation d’une drogue, la tri-

chostatine A qui inhibe spécifiquement les HDAC de classe I et II. Comme attendu, une diminution de 20% à 

5% de l’hétérochromatine est observée sur substrats très mous (E0) en présence de TSA. Des expériences 

d’immunomarquage de hnRNP1 ont montré que ces cellules maintenues artificiellement sous forme eu-

chromatine sont toujours actives en transcription même sur des substrats très faiblement rigides (E0). Des 

expériences de vidéo-microscopie ont également montré que ces cellules, après avoir survécu pendant 5 

heures et 24 heures sur des substrats très faiblement rigides, parviennent à nouveau à s’étaler et à prolifé-

rer lorsqu’elles sont transférées sur substrats très rigides. Ces caractéristiques suggèrent que ces cellules 

entrent en quiescence sur des substrats qui leurs sont défavorables. 

Des investigations supplémentaires ont également été réalisées sur le rôle du cytosquelette et plus particu-

lièrement du cytosquelette de filaments intermédiaires, des travaux préliminaires ayant montré que sur 

des substrats très faiblement rigides les cytosquelettes d’actine et de microtubules étaient dépolymérisés 

(Kocgozlu, Lavalle et al. 2009, Kocgozlu, Rabineau et al. 2012). Ces travaux ont montré que le maintien arti-

ficiel de la chromatine sous forme ouverte par la TSA permet la préservation d’un réseau de vimentine pé-

rinucléaire et du réseau de lamines B. 

 

4.4 Perspectives 

La thérapie cellulaire est un domaine en pleine émergence dans le développement de la médecine régéné-

rative et de l’ingénierie tissulaire. Les hydrogels, par leur capacité à mimer les propriétés biochimiques et 

physiques de l’ECM, sont des matériaux de choix pour confiner puis libérer des cellules saines dans 

l’environnement 3D du site lésé. Ces cellules pourront alors exercer des effets thérapeutiques de répara-

tion des tissus et des organes endommagés. Cependant les stratégies visant à améliorer la survie des cel-

lules dans ces matériaux réservoirs constituent des défis majeurs encore non résolus. Les cellules doivent 

notamment surmonter la faible rigidité des hydrogels (due à leur importante hydratation) qui réduit forte-

ment leur viabilité. Néanmoins, en jouant sur le degré de réticulation des hydrogels, il est possible de faire 

varier le module d’élasticité. Dans ce premier projet de ce travail de thèse, l’influence de l’élasticité des 

hydrogels sur la structuration de la chromatine de cellules épithéliales a été étudiée. Ces travaux ont mon-
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tré que sur des substrats rigides, les cellules organisent leur chromatine principalement sous forme 

d’euchromatine (gènes activés). Sur des hydrogels de faibles rigidités, la chromatine se remodèle partielle-

ment en hétérochromatine (gènes inactivés). Sur des hydrogels extrêmement mous, les cellules meurent 

par nécrose.  

L’idée originale de ce projet de recherche réside dans le fait de jouer sur l’état de l’organisation de la chro-

matine afin de voir s’il était possible d’influer sur le comportement de survie des cellules lorsque celles-ci 

sont au contact d’hydrogels extrêmement mous. La trichostatine A, une drogue qui inhibe les histones dé-

sacétylases, a été utilisé pour maintenir la chromatine sous forme euchromatine. Les résultats obtenus ont 

permis de montrer que les cellules dont la chromatine est structurée en euchromatine rentrent dans un 

état de quiescence leur permettant de survivre sur des hydrogels qui leur étaient auparavant létaux. 

D’une manière spectaculaire, ces cellules transférées sur des surfaces rigides entrent dans un nouveau 

cycle cellulaire. Sur la base de ce travail, plusieurs perspectives s’offrent aux chercheurs.  

Une idée intéressante serait de concevoir des hydrogels à module d’élasticité variable capables de contrô-

ler la plasticité de la chromatine et par conséquent guider le destin de cellules d’intérêt pour l’ingénierie 

tissulaire. Le comportement de plusieurs types de cellules souches pourrait être testé en fonction de leur 

niveau de différentiation. C’est le cas des cellules souches pluripotentes issues de la gelée de Wharton et 

des cellules embryonnaires totipotentes de souris. Ainsi la faculté du module élastique à réguler certaines 

fonctions cellulaires comme 1) la survie et la synthèse de matrice extracellulaire ; 2) le maintien dans un 

état natif ; 3) le maintien en quiescence et 4) la prolifération et le potentiel de différentiation sera évaluée. 

Un aspect crucial sera de montrer si le module élastique a le pouvoir de remodeler durablement la chroma-

tine des cellules conservant ainsi une « mémoire mécanique » de leur environnement ? Le devenir d’une 

cellule fusionnée avec un « noyau mécaniquement reprogrammé » pourrait renseigner cette hypothèse. 

Des expériences de mobilité de la chromatine par recouvrement de fluorescence après photo-blanchiment 

(FRAP en anglais) apporteront également des informations pertinentes sur ces phénomènes épigénétiques. 
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 Organisation de la chromatine de 

cellules du cancer du côlon sur des matrices de 

faibles élasticités 

Le cancer est une véritable problématique de santé publique dans de nombreux pays du monde. 

Parmi ces cancers, le cancer colorectal est particulièrement agressif. Près de 90% des décès liés au cancer 

ne sont pas liés à la tumeur primaire mais aux métastases. Pour former des métastases, des cellules quit-

tent la tumeur primaire, traversent des environnements de rigidité différente, se retrouvent dans les circu-

lations sanguine et lymphatique avant de coloniser de nouveaux organes par un mécanisme 

d’organotropisme. Au cours de ce processus de dissémination, de nombreuses cellules ne parviennent pas 

à survivre à ces variations importantes de rigidité et meurent. Cependant certaines cellules, les cellules 

initiatrices de tumeurs parviennent à survivre. L’objectif de ce second sujet de thèse a été de concevoir un 

environnement extracellulaire mimant les variations mécaniques que les cellules cancéreuses sont suscep-

tibles de rencontrer au cours du processus de dissémination métastatique. Des cellules cancéreuses colo-

rectales (SW480) sont cultivées successivement sur des matériaux mous (films multicouches de polyélectro-

lytes de 20 kPa = E20) puis sur des substrats rigides (lamelles de verre). Les cellules cancéreuses survivantes 

sont à nouveau ensemencées sur E20. Cette culture alternée E20-Verre est répétée plusieurs fois. Les travaux 

effectués au cours de ce projet se focalisent sur les mécanismes et modifications génétiques éventuelles 

qui permettent aux cellules cancéreuses de faire face à ces changements drastiques de propriétés méca-

niques. 

5.1 Introduction 

Le cancer est responsable du décès de millions de personnes par an, ainsi en 2012, plus de 8 millions de 

décès étaient dénombrés dans le monde (Stewart and Wild 2016). Près de 90% de ces décès sont liés à la 

dissémination de cellules cancéreuses dans l’organisme et la formation de métastases associée à cette dis-

sémination. Ces métastases altèrent le fonctionnement d’organes vitaux comme le foie, les poumons, le 

cœur, les reins, le pancréas ou encore le cerveau compromettant la survie des patients. Certains cancers 

forment plus fréquemment des métastases que d’autres, c’est par exemple le cas des cancers de la poitrine 

ou du côlon. Plusieurs travaux (Zhdanov 2009, Ashley 2013) suggèrent que ces métastases sont formées par 

une petite fraction de cellules cancéreuses appelées cellules souches cancéreuses ou cellules initiatrices de 

tumeurs (CIT). Ces cellules sont caractérisées par leurs propriétés à s’échapper de la tumeur primaire, 

d’envahir le stroma puis d’utiliser de nombreuses voies de dissémination (circulation sanguine et lympha-

tique ou même au niveau de la gaine des nerfs (Li, Sun et al. 2013)) pour finalement créer des métastases 

dans des sites distants de la tumeur primaire (Joyce and Pollard 2009). S’il a longtemps été admis que les 

CIT sont présentes au cours des étapes finales de la cancérogénèse, plusieurs études ont montré que ces 

cellules pouvaient être présentes dès les stades précoces de la cancérogénèse suivant le type de cancer 

(Klein 2008, Nguyen, Bos et al. 2009).  
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Les propriétés invasives des cellules initiatrices de tumeurs sont liées à la capacité des cellules tumorales à 

hydrolyser des molécules de la lame basale, à adopter un comportement migratoire important et surtout à 

survivre aux changements mécaniques de leurs microenvironnements au cours de la dissémination métas-

tatique (Bosman, de Bruine et al. 2003, Joyce and Pollard 2009). Sur les dizaines de milliers de cellules qui 

entrent dans circulation chaque jour, seules 0,01% des cellules parviennent à résister à ces changements 

drastiques pour former par la suite des métastases. Ces changements drastiques sont à la fois chimiques et 

mécaniques. Une tumeur est 10 fois plus rigide que son environnement d’origine. Les cellules qui parvien-

nent à rompre la lame basale quittent cet environnement rigide pour le stroma qui est beaucoup plus mou 

puis circulent dans le sang et la lymphe qui se comportent comme des liquides viscoélastiques. Elles doi-

vent ensuite s’établir dans un nouvel organe qui est certes plus rigide mais qui peut avoir des propriétés 

mécaniques et biochimiques différentes des tissus dont elles sont issues. Afin de survivre à ce processus de 

dissémination, les cellules modifient leurs propriétés en modifiant l’expression de certains gènes et en ac-

quérant des mutations au niveau de leur génome (Bosman, de Bruine et al. 2003). 

Cette modification du génome peut se traduire par un remodelage important de la chromatine (Zink, 

Fischer et al. 2004, Cherkezyan, Stypula-Cyrus et al. 2014). Dans le noyau, la chromatine existe sous deux 

formes : une forme décondensée active en transcription, l’euchromatine, et une forme condensée inactive 

en transcription, l’hétérochromatine. Le passage d’une forme à l’autre est modulé, entre autres, par le de-

gré d’acétylation des histones (les histones entrent dans la composition du nucléosome, l’unité fondamen-

tale de la chromatine). Ces acétylations et désacétylations sont contrôlées par des enzymes, les histones 

acétyl-transférases (HAT) et les histones désacétylases (HDAC) qui, respectivement, décondensent et con-

densent la chromatine (Kouzarides 2007). Pour les cellules saines, l’euchromatine remplit la majorité de 

l’intérieur nucléaire alors que l’hétérochromatine est localisée au niveau de la périphérie nucléaire et au-

tour du nucléole. Dans le cadre des cellules cancéreuses, une perte de la localisation périphérique de 

l’hétérochromatine et la formation d’agrégats intranucléaires de chromatine condensée sont observées dès 

les premiers stades de la cancérogénèse (Cherkezyan, Stypula-Cyrus et al. 2014). Cette organisation de la 

chromatine a un effet important sur l’expression des gènes (Badeaux and Shi 2013) ; il est en effet acquis 

que le remodelage de la chromatine intervient dans de nombreux comportements cellulaires comme le 

maintien de la pluripotence ou la différenciation cellulaire (Meshorer and Misteli 2006). Dans le cadre de la 

cancérogénèse, des changements de la chromatine sont capables d’induire l’activation d’oncogènes et 

l’extinction de gènes suppresseurs de tumeurs permettant la progression néoplastique des cellules (Lao 

and Grady 2011) 

La compréhension des mécanismes par lesquelles les cellules cancéreuses acquièrent leurs propriétés inva-

sives et deviennent des CIT représente un enjeu capital dans l’identification de nouvelles cibles thérapeu-

tiques anticancéreuses. Si l’adaptation des cellules à la chimie de leur environnement a été le sujet de 

nombreuses études (Markowitz and Bertagnolli 2009, Rathinam and Alahari 2010, O'Dwyer, Ralton et al. 

2011), les mécanismes d’adaptation des cellules à leurs environnements mécaniques restent encore peu 

connus. De nombreux travaux montrent que les cellules sont sensibles aux propriétés physiques de leurs 

substrats (Pelham and Wang 1997, Discher, Janmey et al. 2005) et que ces dernières sont capables de régu-

ler des réponses cellulaires complexes comme l’adhérence, la migration, la différentiation et l’apoptose 

(Pelham and Wang 1997, Wang, Dembo et al. 2000, Engler, Bacakova et al. 2004, Georges and Janmey 

2005, Engler, Sen et al. 2006, Levental, Georges et al. 2007, Wells 2008). 

Afin d’étudier l’effet des propriétés physiques et mécaniques sur le comportement cellulaire au laboratoire, 

différents substrats ont été développés. Ces substrats sont des films multicouches de polyélectrolytes à 
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base de poly-L-lysine et d’acide hyaluronique. Ces films sont rigidifiés par l’ajout d’un nombre croissant de 

bicouches de polyélectrolytes synthétiques poly-(sodium4-styrene sulfonate) et poly-(allylamine hydrochlo-

ride). De précédents travaux réalisés au laboratoire ont montré l’importance de la rigidité du substrat dans 

les activités nucléaires. Sur des substrats mous (50 kPa), l’absence de contacts focaux et de fibres de stress 

empêche la réplication mais pas la transcription (Kocgozlu, Lavalle et al. 2009). Ces faibles substrats génè-

rent également des instabilités chromosomiques caractérisées par des ponts chromosomiques et la perte 

de chromosomes menant dans la plupart des cas à la mort cellulaire. Les travaux effectués par Rabineau et 

al. ont également montré que les cellules cancéreuses étaient plus « résistantes » et parvenaient à conti-

nuer leurs progression dans le cycle cellulaire malgré ces anomalies (Rabineau, Kocgozlu et al. 2013). Cette 

« résistance » est le point de départ de cette étude. 

 

5.2 Article en préparation 
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Table 1 

Notations and sequences of the different conditions. 

Notation Sequence Condition 

1st E20 E20 First passage on E20 
1st E20 – G E20 – Glass First passage glass ending 
2nd E20 E20 – Glass – E20 Second passage on E20 after a first alternated passages on E20 and 

glass 
2nd E20 – G [E20 – Glass]2  Second passage glass ending on E20 after a first alternated passag-

es on E20 and glass 
3rd E20 [E20 – Glass]2 – E20 Third passage on E20 after 2 alternated passages on E20 and glass 
3rd E20 – G [E20 – Glass]3  Third passage glass ending on E20 after 2 alternated passages on 

E20 and glass 
4th E20 [E20 – Glass]3 – E20  Fourth passage on E20 after 3 alternated passages on E20 and glass 
4th E20 – G [E20 – Glass]4  Fourth passage glass ending on E20 after 3 alternated passages on 

E20 and glass 

 

 

 

Table 2 

Conditions and timing of the video-microscopy experiments. (h): hours; (d): days. Highlighted in green, the 

timing for which the video-microscopy was proceeded. 

Notation Sequence Condition 

G Glass 
 

1st E20
TL E20 

 
1st E20 – G TL E20 – Glass 

 
2nd E20

 TL E20 – Glass – E20 
 

2nd E20 – G TL [E20 – Glass]2   
3rd E20

 TL [E20 – Glass]2 – E20  
3rd E20 – G TL [E20 – Glass]3   
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5.3 Résumé 

Afin de mimer les changements drastiques d’environnements mécaniques au cours du processus de dissé-

mination métastatique, les cellules du cancer du côlon SW480 ont été cultivées alternativement sur des 

substrats mous (20 kPa, E20) et des substrats rigides (GPa, verre). L’effet du nombre de passages successifs 

sur la survie des cellules cancéreuses a été étudié à l’aide d’un test de viabilité qui permet un marquage 

bleu des noyaux cellulaires, vert des cellules en apoptose et rouge des cellules en nécrose. Ces observa-

tions, réalisées sur E20, ont montré qu’après un premier ensemencement sur E20, seules 4% des cellules 

parviennent à survivre après 24 h de culture cellulaire. Ce taux de survie augmente avec le nombre de pas-

sages : 12% après un second passage, 58% après un troisième, 86% après un quatrième jusqu’à atteindre 

un plafond à 95-96% de cellules survivantes. Les cellules cancéreuses tumorales manifestent des compor-

tements migratoires fortement altérés, des expériences de vidéo-microscopies ont donc été réalisées. Ces 

études ont permis de montrer que la vitesse de migration des cellules cancéreuses augmente avec le 

nombre de passages sur E20. Cette importante motilité suggère une transition épithélio-mésenchymateuse. 

Cette transition est caractérisée par une dé-différentiation des cellules épithéliales en cellules mésenchy-

mateuses. Des investigations ont alors été menées pour analyser l’organisation de la chromatine au cours 

de ces passages successifs. Les cellules SW480 contiennent environ 15% d’hétérochromatine au sein de leur 

noyau. Ce pourcentage augmente sur substrats mous. En effet, après 24 h sur E20, les cellules ont près de 

24% d’hétérochromatine. Ce passage augmente encore pour E20-Verre, avant de diminuer progressivement 

jusqu’à atteindre 16% pour (E20-Verre)2-E20.Ces résultats suggèrent une relation entre l’augmentation de la 

survie, la forte motilité cellulaire et le remodelage de la chromatine des cellules tumorales. L’identification 

des éventuelles modifications du génome, par des expériences d’analyses transcriptomiques, responsables 

de ces changements phénotypiques sont en cours d’analyse. La pathogénicité des cellules survivantes aux 

substrats de très faibles rigidités est actuellement comparée à celle de cellules cultivées sur substrats ri-

gides au cours d’expériences de xénogreffe dans des souris nude. Les cellules sont injectées dans la veine 

de la queue afin de mimer le processus de dissémination métastatique hématogène. La vitesse d’apparition 

ainsi que la taille des tumeurs seront comparées pour les deux types de cellules injectées. 

Les cellules tumorales ensemencées une seconde fois sur E20 contiennent 20% d’hétérochromatine et ont 

une vitesse de migration importante. Pour déterminer si ce fort pourcentage d’hétérochromatine est un 

indicateur de tumorigénicité, comme discuté dans la littérature (Zink, Fischer et al. 2004, Cherkezyan, 

Stypula-Cyrus et al. 2014), l’organisation de la chromatine a été artificiellement modifiée par l’utilisation 

d’une drogue, la trichostatine A (TSA). La TSA est un inhibiteur des histones désacétylases (HDAC) qui induit 

un maintien de la chromatine sous forme euchromatine. La TSA fait l’objet de nombreuses études comme 

potentiel agent anti-cancéreux (Mukhopadhyay, Weisberg et al. , Marks, Rifkind et al. 2001, Vigushin, Ali et 

al. 2001, Drummond, Noble et al. 2004, Shaoping 2004, Hrabeta, Stiborova et al. 2014). Cependant 

l’utilisation de cette drogue pour limiter la formation de métastases en inhibant la transition épithélio-

mésenchymateuse (TEM) porte à discussion depuis quelques années. En effet, si certaines études montrent 

l’effet inhibiteur de la TSA sur la TEM (Chen, Xiao et al. 2013, Wang, Xu et al. 2015), d’autres travaux mon-

trent qu’au contraire la TSA est capable d’induire une transition épithélio-mésenchymateuse (Kong, Ahmad 

et al. 2012, Giudice, Pinto et al. 2013, Ji, Lee et al. 2015). Nos résultats montrent qu’en présence de TSA, le 

pourcentage d’hétérochromatine des cellules tumorales SW480 diminue à 7% tandis qu’elles deviennent 

plus motiles. Ce résultat pourrait suggérer qu’au cours du processus de dissémination métastatique, 

l’euchromatine serait un facteur accentuant la survie des cellules tumorales et également leur pathogénici-

té. 
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5.4 Perspectives 

Ces premiers résultats ouvrent la voie à de nombreuses autres questions. Parmi les premières, quels sont 

les changements génétiques associés à ces passages successifs dans des environnements mécaniques défa-

vorables ? Quels sont les effets de ces changements drastiques d’environnements mécaniques sur 

l’expression des gènes impliqué dans la tumorigénèse, la transition épithélio-mésenchymateuse (qui per-

met la dissémination métastatique) ou encore l’acétylation des histones ? Pour répondre à ces différentes 

questions, des transcriptomes ont été réalisés pour les conditions (Verre)9 et (E20-Verre)4. Ces transcrip-

tomes sont en cours d’analyse. Ce travail d’analyse se concentre principalement sur des marqueurs de cel-

lules souches intestinales, de cellules initiatrices de tumeurs (CIT), de transition épithélio-

mésenchymateuse (TME) ou encore des histones désacétylases (Figure 5-1). 

 
Figure 5-1|Marqueurs étudiés dans l’analyse transcriptomique en cours. L’analyse du transcriptome s’intéresse plus particulière-
ment à des marqueurs de cellules souches intestinales, de CIT, de TME ou encore des histones désacétylases. 

Des analyses complémentaires sont en cours pour évaluer l’agressivité de ces cellules résistantes aux subs-

trats de faibles rigidités. Des cellules contrôles, (Verre)9, et des cellules résistantes aux substrats de faibles 

rigidités, (E20-Verre)4, ont été injectées dans la veine caudale de souris nude afin de reproduire le phéno-

mène de dissémination métastatique hématogène (Saxena and Christofori 2013). Les résultats de ces expé-

riences in vivo sont en cours d’analyse. Des études du potentiel invasif impliquant l’utilisation de chambres 

de Boyden sont également prévues (Albini, Iwamoto et al. 1987). Les chambres de Boyden permettent de 

quantifier rapidement le potentiel invasif de cellules cancéreuses. L’hypothèse, à la vue des résultats de 

migration cellulaire, est que le potentiel invasif de ces cellules augmente en fonction du nombre de pas-

sages sur des substrats de faibles rigidités. Des expériences encore plus intéressantes pourraient être effec-

tuées avec des Quantum dots pour caractériser ce potentiel invasif. La question sera de montrer si les deux 

populations de cellules se développent de manière indépendante ou au contraire si l’une des populations 

domine l’autre en lui imposant son phénotype prédominant. Les cellules sélectionnées au cours des pas-

sages sur des substrats de faibles rigidités seront marquées par des quantum dots avant d’être mis en co-

culture avec des cellules tumorales d’origine (Pellegrino, Parak et al. 2003).  

Autre question d’intérêt, est ce que la survie sur les substrats de faibles rigidités est associée à une résis-

tance aux molécules utilisés en thérapie anticancéreuse comme l’oxaliplatine, l’irinotecan, le 5-fluorouracil, 

etc. Une évaluation de la survie cellulaire en présence de ces drogues par HRP ou Life/Dead permettrait de 

répondre à la question. 

Il serait également intéressant de se concentrer de plus près aux voies de signalisation intracellulaires im-

pliquées dans ce phénomène de survie mis en place par les cellules aux contacts d’environnements méca-

niques défavorables. Cela permettrait entre autres d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques. Si le 

transcriptome permettra d’avoir une première idée des gènes exprimés ou non, une analyse par immuno-



Organisation de la chromatine de cellules du cancer du côlon sur des matrices de faibles élasticités 

 163 

marquage de la localisation nucléo-cytoplasmique des deux cofacteurs de transcription YAP et TAZ, déter-

minera s’ils jouent un rôle dans les mécanismes de survie des cellules cancéreuses sur des matrices de 

faibles rigidités. YAP et TAZ sont impliqués dans la prolifération cellulaire et dans les voies de signalisation 

impliquées dans la mécano-transduction, et sont de potentiels oncogènes (Guo and Teng 2015, Moroishi, 

Hansen et al. 2015). Une analyse, toujours par immunocytochimie, du ratio vimentine/cytokératine, indica-

teur important de la TME, permettrait d’observer directement l’effet des passages successifs sur des subs-

trats de faibles rigidités sur l’initiation de la transition épithélio-mésenchymateuse (Polioudaki, Agelaki et 

al. 2015).  

Le noyau est également source de nombreuses questions. Est-ce que ce remodelage de la chromatine est 

également capable de jouer un rôle purement mécanique au cours de l’intravasation et l’extravasation des 

cellules au cours du processus de dissémination métastatiques ? En effet, pour traverser la paroi endothé-

liale, les cellules doivent se déformer. Une équipe mulhousienne a montré que les noyaux de cellules can-

céreuses sont très déformables (Figure 5-2) (Davidson, Fromigué et al. 2010, Badique, Stamov et al. 2013). 

Est-ce que la plasticité de la chromatine est impliquée dans ce potentiel de déformabilité ? Pour répondre à 

cette question, des expériences d’AFM peuvent être réalisées sur les noyaux à différentes étapes du mo-

dèle mécanique de dissémination métastatique afin d’évaluer leur élasticité (Liu, Wen et al. 2014). 

L’hypothèse étant alors que les noyaux se rigidifient lorsque la proportion d’hétérochromatine augmente et 

diminuent en rigidité lorsque la proportion d’euchromatine augmente. 

 

Figure 5-2|Les noyaux de cellules cancéreuses sont fortement déformables. Davidson et al. ont démontré que sur des substrats à 
topographie variable (espacement et taille des piliers), les noyaux cellulaires d’ostéosarcome arrivait à se déformer de manière 
importante contrairement aux cellules saines qui restent à la surface des piliers. Adaptée de (Davidson, Fromigué et al. 2010) 

A plus long terme, il est possible d’envisager d’appliquer ce modèle mécanique de dissémination métasta-

tique in vitro sur d’autres cancers à fort potentiel métastatique comme le cancer de la poitrine ou le méla-

nome. En effet, il est possible d’imaginer à ce jour que les mécanismes de résistance aux substrats faible-

ment rigides découlent de mutations au sein de mêmes voies de signalisation mécano-sensitives. Des ana-

lyses transcriptomiques de ces autres modèles de cellules cancéreuses permettraient de répondre à cette 

question et hypothétiquement, d’identifier une cible thérapeutique commune à plusieurs cancers à fort 

potentiel métastatique. D’un point de vue plus personnel aussi, je serais très curieuse de savoir ce qu’il se 

passerait si des cellules issues d’ostéosarcome (évoluant donc dans un milieu très rigide) passaient à travers 

ce modèle mécanique de dissémination métastatique in vitro.  
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Enfin, une comparaison des profils transcriptomiques de cellules ayant réalisé une dissémination métasta-

tique in vivo et des cellules l’ayant réalisé au sein de notre modèle parait extrêmement intéressante. 
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 Influence de la force d’interaction 

substrat-ligand sur l’adhérence cellulaire 

Au cours du processus de mécano-sensation, les cellules exercent une force sur le substrat. Cette 

force développée par le cytosquelette d’actinomyosine est faiblement caractérisée dans la littérature. Ce 

troisième projet de recherche se concentre sur l’étude des forces exercées par les cellules pour sonder la 

rigidité de l’environnement. Ce projet repose sur une nouvelle approche d’évaluation des forces impliquant 

un système hôte-invité. Sur des substrats à rigidité variable, des ligands d’adhésion de type RGD sont fixés 

de manière non covalente (Figure 6-1). En jouant sur les covalences de divers systèmes hôtes-invités et les 

effets de ces derniers sur l’adhérence et l’étalement cellulaire, il est possible de déterminer les forces exer-

cées par les cellules. La compréhension des liens et synergies entre la rigidité du substrat, les forces de liai-

son (au sein des interactions hôte/invité) et l’attachement cellulaire ouvrent la voie au développement de 

nouveaux matériaux permettant de contrôler le comportement cellulaire utilisé en ingénierie tissulaire. 

 

Figure 6-1|Influence des forces d’interaction substrat-ligand sur l’adhérence cellulaire. Afin d’évaluer l’influence de la force 
d’interaction substrat-ligand sur l’adhérence cellulaire, un système hôte-invité est utilisé. La rigidité du substrat et les interactions 
supramoléculaires au sein du système hôte-invité (forces d’interaction et multivalence) sont modulées au cours de cette étude. 

6.1 Introduction 

L’élaboration de biomatériaux bioactifs, c’est-à-dire capable d’induire une réponse cellulaire contrôlée au 

niveau de leur surface, requière une connaissance précise de la réponse des cellules aux propriétés biochi-

miques de leurs microenvironnements. Ces réponses cellulaires aux propriétés de l’environnement font 

l’objet de nombreuses études depuis la découverte en 1992 des intégrines (Hynes 2004). L’environnement 

cellulaire et la perception que les scientifiques en ont, est passé d’un simple support physique à un compo-

sant essentiel des organismes capable d’induire des réponses cellulaires. En 1997, un nouveau rebondisse-

ment scientifique impacte l’élaboration de ces biomatériaux. Pelham et Wang montrent à travers un des 

travaux pionniers de la mécano-biologie que non seulement les cellules répondent à la rigidité de leur envi-

ronnement mais aussi que ces signaux mécaniques sont aussi importants que les signaux biochimiques 

qu’elles perçoivent (Pelham and Wang 1997). Cette communication mécanique induite par la rigidité du 

substrat influence fortement l’attachement, la migration et la différentiation cellulaire qui sont des ré-

ponses clés en ingénierie tissulaire. 
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Les cellules s’attachent à la matrice extracellulaire (ECM) en reconnaissant des séquences spécifiques 

comme le motif RGD des glycoprotéines comme la fibronectine, etc. Afin de s’attacher au substrat, les cel-

lules génèrent au travers de leur cytosquelette d’actinomyosine des forces de traction. Les cellules vont 

donc, à travers leurs intégrines, tirer sur les motifs RGD des glycoprotéines auxquelles elles adhèrent.  

 

L’objectif de ce troisième projet est d’étudier l’influence de la force d’interaction d’un ou plusieurs ligands 

RGD présentés de manière covalente ou non covalente sur un substrat de rigidité variable sur 

l’attachement cellulaire. Le substrat à rigidité modulable est constitué de films multicouches de polyélec-

trolytes à base de poly-L-lysine et d’acide hyaluronique réticulés par la réaction EDC/NHS. L’attachement 

covalent du ligand RGD au film multicouche de polyélectrolytes est réalisé par une réaction entre un ma-

léïmide inséré dans le film et un résidu cystéine couplé au ligand RGD. L’attachement non covalent du li-

gand au film est assuré par une réaction hôte-invité entre une poly-cyclodextrine-SH et un adamantane-

RGD. Les techniques de microbalance à cristal de quartz et de microscopie confocale ont été utilisées pour 

contrôler le dépôt des ligands RGD présentés de manière covalente ou non covalente à la surface des films. 

Le comportement cellulaire est étudié par immunocytochimie et vidéo-microscopie. 

 

6.2 Article en préparation 
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Table 1 

Notations and sequences of the different conditions. PEM : Polyelectrolytes multilayers. 

Notation Condition 

EDC0 PEM displaying an apparent Young Modulus of 0 kPa 
EDC0malRGD PEM displaying an apparent Young Modulus of 0 kPa with covalent RGD 
EDC20 PEM crosslinked by 20mg/mL of EDC 
EDC20malRGD PEM crosslinked by 20mg/mL of EDC with covalent RGD 
EDC20malCD PEM crosslinked by 20mg/mL of EDC with covalent polycyclodextrins 
EDC20malAdRGD PEM crosslinked by 20mg/mL of EDC with non covalent Ad-PEG-RGD 

EDC20malCDAdRGD 
PEM crosslinked by 20mg/mL of EDC with covalent polycyclodextrins and non cova-
lent Ad-PEG-RGD 

EDC60 PEM crosslinked by 60mg/mL of EDC 
EDC60malRGD PEM crosslinked by 60mg/mL of EDC with covalent RGD 
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6.3 Résultats préliminaires  

Un premier objectif a été d’étudier l’influence de la force d’interaction substrat-ligand sur l’adhérence cel-

lulaire en utilisant un substrat de rigidité variable sur lequel les RGD sont présents de manière covalente. Le 

système développé est un système de raft comprenant 4-RGD liés de manière covalente sur des films mul-

ticouches de polyélectrolytes. La première étape a été de caractérisé le module de Young des films utilisés 

et réticulés par des solutions contenant respectivement 20 et 60 mg/mL d’EDC (EDC20 et EDC60). Les me-

sures réalisées par AFM (par nano-indentation) montrent que les films EDC0, EDC20 et EDC60 ont des mo-

dules élastiques apparent respectifs d’environ 20 kPa, 240 kPa et 760 kPa. Les importantes variations de 

module de Young caractérisées par des écart-types allant jusqu’à 300 kPa sont des incertitudes liées à la 

méthode de mesure. Une seconde étape a ensuite été de vérifier que le RGD était bien lié de manière cova-

lente en présence de maléïmide. L’utilisation d’un raft RGD couplé à de la fluorescéine (4RGDFITC) et des 

expériences de redistribution de fluorescence après photo-blanchiment (FRAP, en anglais Fluorescence 

recovery after photobleaching) ont permis de répondre à la question. En absence de maléimide, les rafts 

4RGDFITC diffusent au sein du film. En présence de maléïmide qui permet les liaisons disulfures entre le raft 

et le film, les rafts 4RGDFITC ne diffusent pas. Les rafts 4RGD sont donc bien liés de manière covalente aux 

films en présence de maléïmide. 

L’un des premiers objectifs de ce travail a été d’observer si les cellules étaient sensibles à la rigidité de leurs 

substrats en présence de RGD liés de manière covalente. Les substrats très faiblement rigides (EDC0) indui-

sent une mort cellulaire par nécrose. Une importante viabilité cellulaire est observable sur EDC20 et EDC60 ; 

probablement due à la forte rigidité de ces films (240 et 760 kPa). Aucune augmentation notable de survie 

cellulaire n’est associée à la présence de RGD. Cependant, la présence de RGD présentés de manière cova-

lente sur les films EDC20malRGD et EDC60malRGD est indispensable pour permettre l’étalement des cellules 

après 45 min de culture cellulaire. Cet étalement est associé à un engagement important des intégrines αv 

qui s’organisent en clusters ; ce qui a pour conséquence la formation de contacts focaux et de fibres de 

stress et d’augmenter l’aire nucléaire sans en modifier leur circularité. 

Un second objectif a été d’étudier l’influence sur l’adhésion cellulaire d’un substrat sur lequel les RGDS sont 

présentés de manière non covalente (système hôte-invité). Un raft 1AD-1RGD a été utilisé comme ligand. 

Les observations réalisées en microscopie montrent qu’après 4 heures, les cellules PtK2 parviennent à 

s’étaler pour la condition contrôle verre et les conditions EDC20malCD et EDC20malADRGD mais pas en pré-

sence du système hôte-invité (EDC20malCDADRGD). Ces résultats sont corrélés à celle de la viabilité cellulaire. 

Si les cellules montrent un important taux de survie pour les trois premières conditions, elles entrent en 

grande majorité en nécrose pour EDC20malCDADRGD. Etant donné que pour s’attacher, la cellule génère des 

forces de tractions, une des hypothèses émises pour expliquer cette importante mort cellulaire est la sui-

vante : la force de traction générée par la cellule est plus importante que la force d’interaction entre 

l’adamantane et la cyclodextrine, générant un détachement important de ces RGD. L’une des premières 

perspectives de ces travaux en cours est de répondre à l’hypothèse stipulée précédemment, serait de re-

faire les mêmes expériences en augmentant la multivalence et donc le nombre d’adamantanes associés à 

chaque RGD (Figure 6-2). Il serait également intéressant d’observer le comportement cellulaire au contact 

d’adamantane seul. 
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Figure 6-2 |Une des hypothèses émises pour l’influence des forces d’interaction substrat-ligand sur l’attachement cellulaire. Sur 
des substrats à rigidité variable pour lesquels les RGD sont présentés de manière covalente, les cellules sont capables d’adhérer et 
de former des contacts focaux (a). Sur des substrats à rigidité variable pour lesquels les RGD sont présentés de manière non cova-
lente, la force de traction générée par la cellule est plus importante que la force d’interaction entre l’adamantane et la cyclodex-
trine, générant un détachement important de ces RGD (b.). 
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 Conclusion et Perspectives 

Le premier projet de recherche de cette thèse a porté sur l’influence de la rigidité du substrat sur 

l’organisation de la chromatine de cellules épithéliales rénales de rats-kangourous, PtK2. La diminution de 

la rigidité du substrat induit un changement d’organisation de la chromatine. Si les noyaux de ces cellules 

contiennent 10% d’hétérochromatine sur des substrats rigides (200 kPa : E200), cette proportion tend à 

augmenter sur des substrats faiblement rigides (50 kPa : E50 et 20 kPa E20). Les substrats très faiblement 

rigides (0 kPa : E0) induisent la mort cellulaire par nécrose. Il est cependant possible d’influencer le destin 

de ces cellules en jouant directement sur l’organisation de la chromatine. La trichostatine A est un inhibi-

teur des histones désacétylases qui permet un maintien artificiel de la chromatine sous forme déconden-

sée, euchromatine. Les cellules dont la chromatine est structurée en euchromatine survivent, gardent leur 

enveloppe nucléaire intacte ainsi qu’un réseau de filaments intermédiaires résiduel autour du noyau, sans 

proliférer sur des hydrogels qui leurs étaient auparavant létaux. Ces mêmes cellules retrouvent leurs capa-

cités à s’étaler et à entrer dans un nouveau cycle cellulaire lorsqu’elles sont transférées sur des substrats 

rigides. Ces résultats suggèrent que par le seul maintien de la chromatine sous forme euchromatine, les 

cellules entrent dans un état de quiescence leur permettant de survivre sur des hydrogels très faiblement 

rigides. 

Parallèlement, le deuxième projet de cette thèse s’est intéressé à la survie de cellules cancéreuses du côlon 

SW480 sur des hydrogels très mous (E20). Plus précisément, un processus de dissémination métastatique in 

vitro a été mis au point en cultivant les cellules SW480 successivement sur des hydrogels très mous et sur 

des surfaces rigides (verre). Les cellules meurent massivement par nécrose lors du 1er passage sur E20. Après 

une amplification sur verre, le taux de survie de ces cellules ainsi que leur motilité et l’organisation en hété-

rochromatine de leur noyau augmentent lors du 2ème passage sur E20. Après une nouvelle amplification, le 

taux de survie ainsi que la motilité cellulaire continuent d’augmenter lors du 3ème passage sur E20. Ce pas-

sage est caractérisé par une diminution du contenu en hétérochromatine des noyaux. Il semblerait donc 

qu’au cours des deux premiers passages, les cellules répondent à un processus de dissémination précoce 

« hétérochromatine-dépendant » alors qu’au cours des 3èmes et 4èmes passages, elles répondent à un proces-

sus de dissémination tardif « euchromatine dépendant ». 

Un troisième projet de thèse a été d’étudier l’influence de la force d’interaction substrat-ligand sur 

l’adhérence cellulaire. Lorsque les RGD sont présentés de manière covalente à la surface des films, ils indui-

sent un engagement important des intégrines organisées en cluster accompagné par la formation de con-

tacts focaux et de fibres de stress d’actine. Cet étalement et cette organisation induit une augmentation de 

l’aire des noyaux sans en affecter la circularité. Lorsque les RGD sont présentés de manière non covalente à 

la surface des films (système hôte-invité), une importante mortalité cellulaire est observée. Cette mortalité 

pourrait s’expliquer par une incapacité des cellules à s’attacher au substrat ; les forces de traction permet-

tant l’adhérence cellulaire étant plus fortes que les forces d’interaction du système hôte-invité. Ces trois 

projets offrent aux chercheurs plusieurs perspectives. 
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Etendre l’étude de l’influence de la rigidité d’hydrogels sur l’organisation de la chromatine des cellules 

d’intérêt pour l’ingénierie tissulaire. Plus particulièrement, s’intéresser à l’impact du module élastique des 

tissus sur la structure de la chromatine de cellules souches en fonction de leurs niveaux de différentiation. 

Ainsi, il serait possible de concevoir de nouveaux matériaux qui par leurs propriétés mécaniques repro-

gramment épigénétiquement le noyau de la cellule. Ces matériaux pourraient également être enrichis de 

facteurs nucléaires impliqués dans ces régulations épigénétiques. Le modèle in vitro de dissémination mé-

tastatique révèle une survie cellulaire qui augmente progressivement en fonction du nombre de passages 

sur des hydrogels mous. Plusieurs hypothèses sont possibles pour expliquer la survie des cellules cancé-

reuses : 1) une cellule cancéreuse « potentiellement résistante » est sélectionnée dès les premiers passages 

sur des hydrogels mous ; 2) une survie qui découle d’une ou plusieurs mutations et 3) une survie qui traduit 

une adaptation progressive des cellules tumorales à leur environnement. 

La dernière hypothèse semble la plus plausible. En effet, deux passages successifs sur des hydrogels mous 

sont létaux pour les cellules tumorales. Une ou plusieurs mutations auraient définitivement imprimés à la 

cellule tumorale un phénotype tumorigénique permanent. Le transcriptome des cellules après passages 

successifs sur des hydrogels mous devrait renseigner cette question. L’augmentation de la survie après 

chaque passage sur substrats mous s’accompagne d’une augmentation de la vitesse de migration et d’une 

réorganisation de la chromatine nucléaire. Lors des premiers et des seconds passages, la survie est associée 

à une structuration condensée de la chromatine (hétérochromatine). Lors des troisièmes et quatrièmes 

passages, la survie est associée à une structure décondensée de la chromatine (euchromatine). Une ques-

tion intéressante peut être posée. La structure de la chromatine de ces cellules tumorales a-t-elle des res-

semblances physiques (mobilité de la chromatine par exemple) avec la structure de la chromatine de cel-

lules souches ? 

Dans le troisième projet, la manière de présenter un ligand RGD de manière covalente ou non sur un subs-

trat à rigidité variable montre une forte influence sur l’adhérence cellulaire. Finalement, une question qui 

pourrait relier les deux premiers projets au troisième serait d’étudier si cette influence sur l’adhérence cel-

lulaire est perçue par la cellule de façon similaire lorsqu’elle a un noyau « mécaniquement ouvert » (forme 

euchromatine majoritaire) ou un noyau mécaniquement silencieux (forte restructuration en hétérochroma-

tine). 
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Florence FLICK 

La plasticité́ de la chromatine oriente le destin des 
cellules saines et des cellules cancéreuses sur des 

matrices de faibles rigidités. 

 

 

Résumé 

L’objectif de cette thèse est d’étudier l’influence d’hydrogels de faibles rigidités sur l’organisation de la 
chromatine de cellules épithéliales PtK2 et cancéreuses SW480. Sur des hydrogels mous, la chromatine de PtK2 
se structure en hétérochromatine tandis que les hydrogels très mous entrainent la mort des cellules par 
nécrose. Sur ces substrats, la chromatine, maintenue sous forme euchromatine par inhibition de HDAC, guide 
la cellule vers un état de quiescence. Ces cellules entrent en mitose lorsqu’elles sont transférées sur des 
surfaces rigides. Un processus de dissémination métastatique est développé in vitro en cultivant des cellules 
cancéreuses SW480 successivement sur des hydrogels très mous (E20) et des surfaces rigides (verre). Les 
cellules meurent massivement lors du 1er passage sur E20. Après amplification sur verre, au 2ème passage sur 
E20, leur survie, motilité et contenu en hétérochromatine augmentent. Au 3ème passage, la survie et la motilité 
progressent cependant le contenu en hétérochromatine diminue. Du 1er au 2ème passage, les cellules répondent 
à un processus de dissémination précoce « hétérochromatine-dépendant », du 3ème au 4ème passage à un 
processus tardif « euchromatine-dépendant ». 

 

Mots-clés 

Mécano-biologie / Biomatériaux / Films multicouches de polyélectrolytes / Rigidité du substrat / Plasticité de 
la chromatine / Dissémination métastatique / Adhérence cellulaire. 

 

Résumé en anglais 

The aim of this thesis is to investigate the influence of soft hydrogels on the chromatin plasticity of epithelial 
PtK2 and cancer SW480 cells. On soft hydrogels, the chromatin of PtK2 cells is organized in heterochromatin 
whereas very soft hydrogels direct the cell death by necrosis. On these substrates, the chromatin maintained 
in euchromatin by inhibition of HDAC guides the cells into quiescence. These cells transferred on stiff substrate 
enter in mitosis. An in vitro process of metastatic dissemination is developed from an SW480 cancer cells grown 
alternatively on very soft hydrogels (E20) and stiff surfaces (glass). On the 1st seeding on E20, cells die massively. 
After the proliferation of the surviving cells on glass, the 2nd seeding on E20 shows that cell viability, motility 
and heterochromatin content increase. On the 3rd seeding on E20, survival and motility continue to increase 
while the heterochromatin content decreases drastically. From the 1st to 2nd E20 seeding, cells respond to an 
early heterochromatin-dependent process of metastatic dissemination and from the 3rd to 4th E20 seeding to a 
late euchromatin-dependent process. 

Keywords 

Mechanobiology / Biomaterials / Polyelectrolyte multilayers / Substrate stiffness / Chromatin plasticity / 
Metastatic dissemination / Cell adhesion 
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