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RÉSUMÉ 

La culture en trois dimensions permet de reproduire dans une certaine mesure le 

microenvironnement dans lequel évoluent les cellules in vivo. Nous avons développé un 

hydrogel d’acide hyaluronique (AH) dont les caractéristiques sont aisément modifiables afin 

d’imiter les matrices extracellulaires (MEC) saines ou malignes. Pour cela, nous avons traité 

nos hydrogels avec un polypeptide adhésif (poly-L-lysine, PLL) ou des protéines de la MEC 

(collagènes de type III et IV) qui sont naturellement présentes dans les tissus. Ensuite, nous 

avons modifié la rigidité des hydrogels en les réticulant avec concentrations croissantes de 

génipine (GnP). Chaque condition de réticulation a été caractérisée mécaniquement avant d’être 

utilisée en culture avec des cellules de glioblastomes, de cancer du sein, puis avec des cellules 

endothéliales et des cellules souches hématopoïétiques. Dans l'ensemble, nos hydrogels 

présentaient (a) une rigidité croissante avec la concentration de GnP pour chaque traitement et 

(b) une résistance enzymatique efficace avec le traitement PLL, ainsi qu'avec le collagène de 

type IV, mais dans une moindre mesure. Alors que le traitement à la PLL n'était pas favorable 

à la culture de lignées de glioblastomes, il améliorait la prolifération des cellules cancéreuses 

du sein proportionnellement au degré de réticulation. Contrairement au collagène de type III, 

les hydrogels traités au collagène de type IV soutenaient la prolifération des cellules de 

glioblastome. Le modèle 3D que nous avons développé peut servir de plateforme pour l'étude 

de diverses cellules cancéreuses en ajustant simplement sa composition biochimique et ses 

propriétés mécaniques. 

Mots clés : modèle 3D ; collagène de type III et IV ; génipine ; acide hyaluronique ; hydrogels. 
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Impact of genipin crosslinking on hyaluronan hydrogels as tumor-like models: 

biophysical properties and 3D cell culture. 

 

ABSTRACT 

Three-dimensional (3D) biomimetic cell culture platforms offer more realistic 

microenvironments that cells naturally experience in vivo. We developed a tunable hyaluronan 

(HA)-based hydrogels that could easily be modified to mimic healthy or malignant extracellular 

matrices (ECMs). For that, we pre-functionalized our hydrogels with an adhesive polypeptide 

(poly-l-lysine, PLL) or ECM proteins (type III and type IV collagens), naturally present in 

tumorous tissues, and next, we tuned their stiffness by crosslinking with gradual concentrations 

of genipin (GnP). Then, we thoroughly characterized our substrates before testing them with 

glioblastoma, breast cancer cells and thereafter with endothelial cells and hematopoietic stem 

cells. Overall, our hydrogels exhibited (a) increasing stiffness with GnP concentration for every 

pre-functionalization and (b) efficient enzyme resistance with PLL treatment, and also with 

type IV collagen but to a lesser extent. While PLL-treated hydrogels were not favorable to the 

culture of any glioblastoma cell lines, they enhanced the proliferation of breast cancer cells in 

a stiffness-dependent manner. Contrary to type III collagen, type IV collagen pre-treated 

hydrogels supported the proliferation of glioblastoma cells. The as-desired HA-based 3D 

tumor-like models we developed may provide a useful platform for the study of various cancer 

cells by simply tuning their biochemical composition and their mechanical properties. 

Keywords: 3D tumor model; collagen type III and type IV; genipin; hyaluronan; hydrogels. 
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INTRODUCTION 

La culture in vitro est née d’un besoin d’aller plus loin pour améliorer la compréhension 

des phénomènes biologiques. En 1907, Ross Granville Harrison a été le premier à s’y essayer 

car il désirait voir et comprendre comment la « fibre nerveuse » s’étendait vers la périphérie 

lors du développement embryonnaire. Le tissu d’intérêt était déposé sur une lamelle, dans une 

goutte de lymphe, et immobilisé après coagulation de celle-ci. La lamelle était alors retournée, 

placée contre une lame creuse et leurs rebords scellés avec de la paraffine [1]. Cependant, 

jusqu’en 1912, il n’était pas possible de maintenir la viabilité des tissus observés plus de quinze 

jours. S’inspirant des travaux de Harrison, Alexis Carrel a voulu déterminer les conditions de 

cultures qui pourraient permettre de prolonger la vie des échantillons indéfiniment. Il a ainsi 

tenté de créer une circulation afin que les cellules puissent absorber les nutriments dont elles 

avaient besoin tout en évacuant leurs déchets. Il a alors réalisé qu’il était plus simple de 

renouveler le milieu cellulaire après un lavage et introduisit la notion de passage. De cette façon, 

il a pu augmenter l’espérance de vie des tissus qu’il avait prélevés [2] et dès lors, la culture in 

vitro s’est développée, notamment grâce à l’élaboration de nouveaux milieux de culture [3]. 

Aujourd’hui encore, notre connaissance de la biologie cellulaire découle de résultats 

expérimentaux obtenus sur des supports plats, en verre ou en plastique, soit en deux dimensions 

(2D). Toutefois, depuis les années 80, différents auteurs ont montré qu'en 2D les cellules 

adoptaient un comportement aberrant. Benya et coll. avaient observé que des chondrocytes 

cultivés ainsi perdaient à la fois leur morphologie et leur phénotype. Une fois transférés dans 

un support tridimensionnel, ces deux aspects étaient restaurés [4]. Dans une deuxième étude, 

des cellules épithéliales mammaires présentant une division incontrôlée ainsi qu’une 

polarisation anormale en 2D, recouvraient leur capacité à former des structures acinaires, à 
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réguler leur prolifération tout en synthétisant leur propre matrice extracellulaire (MEC) [5]. 

D’autres auteurs font état d’un profil d’expression génétique inhabituel ou encore de réponse 

faussée face à des agents pharmaceutiques [6,7]. 

En effet, in vivo, les cellules reçoivent des signaux divers par l’intermédiaire 

d’interactions avec les cellules voisines, la MEC ou les facteurs solubles qu’elle contient et ce 

de façon multidirectionnelle. Ces éléments constituent le microenvironnement cellulaire. De 

nombreux supports permettant une organisation en trois dimensions (3D) ont vu le jour dans le 

but de mimer le microenvironnement par leur composition, leur structure ainsi que leur capacité 

à relarguer des facteurs solubles. Ce sont des outils importants pour la recherche fondamentale 

mais aussi pour l’ingénierie tissulaire. 

La première partie du manuscrit est une introduction divisée en quatre chapitres qui 

présentent le microenvironnement cellulaire, les différents moyens de le reproduire et 

définissent les termes du sujet de la thèse. 

La deuxième partie concerne les objectifs de la thèse. 

La troisième partie recense le matériel et les méthodes utilisés lors des expérimentations. 

Les résultats sont présentés dans la quatrième partie et discutés dans la cinquième. 

La dernière partie est consacrée à une conclusion. 

Il est à noter que les mots figurant en italique dans le manuscrit sont issus de langues non 

francophones. Il s’agit soit d’anglais soit de latin.  
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I. Le microenvironnement 

Le microenvironnement cellulaire correspond à tous les éléments adjacents d’un tissu 

donné. Il est défini par sa MEC, les cellules périphériques qui sont des cellules du même tissu, 

des cellules « de soutien » ou stromales telles que les fibroblastes, les cellules endothéliales ou 

encore des cellules immunitaires. Microenvironnement et cellules sont en échange permanent : 

tout comme les cellules peuvent agir sur leur microenvironnement et le remodeler, le 

microenvironnement peut également influer sur l’activité cellulaire [8]. 

1. La matrice extracellulaire 

La MEC est composée de nombreux éléments biochimiques tels que les protéines, les 

glycoprotéines, les protéoglycanes (PG), les polysaccharides et les glycosaminoglycanes 

(GAG). Yi et coll. décrivent deux compartiments au sein de la MEC : i) la matrice interstitielle 

située dans les espaces intercellulaires et ii) la lame basale, un tissu non-cellulaire fin qui sépare 

la matrice interstitielle du tissu externe (Figure 1) [9]. 

 

Figure 1 : Schéma représentant la matrice extracellulaire épithéliale. 

La MEC épithéliale comprend une matrice interstitielle et une lame basale qui la sépare du tissu externe, ici le 
tissu épithélial. Sont également représentées ici les cellules « de soutien » : fibroblastes et cellules immunitaires 
(éosinophiles et macrophages). D’après Lu et coll., Journal of Cell Biology, 2012 [8]. 
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À l’inverse, Lu et coll. indiquent qu’il s’agit de deux MEC bien distinctes [8]. Tout 

comme la matrice interstitielle, la lame basale est principalement produite par les cellules 

stromales mais également par les cellules du tissu externe mentionné plus haut c’est-à-dire les 

cellules endothéliales ou épithéliales. Due à sa fonction de filtre, la lame basale est plus 

compacte et moins poreuse que la matrice interstitielle qui a un rôle plus structural. Il est 

important de noter que certains tissus ne possèdent pas de lame basale ; c’est le cas des 

vaisseaux sanguins du tissu osseux [10]. 

Les éléments de la MEC sont généralement répartis en trois catégories : les protéines 

fibreuses, les glycoprotéines adhésives et les glycosaminoglycanes. L’ensemble de ces 

macromolécules forme un gel hydraté et chargé qui constitue un support mécanique 

tridimensionnel nécessaire au maintien de la structure des tissus et des organes. La MEC émet 

également des signaux biochimiques destinés aux cellules environnantes via les facteurs 

solubles qu’elle contient et dont elle régule l'activité. De cette manière, la MEC influe sur le 

comportement, la morphologie, la survie, la prolifération, la migration et la différenciation 

cellulaire. Elle a donc un rôle critique dans la morphogenèse des tissus et le développement des 

organes [11,12]. 

a. Les protéines fibreuses 

Les protéines fibreuses ont un rôle structurel dans la MEC : elles lui confèrent sa 

résistance mais également son élasticité. Il en existe plusieurs telles que l’élastine, la fibrilline 

ou la fibuline, cependant, nous allons nous focaliser sur le collagène qui le composant principal 

de la MEC [13]. 
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a.1. Le collagène 

Le collagène est la protéine la plus abondante du corps humain, représentant 25 à 35 % 

de la masse protéique totale [14]. Avec ses 28 isoformes, il constitue une superfamille dite « du 

collagène » : une grande famille de protéines fibreuses insolubles qui contiennent un domaine 

commun en triple hélice [15]. La synthèse du collagène peut être divisée en quatre étapes 

(Figure 2). i) Le précurseur du collagène est une hélice α gauche formée de trois segments : aux 

extrémités les domaines N-terminal d’un côté et C-terminal de l’autre et au milieu, une 

séquence polypeptidique caractérisée par la répétition d’un seul et même motif : Gly-X-Y où, 

le plus souvent, X et Y correspondent respectivement à la proline et l’hydroxyproline. ii) Elle 

est importée dans le réticulum endoplasmique pour subir les modifications 

post-traductionnelles qui vont permettre la formation du domaine commun en triple hélice 

caractéristique cité plus haut. iii) L’hydroxylation de lysines et de prolines va stabiliser la triple 

hélice aussi appelée procollagène. Certaines hydroxylysines seront par la suite glycosylées, là 

encore pour promouvoir la stabilité du procollagène. iv) Le procollagène est secrété dans la 

MEC où les domaines N et C terminaux vont être clivés par les métalloprotéases matricielles 

(MMP) créant ainsi le collagène sous sa forme mature [16]. 
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Figure 2 : Synthèse des fibrilles de collagène. 

Le précurseur du collagène (1) est traduit dans le cytoplasme de la cellule et importé dans le réticulum 
endoplasmique pour poursuivre sa maturation. Une fois dans l’organite, il s’assemble avec deux autres 

précurseurs à partir du domaine C-terminal (2) pour former une triple hélice. Après plusieurs modifications 
post-traductionnelles (3), la triple hélice ou procollagène est secrétée dans la MEC où les domaines C-terminaux 
et N-terminal seront clivés par les enzymes matricielles (4). Figure issue du travail de Mouw et coll., Nature 
Reviews Molecular Cell Biology, 2015 [16]. 

Selon la structure dudit domaine commun et de la protéine totale, la grande famille de 

collagène peut être divisée en plusieurs sous-familles (Tableau 1). 

Tableau 1 : Classification des sous familles de collagène. 

D’après Mouw et coll., Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2015 et Sato et coll., The Journal of Biological 
Chemistry, 2002 [16,17]. 

 
 

Collagènes fibrillaires ou formant des fibrilles  I, II, III, V, XI, XXIV et XXVII

Collagènes associés à des fibrilles et similaires à des fibrilles

avec une triple hélice interrompue

Collagènes formant un réseau  IV, VI, VII, VIII et X

Collagènes transmembranaires  XIII, XVII, XXIII, XXV

Collagènes de multiplexine XV et XVIII

IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX, XXI, XXII et XXVI
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Chaque isoforme de collagène peut s'assembler ou s’intégrer à d'autres macromolécules 

non collagéniques et ainsi constituer « le squelette » de la MEC lui conférant ses propriétés 

mécaniques et participant au maintien de sa structure [18]. 

Les collagènes de type I, III et IV seront décrits plus en détails ici car le collagène de 

type I est le plus répandu [19] et les collagènes de type III et IV ont été utilisés au sein de notre 

hydrogel pour notre étude et dans un travail précédent ayant montré une amélioration de 

l’invasion et de la prolifération cellulaire [20]. 

a.1.1. Le collagène de type I 

Le collagène de type I fait également partie de la sous-famille des collagènes fibrillaires. 

Il est constitué de trois chaînes α codées par les gènes COL1A1 and COL1A2. La triple hélice 

formée mesure environ 300 nm et se termine, à chaque extrémité, par des peptides non 

hélicoïdaux. Le collagène de type I est retrouvé très largement dans le corps humain et chez 

certains vertébrés au niveau de la cornée, du cartilage, du foie, des ligaments, des os, de la peau, 

des poumons, des tendons et des valves cardiaques notamment. Généralement la triple hélice 

est constituée de deux chaînes α1 et une α2. En effet, les homotrimères de chaînes α1 sont 

retrouvés dans les tissus fœtaux, les tumeurs ou  encore les cicatrices ; il sont plus résistants au 

clivage enzymatique [19]. 

Les mutations des gènes COL1A1 et COL1A2 causent (i) la maladie de Caffey 

caractérisée par des douleurs, un gonflement des tissus mous, une hyperesthésie, une irritabilité, 

une sensibilité à la palpation et des rougeurs sur une ou plusieurs partie(s) du corps, (ii) les 

syndromes d'Ehlers-Danlos de type arthrochalasique et cardiaque valvulaire respectivement 

caractérisées par une fragilité tissulaire, une hyper-élasticité cutanée, une hyperlaxité articulaire 

et par une sévère et progressive dégénérescence des valves cardiaques accompagnée des mêmes 
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symptômes précédemment cités, (iii) l’ostéogenèse imparfaite caractérisée par une faible masse 

osseuse, une fragilité osseuse et une tendance aux fractures de sévérité variable et (iv) 

l’ostéoporose post-ménopausique caractérisée par une diminution de la densité et de la 

résistance osseuse exposant le patient à un risque élevé de fracture [21–25]. La transmission de 

ces maladies, lorsqu’elle est génétique, est autosomique dominante ou récessive [19]. 

a.1.2. Le collagène de type III 

Le collagène de type III fait également partie de la sous-famille des collagènes fibrillaires. 

Concernant la synthèse de cette protéine, sa triple hélice est constituée de trois chaines α 

identiques issues de la transcription du gène COL3A1 et son domaine N-terminal est clivé 

complètement de façon à s’assembler avec d’autres collagènes (types I, V et/ou XI). Le 

collagène de type III est plus particulièrement localisé au sein de tissus élastiques comme l’axe 

gastro-intestinal, le foie, la peau, les poumons ou encore l’utérus et le réseau vasculaire [16,26]. 

Par ailleurs, des mutations du gène COL3A1 peuvent aboutir au syndrome 

d'Ehlers-Danlos vasculaire. La plupart des cas humains rapportés de ce syndrome résultent 

d’une mutation faux sens où une glycine du domaine en triple hélice est remplacée par un autre 

acide aminé. Dans cette maladie, le pronostic vital peut être rapidement engagé du fait d’un 

risque accru de rupture des tissus artériels, intestinaux ou utérins. Les personnes atteintes de 

cette maladie présentent également une peau plus fine, presque translucide [26]. 

a.1.3. Le collagène de type IV 

Le collagène de type IV est un des principaux composants de la lame basale. Les six gènes 

COL4A1 à COL4A6 codent respectivement pour les chaines α1 à α6 de cette protéine [16]. 

Seulement trois associations possibles conduisent à la formation du collagène de type IV : les 
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trimères α1α2α1, α3α4α5, et α5α5α6 [27]. Les domaines globulaires présents aux extrémités de 

la molécule de collagène de type IV permettent une association à d’autres molécules de manière 

à former un réseau (Figure 3). 

 

Figure 3 : Polymérisation du collagène de type IV. 

Le collagène de type IV est caractérisé par deux domaines globulaires qui favorisent la polymérisation de la 
protéine avec d’autres molécules de collagène de type IV. Le domaine 7S permet la dimérisation et le domaine 

NC1 l’hexamérisation. Cet assemblage aboutit à la formation d’un réseau au sein de la lame basale. Figure 
issue du travail de Mouw et coll., Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2015 [16]. 

Au treillis obtenu s’ajoute des molécules de collagène de type VII, des glycoprotéines 

et PG. Il en résulte un maillage plus dense qui confère à la lame basale son rôle de filtre. 

Lors du remodelage de la MEC par les enzymes matricielles, les MMP, les protéines de 

la matrice interstitielle ainsi que celles de la lame basale sont clivées. Certains des peptides 

alors formés sont connus pour avoir des propriétés biologiques. Deux grands groupes de 

peptides se distinguent : les matrikines et les matricryptines (qui peuvent être considérées 

comme un sous-groupe de matrikines) [28]. Les matrikines sont les peptides qui avaient déjà 

une activité biologique quand ils faisaient corps avec la protéine de la MEC (via un domaine 

de fixation par exemple). Les matricryptines correspondent aux peptides dont la fonction 

biologique est inactive tant qu’ils ne sont pas clivés [29]. Avec ses six chaines α différentes, la 
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dégradation du collagène de type IV peut aboutir à la formation de nombreux peptides. Parmi 

eux, six sont connus pour avoir un rôle biologique et sont répertoriés dans le Tableau 2. 

Tableau 2 : Les matricryptines du collagène de type IV et leur rôle. 

D’après Kisling et coll., Life Sciences, 2019 et Weckmann et coll., Journal of Cellular and Molecular Medicine, 
2012 [27,30]. 

 

Parmi les six différentes chaînes du collagène de type IV, les chaînes α1 et α2 sont les 

plus conservées et les plus abondantes car elles sont distribuées dans pratiquement toutes les 

membranes basales. Par conséquent, lorsqu’une mutation survient sur les gènes COL4A1 et/ou 

COL4A2, les conséquences sont multiples, ubiquitaires et critiques. En effet, les mutations du 

gène COL4A1 et COL4A2 peuvent causer la porencéphalie de type I caractérisée par la présence 

de cavités intracérébrales de taille variable et qui se manifeste par plusieurs symptômes : 

hémiparésie à paralysie cérébrale, hydrocéphalie, crises d’épilepsie, difficulté voire absence du 

développement du langage, retard mental. De plus, chez les porteurs de gènes mutés, des 

hémorragies cérébrales massives peuvent se manifester de façon spontanée ou causée par un 

traumatisme tel que la naissance, la pratique sportive, etc. Les atteintes peuvent également être 

Enzyme matricielle Chaîne α Matricryptine Rôle

Anti-angiogénique

Promotion de la transition endothélio-mésenchymateuse

Anti-angiogénique

Migration des fibroblastes

Prolifération des cellules epithéliales

Promotion de la transition endothélio-mésenchymateuse

Anti-angiogénique

Anti-tumorale : pro-apoptotique,  inhibition de la migration

Promotion de la transition endothélio-mésenchymateuse

Pentastatine Anti-angiogénique

Anti-angiogénique

Anti-lymphangiogénique

Anti-angiogénique

α6 Hexastatine Inhibition de la migration cellulaire

Anti-angiogénique

Migration et prolifération des fibroblastes
MMP-9 α3 Tumstatine

MMP-2

α1 Arrestène

Tétrastatineα4

Canstatineα2

Lamstatine
α5
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oculaires, musculaires et rénales mais il existe cependant des porteurs asymptomatiques [31]. 

Les mutations des gènes COL4A3, COL4A4 and COL4A5 sont à l’origine du syndrome d’Alport 

affectant la rétine, la cochlée et les reins, menant parfois jusqu’à la surdité et l’insuffisance 

rénale (phase terminale) [32]. Les mutations du gène COL4A6 peuvent également aboutir au 

syndrome d'Alport avec léiomyomatose diffuse caractérisée par une prolifération bénigne des 

cellules des muscles lisses [33–35]. 

b. Les glycoprotéines adhésives 

Les glycoprotéines adhésives possèdent des domaines de liaison cellulaire et matriciel qui 

permettent l’assemblage des différents composants de la MEC entre eux mais aussi les 

interactions des cellules avec cette matrice. Elles sont multiples et sont impliquées dans 

l’adhésion et la migration cellulaire. 

b.1. La fibronectine 

La fibronectine est la seconde protéine la plus abondante dans la MEC. Elle est exprimée 

à partir du gène FN1 et structurée en dimère d’environ 250 kDa chacun relié par une paire de 

ponts disulfures. Chaque monomère est formé par différents domaines : les domaines 

fibronectine de type I, de type II et de type III respectivement appelés FN I, FN II et FN III 

(Figure 4). La fixation des cellules est notamment permise par l’intermédiaire du motif RGD 

(Arg-Gly-Asp) du domaine FN III10 à une intégrine cellulaire (α5β1) [36]. La fibronectine a 

également d’autres rôles biologiques tels que la cicatrisation, la différenciation, la prolifération 

et la réorganisation du cytosquelette [37]. 



 

30 

 

Figure 4 : Représentation schématique de la fibronectine. 

La fibronectine est une protéine dimérique organisée en différents modules de liaison aux protéines matricielles 
et de liaison cellulaire. Ces modules sont structurés en domaine dits « fibronectine » de type I, II ou III. Les 
deux monomères sont liés par une paire de pont disulfure en C-terminal tout comme les domaines fibronectine 
de type I à ceux de type II. D’après Ancient ECM Protein Motifs - Page 2, 2004 [38] 

b.2. La ténascine 

Chez les vertébrés, la famille des ténascines comporte quatre membres : les ténascine C, 

R, W et X distribuées dans les différents tissus du corps et impliquées dans la réorganisation du 

cytosquelette et la prolifération cellulaire [39]. Chaque protéine est structurée par la répétition 

des mêmes domaines dans le même ordre et leur poids moléculaire est compris entre 150 et 

380 kDa. Cette différence de taille est due à la variabilité du nombre de répétitions de ces 

domaines (Figure 5) [40]. 
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Figure 5 : Représentation schématique de la famille des ténascines. 

Les ténascines C, R, X et W sont retrouvés chez les vertébrés. De l’extrémité N-terminale à la C-terminale : 
des répétitions d’un motif de sept acides aminés, des domaines epidermal growth factor (EGF), fibronectine de 
type III et un domaine globulaire de type fibrinogène. Figure issue du travail de Hsia et coll., The Journal of 
Biological Chemistry, 2005 [40]. 

b.3. L’intégrine 

Les intégrines sont des hétérodimères transmembranaires composés de deux sous-unités, 

α et β, associées de façon non covalente. Elles permettent la transduction des signaux du 

compartiment extracellulaire au compartiment intracellulaire et inversement. Il existe 24 

intégrines différentes chez les vertébrés. Chacune d’elle est associée à une fonction et à un type 

cellulaire. Elles sont formées par 18 sous-unités α (gènes ITGA1-11 et ITGAE, D, IIb, L, M, V 

et X) et 8 sous-unités β (gènes ITGB1-8) (Figure 6) [41–43]. 

 

Figure 6 : Possibilités de dimérisation des sous-unités des intégrines. 

D’après Takada et coll., Genome Biology, 2007 [43]. 



 

32 

Les intégrines sont les principaux acteurs de l’adhésion et de la migration. Par leur 

domaine intracellulaire, les intégrines sont au contact du cytosquelette d’actine et participent à 

son remodelage. Au travers de leur liaison aux immunoglobulines et aux leucocytes, les 

intégrines ont également un rôle dans la réponse immunitaire. Par ailleurs, les intégrines 

contribuent (de façon indépendante ou par association à des récepteurs de facteurs de 

croissance) à l'angiogenèse, la cicatrisation, la croissance cellulaire, la différenciation, la 

division cellulaire et la survie [41–43]. 

c. Les glycosaminoglycanes 

Les GAG sont des polymères chargés négativement, de poids moléculaire variable, de 

l’ordre du kDa à plusieurs centaines de kDa. Ils sont constitués d’unités disaccharidiques 

successives : un acide uronique ou un galactose associé à un hexosamine [44]. Leur charge 

négative leur permet d’attirer des cations et des molécules d’eau pour la même occasion afin de 

garantir leur équilibre osmotique. La présence de l’eau assure une résistance aux forces de 

cisaillement et de compression, et participe ainsi à la stabilité de la MEC. Associés à une 

protéine, les GAG forment les PG, des macromolécules aux fonctions biologiques variées. Les 

GAG possèdent également des fonctions biologiques qui leur sont propres telles que l’adhésion 

cellulaire ainsi que la régulation de la coagulation, de la croissance et prolifération cellulaires 

[45–48]. Selon le type de monomère, la liaison entre les monomères, la position des 

groupements sulfates et le degré de sulfatation, il existe quatre groupes de GAG : les 

chondroïtines sulfates et dermatanes sulfates, les héparanes sulfates et héparines, les kératanes 

sulfates et le groupe de l’acide hyaluronique (AH) (Figure 7) [49,50]. 
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Figure 7 : Projection de Haworth des différents glycosaminoglycanes. 

Les radicaux R et R1 correspondent à l’hydrogène (H) ou au trioxyde de souffre (SO3
−) pour le premier et à 

l’H, ou au SO3
− ou encore au groupement COCH3

− pour le deuxième. Figure issue du travail de Morla S., 
International Journal of Molecular Sciences, 2019 [50]. 

c.1 Les glycosaminoglycanes sulfatés 

Le glucose et le galactose sont les principaux précurseurs des unités saccharidiques des 

GAG. Ils sont métabolisés par des actions enzymatiques successives dans le cytosol afin 

d’obtenir cinq sucres uridine diphosphate (UDP) : l’UDP acide glucuronique, l’UDP galactose, 

l’UDP N-acétylgalactosamine, l’UDP N-acétylglucosamine et l’UDP xylose. Les formes 

métabolisées du glucose et du galactose sont assemblées par des enzymes présentes pour la 

plupart dans le cytosol, sinon, dans le réticulum endoplasmique ou l’appareil de Golgi où 

peuvent se faire la liaison covalente au tronc protéique pour la synthèse d’un PG ainsi que la 

sulfatation pour ce dernier [45,51]. 

La fonction des GAG dépend de leur structure moléculaire. Cette structure est elle-même 

déterminée par les réactions d’épimérisation qui ont lieu dans l’appareil de Golgi (Figure 8) 

[45]. 
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Figure 8 : Schéma explicatif de la réaction d’épimérisation. 

L’épimérisation est une réaction chimique où la configuration d’un centre asymétrique tétraédrique (atome relié 
à quatre autres groupements non identiques) est inversée. Ici, l’atome d’hydrogène (H) et le groupement 
hydroxyle (OH) sont inversés au niveau du carbone - le centre asymétrique - en position 2. D’après Gnu, 2018 

[52]. 

c.1.1. Le groupe du chondroïtine sulfate et du dermatane sulfate 

Le chondroïtine sulfate est composé par les sucres acide glucuronique et 

N-acétylgalactosamine. Ils sont liés entre eux par des liaisons β (1-4) glycosidiques et chaque 

unité disaccharidique est reliée à une autre par des liaisons β (1-3) glycosidiques (Figure 9) 

[53]. 

 

Figure 9 : Schéma représentant la structure chimique de l’unité disaccharidique du chondroïtine sulfate. 

Le chondroïtine sulfate est un GAG composé d’acide glucuronique et de N-acétylgalactosamine. Les deux 

sucres sont liés l’un à l’autre par des liaisons β (1-3) glycosidiques. Les unités disaccharidiques sont liées les 
unes autres par des liaisons β (1-4) glycosidiques [54]. 

L’épimérisation d’un résidu quelconque de l’acide glucuronique aboutit à la formation de 

l’acide iduronique. Les chondroïtines sulfates sont localisés dans les tissus conjonctifs et le 

cartilage tandis que les dermatanes sulfates sont retrouvés dans la peau [51]. Une chaîne de 
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chondroïtine ou de dermatane sulfate peut contenir entre 40 et 1 000 unités disaccharidiques, 

ce qui correspond respectivement à 20 000 et 50 000 Da. Avec le N-acétylgalactosamine, 

l’acide iduronique génère le dermatane sulfate. Généralement, les carbones en position 4 et 6 

du N-acétylglucosamine sont sulfatés, ainsi que le carbone en position 2 pour l’acide iduronique 

du dermatane sulfate. Lors de la formation d’un PG, la liaison des chondroïtine et dermatane 

sulfates à un cœur protéique se fait à partir d’un résidu sérine via un motif trisaccharidique 

galactosyl-galactosyl-xylosyl (Gal-Gal-Xyl) [45,55]. Les PG de la MEC sont principalement 

constitués de chondroïtine sulfate (agrécane, brévicane, biglycane, décorine, versicane). Ils 

participent à la stabilité de la MEC en réticulant les autres composés de la MEC et jouent leur 

rôle biologique en séquestrant des facteurs de croissance [56]. 

c.1.2. Le groupe de l’héparane sulfate et de l’héparine 

Les héparanes sulfates et les héparines sont constitués par le N-acétylglucosamine et 

respectivement par l’acide glucuronique ou l’acide iduronique en cas d’épimérisation. 

Concernant l’héparane sulfate, les liaisons entre les sous-unités sont de type 

β (1-4) glycosidiques et les liaisons entre les unités disaccharidiques de type 

α (1-4) glycosidiques tandis que toutes les liaisons de l’héparine sont de type 

α (1-4) glycosidiques [45]. Les chaînes d’héparanes sulfates comptent généralement entre 50 et 

200 répétitions d’unités disaccharidiques soit 25 000 à 100 kDa [57]. L’héparine a un poids 

moléculaire moins élevé qui varie entre 5 et 30 kDa [58]. Le degré de sulfatation de ces GAG 

influe sur leur capacité à interagir avec d’autres protéines telles que les cytokines ou les facteurs 

de croissance déterminant ainsi leur fonction biologique. Ils s’associent à un cœur protéique à 

partir d’un motif tétrasaccharidique de résidus xylose (1), galactose (2) et acide glucuronique 

(1) sur une sérine. Héparanes sulfates et héparines peuvent se lier à diverses protéines (protéines 
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fibreuses ou facteurs de croissance) et notamment à l’antithrombine III pour l’héparine, ce qui 

lui confère une activité anticoagulante [45]. Les PG à héparanes sulfates tels que le perlecan 

interagissent également avec des facteurs de croissance en les séquestrant afin qu’ils soient 

libérés suite à un stimulus particulier ou afin de créer un gradient [57]. 

c.1.3. Le groupe du kératane sulfate 

Le kératane sulfate est majoritairement localisé dans la cornée puis le cerveau. Dans la 

cornée, il permet de maintenir un espace précis entre les fibres de collagène pour assurer la 

clarté visuelle et une hydratation optimale. Dans le cerveau, le kératane sulfate joue un rôle 

régulateur de la prolifération cellulaire [45]. Il peut contenir jusqu’à 50 unités disaccharidiques 

de galactose et de N-acétylglucosamine (entre 20 000 et 25 000 Da). Ils sont liés les uns aux 

autres par des liaisons β (1-4) glycosidiques et les unités disaccharidiques par des liaisons 

β (1-3) glycosidiques [53]. Les deux sucres peuvent être sulfatés, le N-acétylglucosamine de 

façon plus importante. Le kératane sulfate est le seul GAG sulfaté qui ne s’associe pas à un 

cœur protéique par l’intermédiaire d’un motif tri ou tétrasaccharidique lors de la formation d’un 

PG. Il existe trois types de kératanes sulfates selon le mécanisme utilisé pour l’ancrage au cœur 

protéique. Les kératanes sulfates de type I s’associent au cœur protéique par l’intermédiaire 

d’un glycane complexe et d’une asparagine. Les kératanes sulfates de type II, principalement 

retrouvés dans le cartilage, se lient au cœur protéique à partir d’un résidu N-acétylgalactosamine 

sur un acide aminé sérine ou thréonine. Les kératanes sulfates de type III sont plus souvent 

observés au niveau cérébral et utilisent un résidu mannose pour créer une liaison avec un acide 

aminé sérine ou thréonine du cœur protéique [45]. 
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c.2. L’acide hyaluronique 

L’AH est un GAG particulier. Non sulfaté, il est moins hydrophile que les autres GAG 

mais sa grande taille (jusqu’à 25 000 unités disaccharidiques soit 20 000 kDa) lui permet de 

stocker une quantité plus importante de molécules d’eau. Il est composé par l’acide 

glucuronique qui porte la charge négative et par le N-acétylglucosamine [59]. L’AH ne forme 

pas de PG mais il peut interagir avec eux (agrécane, brévicane, neurocane et versicane) de façon 

non-covalente via des motifs particuliers : les hyaluronan-binding motifs, jouant ainsi un rôle 

de plateforme [53]. 

L’AH sera décrit plus en détail que les autres GAG cités plus haut car il s’agit du 

biomatériau de base de notre modèle de culture. 

c.2.1. Biosynthèse et renouvellement de l’acide hyaluronique 

L’AH est le GAG dont la structure est la plus simple, sans ajout de groupements sulfates 

et sans modification post-polymérisation dans l’appareil de Golgi. Il est directement synthétisé 

à la face interne de la membrane plasmique cellulaire. Les sucres précurseurs, l’UDP acide 

glucuronique et l’UDP N-acétylglucosamine, sont métabolisés dans le cytoplasme et recrutés à 

la membrane plasmique par diffusion [45]. Ils sont alors assemblés par des liaisons 

β (1-3) glycosidiques et des liaisons β (1-4) glycosidiques entre les unités disaccharidiques. La 

polymérisation de l’AH est permise par les enzymes hyaluronan synthases (HAS) transcrites et 

traduites à partir des gènes Has1-3 [60]. Suite à la polymérisation, l’AH est secrété dans la 

MEC (Figure 10) [45]. 
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Figure 10 : Représentation schématique de la biosynthèse de l’acide hyaluronique. 

L’AH est un GAG composé par l’acide glucuronique et le N-acétylglucosamine. Les formes précurseurs de ces 

sucres sont assemblées via une l’action enzymatique de la hyaluronan synthase (HAS) à la face interne de la 
membrane plasmique cellulaire. D’après Vincent Hascall and Jeffrey D. Esko, Essentials of Glycobiology, 3rd 
edition, 2017 [60]. 

L’AH est dégradé par l’action enzymatique des hyaluronidases codées par les gènes 

HYAL1-3 et SPAM1 (pour la protéine sperm adhesion molecule 1) où l’action est limitée à la 

spermatogenèse et la fécondation. Le gène HYAL4 est un cas particulier, il code pour une 

hyaluronidase qui a une action de chondroïtinase. L’AH est également capté par différents 

récepteurs afin d’être détruit dans le lysosome. Lorsque la dégradation est locale, l’AH est 

reconnu par le récepteur hyaluronan receptor for endocytosis (HARE). Sinon, la dégradation 

peut avoir lieu dans les ganglions lymphatiques ou au niveau du foie. Dans ce cas, l’AH est 

respectivement fixé par le lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor-1 (LYVE-1) ou le 

liver endothelial cell clearance receptor (LEC receptor) puis éliminé [60]. 

c.2.2. Les différentes fonctions de l’acide hyaluronique 

L’AH est un GAG ubiquitaire capable d’attirer de nombreuses molécules d’eau (jusqu’à 

10 000 fois son poids en eau). Une fois hydraté, l’AH gagne en volume ce qui lui confère la 

capacité de résister à la compression mais également de faciliter la migration cellulaire 

(particulièrement lors de la cicatrisation) grâce à sa conformation en hélice [49,60]. Sa charge 
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en eau lui donne une consistance de gel qui permet la lubrification notamment au niveau des 

articulations [45,56]. 

Afin d’exercer une fonction biologique, l’AH doit être fixé par un récepteur. Les deux 

récepteurs principaux de l’AH sont le cluster of differentiation 44 (CD44) et le receptor for 

hyaluronan-mediated motility (RHAMM). Le CD44 est un récepteur transmembranaire avec 

un domaine extracellulaire unique de liaison à l’AH. La fixation du ligand entraîne un 

changement de conformation du domaine cytoplasmique du récepteur qui permet une 

interaction avec des protéines régulatrices de la migration, de la prolifération ou encore de la 

réorganisation du cytosquelette. Il existe des variants du récepteur CD44 qui sont obtenus par 

épissage alternatif, glycosylation ou oligomérisation tel que le CD44H, l’isoforme exprimée 

par les cellules souches hématopoïétiques (CSH). La liaison de l’AH au récepteur RHAMM 

active d’autres protéines impliquées dans la motilité, la prolifération cellulaire et la survie. Il 

existe également des variants du récepteur RHAMM, certains sont intracellulaires. 

L’intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1) et la layiline sont d’autres protéines réceptrices 

de l’AH. Lorsqu’il est fragmenté et capté par les toll-like receptors (TLR-2 et 4), l’AH envoie 

un signal de « blessure » et déclenche alors l’expression de gènes inflammatoires [61]. 

L’AH joue également un rôle important dans la morphogenèse. Ses fonctions de 

promotion de l’adhésion, la différenciation, la migration, et la prolifération cellulaires 

permettent la formation du cartilage, du cœur, des neurones, des os et des vaisseaux sanguins 

[61]. Ces fonctions, associées à l’impact de l’AH sur la survie cellulaire, sont également clés 

pour la carcinogenèse. En effet, l’expression de certains variants du récepteur CD44 est corrélée 

à l’apparition et à la progression du cancer [45,60]. C’est pourquoi la régulation de la 

signalisation de l’AH doit être très fine. Cette régulation est basée sur la taille de l’AH qui varie 
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selon l’enzyme de synthèse et l’activité enzymatique des hyaluronidases ou d’autres acteurs 

responsables de la dégradation de l’AH tels que les espèces réactives de l’oxygène ou reactive 

oxygen species (ROS). L’AH de haut poids moléculaire (à partir de 1 000 kDa), plus visqueux, 

présente des propriétés anti-inflammatoires, immunosuppressives et lubrifiantes tandis que 

l’AH de bas poids moléculaire peut induire la libération de cytokines pro-inflammatoires [62]. 

Le rôle de l’AH dans la cancérogenèse sera abordé dans la partie I.4. 

L’AH est utilisé en tant qu’agent thérapeutique dans différents domaines. Dans le cas de 

l’arthrose, des injections d’AH au niveau des articulations touchées peuvent soulager les 

patients. L’AH a également une application dans la chirurgie ophtalmique où il est injecté de 

manière à protéger le champ d’opération tout en le maintenant accessible [60]. 

2. Facteurs de croissance matriciels 

L’adhésion des cellules à la MEC entraîne la sécrétion de facteurs de croissance par ces 

cellules pour influencer leur différenciation, leur prolifération ou leur survie. Ces facteurs sont 

ensuite séquestrés par les protéines de la matrice, notamment par les PG à chondroïtine et 

héparane sulfate. Cette séquestration a plusieurs conséquences : (i) leur stockage, (ii) la 

protection de la dégradation des facteurs de croissance par des protéases, (iii) une concentration 

de l’activité pour une action prolongée, (iv) la création d’un gradient de concentration, (v) la 

proximité du ligand et de son récepteur pour une activation rapide de la voie de signalisation. 

De plus, la séquestration permet également de contrôler positivement ou négativement l’activité 

des facteurs de croissance. Les facteurs de croissance peuvent à leur tour exercer aussi un rôle 

sur la MEC en induisant sa synthèse et/ou sa dégradation en promouvant la production 

d’enzymes. La liaison du facteur de croissance peut être directe, c’est-à-dire sur son récepteur, 
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ou indirect par l’intermédiaire des intégrines. Par ailleurs, la liaison est aussi possible sur les 

matrikines et matricryptines des protéines de la MEC [63–65]. 

a. L’epidermal growth factor 

L’epidermal growth factor (EGF) est une protéine de 6 kDa exprimée à partir du gène 

EGF et qui a pour récepteur l’epidermal growth factor receptor (EGFR). Elle peut également 

interagir avec des domaines protéiques liant l’EGF présents sur les protéines de la MEC décrites 

plus haut et leurs matrikines (avec une affinité plus faible). L’EGFR est une glycoprotéine 

transmembranaire de 170 kDa aux ligands multiples dotée d’une activité tyrosine kinase. 

L’interaction du ligand à son récepteur permet de promouvoir la différenciation, la prolifération, 

la migration, et la survie cellulaire ainsi que la production de ROS [56,64–67]. 

b. Le fibroblast growth factor 

Chez l’Homme, la famille des fibroblast growth factors (FGF) compte 22 membres dont 

le poids moléculaire varie entre 7 et 38 kDa répartis dans six sous-familles selon leur homologie 

de séquence et leur phylogénie. Le récepteur du FGF (FGFR) existe sous quatre formes et 

chacune d’elle présente plusieurs variants obtenus après épissage alternatif. Il s’agit de 

protéines transmembranaires à activité tyrosine kinase. Ligands et récepteurs sont 

respectivement exprimés à partir des gènes Fgf1-22 et FGFR1-FGFR4. Les fonctions des FGF 

sont nombreuses, ils sont notamment impliqués dans l’angiogenèse, la cicatrisation, la 

migration et la prolifération cellulaire ainsi que la mécanotransduction [56,64,65,68]. 

c. Le platelet-derived growth factor 

Le platelet-derived growth factor (PDGF) est un dimère de 30 kDa formé par deux 

chaînes protéiques. Il existe quatre types de chaînes (A, B, C ou D) exprimées à partir de gènes 
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distincts (Pdgfa-d) qui forment cinq isoformes de PDGF (AA, AB, BB, CC ou DD). Les 

différentes isoformes peuvent se lier aux deux récepteurs du PDGF, le PDGFRα et β, avec une 

affinité variable. Le PDGF est un facteur pro-angiogénique qui est secrété par les cellules 

endothéliales de plusieurs tissus et également par les monocytes lors de leur adhésion à la MEC. 

Au moment de l’angiogenèse, le PDGF est secrété et stocké par la MEC par le biais d’intégrines 

car il est nécessaire à la maturation des vaisseaux sanguins [64,69,70]. 

d. Le transforming growth factor β 

Le transforming growth factor β (TGF-β) est exprimé par toutes les cellules du corps 

humain sous trois formes, TGF-β1-3, à partir de trois gènes, respectivement et Tgfb1-3. Dans 

sa forme active, le TGF-β est un homodimère de 25 kDa, associé à son récepteur, le TGF-β 

receptor (TGFBR) qui existe également sous trois formes, TGFBR1-3, exprimés à partir des 

gènes Tgfbr1-3. Les récepteurs TGFBR1 et 2 ont des activités à la fois sérine/thréonine kinase 

et tyrosine kinase tandis que le TGFBR3 n’a pas d’activité kinase. Le TGF-β, régule (i) la 

synthèse de protéines de la MEC par les fibroblastes telles que le collagène ou encore l’AH, (ii) 

la différenciation, (iii) la prolifération, (iv) la réponse inflammatoire et (v) la survie cellulaire 

[64,65,71–73]. 

e. Le vascular endothelial growth factor 

Chez l’Homme, la famille des vascular endothelial growth factors (VEGF) compte cinq 

membres : VEGF-A-D et le placental growth factor (PlGF). Le VEGF receptor (VEGFR) 

existe sous trois formes, VEGFR1-3, chacun avec sa spécificité de ligand et de signalisation. 

Les récepteurs VEGFR-1 et 2 médient l’angiogenèse tandis que le VEGFR-3 peut participer à 

l’angiogenèse lors des phases précoces de l’embryogenèse mais active surtout la 
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lymphangiogenèse. Le VEGF-A peut également être capté par les domaines FN III présents sur 

la fibronectine et la ténascine [56,64,69,74]. 

3. Propriétés mécaniques 

Le corps peut capter des signaux mécaniques extérieurs par le biais de mécanorécepteurs 

présents dans la peau et à proximité des os. Le stimuli extérieur (contact, étirement, mouvement, 

ondes sonores ou pression) est transduit en un signal intracellulaire via des canaux ioniques 

sensibles à la pression. Par exemple, ce sont les barorécepteurs, des mécanorécepteurs 

particuliers, qui détectent et transmettent les changements de pression artérielle au système 

nerveux autonome afin qu’elle soit corrigée [75,76]. 

Les cellules sont également sensibles à leur microenvironnement mécanique. En effet, les 

modifications des interactions qu’elles entretiennent avec les cellules voisines ou les protéines 

de la MEC via les intégrines entraîne une contraction du cytosquelette. Cette réorganisation 

initie l’association de protéines clés de la motilité cellulaire qui, à son tour, active la voie de 

signalisation des protéines Rho (RhoA et Rac1) (Figure 11) pour la modulation de l’expression 

de gènes en faveur de la différenciation, de la migration, de la prolifération ou régulant la 

morphologie cellulaire [77,78]. 
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Figure 11 : Mécanorégulation par les intégrines. 

Les intégrines perçoivent les modifications mécaniques de la MEC et répondent en activant les protéines de la 
famille Rho : RhoA et Rac1. La signalisation par ces protéines promeut la différenciation, la migration, la 
prolifération et régule la forme de la cellule. D’après Handorf et coll., Organogenesis, 2015 [77]. 

Engler et coll. ont illustré l’impact de la rigidité du microenvironnement sur la 

différenciation des cellules souches mésenchymateuses. En effet, sur des gels de 

polyacrylamide de rigidité variable, des forces de traction variables qui impliquent différentes 

intégrines sont exercées. Les cellules s’orientent soit vers un phénotype neuronal, musculaire 

ou ostéoblastique selon que le support soit respectivement d’une rigidité faible, modéré ou 

importante [79,80]. L’effet sur la prolifération et la survie de cellules de carcinome 

hépatocellulaire a également été observé par Schrader et coll.. Sur un support similaire à l’étude 

précédente, les auteurs ont noté une diminution de la capacité des cellules à former des colonies 

ainsi qu’une diminution de l’apoptose – la mort cellulaire programmée – sur les supports de 

rigidité plus importante [81]. Encore récemment, une équipe a pu illustrer l’impact de la rigidité 

de l’environnement sur la prolifération cellulaire [82]. Des cellules progénitrices rénales ont été 
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cultivées dans les mêmes conditions, sur des supports de rigidité variable, avec un revêtement 

de collagène. Après trois jours de culture, la prolifération sur les supports les plus rigides était 

beaucoup plus importante que celles menées sur des supports de rigidité moindre (Figure 12). 

 

Figure 12 : Impact de la rigidité du support sur la prolifération des progéniteurs rénaux. 

Les cellules sont mises en culture dans les mêmes conditions mais sur des supports de rigidité croissante 
pendant quatre jours. Les cellules vivantes sont marquées en vert et les mortes en rouge. Photographies obtenues 
par microscopie confocal, barre d’échelle = 75 µm. D’après Melica et coll. Cells, 2019 [82]. 

Ces résultats s’expliquent par la variabilité de la composition de la MEC. À chaque 

protéine correspond un module d’élasticité précis. De même, la composition de la MEC varie 

d’un tissu à l’autre, lui conférant ainsi une rigidité relative particulière (Figure 13). Cela 

implique que pour un type cellulaire, il existe une rigidité optimale pour l’activité cellulaire. 
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Figure 13 : Exemples de modules d’élasticité par tissu. 

Figure issue du travail de Handorf et coll., Organogenesis, 2015 [77]. 

4. Le microenvironnement tumoral 

Dans le cadre pathologique, les propriétés de la MEC changent pour favoriser le 

développement tumoral. En effet, la MEC tumorale est plus fibreuse car plus riche en collagène 

et en GAG tels que la chondroïtine sulfate et l’héparane sulfate captant les facteurs de 

croissance participant à l’essor tumoral. De plus, afin de faciliter l’invasion tumorale, les MMP 

sont surexprimées dans la MEC tumorale [83]. 

a. Les propriétés physico-chimiques du microenvironnement tumoral 

Grâce aux intégrines notamment, les cellules cancéreuses sont également capables de 

percevoir les stimuli mécaniques de leur environnement, comme sa rigidité, sa pression 

hydrostatique et l’étirement ou la compression [84]. 

a.1. La rigidité 

De manière générale, la MEC tumorale est plus rigide. Cette augmentation est due à la 

hausse de la sécrétion du collagène et des enzymes provoquant sa réticulation ainsi qu’à la 
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génération de forces de tension plus importantes par les cellules cancéreuses sur la MEC. Elle 

conduit à (i) une hausse de la sécrétion et de l’activation de MMP pour un remodelage actif de 

la MEC participant à une migration et propagation du cancer et (ii) à l’activation des intégrines 

des cellules cancéreuses promouvant ainsi leur invasion [83–85]. Par ailleurs, il a été montré 

récemment que les propriétés mécaniques de certains types de tumeurs dépendent en fait de 

leur composition. En effet, il existe une rigidité relativement hétérogène au sein même du tissu 

cancéreux, entre zone nécrotique et non-nécrotique par exemple [86,87]. 

a.2. La porosité 

L’augmentation de la densité du collagène entraîne également une réduction de la porosité 

de la MEC tumorale limitant la motilité cellulaire. Cette contrainte est, elle aussi, propice au 

remodelage du microenvironnement par les MMP [85]. 

a.3. L’hydratation 

De plus, la MEC tumorale est également plus hydratée du fait de la densité plus 

importante des GAG. Cette augmentation contribue à la majoration de la pression hydrostatique 

dans la MEC tumorale qui peut participer à la progression tumorale car elle limite le passage 

de traitements anti-cancéreux jusqu’au site de la tumeur [83,88]. 

b. Les interactions au sein du microenvironnement tumoral 

b.1. Les cellules tumorales 

Les cellules cancéreuses sont des cellules qui ont perdu le contrôle de la régulation de 

leur division et qui prolifèrent de façon anarchique. Elles interagissent avec leur 

microenvironnement par l’intermédiaire des intégrines qui captent les signaux mécaniques et 

biologiques de la MEC transmis par leur liaison au collagène, à la fibronectine, la ténascine et 
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au TGF-β [84]. Une sous population de cellules cancéreuses capables de s’auto renouveler a 

été décrite par différents auteurs. Il s’agit des cellules souches cancéreuses. Leur auto 

renouvellement est médié à la fois par l’AH et par le PDGF et elles jouent un rôle primordial 

dans la progression du cancer [83,88]. 

b.2. Les cellules du microenvironnement tumoral 

Les cellules stromales soutiennent l’activité cellulaire en permettant aux cellules d’un 

tissu d’évoluer au sein d’un microenvironnement idéal pour leurs fonctions. Dans le cadre du 

cancer, il s’agit principalement des cellules endothéliales, des tumor-associated macrophages 

(TAM) et tumor-associated fibroblasts (TAF) dérivant de cellules souches mésenchymateuses 

[88,89]. 

Les TAM et les TAF sont recrutés par les cellules cancéreuses via la sécrétion de PDGF 

et de TGF-β. Ils sont ensuite respectivement activés et différenciés par l’action de la 

fibronectine et d’autres facteurs de croissance : l’EGF et le FGF conjointement au TGF-β. Cette 

activation est définitive. Elle permet notamment aux TAF de recruter les cellules endothéliales 

et d’autres TAM (via des cytokines pro-inflammatoires et le VEGF). Les endothéliales génèrent 

de nouveaux vaisseaux sanguins afin de faciliter l’apport de nutriments au site tumoral [84,88]. 

Les TAM produisent des facteurs de croissance promouvant le développement du cancer et 

stimulent les MMP actrices du remodelage de la MEC [83,85], les activant pour promouvoir le 

développement tumoral [84,85]. Par ailleurs, les TAF secrètent ténascine et fibronectine et sont 

capables de provoquer la dissémination des cellules cancéreuses en appliquant des forces de 

traction sur une masse tumorale par l’intermédiaire de protéines transmembranaires [85]. 

Ensemble, les cellules stromales concourent au développement tumoral en promouvant 

l’angiogenèse, la migration et l’invasion des cellules cancéreuses [84].  
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II. Les différents modèles de culture tridimensionnels 

La culture 3D représente un outil particulièrement important pour l’élaboration de 

traitements innovants. En effet, lorsque de nouvelles molécules sont développées, l’évaluation 

de la toxicité et de l’efficacité thérapeutique est réalisée sur des modèles in vitro avant de passer 

aux modèles animaux. Il est important d’utiliser des tests in vitro qui permettent d’obtenir des 

résultats fiables et reproductibles afin de pouvoir éliminer les molécules potentiellement 

inefficaces ou aux effets indésirables dans les phases précoces de l’évaluation. 

Les modèles de culture 3D permettent précisément de reproduire le microenvironnement 

d’un tissu donné tandis que les cellules cultivées sur fond de boîte de culture perdent leur 

morphologie physiologique et prennent progressivement un aspect plus plat (Figure 14). Il a été 

montré qu’une telle altération de la morphologie cellulaire peut aboutir à des modifications de 

la prolifération [90], de la différenciation et de l’expression génétique [91] ainsi qu’à des 

variations épigénétiques [92]. 

 

Figure 14 : Changement de la morphologie cellulaire en fonction du mode de culture. 

Les cellules neurales cultivées en monocouche (A) étendent leurs axones (colorés en rouge) dans le même plan 

que les corps cellulaires (colorés en vert). En 3D (B), cultivées dans des hydrogels, les mêmes cellules forment 
des neurosphères et prolongent leurs axones de façon multidirectionnelle. Figure issue du travail de Tibbitt et 
coll., Biotechnology & Bioengineering, 2009 [93]. 
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Le fait que les cellules puissent uniquement s’étendre sur le plan horizontal les forcent à 

prendre une polarisation baso-apicale. Ce changement de polarité a plusieurs inconvénients. Il 

a été montré qu’il module d’une part, la sensibilité des cellules à l’apoptose, et provoque d’autre 

part la redistribution des protéines membranaires impliquées dans l’adhésion, les intégrines et 

la mécanotransduction [94]. Ces deux facteurs impactent notamment la signalisation 

intracellulaire ou encore l’expression protéique [95]. De plus, comme nous en parlions plus 

haut, dans le cadre de test de nouveaux traitements, les cellules sont directement exposées à 

tout produit présent dans le milieu de culture. Cela va favoriser l’action dudit produit alors que, 

in vivo, l’organisation tumorale (en amas ou sphéroïdes) va compliquer la diffusion du 

traitement en son centre [96]. En effet, Primeau et coll. ont étudié la diffusion de doxorubicine 

au sein des tissus tumoraux et ont observé que le médicament était absent des zones hypoxiques 

des tumeurs observées (Figure 15) [97]. 

 

Figure 15 : Localisation intra tumorale de la doxorubicine. 

Des coupes de tumeurs obtenues à partir des lignées cancéreuses PC-3 (prostate), 16C et EMT6 (sein) ont été 

marquées. La couleur bleue correspond à la doxorubicine, la couleur rouge aux vaisseaux sanguins et la couleur 
verte aux régions hypoxiques. Échelle 100 µm. Figure issue du travail de Primeau et coll., Clinical Cancer 
Research, 2005. 

Il a été mis en évidence récemment que la diffusion est d’autant plus difficile si la culture 

du sphéroïde au préalable a été longue [98]. 
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Dans une revue de la littérature de 2014, Edmondson et coll. classent les différents 

modèles 3D selon le mode de culture. Ils en définissent trois ; le premier où les cellules sont 

cultivées sur un support 3D solide et immergées dans du milieu de culture (B), le deuxième où 

elles sont cultivées à l’intérieur d’un support 3D solide qui est recouvert de milieu de culture 

(C) et le troisième où des structures cellulaires 3D sont formées directement dans le milieu de 

culture (D) (Figure 16) [7]. 

 

Figure 16 : Schéma comparatif de la culture 2D et de trois modes de culture 3D. 

En A, une représentation de la culture 2D classique, sur fond de support solide, où les cellules forment une 
monocouche. Trois autres modes de culture 3D sont également représentés : les cellules sont soit cultivées sur 
(B) ou à l’intérieur (C) d’une matrice de culture 3D soit en suspension (D) de manière à former des sphéroïdes. 
Figure issue du travail de Edmondson et coll., Assay and Drug Development Technologies, 2014 [7]. 

Nous utiliserons ici cette même classification. 

1. Culture à la surface ou au sein de supports tridimensionnels 

Cette catégorie d’outils de culture 3D rassemble les matrices et les systèmes 

micro-fluidiques. Ces différents modèles permettent la culture en 3D mais également en 2D, 

les cellules formant une monocouche à la surface du support [99]. 

Si la génération de sphéroïdes permet aux cellules de retrouver des interactions 

physiologiques, cet agencement aboutit à la création d’un gradient de diffusion des nutriments 

et de l’oxygène. En effet, plus le sphéroïde est large et moins les cellules du centre peuvent les 
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assimiler. Cela conduit à la nécrose au cœur de l’amas cellulaire. Ce gradient est également 

présent in vivo dans les tumeurs [100,101]. 

a. Les matrices de culture 

Les matrices sont des supports de culture également retrouvés sous le nom de scaffolds 

(qui signifie « échafaudages ») dans la littérature. Il n’existe pas de définition référençable des 

matrices ou des scaffolds les distinguant. Ils seront donc développés ensemble dans cette 

sous-partie – sous la dénomination de matrices – : les différents types de matrices seront 

présentés ainsi que quelques exemples. 

La matrice idéale est caractérisée par sa biocompatibilité, sa biodégradabilité, son 

biomimétisme et sa non-immunogénicité. Elle doit également permettre l’adhésion et la 

migration cellulaire en son sein de même que la prolifération [102]. Solide ou semi solide, la 

matrice est poreuse afin de faciliter l’entrée des cellules tout comme la diffusion des nutriments, 

de l’oxygène, la sortie des déchets de consommation ainsi que le passage d’un traitement 

d’intérêt. Les cellules sont cultivées au sein d’éléments matriciels et/ou de (bio)polymères dont 

il est possible de modifier l’adhésion, la porosité, la rigidité. L’inclusion de facteurs de 

croissance est également possible dans des microcapsules biodégradables (Figure 17) 

[103,104]. Les biopolymères les plus couramment utilisés sont l’alginate et la cellulose pour 

les polysaccharides d’origine végétale ; la chitine, le chitosane et la soie pour les biopolymères 

d’origine animale [102,105]. 
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Figure 17 : Représentation schématique d’une matrice. 

D’après Breslin et coll., Drug Discovery Today, 2013 [99]. 

a.1. Les matrices d’origine biologique 

La plupart des matrices de culture sont directement extraites de MEC ce qui les rend 

biocompatibles et biomimétiques : elles reproduisent les conditions de la MEC en termes de 

composition protéique (protéines, GAG matriciels ainsi que facteurs de croissance), de 

mécanotransduction et permettent ainsi l’activation des voies de signalisation associées. Les 

cellules y interagissent les unes avec les autres et reforment des structures similaires à celles 

retrouvées in vivo. Autre point positif, ces structures sont aisément modifiables chimiquement, 

en termes de rigidité par exemple. Cependant, si l’objectif est la production à grande échelle, 

cette technique reste coûteuse. Du fait de son origine biologique, la composition exacte de la 

matrice peut varier d’un lot à l’autre mais il existe des matrices d’origine bactérienne, pures du 

point de vue de leur composition et exemptes de facteurs de croissance. De plus, la récupération 

totale des sphéroïdes est difficile lorsqu’ils sont complètement imbriqués dans la matrice. Par 

ailleurs, la taille des sphéroïdes formés est variable de même que leur distribution dans la 

matrice [99,106]. Cette disparité peut conduire à des chevauchements indésirables en cas 

d’étude distincte des sphéroïdes (Figure 18a). Pour pallier cet inconvénient, il est possible de 

couler la matrice dans un moule pour y former des microcavités sur ou au sein desquelles il est 

possible d’ensemencer des cellules (Figure 18b) [107]. 
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Figure 18 : Représentation schématique des matrices de culture 3D. 

Sur les matrices 3D (ici Matrigel®), l’ensemencement cellulaire peut se faire sur ou au sein du support ce qui 
peut conduire à un chevauchement des sphéroïdes (a). Avec les matrices à microcavités, l’ensemencement est 
localisé, permettant ainsi une étude distincte des sphéroïdes (b). D’après Sodunke et coll., Biomaterials, 2007 

[107]. 

a.2. Les matrices synthétiques 

Les matrices synthétiques sont constituées par des molécules biocompatibles et 

biodégradables telles que l’acide polylactique-co-glycolique (PLGA), l’acide polylactique 

(PLA), le polycaprolactone (PCL), l’alcool polyvinylique (PVA) ou encore le polyéthylène 

glycol (PEG). Ces éléments forment des fibres entremêlées de manière à créer un treillis au sein 

duquel les cellules peuvent migrer et former des sphéroïdes. Ils présentent des avantages 

multiples : la pureté de leur composition, la facilité de leur production, leur flexibilité en termes 

de modification, la possibilité de la mécanotransduction et la reproductibilité des résultats. Par 

exemple, il est possible d’inclure des motifs RGD pour y faciliter l’adhésion des cellules. 
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Néanmoins, les éléments qui les composent n’activent pas de voies de signalisation et ils ne 

comportent pas de facteurs de croissance à moins de les y ajouter [106]. 

a.3. Les matrices hybrides 

Les matrices hybrides réunissent les avantages des matrices synthétiques et d’origine 

biologique : leur réalisation est simple, leur composition est précise, pure et contient des 

signaux biologiques permettant, en l’état, une activité biologique : adhésion et signalisation en 

faveur de la différenciation, de la migration ou de la prolifération. Elles sont biocompatibles, 

biodégradables et caractérisées par une flexibilité qui rend toutefois leur structure moins 

résistante [106]. 

a.4. Exemples de matrices 

a.4.1. Les éponges 

Les scaffolds de type éponge sont constitués de micropores interconnectés et sont donc 

caractérisés par un grand pouvoir absorbant et une souplesse importante. Constitués de 

biopolymères matriciels et/ou de biomatériaux d’origine animale ou végétale, ils sont 

biodégradables. Leur structure est néanmoins trop faible pour permettre une conservation de la 

forme initiale jusqu’à la formation de sphéroïdes ou de tissu mature. Les éponges sont plutôt 

utilisées dans les pansements où elles servent de supports de colonisation cellulaire sur le site 

de la lésion afin de favoriser la cicatrisation (Figure 19) [102,108]. 
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Figure 19 : Observation au microscope électronique à balayage d’une éponge en cellulose. 

Barre d’échelle = 100 µm [109]. 

a.4.2. Les supports en mailles de filets ou mesh-based scaffolds 

Les supports en maille de filets sont synthétisés par électrofilage, une méthode peu 

coûteuse, rapide et simple. Une gouttelette de (bio)polymère est exposée à une haute tension 

qui va lui conférer une charge électrique. Lorsque cette charge est supérieure à la force de 

tension superficielle, la gouttelette s’étire et est collectée sur un système rotatif (Figure 20) 

[108]. Il existe d’autres appareils où les fibres sont générées sur des plaques. 

 

Figure 20 : Représentation schématique de la technique d’électrofilage. 

Dans la seringue reliée à une aiguille métallique, une solution de polymère. La goutte qui bombe au bout de 
l’aiguille est chargée par la haute tension environnante. Lorsque la tension électrique est supérieure à la tension 
superficielle de la goutte, elle ne peut conserver sa forme et s’étire, attirée par le collecteur rotatif [110]. 
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Les supports en mailles de filet sont souples, permettant l’adhésion et la prolifération des 

types cellulaires auxquels correspond ce microenvironnement mécanique. La technique est 

reproductible et la taille des pores formés est uniforme, cependant il faut trouver le bon équilibre 

entre mécanotransduction et signalisation purement biologique. En effet, dans l’étude de Neves 

et coll., le ratio entre le PCL et le chitosane influence l’activité cellulaire : l’augmentation de la 

quantité de PCL améliore les propriétés mécaniques au détriment de la vitalité cellulaire 

[102,111]. 

a.4.3. Les modèles layer-by-layer 

La technique layer-by-layer (LbL) permet l’élaboration de films multicouches de 

(bio)polymères. Des couches de polymères successives sont appliquées les unes sur les autres 

et leur cohésion peut être basée sur des interactions électrostatiques avec un polymère chargé 

négativement et l’autre positivement, sur des interactions hydrophobes ou encore hydrogène 

entres autres (Figure 21). 

 

Figure 21 : Représentation schématique de la technique layer by layer (LbL). 

Un support préalablement chargé négativement, est immergé dans une solution de polymères chargés 
positivement (rouge). Le polymère adhère à la surface en carbone due aux forces électrostatiques. Après rinçage 
(bleu), le support est à nouveau immergé dans une solution de polymères chargés cette fois-ci négativement 
(vert). Le processus peut être répété jusqu’à obtenir un film multicouche de l’épaisseur désirée. 
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Il s’agit d’une technique simple et reproductible où, là encore, le choix entre les 

(bio)polymères est important : il détermine l’adhésion et la prolifération cellulaire ainsi que la 

taille des sphéroïdes et leur temps de formation. De plus, il est possible de modifier les 

propriétés du film créé selon les polymères choisis et le nombre de couches appliquées 

[100,112]. 

a.4.4. Les hydrogels 

Un hydrogel est formé par un réseau de (bio)polymères hydrophiles, capables d’absorber 

de grandes quantités d’eau (Figure 22). Cela leur confère une architecture semblable à celle 

retrouvée in vivo et permettant la mécanotransduction. Il est possible par le biais de la 

réticulation de définir leur temps de dégradation et d’affecter la prolifération cellulaire. Les 

hydrogels peuvent également servir de réservoir pour des protéines solubles ou des traitements. 

De plus, pour les plus souples d’entre eux, il est possible de les injecter directement dans les 

tissus hôtes, pour des applications d’ingénierie tissulaire par exemple [93,102,113–115]. 

 

Figure 22 : Protocole schématisé de mise en culture au sein d’un hydrogel d’acide hyaluronique. 

L’hydrogel est placé dans une suspension cellulaire. Après une période d’invasion, l’hydrogel est retiré et placé 
dans un autre puits avec du milieu de culture. D’après Simon et coll., NeuroMolecular Medicine, 2014 [116]. 
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a.4.5. Les tissus décellularisés 

L’utilisation de tissus décellularisés permet de reproduire la structure de tissus tels que le 

cartilage, la peau, le tendon ou l’os ainsi que celle de tissus plus complexes tels que le cœur, le 

rein ou les poumons. La décellularisation est le plus souvent réalisée par l’action chimique de 

détergents tels que l’acide désoxycholique, le dodécyl-sulfate de sodium ou encore le TritonTM 

X-100. Il s’agit de la méthode la moins délétère pour la conservation de la MEC du tissu 

d’intérêt. Sans cellules, le tissu n’est plus immunogène et conserve d’une part sa structure et 

ses propriétés natives – permettant l’adhésion, la différenciation et la prolifération cellulaire –

et d’autre part sa vasculature ce qui rend possible une réimplantation in vivo (Figure 23) 

[102,117,118]. 

 

Figure 23 : Observation histologique de reins décellularisés. 

Deux coupes de reins au niveau des glomérules marqués au trichrome de Masson. La coupe C est issue d’un 
rein natif ou les cellules apparaissent en rouge et les fibres de collagène en bleu. Sur la coupe D, acellularisée, 
la coloration rouge est absente, témoignant de l’élimination complète des cellules du tissu.   
Barre d’échelle = 200 µm [117]. 
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b. Les systèmes micro-fluidiques 

 

Figure 24 : Représentation schématique du système micro fluidique MiCAplate. 

Les cellules sont ensemencées dans la chambre de culture et du milieu de culture est placé dans les deux 
réservoirs de part et d’autre de la chambre. Le réservoir de remplissage (gauche) contient un volume plus 
important afin de créer un flux grâce à la gravité. Ce flux peut être maintenu du moment où le réservoir de 

remplissage continue d’être rempli et l’autre évacué. Figure issue du travail de Breslin et coll. Drug Discovery 
Today, 2012 [99]. 

La plupart de ces systèmes sont dédiés à la culture en 2D. Ici, une unité micro-fluidique 

est composée par trois puits : un puits de remplissage, un puits de culture et un puits 

d’évacuation. Un flux de milieu de culture est créé par un mécanisme passif (Figure 24) ou actif 

afin d’apporter les éléments nutritifs aux cellules et évacuer les déchets. Parmi les systèmes 

micro-fluidiques qui permettent la culture en 3D, un a été décrit par Toh et coll.. Dans ce 

système, une suspension cellulaire est placée dans le système micro-fluidique et, au niveau de 

la chambre de culture, les cellules restent bloquées ensembles ce qui permet leur interaction. 

Une fois passée, la suspension cellulaire est remplacée par une solution de collagène afin de 

figer les cellules à l’intérieur [119]. Cet outil permet de tester la sensibilité cellulaire aux agents 

médicamenteux et il est compatible avec les techniques d’imagerie. De plus, il est possible de 

reproduire les forces de tension auxquelles les cellules sont exposées in vivo, telle que la 

pression artérielle sur les cellules endothéliales, en plaçant une barrière entre les compartiments 
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[104]. Cependant, la récupération des sphéroïdes et, de fait, leur caractérisation est difficile 

[99]. Beaucoup de systèmes micro-fluidiques sont composés de polydimethylsiloxane (PDMS) 

compte tenu de sa résistance à l’érosion, la pression et la température [120]. 

2. Génération de sphéroïdes en suspension 

Cette catégorie regroupe les techniques dites du pellet, du flottement forcé, de la lévitation 

magnétique, de la goutte suspendue ainsi que les approches basées sur l’agitation. Le fait de 

former des sphéroïdes en suspension permet aux cellules d’évoluer au sein de leur propre MEC 

[121] et facilite la récupération cellulaire car il n’y a pas d’adhésion à un support quel qu’il soit. 

a. La méthode du pellet ou pellet culture 

Cette technique consiste à provoquer les interactions cellule-cellule au moyen de la 

centrifugation. Une suspension cellulaire est centrifugée à 500 g pendant dix minutes. Après 

élimination du surnageant, l’amas cellulaire obtenu, – le pellet, – est resuspendu dans un milieu 

de culture épaissi avec du méthylcellulose afin de conserver les interactions formées lors de la 

centrifugation et ainsi promouvoir la formation de sphéroïdes. Le pellet, dans son milieu, est 

alors déposé dans un support de culture 2D avec un revêtement spécifique au 

poly-2-hydroxyethyl methacrylate (poly-HEMA) (0,5 %) ou à l’agarose (1,5 %) pour empêcher 

l’adhésion au fond du support (Figure 25). Cette méthode est rapide et peu coûteuse mais 

laborieuse si la quantité d’échantillon voulue est importante. En effet, le milieu épaissi 

promouvant la formation des sphéroïdes doit être fraîchement préparé pour être utilisé [99–

101,122]. 
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Figure 25 : Représentation schématique de la technique du pellet de culture. 

Une suspension cellulaire est centrifugée de manière à réduire la distance entre les cellules et provoquer leur 
agrégation. Le surnageant est ensuite éliminé pour être remplacé par un milieu épaissi au méthylcellulose pour 

favoriser la formation des sphéroïdes. Le tout est placé dans un support de culture revêtu d’un antiadhésif 
(rouge). 

b. Les méthodes de flottement forcé 

Un des moyens pour amener les cellules à former des sphéroïdes est de les empêcher 

d’adhérer au support de culture. Cela est rendu possible grâce au traitement au poly-HEMA ou 

à l’agarose sur le fond de support de culture. Une étape de centrifugation force les cellules à 

interagir entre elles puis à former des sphéroïdes (Figure 26) [99]. 

 

Figure 26 : Représentation schématique de la méthode de flottement forcé. 

Le fond (rond ou conique) d’une plaque 96 puits est traité au poly-HEMA ou à l’agarose afin d’empêcher les 
cellules d’y adhérer. Une étape de centrifugation rassemble les cellules qui forment alors des sphéroïdes. Figure 
issue du travail de Breslin et coll. Drug Discovery Today, 2012 [99]. 

C’est une méthode simple, facile à mettre en place et peu coûteuse si l’expérimentateur 

réalise le traitement lui-même. Cependant, le protocole est laborieux du fait de la quantité de 

puits à traiter (pour des tests à grande échelle) mais aussi de la préparation des solutions. En 

effet, la dissolution du poly-HEMA dans l’éthanol prend plusieurs heures et l’ensemencement 

n’est possible qu’après trois jours de séchage. Néanmoins un accès aisé aux sphéroïdes formés 
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est possible, tout comme une culture sur le long terme (20 jours) [123]. De plus, les résultats 

obtenus sont généralement reproductibles [124]. 

c. La méthode de la lévitation magnétique 

Des billes magnétiques sont placées dans une suspension cellulaire. Un aimant est placé 

au-dessus du support de culture afin de maintenir en suspension les cellules ayant incorporé les 

billes par endocytose. Les cellules qui lévitent alors interagissent les unes avec les autres et 

forment des sphéroïdes (Figure 27). Cette technique est caractérisée par sa reproductibilité mais 

aussi par une réduction de la nécrose au cœur des sphéroïdes. En effet, du fait de la force de 

l’aimant, les sphéroïdes prennent une forme plutôt ovoïde qui permet une meilleure diffusion 

des nutriments et de l’oxygène jusqu’au centre. Cependant, l’attraction entraîne une 

redistribution de la masse de la cellule. Il a été montré que ces modifications peuvent conduire 

à l’apoptose des cellules [100,125]. 

 

Figure 27 : Représentation schématique de la méthode de lévitation magnétique. 

Les cellules (en noir) sont mises au contact de billes magnétiques (en gris). Une fois les billes incorporées, un 
aimant est placé au-dessus du support de culture afin d’attirer les cellules vers le haut et empêcher leur adhésion 
sur le fond. Les cellules forment alors des sphéroïdes. 

d. La méthode de la goutte suspendue 

Cette technique a été mise au point par Kelm et coll. mais dérive de la méthode utilisée 

par Harrison et coll. [1,126]. Elle repose sur une compétition entre la gravité et la tension 

superficielle ou de surface. Comme son nom l’indique, les cellules sont cultivées au sein d’une 

goutte de milieu de culture qui est suspendue. La goutte est déposée sur un support qui est 
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retourné après le dépôt. La création de cette interface liquide et solide consomme de l’énergie 

et génère des forces de tension, c’est pourquoi la goutte adopte une conformation sphérique qui 

correspond à l’état de plus basse énergie moléculaire : celui où les forces de cohésion pour 

garantir l’intégrité de la goutte sont les moins importantes. La goutte reste donc adhérente au 

support car la force de son poids est inférieure aux forces de tension superficielle. Du fait de la 

gravité, les cellules « sédimentent au fond » de la goutte sans pouvoir y adhérer et forment alors 

des sphéroïdes. Le plus souvent, 20 µl d’une suspension cellulaire sont prélevés et placés dans 

une plaque de culture à 60 puits qui est ensuite retournée (Figure 28). 

 

Figure 28 : Représentation schématique de la méthode de la goutte suspendue. 

Une petite quantité de suspension cellulaire est placée sur une surface qui est ensuite retournée. Les cellules, 
attirées en bas par la gravité, vont se regrouper et former des sphéroïdes. Figure issue du travail de Breslin et 
coll. Drug Discovery Today, 2012 [99]. 

Cette technique présente des avantages et des inconvénients. D’un côté, elle est 

caractérisée par sa grande reproductibilité : un sphéroïde de taille identique par goutte. Simple 

et peu chère si l’utilisateur utilise une plaque de culture classique, elle permet elle aussi 

d’accéder facilement aux sphéroïdes formés. De plus, il s’agit d’une méthode qui se prête bien 

à l’automatisation de la réalisation et de la lecture. D’un autre côté, l’expérimentateur est limité 

par le volume de suspension cellulaire à utiliser qui rend le changement du milieu plus ardu que 

dans toute autre technique [99,127]. 
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e. Les approches basées sur l’agitation 

Avec cette méthode, la suspension cellulaire est placée dans une chambre rotative 

(agitation externe) ou dans une chambre avec un système d’agitation interne. Le mouvement 

empêche les cellules d’adhérer au fond ou aux parois de la chambre ce qui favorise l’interaction 

cellule-cellule et donc la formation de sphéroïdes. Selon que l’agitation est mise en place sur la 

chambre ou à l’intérieur, il est possible de distinguer deux sous-catégories : 

e.1. L’agitation interne 

Dans le cas de l’agitation interne (Figure 29a), le nombre de sphéroïdes formés dépend 

de la taille de la chambre utilisée. Cela permet une production importante de sphéroïdes qui 

sont facilement disponibles à l’utilisateur. De plus, l’agitation facilite le transport des 

nutriments ainsi que des déchets. Cependant, cette technique nécessite un appareil particulier, 

ne permet pas de contrôler la taille des sphéroïdes et, surtout, ne convient pas à tous les types 

cellulaires car elle expose les cellules à une contrainte de cisaillement due à l’agitation [99]. 

 

Figure 29 : Schéma représentant les techniques basées sur l’agitation. 

Les cellules sont placées dans un appareil destiné à la culture qui, soit possède un système d’agitation interne 
(a), soit est lui-même rotatif (b). La rotation maintient les cellules en mouvement, elles ne peuvent pas adhérer 
à l’appareil de culture, et leur permet d’interagir et de générer des sphéroïdes. D’après Breslin et coll. Drug 

Discovery Today, 2012 [99]. 

e.2. L’agitation externe 

La méthode de l’agitation externe (Figure 29b), c’est-à-dire directement appliquée à la 

chambre de culture, présente les mêmes avantages et inconvénients que la méthode précédente. 

a. 
b. 
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Néanmoins, il existe un appareil permettant de réduire la contrainte de cisaillement : le Rotating 

Wall Vessel. Il a été mis au point par la National Aeronautics and Space Administration (NASA) 

en 1992 et depuis, plusieurs auteurs dont Radtke et coll. ont ainsi montré la capacité des cellules 

à reproduire des réponses similaires (expression génique, sécrétion de cytokines) à celles 

retrouvées in vivo suite à un même stimuli [128–130]. Il existe deux types d’appareil, selon la 

source d’aération, le high-aspect rotating vessel (HARV) et le slow-turning lateral vessel 

(STLV). Pour le premier, la membrane en silicone permettant les échanges gazeux est plate 

(Figure 30A) alors que pour le second, elle est cylindrique et placée au centre de l’appareil 

(Figure 30B) [99,131,132]. 

 

Figure 30 : Photographies des appareils à agitation externe. 

Les appareils représentés sur la photographie de gauche (a) sont les high-aspect rotating vessel (HARV) et ceux 
de droite (b) les slow-turning lateral vessel (STLV). Les photographies sont issues du site du fournisseur 
SYNTHECON [131,132]. 

Kelm et coll. ont obtenu de meilleurs résultats en termes de rapidité de formation des 

sphéroïdes, de viabilité cellulaire et de taille des sphéroïdes avec la technique de la goutte 

suspendue comparée à la technique de flottement forcé à l’agarose et à l’utilisation de chambres 

de culture avec un système d’agitation intégré et ce, avec huit lignées de types cellulaires 

différents : hépatique, mammaire, colorectal, fibroblastique, prostatique, épithéliale ou cervical 

[126]. A contrario, Rungarunlert et coll. ont obtenu de meilleurs résultats avec le STLV qu’avec 

la technique de la goutte suspendue sur des cellules souches embryonnaires [133]. 
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III. L’acide hyaluronique, un modèle de culture tumorale 

Le scaffold idéal est caractérisé par sa biocompatibilité, sa biodégradabilité, son 

biomimétisme et sa non-immunogénicité. Il doit également permettre l’adhésion et la migration 

cellulaire en son sein de même que la prolifération [102]. Solide ou semi-solide, le scaffold est 

poreux afin de faciliter l’entrée des cellules tout comme la diffusion des nutriments et des 

déchets de consommation [103,104]. 

1. Généralités 

Comme le chondroïtine sulfate et l’héparane sulfate, l’AH est secrété de façon abondante 

par les cellules cancéreuses et les cellules stromales. Une densité élevée d’AH a été corrélée 

positivement à l’agressivité d’un cancer ; c’est le cas pour le cancer de l’ovaire, du poumon, de 

la prostate et du sein. Pléiotrope, les fonctions de l’AH sont finement régulées par la taille du 

GAG qui est définie, non seulement par l’enzyme de synthèse mais, par l’enzyme de 

dégradation utilisée. En effet, chaque enzyme génère des peptides de différentes tailles répartis 

en deux catégories : les peptides de petites tailles, pro-tumoraux, et les peptides de grandes 

tailles. L’accumulation de AH dans les MEC et la forte activité des hyaluronidases conduisent 

également à une accumulation de petits peptides d’AH, eux aussi, associés positivement à 

l’agressivité d’un cancer [88]. 

a. Acide hyaluronique et cellules endothéliales 

Les petits peptides d’HA de seize unités disaccharidiques peuvent induire l’angiogenèse 

par plusieurs voies de signalisation. Seuls ou avec un facteur de croissance, ils stimulent alors 

la migration, la prolifération et la formation de capillaires par les cellules endothéliales [88]. 
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b. Acide hyaluronique et macrophages associés au cancer 

Il existe deux sous-populations de macrophages : les macrophages M1 qui défendent 

l’hôte contre les micro-organismes et les M2, pro-tumoraux. Les petits peptides d’AH activent 

également les TAM en induisant leur différenciation vers le groupe M2. Une fois activés, les 

TAM secrètent des facteurs pro-angiogéniques mais également anti-inflammatoires afin de 

supprimer les réponses immunitaires sur le site tumoral [88]. 

c. Acide hyaluronique et fibroblastes associés au cancer 

L’AH facilite le recrutement des TAF par les cellules cancéreuses de deux façons. 

Premièrement, le haut niveau d’hydratation apporté par la présence de GAG et notamment de 

l’AH favorise la pénétration du site tumoral par les TAF. Deuxièmement, la liaison des TAF à 

l’AH via le CD44 promeut leur invasion [88]. 

2. L’hydrogel d’acide hyaluronique, notre modèle d’étude 

Les supports de culture 3D reproduisent les propriétés de la MEC d’un tissu donné. 

Comme nous l’avons vu précédemment, parmi les supports 3D, l’hydrogel possède une grande 

capacité d’hydratation idéale pour la diffusion, l’invasion et la mécanotransduction. Lorsqu’il 

est constitué de protéines matricielles, il permet une meilleure adhésion et signalisation 

cellulaire. Il est également aisé d’en modifier la structure, de l’enrichir de facteurs solubles ou 

même de traitements d’intérêt. Il s’agit du modèle qui a été choisi pour la réalisation de ces 

travaux de thèse. 

L’élaboration de supports 3D à partir de composants matriciels permet d’améliorer 

l’adhésion, la prolifération ainsi que la différenciation cellulaire. Notre choix s’est porté sur 

l’AH, l’un des principaux GAG constituants de la MEC où il joue un rôle à la fois structurel et 
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dans la signalisation. Il promeut l’adhésion, la différenciation, la migration, ou encore la 

prolifération cellulaire. Comme nous l’avons plus vu plus haut, ces fonctions biologiques sont 

également en faveur des cellules cancéreuses c’est pourquoi les supports d’AH sont adaptés à 

la culture de saines comme tumorales [114]. 

Par ailleurs, notre support permet une analyse tout au long de la culture 3D ainsi qu’après 

car les cellules peuvent être récupérées et soumises à d’autres expérimentations. Il a été utilisé 

comme modèle d’étude de l’invasion et de la migration cellulaire ainsi que de l’évaluation de 

traitements anti-cancéreux. Dans ces multiples études, plusieurs types cellulaires ont été 

cultivés, notamment des cellules cancéreuses de différents types (cérébrales, colorectales ou 

mammaires), des cellules endothéliales et des CSH [20,113–116,134,135]. 

IV. La génipine 

Les cellules sont sensibles à la rigidité du support sur lequel ou au sein duquel elles sont 

cultivées [82]. Il est possible d’augmenter la rigidité d’un support par l’intermédiaire de la 

réticulation. Il existe de multiples agents réticulants notamment ceux appartenant à la famille 

des aldéhydes ou encore les carbodiimides [1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide 

(EDC)]. Celui que nous avons choisi est la génipine (GnP), biosourcée et reconnue pour être 

biocompatible [136,137] 

La GnP est un aglycone – le groupement non-glucidique d’un hétéroside – obtenu par 

l’hydrolyse des liaisons glycosidiques du geniposide, extrait du fruit de la plante Gardenia 

jasminoides Ellis de la famille des Rubiaceae (Figure 31) [136,138]. 
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Figure 31 : Obtention de la génipine par la β glucosidase. 

La génipine obtenue par l’hydrolyse des liaisons glycosiques du géniposide par la β-glycosidase. Les détails du 
protocole d’extraction et de production de la GnP sont décrits dans les travaux de Manickam et coll. Current 
Drug Delivery, 2014 [136]. 

La GnP fait partie de la pharmacopée de la médecine traditionnelle chinoise du fait de ses 

propriétés multiples : anti-angiogénique, anti-inflammatoire, antihypertensive, anti-oxydante, 

antipyrétique et de son rôle dans le traitement d’affections hépatiques. Ses pigments bleus sont 

également utilisés pour la coloration de produits alimentaires ou encore dans l’art du tatouage 

[139–141]. Plus récemment, le rôle de la GnP dans le traitement du cancer a été illustré dans 

différents études recensées dans les travaux de Shanmugam et coll. [138]. D’un côté, la GnP 

inhibe (i) l’expression de l’uncoupling protein 2 (UCP2) une protéine impliquée dans la survie 

des cellules cancéreuses et souvent surexprimée dans ce cas précis et (ii) la voie de signalisation 

Sonic Hedgehog impliquée dans l’angiogenèse, la migration et la prolifération des cellules 

cancéreuses. D’un autre côté, la GnP (i) active l’expression de protéines pro-apoptotiques ou 

promotrices de l’apoptose telles que Bax et Bak et (ii) régule positivement la protéine sirtuin 3 

impliquée dans l’autophagie [138,142–144]. 

La GnP a également un intérêt biomécanique, elle permet la réticulation covalente de 

polymères naturels comme synthétiques par l’intermédiaire de ses deux sites de fixation aux 

groupements amines primaires (NH2). Elle permet ainsi la formation de nombreux types de 



 

71 

supports 3D de l’échelle macroscopique à nanoscopique. La GnP est naturellement 

biocompatible et biodégradable. Elle permet de réticuler des tissus avec la même efficacité que 

l’amidon dialdéhyde, le glutaraldéhyde, le formaldéhyde ou les composés époxys (éther 

diglycidylique d'éthylène glycol) qui sont les agents réticulants les plus connus et ce sans 

conditions de pH ou de température particulières et tout en étant 5 000 à 10 000 fois moins 

cytotoxique. De plus, la GnP réticule de façon plus efficace que l’EDC, un agent réticulant 

non-cytotoxique sous forme réticulée [145]. Néanmoins, pour un même degré de fixation, le 

temps de réticulation à la GnP est plus long qu’avec les autres agents réticulants tout comme sa 

dégradation. De plus, en fixant les groupement NH2 libres, la GnP améliore la biocompatibilité 

des polymères qu’elle réticule. En effet, la réduction du nombre de groupements NH2 libres 

d’un tissu diminue son immunogénicité [136,137,146–148]. 

Les applications de la GnP sont variées, allant de la recherche fondamentale à 

l’application biomédicale notamment au travers de dispositifs à libération prolongée de produits 

pharmaceutiques ou encore d’implants oculaires [136,149]. 
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OBJECTIFS 

La culture 3D permet à l’expérimentateur de reproduire des conditions plus 

physiologiques que la culture 2D. L’hydrogel d’AH natif, est le modèle de culture de référence 

de ce travail. Dans les différentes études antérieures où il a été utilisé comparativement à la 

culture 2D, il a été observé une meilleure prolifération cellulaire et une sensibilité diminuée aux 

traitement anti-cancéreux [96,113–115,135]. L’invasion cellulaire a également été mesurée au 

sein d’hydrogels natifs et fonctionnalisés par des éléments de la MEC et s’est révélée supérieure 

ou égale dans les hydrogels fonctionnalisés [20,115]. 

Aucune de ces modifications n’avaient d’incidence sur la rigidité du support. Or, l’impact 

de la dureté du support sur l’activité biologique est désormais connu [77]. L’objectif de ce 

travail de thèse a été de caractériser les propriétés d’hydrogels d’acide hyaluronique réticulés à 

la GnP de façon modulable puis de tester leurs propriétés biologiques. 

I. Caractérisation du modèle 

L’impact de la réticulation a été évalué sur les propriétés d’une part physico-chimiques, 

par des techniques biochimiques, calorimétrique, microscopique ainsi que par l’évaluation du 

gonflement ou swelling ratio, et d’autres part sur les propriétés biologiques grâce à des tests de 

la prolifération et de la viabilité. 

Concernant l’aspect biologique, les cellules CB74 – une lignée humaine cancéreuse de 

cellules gliales – ont principalement été utilisées pour l’étude compte tenu de leur haute capacité 

à coloniser l’hydrogel d’acide hyaluronique et de leur facilité de culture. L’invasion de 

l’hydrogel par ces cellules s’explique par l’existence d’un des récepteurs principaux à l’AH à 

leur membrane cellulaire, le CD44 [20]. De plus, il a été montré que la GnP peut induire 
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l’apoptose de plusieurs autres lignées humaines de glioblastomes, par conséquent, il est tout à 

fait approprié d’évaluer l’impact de la GnP sur la culture de ces cellules [144]. 

II. Les cellules souches hématopoïétiques 

Les CSH rassemblent plusieurs caractères qui concourent à en faire des candidats de 

culture intéressants. Le CD44 est également retrouvé au niveau de la membrane des CSH et 

permet l’invasion du modèle de culture [150]. L’augmentation de la prolifération implique une 

invasion préalable de support de culture. De plus, la niche des CSH, le microenvironnement 

optimal pour leur prolifération et leur survie, est située dans la moelle osseuse, dans des 

conditions de rigidité plus importantes que celles offertes par notre modèle natif [77]. Il pourrait 

donc y avoir un impact de la rigidification de l’hydrogel sur l’activité cellulaire des CSH. Afin 

de répondre à cette interrogation, la culture des CSH au sein de notre modèle de culture réticulé 

a été réalisée. 
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 

I. Synthèse des hydrogels d’acide hyaluronique 

Toutes les étapes conférant les propriétés spécifiques à l’hydrogel d’AH utilisé en culture 

cellulaire sont décrites dans deux brevets européens : « Improved Crosslinked Hyaluronan 

Hydrogels for 3D Cell Culture » EP10305666.9 du 22 juin 2010 et « Method for Harvesting 

Cells Cultured in 3D Hydrogel Matrices » EP 10305667.7 du 22 juin 2010 [151,152]. Les 

hydrogels d’AH sont synthétisés sous forme de feuilles de 10 × 15 cm environ, au laboratoire 

“Polymères, Biopolymères Surfaces” (UMR 6270, Université de Rouen) et sont reçus 

lyophilisés. Avant d’être utilisés en culture cellulaire, des cubes de taille 2,5 × 2,5 × 0,5 mm 

sont découpés, stérilisés dans un bain d’éthanol à 70 % puis réhydratés avec du milieu de culture 

[Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640)] contenant des antibiotiques [1 %, 

pénicilline (50 000 U/L) et streptomycine (50 mg/L)] dans une étuve à 37 °C, à atmosphère 

humide et 5 % de CO2. Lors de la réhydratation, des bulles d’air peuvent rester piégées dans les 

mailles de l’hydrogel. Pour les éliminer, les hydrogels sont placés sous une cloche à vide 

pendant 1 heure puis remis à l’étuve. Les hydrogels sont prêts à être utilisés une fois que toutes 

les bulles sont évacuées. 

II. Traitement et réticulation des hydrogels 

La GnP (FUJIFILM Wako©) est utilisée pour renforcer mécaniquement les hydrogels. 

Elle permet de réticuler l’hydrogel grâce à ses deux sites de fixation qui reconnaissent les 

groupements amines primaires (NH2) [147]. 
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1.Traitement des hydrogels 

Avant la réticulation, pour permettre une fixation optimale, les hydrogels sont traités à la 

poly-L-lysine (PLL) riche de groupements NH2. Pensant promouvoir la prolifération cellulaire, 

nous avons testé deux autres traitements avec des protéines de la MEC : les collagènes de 

type III et IV. 

Les hydrogels sont d’abord rincés pendant 30 minutes dans du tampon phosphate salin 

(PBS, phosphate buffered saline). 

a. Traitement à la poly-L-lysine 

La PLL (P6282, Sigma Aldrich®) est solubilisée à 1 mg/mL dans un tampon Tris/NaCl 

préparé au préalable à 10 mM et 150 mM respectivement dans de l’eau stérile. Après 

stérilisation par filtration, les hydrogels y sont immergés 15 minutes à température ambiante. 

Les hydrogels témoins sont placés dans un bain de tampon Tris/NaCl pendant 15 minutes pour 

les faire passer par les mêmes étapes que les autres hydrogels. 

b. Traitement aux collagènes de type III et IV 

Les collagènes [collagène de type III (C4407, Sigma Aldrich®) et IV (C7521, Sigma 

Aldrich®)] sont solubilisés chacun à 0,6 % dans du PBS 1X à 4 °C. Les solutions obtenues sont 

stérilisées par filtration et le traitement des hydrogels se fait pendant 24 heures à 4 °C. Les 

hydrogels témoins sont placés dans du PBS 1X pendant 24 heures à 4 °C. 

2. Réticulation des hydrogels 

Après le traitement, les hydrogels sont rincés rapidement une première fois dans le solvant 

qui a servi au traitement puis une deuxième fois dans du PBS 1X. Ils sont ensuite immergés 

pendant 30 minutes dans du PBS 1X. La GnP est solubilisée à 10 mg/mL (44 mM) dans du 
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PBS 1X à 37 °C. Cette solution mère, nommée GnP100, est diluée pour créer les concentrations 

suivantes : GnP1, GnP5, GnP10, GnP25, GnP50, GnP75 respectivement 0,44 mM, 2,2 mM, 

4,4 mM, 11 mM, 22 mM et 33 mM. La réticulation se fait pendant 16 heures, à température 

ambiante, dans l’obscurité et en atmosphère humide. 

Une fois la réticulation terminée, les hydrogels sont rincés dans du PBS 1X, une première 

fois rapidement, une seconde fois 10 minutes puis ils sont ensuite individualisés dans une 

plaque 96 puits dans 100 µL de PBS 1X en attendant d’être utilisés (Figure 32). 

 

Figure 32 : Protocole expérimental de traitement et réticulation. 

Les hydrogels, lyophilisés, reçus sous forme de feuilles, sont découpés en cubes grâce à un emporte-pièce 
(orange), stérilisés à l’alcool (noir) et réhydratés (vert). Ils sont ensuite traités à la PLL (rouge), au collagène 

(rose). À chaque fois, les hydrogels témoins sont placés dans les mêmes solvants, pour la même durée, mais 
sans la biomolécule d’intérêt. Les hydrogels sont ensuite réticulés à la GnP (bleu). 

III. Caractérisation des hydrogels 

1. Définition du degré de réticulation : test à la ninhydrine 

Le test à la ninhydrine permet d’évaluer le degré de réticulation des hydrogels après 

l’utilisation de la GnP. Tout comme la GnP, la ninhydrine reconnait également les groupements 

NH2. Se faisant, elle prend une coloration violette qui peut être quantifiée au spectrophotomètre. 

L’absorbance obtenue est inversement proportionnelle au degré de réticulation : plus l’hydrogel 

est réticulé, plus la GnP a fixé de groupements NH2 et moins il y en a de libres pour la 
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ninhydrine. Pour préparer le dosage à la ninhydrine, du chlorure stanneux et un tampon acétate 

sont nécessaires [153]. Le chlorure stanneux est dissout dans de l'éthylène glycol (100 mg/mL) 

et le tampon d'acétate est préparé en mélangeant 54,4 g d'acétate de sodium dans 100 mL d'acide 

acétique puis en ajustant le volume total à 500 mL avec de l'eau Milli-Q®. La solution de 

ninhydrine est fraîchement préparée avant chaque expérimentation en dissolvant 0,2 g de 

ninhydrine (N4876, Sigma Aldrich®) dans 7,5 mL d'éthylène glycol et 2,5 mL de tampon 

acétate. Ensuite, 250 µL de solution de chlorure stanneux sont ajoutés en mélangeant jusqu'à ce 

que la solution devienne rouge pâle. Les hydrogels sont individualisés dans une plaque 96 puits 

en polycarbonate (655201, Greiner Bio-One®) et immergés dans 100 µL de la solution finale. 

La plaque ainsi obtenue est placée au four pendant 10 minutes à 100 °C. Les hydrogels sont 

ensuite retirés et l’absorbance est lue à 595 nm en utilisant le lecteur PowerWaveXTM (Bio Tek 

Instrument©) et le logiciel KC4TM. 

2. Étude de la résistance à la dégradation enzymatique : test du carbazole 

L’un des avantages de notre hydrogel est qu’il permet la récupération des cellules qui sont 

cultivées en son sein après digestion enzymatique. Si la réticulation à la GnP permet de 

renforcer et de maintenir la structure de l’hydrogel, il a été montré dans la littérature qu’elle 

réduit la dégradation du support réticulé [136]. La résistance à la dégradation enzymatique est 

mesurée afin d’évaluer la capacité de récupération du contenu cellulaire des hydrogels. 

Lors de la digestion de l’AH par la hyaluronidase, de l’acide glucuronique est libéré. Le 

carbazole est un composé aromatique qui permet précisément de quantifier les acides uroniques. 

Son utilisation rend possible une évaluation quantitative de la dégradation des hydrogels. Les 

hydrogels sont donc soumis à une dégradation enzymatique par l’intermédiaire de la 

hyaluronidase (H3448, Sigma Aldrich®). L’enzyme est préparée dans du PBS à pH 5 
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(5000 UI/750 µL pour un hydrogel) et la solution obtenue est chauffée pendant 10 minutes à 

37 °C avant d’être utilisée. Les hydrogels sont disposés séparément dans une plaque 48 puits et 

la dégradation se déroule sur 4 heures à 37 °C avec une agitation constante. Chaque heure, après 

homogénéisation, 25 µL de surnageant sont prélevés dans chaque puits pour le test et déposés 

dans une plaque 96 puits en polycarbonate. Le protocole de ce test est décrit dans la littérature 

par Volpi et coll. [154]. Deux solutions sont préparées en amont : i) la solution A avec 0,95 g 

de tétraborate de sodium (229946, Sigma Aldrich®) dissous dans de l'eau chaude (2 mL) puis 

de l'acide sulfurique froid (98 mL) ; ii) la solution B avec 125 mg de carbazole (C5132, Sigma 

Aldrich®) dans 100 mL d'éthanol absolu. Aux 25 µL prélevés précédemment, sont ajoutés 

150 µL de solution A et le tout est placé au four, à 100 °C, pendant 10 minutes. La plaque est 

ensuite placée au réfrigérateur à 4 °C pendant quelques minutes. Ensuite, 5 µL de la solution B 

sont ajoutés et les échantillons sont à nouveau chauffés puis refroidis de la même manière avant 

lecture de l’absorbance à 525 nm en utilisant le lecteur PowerWaveXTM (Bio Tek Instrument©) 

et le logiciel KC4TM. 

3. Microscopie à force atomique 

La microscopie à force atomique ou atomic force microscopy (AFM) est une technique 

fondamentale de l’analyse des surfaces, très sensible et non destructrice qui peut être utilisée 

sur tous types d’échantillons : aqueux, sous vide et à différentes températures. Elle repose sur 

l’interaction d’une sonde (pointe) extrêmement fine, de géométrie variable (sphérique, conique 

ou pyramidale) avec d’une surface d’intérêt. Cette interaction dépend (i) de la distance entre la 

sonde et la surface d’intérêt et (ii) de leur nature physicochimique. À l’approche de la sonde, 

les forces d’interactions avec la surface de l’échantillon provoquent la déflexion du bras de 
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levier auquel elle est reliée, lui-même réfléchissant un faisceau laser. C'est la déflexion du 

faisceau qui renseigne alors sur la qualité de la surface de l'échantillon. (Figure 33) [155]. 

 

Figure 33 : Principe de la microscopie à force atomique. 

Les modifications à la surface de l’échantillon sont captées une sonde effilée et reliée à un bras de levier sur 
lequel est réfléchie une lumière émise par un laser. Les changements de position de la réflexion du laser sont 
détectés par un capteur photosensible et permettent d’avoir une représentation topographique précise de la 
surface de l’échantillon. D’après l’illustration issue du National Informal Stem Education Network [156]. 

Les mesures du module d’élasticité – Module d’Young – sont effectuées par 

nano-indentation AFM grâce au Pico SPM AFM de Molecular Imaging (Scientec©) en 

conditions liquides (PBS) pour maintenir les hydrogels dans leur état hydraté. Nous avons 

utilisé des pointes coniques montées sur des bras de levier ayant une constante de rappel 

nominale élevée de 3,5 N.m−1. Cela permet de sonder la rigidité globale des hydrogels 

permettant ainsi d’obtenir le module d'élasticité, dérivé des courbes force-déplacement en 

utilisant le modèle Sneddon fourni par le logiciel SPIPTM (Scanning Probe Image Processor). 

4. Microscopie électronique à balayage 

Les hydrogels doivent être déshydratés avant d’être analysés au microscope électronique 

à balayage (MEB). Dans ce but, nous avons utilisé des concentrations croissantes d’alcool 

(Tableau 3). 
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Tableau 3 : Protocole de déshydratation des hydrogels. 

 

Malheureusement cette technique conduit à un rétrécissement majeur des hydrogels ne 

permettant pas le maintien de leur architecture tridimensionnelle d’origine. Nous avons donc 

choisi de lyophiliser les hydrogels (Christ LYO cube 4-8, Bioblock®). Les échantillons peuvent 

être stockés à -80 °C ou utilisés directement après une étape de métallisation, ici, à l’or 

(JFC 1300 Autofine coater®). En effet, les échantillons biologiques doivent être rendus 

conducteurs pour pouvoir être imagés au MEB (JEOL® scanning electron microscope Neoscope 

JCM 5000TM). 

5. Propriétés thermiques 

La stabilité thermique des hydrogels est déterminée pour chacune des conditions grâce à 

la calorimétrie différentielle à balayage ou differential scanning calorimetry (DSC, Setaram® 

DSC92). Les hydrogels sont lyophilisés pour s’affranchir de la perte en eau au cours du 

chauffage. Les échantillons sont placés dans des creusets en aluminium puis scellés et un autre 

creuset sans échantillon est utilisé comme témoin. L’intervalle de température étudié était 

compris entre 30 °C et 450 °C et la vitesse de balayage fixée à 10 °C/min. 

6. Gonflement ou swelling ratio 

Le taux de gonflement ou swelling ratio (SR) des hydrogels est évaluée à partir de 

l’équation suivante : 

SR = (Ws – Wd)/Wd ×100 % 

où Ws correspond au poids d’un hydrogel hydraté et Wd au poids d’un hydrogel sec. Les 

hydrogels sont pesés (i) directement après la lyophilisation et (ii) suite à une immersion de 

Concentration en éthanol 70% 80% 90% 95% 100% 100%

Temps d'exposition 15 minutes 15 minutes 15 minutes 15 minutes 15 minutes 1 heure
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48 heures dans de l’eau stérile. Avant la pesée, l’excédent d’eau contenu dans les hydrogels est 

éliminé par contact avec du papier filtre. Lors de l’évaluation, l’eau contenue dans les hydrogels 

peut s’évaporer. Les mesures sont donc réalisées en triplicata pour chaque échantillon. 

IV. Culture 

Afin d’évaluer les effets des différents traitements des hydrogels et de leur réticulation 

par la génipine sur les propriétés cellulaires, nous avons utilisé plusieurs lignées. 

1. Lignées CB74, CB109 et CB191 

Il s’agit de lignées cellulaires issues d’un glioblastome multiforme humain. L’obtention 

de la tumeur originelle et la création de ces lignées sont décrites par Chauzy et coll [157]. Les 

cellules sont cultivées dans une atmosphère humide à 37 °C et 5 % de CO2 dans du RPMI 1640 

supplémenté avec 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) et 0,1 % d’antibiotiques. 

2. Lignée HMEC-1 

La lignée HMEC-1 (Human microvascular endothelial cells) est une lignée de cellules 

endothéliales de micro-vaisseaux humains cultivée dans les mêmes conditions que les lignées 

de glioblastomes mais dans un milieu de culture MCDB 131 supplémenté avec 15 % de SVF, 

0,001 % soit 10 µg/L d’epidermal growth factor (EGF) et 0,1 % d’antibiotiques. 

3. Lignée MDA-MB-231 

La lignée MDA-MB-231 est une lignée de cellules cancéreuses mammaires issues d’une 

métastase pleurale et cultivées dans les mêmes conditions que les cellules de glioblastomes. 
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4. Culture primaire 

Recueillies dans la moelle osseuse, les CSH sont également présentes dans le sang du 

cordon ombilical. Considéré comme un déchet opératoire, le cordon ombilical est facilement 

obtenu et le prélèvement y est aisé. Avec le consentement éclairé des mères, plusieurs 

échantillons de sangs de cordons ombilicaux sont recueillis. Ils sont dilués de moitié dans une 

solution saline de Hanks puis déposés sur une solution permettant de séparer les cellules 

mononuclées (CMN ; lymphocytes, monocytes et leurs précurseurs) du plasma et des globules 

rouges par centrifugation (Figure 34). 

 

Figure 34 : Représentation d’une séparation par gradient de densité. 

Afin d’isoler les cellules mononuclées (CMN) présentes dans l’échantillon, le sang de cordon préalablement 

dilué est déposé délicatement sur 15 mL de milieu de séparation des lymphocytes à base de Ficoll® 400 
(Eurobio©) puis le tout est placé à centrifuger. 

Après 35 minutes de centrifugation à 1500 tr/min, l’anneau des CMN est prélevé et lavé 

plusieurs fois dans du Hanks. Les échantillons sont congelés dans un milieu cryoprotecteur 

composé de Hanks supplémenté avec 20 % de SVF et 20 % de diméthylsulfoxyde (DMSO) 

à -80 °C. Le protocole de décongélation est indiqué sur la figure suivante (Tableau 4) : 
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Tableau 4 : Protocole de décongélation des cellules mononuclées. 

 

Un jour avant l’ensemencement, les hydrogels sont placés dans du RPMI 1640 

supplémenté avec 100 ng/mL de stromal cell-derived factor 1α [SDF-1α (350-NS-050, 

R&DSYSTEMS®)], une cytokine facilitant la pénétration des progéniteurs hématopoïétiques à 

l’intérieur. 

5. Culture 3D 

Pour les lignées CB74, CB109, CB191 et HMEC-1, les cellules sont décollées des 

flasques de culture avec de la trypsine et comptées avec le Z1 Coulter® Particle Counter. Les 

hydrogels sont individualisés dans des plaques 12 puits et immergés dans 2 mL de milieu de 

culture supplémenté (milieu identique à celui utilisé pour la culture 2D) avec une densité 

cellulaire de 1 million de cellules/2 mL. En ce qui concerne les CMN, 50 000 cellules sont 

cultivées dans 2 mL de milieu StemSpan™ Serum-Free Expansion Medium (SFEM, #09600, 

STEMCELL TechnologiesTM) supplémenté avec 50 ng/mL de stem cell factor (SCF 

[255-SC-050, R&DSYSTEMS®]), 0,75 µM de StemRegenin 1 (SR1 [#72342, STEMCELL 

TechnologiesTM]) et 0,1 % d’antibiotiques. Lorsque le temps de culture est supérieur à une 

semaine, la moitié du milieu est renouvelée tous les 7 jours. Nos premiers résultats avec les 

CMN, peu concluants, nous ont poussé à supplémenter notre milieu avec le StemSpan™ 

Ajouter aux temps : Hank’s + 20 % SVF (à 37 °C)

0 minute 0,1 mL

1 minute 0,1 mL

2 minutes 0,2 mL

3 minutes 0,2 mL

4 minutes 0,4 mL

5 minutes 0,5 mL

6 minutes 0,5 mL

7 minutes 1 mL

8 minutes 1 mL
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CD34+ Expansion Supplement, un mélange de plusieurs cytokines permettant de promouvoir 

l’expansion des CMN (#02691, STEMCELL TechnologiesTM). 

6. Co-culture CB74 et HMEC-1 

Contrairement aux autres expérimentations, la co-culture des cellules des lignées CB74 

et HMEC-1 est réalisée au sein d’hydrogels BIOMIMESYS® Brain composés d’AH et de 

collagène de type IV selon deux protocoles : (i) l’ensemencement des deux lignées est (i) 

simultané pour une culture de 7 jours et (ii) séquentiel pour 14 jours de culture. Dans le dernier 

cas les cellules endothéliales sont ensemencées en premier puis cultivées pendant 7 jours avant 

d’ensemencer les cellules de glioblastomes pour 7 jours supplémentaires. Ces hydrogels sont 

synthétisés selon un protocole breveté plus standardisé qui permet d’obtenir des hydrogels 

identiques et donc une meilleure reproductibilité des résultats. Les cellules sont cultivées dans 

le milieu RPMI 1640 supplémenté comme décrit précédemment et dans des conditions 

similaires. Avant la mise en culture, les cellules CB74 sont marquées avec le traceur fluorescent 

QtrackerTM 565 Cell Labeling Kit (Q25031MP, Thermo Fisher Scientific®) et avant 

l’observation au microscope à épifluorescence (Zeiss® Axio Scope A1) les cellules totales sont 

marquées au 4',6-diamidino-2-phénylindole [DAPI (D9542, Sigma Aldrich®)] après 

perméabilisation au tampon de lyse (0,3 % de TritonTM X-100). 

V. Étude de la viabilité et de la prolifération cellulaires 

1. Test au LIVE/DEAD® 

Au terme de la culture en 3D, un test permettant d’observer l’organisation cellulaire au 

sein des hydrogels est réalisé. Il s’agit du LIVE/DEAD® (R37601, Thermo Fisher Scientific®), 

un marquage qui permet de distinguer les cellules vivantes des cellules mortes. Les réactifs A 
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et B sont mélangés comme décrit dans le protocole fourni par le fournisseur et 20 µL de la 

solution finale sont ajoutés aux hydrogels, préalablement déposés dans une plaque 96 puits, afin 

de les submerger. L’incubation se fait pendant 15 minutes et les hydrogels sont ensuite rincés 

rapidement au PBS 1X, 3 fois. Dès lors, il est possible de visualiser le marquage ou de fixer les 

hydrogels pour une observation plus tardive. Dans ce cas, une solution de paraformaldéhyde à 

4 % est utilisée. Les hydrogels y sont immergés pendant 45 minutes puis rincés rapidement 

3 fois au PBS 1X et conservés à 4 °C dans l’obscurité. Le microscope Leica® DMI 6000B est 

utilisé pour l’observation. 

2. Test au Cell Counting kit-8® 

La viabilité est déterminée avec le Cell Counting kit-8 (96992, Sigma Aldrich®). Les 

hydrogels sont placés individuellement dans une plaque 96 puits avec 100 µL de milieu de 

culture supplémenté et 10 µL de réactif. L’absorbance est lue après 1, 2 et 4 heures d’incubation 

; les hydrogels sont retirés pour chaque lecture. La prolifération est évaluée en mesurant la 

viabilité à différents temps de culture (jours 2, 7 et 14 pour les cellules endothéliales). 

VI. Test de clonogénicité 

Le test de clonogénicité permet d’évaluer la capacité des progéniteurs hématopoïétiques 

à créer des colonies. Il est également réalisé sur une fraction de la suspension cellulaire utilisée 

pour l’ensemencement dans les hydrogels afin de nous assurer du potentiel des cellules que 

nous utilisons. 

1. Récupération des cellules à partir des hydrogels 

Après 1 semaine de culture 3D, une solution de hyaluronidase est préparée de façon 

similaire au protocole du test au carbazole et les hydrogels sont soumis à son action 
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enzymatique pendant 90 minutes, à 37 °C avec une agitation constante à 150 tr/min. Les 

suspensions cellulaires obtenues sont centrifugées pendant 5 minutes à 1500 tr/min et le 

surnageant retiré. Le culot est repris dans 2 mL de Detachin™ Cell Detachment Solution pour 

décoller les cellules qui seraient encore attachées à des morceaux d’hydrogels non dégradés. 

Après 10 minutes d’incubation suit une dernière centrifugation de 5 minutes à 1500 tr/min, puis 

le surnageant est enlevé et le culot est repris dans le milieu fourni pour le test. 

2. Test de clonogénicité 

Les cellules sont ajoutées à 2,4 mL de milieu fourni dans le kit Stemα4B (Stemα®), la 

suspension est agitée par vortex pendant quelques secondes avant d’ajouter 1,1 mL du 

collagène également fourni. Après homogénéisation, le gel obtenu est déposé dans des boîtes 

de Pétri de 35 × 10 mm (1 mL/boîte). Les boîtes sont ensuite disposées par 3 dans une boîte de 

Pétri plus large avec en leur centre, une autre boîte de taille identique remplie d’eau (Figure 35). 

 

Figure 35 : Dispositif schématique de culture des tests clonogéniques. 

Les tests clonogéniques sont réalisés dans des boîtes de Pétri (rouges) et disposés autour d’une boîte remplie 
d’eau. Les boîtes sont toutes placées au sein d’une boîte plus grande puis mises en culture. 

Les cellules sont cultivées pendant deux semaines et au quatorzième jour, les colonies 

formées sont comptées et identifiées grâce à des critères morphologiques (coloration, 

organisation, circonférence et taille de la population [158]. La numération des colonies a été 

réalisée au microscope EVOSTM XL Core (Thermo Fisher Scientific®). 
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VII. Analyses statistiques 

Les différentes analyses statistiques sont réalisées grâce au logiciel GraphPad Prism 5©. 

Deux tests sont utilisés, premièrement, le test non-paramétrique de Kruskal-Wallis suivi du 

post-test de Dunn’s pour toutes les expérimentations. Deuxièmement, pour comparer les 

traitements entre eux ou pour des études en fonction du temps, l’ANOVA à deux voies est 

utilisée, suivie du post-test de Bonferroni. Les différences observées sont considérées 

significative à partir de p < 0,05 (*p < 0,05 ; **p < 0,01 ; ***p < 0,001). 
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I. Article 

 

Hyaluronan–based hydrogels as versatile tumor–like models: 

tunable ECM and stiffness with genipin-crosslinking 
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Didier LE CERF, Olivier BOYER, Jean-Pierre VANNIER, Béatrice LABAT 

 

 

Publié dans Journal of Biomedical Materials Research: Part A., 108A, 1256-1268, 2020.  
DOI: 10.1002/jbm.a.36899  

 

 

La culture en 3D permet de mimer le microenvironnement dans lequel évoluent les 

cellules in vivo. Par ailleurs, la rigidité du support de culture peut également impacter l’activité 

cellulaire. L’hydrogel d’HA a servi de base à nos expérimentations. Afin de le rapprocher des 

caractéristiques naturelles du microenvironnement, il a été fonctionnalisé avec différentes 

protéines matricielles et sa rigidité a été modifiée grâce à sa réticulation par la GnP. 

L’objectif de cet article a été d’évaluer l’effet de la réticulation à la GnP sur les 

caractéristiques physico-chimiques des hydrogels d’HA ainsi que sur la prolifération cellulaire. 

Dans ce but, nous avons : 

1. adapté la technique de réticulation à notre support : l’hydrogel de HA ; 

2. cultivé de multiples lignées cellulaires au sein de l’hydrogel ; 

3. mesuré la viabilité cellulaire par différentes techniques et à des temps donnés.  

https://doi.org/10.1002/jbm.a.36899
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Figure S1: Glucuronic acid release after hyaluronidase degradation (mg). Results are presented one 

treatment vs another. * Significance between PLL and type III collagen treatment, # between PLL and 

type IV collagen treatment and ¥ between type III and type IV collagen treatment. Results are presented 

as the mean ± SEM and statistical significance was determined as ***< 0.001, **< 0.01, *<0.05, n=3. 

281x188mm (300 x 300 DPI)  

Journal of Biomedical Materials Research: Part A - John Wiley & Sons, Inc. 
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Figure S2: Representative optical images of CB74 cells cultured in contact with Control, and with type IV 

collagen pre-treatment (Collagen IV) and post treated with GnP5 and GnP100 (CIV.GnP5 and 

CIV.GnP100, respectively) after 7 days of culture. Scale bar: 100 µm. 

142x32mm (300 x 300 DPI)  

Journal of Biomedical Materials Research: Part A - John Wiley & Sons, Inc. 
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Figure S3: Viability of various cancer cell lines (CB109 and CB191 glioblastoma lines (n=1), MDA MB 231 

breast cancer line (n=1), and endothelial cells (HMEC, n=3)), cultured for 7 days in contact with control 

and PLL-treated hydrogels, crosslinked with GnP1, GnP5, GnP10, GnP25, GnP50, GnP75, and GnP 100. 

Proliferation assay was realized twice on HMEC (n=2). * represents significance towards corresponding 

control, # towards PLL treatment only and ¥ towards P.GnP1 condition. Results are displayed as the 

mean ± SEM and statistical significance was set as *< 0.05, **< 0.01. 

264x176mm (300 x 300 DPI)  

Journal of Biomedical Materials Research: Part A - John Wiley & Sons, Inc. 
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II. Résultats complémentaires 

In vivo, les cellules interagissent avec leur microenvironnement mais également avec 

d’autres types cellulaires voisins. Dans la volonté de mimer cet aspect-là, les cellules de 

glioblastomes ont été co-cultivées avec des cellules endothéliales. Les cellules endothéliales 

sont précisément des partenaires de choix pour les cellules de glioblastomes car elles ont une 

action sur leur activité. En effet, les gliomes font partie des cancers les plus agressifs [159]. Les 

cellules de glioblastomes secrètent du vascular endothelial growth factor (VEGF), le principal 

facteur de croissance qui entraîne la néo-angiogenèse de nouveaux vaisseaux pour subvenir aux 

besoins de la tumeur en oxygène ou en nutriments [116]. 

Nous utiliserons ici la nomenclature qui figure dans l’article (Table 1.). 

1. Cellules endothéliales seules 

a. Viabilité et prolifération cellulaire 

L’effet de la réticulation à la GnP sur les cellules endothéliales est présent mais moins 

marqué que sur les cellules de glioblastomes (Figure 36). Le traitement des hydrogels à la PLL 

entraîne une faible diminution de la viabilité cellulaire qui est restaurée avec la réticulation à la 

condition P.GnP1. L’influence de la réticulation est plus marquée pour les conditions P.GnP5 

et P.GnP10 à partir desquelles la viabilité décroit jusqu’à atteindre des valeurs similaires aux 

conditions PLL et témoin. Avec le traitement au collagène de type III, les valeurs obtenues sont 

en dents de scie : la viabilité semble augmenter entre les conditions témoins et CIII.GnP5 puis 

atteint son minimum à la condition CIII.GnP25 avant de remonter jusqu’à la condition 

CIII.GnP100. L’utilisation du collagène de type IV pour traiter les hydrogels n’a pas permis 

d’obtenir d’effet significatif entre les différentes conditions. Cependant, nous observons une 
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tendance plus franche et similaire à celle obtenue avec le collagène de type III. La comparaison 

des différents traitements nous a permis de noter une meilleure viabilité cellulaire avec le 

collagène de type IV pour les réticulations aux plus fortes concentrations (CIV.GnP75 et 

CIV.GnP100). 
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Figure 36 : Viabilité cellulaire des HMEC-1 à 14 jours de culture en 3D. 

Les cellules ont été cultivées dans des hydrogels traités à la PLL, le collagène de type III ou IV et réticulés à la 
GnP (GnP1 à GnP100). La viabilité a été déterminée avec le Cell Counting kit-8 après 14 jours de culture. * 
indique une différence significative dans la même catégorie de traitement, # entre PLL et le collagène de type IV 
et ¥ entre les collagènes de type III et IV. *< 0.05, **< 0.01, ***< 0.001 (n=3 pour le traitement à la PLL, n=2 
pour le traitement au collagène de type IV et n=1 pour le traitement au collagène de type III). 

b. Étude morphologique 

Un cliché de chaque hydrogel a été réalisé lors des tests de viabilité au Cell Counting 

kit-8 (Figure 37). À l’observation, nous remarquons que les cellules endothéliales présentent 

également une organisation en sphéroïdes mais aussi sous forme de plages cellulaires qui 

tapissent l’hydrogel et ses fibres. Pour la plupart, ces « tapis » cellulaires sont localisés en 

surface tandis que les sphéroïdes sont présents également dans le maillage de l’hydrogel. La 



 

108 

présence de ces plages cellulaires ne semble pas dépendre de la condition. En effet, elles sont 

retrouvées pour chaque condition mais pas nécessairement sur tous les réplicats. 

 

 

A 

B 
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Figure 37 : Observation au microscope des hydrogels après 14 jours de culture des cellules HMEC-1. 

Les cellules ont été cultivées dans des hydrogels traités à la PLL (A), le collagène de type III (B) ou IV (C) et 
réticulés à la GnP (GnP1 - GnP100). Les flèches oranges indiquent les sphéroïdes et les bleues les plages 
cellulaires Les photographies ont été réalisées avec le microscope Axiovert 135 (Zeiss®). 

2. Co-culture des cellules de glioblastomes et endothéliales 

Les cellules endothéliales sont des partenaires très intéressants pour les cellules de 

glioblastomes. En effet, les glioblastomes sont des tumeurs très vascularisées qui ont des 

rapports privilégiés avec les cellules endothéliales du fait de leur sécrétion commune de VEGF. 

Des expérimentations de co-culture cellulaire ont déjà été réalisées au sein de notre modèle. 

Dans ce travail, les cellules tumorales se rassemblaient autour des cellules endothéliales [135]. 

L’objectif de la co-culture glioblastomes/cellules endothéliales était d’évaluer l’impact sur la 

prolifération des cellules de glioblastomes ainsi que leur organisation par rapport aux cellules 

endothéliales. 

C 
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Quel que soit le protocole d’ensemencement utilisé, nous n’avons pas observé de 

variations significatives entre les différentes conditions. De même, nous n’avons pas remarqué 

de différence significative entre les protocoles avec mise en culture séquentielle ou simultanée 

(Figure 38). 

 

Figure 38 : Test de viabilité cellulaire sur les lignées CB74 et HMEC-1 

La viabilité a été déterminée avec le Cell Couting kit-8 après 7 jours de culture simultanée (A) ou 14 jours de 
culture séquentielle (B) dans les hydrogels BIOMIMESYS® Brain réticulés à la GnP1 à GnP100 (n=1). 

Pour visualiser l’organisation cellulaire au sein de l’hydrogel, les cellules ont été 

marquées avec le traceur fluorescent QtrackerTM 565 Cell Labeling Kit (Figure 39). Les clichés 

réalisés ne nous ont pas permis de conclure ; en effet, la quantité de traceur résiduelle dans les 

cellules de glioblastomes était trop faible. 

 

Figure 39 : Co-culture des lignées CB74 et HMEC-1. 

La totalité des cellules a été marquée au DAPI (bleu) en fin de culture et les cellules de glioblastomes avaient 
été incubées avec un traceur cellulaire avant d’être ensemencées (vert). La GnP est visible sur la photographie 
de droite du fait de son auto-fluorescence (rouge). 
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3. Culture de cellules souches hématopoïétiques 

Les CSH, lorsqu’elles ne sont pas circulantes, évoluent au sein de leur niche située dans 

la moelle osseuse. Tout comme notre support de culture, la MEC de cette niche est riche en 

AH, c’est pourquoi notre hydrogel semble être un outil de choix pour la culture des CSH qui 

possèdent les récepteurs principaux de l’AH à leur surface : CD44 et RHAMM [150]. En effet, 

en comparant à la culture 2D, une augmentation de la prolifération des CSH a été observée dans 

notre modèle [115]. Nous avons pensé pouvoir apporter une amélioration de la prolifération des 

CSH grâce à la réticulation. Avec la GnP, notre objectif était de nous rapprocher de la rigidité 

dont les CSH font l’expérience dans leur niche in vivo. 

a. Viabilité cellulaire 

Les résultats obtenus montrent que la réticulation à la GnP des hydrogels n’apporte aucun 

bénéfice du point de vue de la viabilité cellulaire (Figure 40). Au contraire, la GnP en forte 

concentration (GnP100) semble avoir un effet négatif vraisemblablement annulé par la 

StemRegenin 1 (SR1). 
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Figure 40 : Test de viabilité cellulaire sur les cellules mononuclées. 

Les CMN ont été mises en culture dans les hydrogels suite à leur décongélation. Les hydrogels utilisés ont été 
traités au collagène de type IV et réticulés avec la GnP (GnP1 - GnP100). La moitié des hydrogels a été incubée 
en présence de SR1 (SR1+) (n=2). 
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b. Étude morphologique 

Une fraction de la suspension cellulaire a été utilisée pour réaliser des tests clonogéniques 

directement après la décongélation afin de s’assurer de la présence de CSH dans notre 

échantillon et de la conservation de leur capacité à former des colonies. Aucune colonie n’a été 

observées dans les gels de culture. Les tests clonogéniques post-culture ont été réalisés avec les 

cellules ensemencées dans les hydrogels (Figure 41). Nous avons observé peu de colonies dans 

les hydrogels et, lorsqu’elles étaient présentes, elles étaient de petite taille. Les colonies ont pu 

être visualisées de façon ponctuelle : elles n’étaient pas présentes pour chaque condition et 

absentes d’un réplicat à l’autre. Trois types de colonies de progéniteurs hématopoïétiques ont 

pu être identifiés grâce à des critères morphologiques : (i) les colony forming unit 

granulocyte-macrophage (CFU-GM) sont des colonies incolores et les cellules qui les 

composent sont facilement individualisées lors de l’observation, (ii) les burst forming unit 

erythrocyte (BFU-E) sont des colonies d’apparence rouge ou marron qui contiennent des 

cellules que l’on peut difficilement dénombrer et (iii) les colony forming unit erythrocyte 

(CFU-E) possèdent des caractéristiques similaires aux BFU-E mais les colonies formées sont 

plus petites. 

 

Figure 41 : Colonies issues des tests clonogéniques. 

Les CMN cultivées dans les hydrogels ont été récupérées suite à une digestion enzymatique et remises en 
culture pendant 14 jours dans un milieu gélifié pour les tests clonogéniques. Les colonies formées ont pu être 
identifiées grâce à des critères morphologiques.  
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DISCUSSION 

Dans cette partie, les figures soulignées font référence aux illustrations de l’article. 

I. Caractérisation des hydrogels et de leurs traitements 

La PLL est un polypeptide constitué par la répétition de résidus lysine comportant chacun 

une fonction amine primaire qui est nécessaire à la fixation de la GnP. Nous avons donc utilisé 

la PLL pour servir de pré-traitement des hydrogels afin de permettre par la suite une réticulation 

plus importante à la GnP en suivant le protocole de Gaudière et coll. [160]. Conformément à ce 

que nous attendions, le traitement à la PLL offre plus de groupements amines primaires libres 

que le traitement des hydrogels au collagène de type III ou IV (Figure 1). Le test à la ninhydrine 

est une technique simple et sensible de quantification des groupements amines libres mais ce 

n’est pas le seul moyen de déterminer le degré de réticulation. Il est possible de l’évaluer en 

mesurant le taux de gonflement du support réticulé ou SR, les propriétés mécaniques, la 

résistance à la dégradation enzymatique et la température de dénaturation des supports réticulés 

[161]. 

1. Caractérisation physico-chimique 

La coloration bleue d’intensité croissante observée après traitement des hydrogels par des 

concentrations croissantes de génipine ainsi que l’imagerie au microscope à fluorescence nous 

permettent de nous assurer de l’efficacité de la réticulation de nos hydrogels (Figure 4 et 7). En 

effet, non liée, la génipine demeure transparente mais lorsqu’elle est fixée de façon covalente à 

des groupements amines primaires, elle devient bleue dans la lumière visible et produit une 

auto-fluorescence rouge lorsqu’elle est observée en microscopie à fluorescence. Elle possède 
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en effet des propriétés spectrales analogues à celles d’autres fluorophores comme la Rhodamine 

[162]. 

Compte tenu du grand nombre de groupements NH2 libres qu’offre la PLL, nous pensions 

obtenir un SR proportionnellement plus faible par rapport au degré de réticulation. En effet, la 

réticulation vise précisément à rigidifier la structure d’un support et à réduire sa compliance. 

Donc, selon notre hypothèse, plus un hydrogel est réticulé, moins il est apte à gonfler en 

présence d’eau. De plus, la PLL est également caractérisée par sa nature hydrophobe, du fait de 

la présence de quatre groupements CH2 dans sa chaine latérale, ce qui est incompatible avec 

une grande capacité de rétention d’eau [163]. Notre hypothèse s’est révélée en partie juste : (i) 

nous avons observé des SR globalement moins élevés pour les hydrogels traités à la PLL et 

faiblement réticulés que pour ceux traités au collagène et (ii) une diminution significative du 

SR pour les conditions de réticulation les plus faibles (GnP1 pour les hydrogels traités aux 

collagènes et GnP5 pour ceux traités à la PLL) suivie d’une augmentation à partir de la 

condition GnP25 quel que soit le traitement préalable (Figure 6). Il est possible que la 

diminution du SR pour les faibles conditions de réticulation soit due au caractère hydrophobe 

de la GnP, repoussant ainsi les molécules d’eau [164]. Tandis que l’augmentation du SR pour 

les fortes conditions de réticulation a déjà été observée dans une autre étude et peut s’expliquer 

par la création de pores plus petits lors de la réticulation à la GnP, emprisonnant ainsi les 

molécules d’eau lors de l’expérimentation [165], nos résultats de MEB viennent précisément 

appuyer ces observations car nous avons constaté la présence de pores de taille réduite par 

rapport aux conditions de réticulation plus faibles (Figure 2). 
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2. Caractérisation mécanique 

Nous avons utilisé la microscopie à force atomique ou AFM pour étudier les propriétés 

mécaniques de l’hydrogel, quelles que soient les conditions de traitement et de réticulation. 

Grâce à la technique de nano-indentation AFM, nous avons pu déterminer le module d’élasticité 

(Young) et définir la rigidité de nos hydrogels. Globalement, quel que soit le traitement, la 

réticulation des hydrogels avec de faibles concentrations de GnP n’a pas sensiblement 

augmenté la rigidité des hydrogels. Cependant, pour les concentrations de GnP modérées à 

fortes (P.GnP50 à 100, CIII.GnP50 à 100 et CIV.GnP75 et 100), nous avons observé une 

augmentation significative de la rigidité des hydrogels réticulés par rapport aux hydrogels 

témoins (Figure 4). 

Parmi les différentes techniques de mesure des propriétés mécaniques, duromètre, 

rhéomètre ou encore appareils de traction et compression permettent d’obtenir des 

caractéristiques à l’échelle macroscopique. Nous avons choisi la nano-indentation par AFM, 

afin de déterminer l’élasticité à l’échelle nanométrique et sur toute la longueur de l’échantillon, 

quelle que soit la nature de son milieu (liquide ou semi-solide). En effet, la rigidité d’un 

matériau dépend de multiples facteurs, internes ou externes à l’échantillon (taille, température). 

L’utilisation de la nano-indentation permet de réduire l’influence de ces différents paramètres 

de façon plus importante que la micro-indentation. De plus, en nano-indentation, l’analyse se 

fait en temps réel et sans détérioration de l’échantillon. Néanmoins, l’utilisation d’une sonde 

pointue peut poser problèmes si l’échantillon est poreux. Dans ce cas, il est possible d’utiliser 

une sonde de forme sphérique et le modèle d’analyse correspondant (Hertz) [166–168]. 
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3. Caractérisation biochimique 

Nous avons utilisé le test du carbazole pour l’étude de la résistance à la dégradation 

enzymatique des hydrogels. Ici, ce test permet de mesurer la quantité d’acide glucuronique 

relargué par l’action de l’enzyme Hase. Logiquement, la réticulation à la GnP doit entraver et 

donc protéger les hydrogels de la dégradation et ce, de façon plus importante lorsque les 

hydrogels sont traités préalablement par la PLL, pourvoyeuse de nombreux groupement NH2 

nécessaires à la fixation de la GnP. Les résultats que nous avons obtenus vont dans ce sens. En 

effet, la quantité d’acide glucuronique dans le surnageant (i) augmentait dans le temps, (ii) était 

inversement proportionnelle à la concentration de la GnP utilisée pour la réticulation et (iii) 

était moins importante pour les hydrogels traités à la PLL avant la réticulation (Figure 3 et S1). 

Néanmoins, nous avons été surpris par la diminution significative d’acide glucuronique détecté 

pour la condition PLL entre 1 h et 2 h d’incubation avec l’enzyme : normalement la quantité ne 

peut qu’augmenter avec le temps. Cela peut s’expliquer par une mauvaise homogénéisation 

avant pipetage. De plus, l’absence de différence significative ou tendance pour les hydrogels 

traités au collagène de type III est également surprenante. En effet, d’autres expérimentations 

[AFM, SR et LIVE/DEAD® (résultats non présentés)] attestent de la réticulation à la GnP mais, 

dans le test au carbazole, elle ne semble pas avoir joué de rôle protecteur face à la Hase (Figure 

4 et 6). Par ailleurs, à tous les temps de l’expérimentation et pour toutes les conditions, le 

traitement des hydrogels au collagène de type IV semble plus protecteur que celui au collagène 

de type III. Nous pensons que cela est due à la capacité d’auto-polymérisation du collagène de 

type IV qui permet de créer un maillage plus fort et résistant donc une structure plus stable 

autour de l’hydrogel d’acide hyaluronique (AH). En effet, les domaines globulaires terminaux 

du collagène de type IV permettant son auto-polymérisation sont absents chez le collagène de 

type III (Figure 3) [16]. 
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Nos résultats de calorimétrie différentielle à balayage ou DSC n’ont pas montré de 

différence significative de profils thermiques entre les différentes conditions extrêmes 

d’expérimentation : conditions témoin, traitement seul, GnP1 et GnP100 (Figure 5). Il s’agit 

pourtant d’une technique précise qui permet également de vérifier l’efficacité d’une réticulation 

en appréciant la température de dénaturation : plus la température de dénaturation est forte et 

plus la réticulation est importante [161]. En effet, dans une revue de la littérature de 

Sorushanova et coll., il a été montré que la réticulation dans sa globalité et notamment à la GnP, 

permet d’augmenter la température de plusieurs types de biomatériaux à base de collagène 

d’origines animales différentes [169]. La température de dénaturation des collagènes et de 

l’acide hyaluronique étant inférieure à 60 °C, il serait intéressant de reproduire ces 

expérimentations à plus basse température pour compléter et confirmer les résultats d’AFM et 

des tests à la ninhydrine et au carbazole [170–172]. À noter que la réticulation par la GnP 

s’opère à la surface des hydrogels, sur la PLL ou les collagènes. Il est probable que la technique 

ne soit pas suffisamment sensible pour détecter une réticulation qui s’est produite seulement en 

surface des pores. 

II. Effet biologique 

Après avoir caractérisé les différentes propriétés des hydrogels, nous avons évalué leur 

impact sur la viabilité et la prolifération de différents types cellulaires et lignées. 

1. Différents traitements 

Globalement, nos résultats montrent que le traitement des hydrogels par la PLL seule 

(avant réticulation), malgré sa biocompatibilité, ne promeut pas la survie, ni la prolifération 

cellulaire (Figure 7, 8, S3 et Figure 35) [163]. Il est possible qu’en traitant les hydrogels, la PLL 

ait masqué les sites de fixation de l’AH à ses récepteurs membranaires CD44 présents à la 
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surface de tous les types cellulaires que nous avons étudiés, empêchant ainsi l’adhésion 

cellulaire [20,115,173,174]. Toutefois, nous avons également observé que la réticulation à la 

GnP rétablit la viabilité cellulaire. Par conséquent, nous pouvons supposer que la GnP rétablit 

dans le même temps la capacité d’adhésion des cellules à l’hydrogel. En effet, il a été montré 

dans les travaux de Hwang et coll. que la GnP a des propriétés bio-adhésives et peut servir de 

colle biologique [162]. La combinaison AH/PLL a été étudiée majoritairement dans le modèle 

de multicouches de polyélectrolytes (films LbL) car elle présente une caractéristique 

particulière : outre son biomimétisme, elle permet une croissance exponentielle du film. Il faut 

donc moins de couches successives d’AH et de PLL pour obtenir l’épaisseur de film attendue 

qu’avec une autre association de (bio)polymères à croissance linéaire [175]. Les résultats du 

travail de Chang et coll. ont montré que les films AH/PLL permettaient une adhésion des 

cellules endothéliales satisfaisante, leur prolifération ainsi que l’expression de protéines 

caractéristiques de ce type cellulaire [176]. Avant eux, sur un modèle identique, Monteiro et 

coll. ont observé que les kératinocytes présentaient une adhésion au contraire plutôt limitée 

[177]. Néanmoins, pour un même type cellulaire, Madaboosi et coll. ont pu noter une absence 

d’adhésion sur ce modèle lorsque le nombre de couches était trop important [178]. Il est à noter 

que plus le nombre de couches augmente, plus le film LbL s’hydrate car l’AH, comme tous les 

GAG, a une très forte capacité de rétention d’eau [179]. À partir de ces observations, nous 

pouvons supposer que l’association AH/PLL est favorable selon le type cellulaire utilisé en 

culture. En effet, nous avons constaté un effondrement de la viabilité pour les lignées de 

glioblastomes mais pas pour la lignée MDA-MB-231 de cellules de cancer du sein par exemple. 

Par ailleurs, dans un modèle plus similaire au nôtre (un hydrogel d’AH fonctionnalisé avec 

plusieurs bicouches AH/PLL), Yamanlar et coll. ont noté une adhésion importante de 

fibroblastes, proportionnelle au nombre de couches [180]. Il pourrait être intéressant de 
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remplacer la PLL par des motifs peptidiques d’adhésion RGD. En effet, l’arginine est un autre 

résidu comportant un groupement NH2 libre ; il serait donc capable de fixer la GnP tout en 

promouvant l’adhésion cellulaire au support. 

Nos résultats de viabilité et de prolifération relatifs aux hydrogels traités au collagène de 

type III ou IV montrent que le traitement avec ces protéines matricielles promeut la survie 

cellulaire (Figure 7, 8 et Figure 35). C’est un résultat auquel nous nous attendions car il s’agit 

de protéines avec lesquelles les cellules vont interagir naturellement in vivo et David et coll. en 

ont déjà fait l’expérience auparavant [20]. En effet, pour la lignée CB191 de glioblastomes, les 

auteurs avaient observé un nombre de colonies plus élevé après 5 jours de culture au sein 

d’hydrogels traités au collagène de type III ou IV comparativement aux hydrogels témoins ; 

l’effet était d’autant plus marqué pour hydrogels traités au collagène de type III. Pourtant, nos 

résultats montrent une viabilité et une prolifération cellulaire plus importantes pour les 

hydrogels traités au collagène de type IV. Nous pouvons expliquer cette différence de résultats 

par la différence des lignées utilisées. En effet, les lignées CB74 et CB191 ne présentent pas 

les mêmes récepteurs à leurs surfaces, c’est le cas pour le VEGF-R par exemple ; les cellules 

CB74 expriment le VEGF-R1 et CB191 le VEGF-R2 [116]. Dans cette même logique, il est 

tout à fait possible que la lignée CB74 ne dispose pas de récepteurs à sa surface, capables de 

fixer le collagène de type III. Par ailleurs, le glioblastome est une forme de cancer très agressive 

du fait de sa grande capacité d’invasion. En effet, les cellules de glioblastomes expriment et 

secrètent les MMP2 et 9, deux enzymes connues pour dégrader le collagène et aboutir à la 

formation de matrikines du collagène (Tableau 2). Cependant, les effets biologiques connus des 

matrikines du collagène de type IV (pas d’informations pour le collagène de type III) sont 

globalement anti-angiogéniques et antitumoraux et n’ont pas été observés ici : nous n’avons 
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pas relevé de diminution significative de la viabilité ou de la prolifération des hydrogels traités 

au collagène par rapport aux témoins. 

Il a été montré dans la littérature que la GnP induit l’apoptose de cellules cancéreuses et 

notamment des cellules de glioblastomes. Cependant, comme nous l’avons dit précédemment, 

dans notre modèle, la réticulation à la GnP rétablit la viabilité cellulaire et promeut la 

prolifération (Figure 7 et 8). Cette divergence des résultats peut s’expliquer par la différence 

des modèles utilisés. Dans l’étude de Ahani et coll., les cellules de glioblastomes ont été 

cultivées en 2D et la GnP a été ajoutée dans le milieu de culture dans des concentrations 

1 000 fois plus faibles. Contrairement à notre travail, les cellules ont été exposées directement 

à de la GnP non réticulée et donc libre d’exercer son action biologique [144]. Il est à noter que 

nous avons tenté d’utiliser la GnP directement dans le milieu de culture pour vérifier son effet 

biologique en solution, mais le milieu virait au bleu. En effet, la GnP a la capacité de se lier de 

façon covalente à tout élément contenant des amines primaires, ce qui est le cas de nombreuses 

protéines contenues dans le sérum utiliser pour supplémenter les milieux de culture. Nous avons 

donc abandonné l’idée d’utiliser la GnP en solution comme possible contrôle. 

2. Différents types cellulaires 

Nous le disions plus haut, le glioblastome est caractérisé par sa grande capacité d’invasion 

du tissu cérébral sain et notamment de la membrane gliale composée principalement de 

collagène de type IV. Aussi, nos résultats concernant la lignée de glioblastome CB74 indiquant 

que le traitement au collagène de type IV permet une viabilité et une prolifération plus 

importante que les autres traitements, ne sont pas surprenant (Figure 7 et 8) [181]. 

Nos résultats de culture avec les cellules endothéliales HMEC-1 montrent (i) que la 

réticulation avec la GnP5, quel que soit le traitement, est plus adaptée à la survie cellulaire et 
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(ii) qu’il n’y a pas de différence d’efficacité entre les traitements sauf pour les conditions 

CIV.GnP75 et 100 bien qu’en ayant obtenu des écarts-types important (Figure S3 et Figure 35). 

Nous ne nous attendions pas à de tels résultats car, premièrement, dans le modèle multicouches, 

l’association AH/PLL est connue pour permettre l’adhésion des cellules endothéliales quelle 

que soit la rigidité du film et, deuxièmement, in vivo, les cellules endothéliales reposent sur la 

lame basale principalement composée de collagène de type IV [8,176]. Pour autant, les scores 

de viabilité pour ces deux traitements ne sont pas particulièrement plus avantageux en termes 

de survie cellulaire. 

Partant de ces résultats, nous avons choisi le traitement au collagène IV pour la co-culture 

CB74/HMEC-1, deux types cellulaires entretenant des rapports étroits. Nous avons 

expérimenté deux modes de culture de ces lignées : avec (i) un ensemencement simultané 

accompagné d’une culture de sept jours et (ii) un ensemencement séquentiel : les cellules 

endothéliales d’abord pour les sept premiers jours de culture puis les cellules de glioblastomes 

pour une culture de sept jours supplémentaires. Nous n’avons pas observé de différence entre 

les deux modes de cultures ou entre les différentes conditions et nous n’avons pas réussi à 

différencier les deux types cellulaires en imagerie dans les hydrogels (Figure 37 et 38). Lors de 

ces expérimentations, nous avons utilisé les hydrogels BIOMIMESYS® Brain composée d’AH 

et de collagène de type IV réticulés ensemble. Ces hydrogels lyophilisés doivent être réhydratés 

directement avec la suspension cellulaire mais nous les avons d’abord réticulés à la GnP. Se 

faisant, il est possible que nous ayons réduit l’invasion cellulaire du support en diminuant la 

taille des pores par exemple, ce qui expliquerait nos résultats ainsi que l’absence de tendance 

même non significative. Il serait intéressant de reproduire ces expérimentations au sein de notre 

modèle d’hydrogel d’AH en revoyant les concentrations de marqueurs fluorescents. 
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Les résultats de viabilité avec les cellules cancéreuses mammaires de la lignée 

MDA-MB-231 illustrent une tendance que nous n’avons pas observée avec les autres lignées 

utilisées. En effet, il semble y avoir un effet positif de la réticulation sur la viabilité cellulaire, 

proportionnel à la concentration de la GnP, significatif pour les conditions P.GnP25 et 50 puis 

qui chute brutalement (Figure S3). Nous supposons que le déclin soudain de la viabilité dans 

les conditions de réticulation les plus fortes est en lien avec la formation de pores de plus petites 

tailles observés en MEB (Figure 2). Il est possible que, dans un volume limité, les cellules 

n’aient pas eu assez de place pour établir de colonies et proliférer. En réticulant avec des 

concentrations croissantes de GnP, nous avons observé une augmentation significative du 

module d’Young, notamment pour les hydrogels traités à la PLL (Figure 4). Grâce aux travaux 

de Chen et coll., nous savons que la rigidité du tissu mammaire cancéreux est plus élevée que 

celle du tissu sain [182]. Il est probable qu’en cultivant dans des conditions de rigidité plus 

élevée, les cellules MDA-MB-231 retrouvent un environnement plus propice à leur 

prolifération tant que la surface des pores est satisfaisante. 

La culture de CSH au sein de notre modèle présente un intérêt du fait de travaux 

précédents montrant une densité cellulaire et un nombre de colonies plus importants qu’en 

culture 2D [115]. Afin d’évaluer les effets biologiques de la réticulation des hydrogels sur les 

CSH, nous avons mis en culture des CMN issues de prélèvements de sang du cordon dans des 

hydrogels traités au collagène de type IV et réticulés à la GnP. Pour nous assurer de la présence 

de CSH, nous avons réalisé des tests clonogéniques avec une fraction de la suspension cellulaire 

utilisée pour l’ensemencement de nos hydrogels. Cependant, nous n’avons pas observé la 

présence de colonies dans les tests clonogéniques ou dans les hydrogels mis en culture. En effet, 

sans contrôle négatif, le test de viabilité réalisé ici n’atteste pas de la présence des cellules dans 

nos hydrogels où, par ailleurs, nous n’avons pas relevé de différence entre les différentes 
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conditions de réticulation (Figure 39). Nous avons néanmoins réalisé d’autres tests 

clonogéniques, avec succès, à partir d’un hydrolysat de tous nos hydrogels réunis pour 

augmenter nos chances d’observer des colonies (Figure 40). Les résultats de ces tests 

clonogéniques sont difficilement interprétables du fait de la présence anecdotique des colonies. 

Les CSH ne représentent qu’une faible proportion d’une suspension cellulaire obtenue à partir 

de sang du cordon (0.02 % à 1.43 %) [183]. Il est possible que la fraction cellulaire utilisée pour 

les premiers tests clonogéniques n’en contenait pas et que, sur la suspension totale, très peu de 

cellules aient résisté à la décongélation. À noter que le bénéfice de l’utilisation de la SR1 

supposée améliorer la capacité de prolifération des CSH n’a pas été observé lors de nos 

expérimentations. Toutefois, la culture de cellules primaires est moins aisée que la culture de 

lignées cellulaires, surtout lorsque que les cellules ont subi les processus de 

congélation/décongélation qui les affaiblissent et peuvent conduire à une perte de phénotype 

cellulaire tel que le caractère souche : auto-renouvellement et potentiel de différenciation [184]. 

De plus, le temps de culture était relativement court. Une culture à plus long terme aurait sans 

doute permis de relever des différences entre les différentes conditions.
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CONCLUSION – PERSPECTIVES 

Lors de ce travail de thèse, nous avons pu transposer avec succès le protocole de 

traitement et de réticulation des films multicouches aux hydrogels et caractériser les 

modifications apportées à notre modèle. La réticulation à la GnP nous a permis d’augmenter de 

façon significative la rigidité de nos hydrogels et de les protéger efficacement de la dégradation 

enzymatique. De plus, nous avons pu montrer que la réticulation est compatible avec la culture 

de cellules saines tout comme tumorales. En effet, selon les traitements et les conditions de 

réticulation, nous avons pu observer un effet positif sur la viabilité et la prolifération cellulaire 

notamment avec le collagène de type IV. 

L’originalité de notre travail réside dans notre modèle – l’hydrogel d’AH – réticulé pour 

la première fois avec la GnP, un agent réticulant naturel, biocompatible et aux propriétés 

anti-cancéreuses. 

Cependant, les seuls paramètres évalués lors de la culture ont été la viabilité et la 

prolifération. Afin de s’assurer de la vitalité des lignées utilisées, il serait intéressant d’évaluer 

l’expression de marqueurs physiologiques de chaque lignée ou, plus simplement, d’évaluer la 

sécrétion protéique dans le surnagent et faire le lien avec le sécrétome normalement attendu. 

En effet, les cellules participent à l’élaboration de la MEC mais également à son remodelage en 

secrétant des composants matriciels et enzymes [113,116,135]. La plupart des expérimentations 

ont été conduites sur la lignée de glioblastome CB74. En effet, les cellules des autres lignées 

de glioblastome et de cancer du sein ont été mises en culture dans des hydrogels traités à la PLL 

et non aux différents collagènes. Or, nous avons pu établir que le traitement au collagène de 

type IV était favorable à la croissance cellulaire. De même, les expérimentations avec les CSH 

pourraient être reconduites avec un temps de culture plus long. 
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La polyvalence de notre modèle de culture tridimensionnel devrait permettre, via 

l’ajustement de sa composition biochimique et de ses propriétés mécaniques, de mimer le 

microenvironnement naturel de diverses cellules cancéreuses afin de mieux comprendre les 

mécanismes de leur progression tumorale et/ou de tester l’efficacité de différents traitements 

pharmacologiques. 
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