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Abréviations 
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DBF : dibenzofulvene 
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DMF : N,N-Dimethylformamide 

DRO : dérivés réactifs de l’oxygène 
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ENH : élastase des neutrophiles humains (ou HNE : human neutrophil elastase) 
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Et2O : diethyl ether 

FDA : food and drug administration  
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Fmoc : 9-fluorenylmethoxycarbonyl group 
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HATU : O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium hexafluorophosphate 
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HIF1 : hypoxia-inducible factor 1 

HPX : hemopexin 

ICPTES : 3-(Triethoxysilyl)propyl isocyanate 

ICPTMeS : 3-isocyanatopropyl trimethylsilane 

IL : interleukine 
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IVC : chronic venous insufficiency 

IWGDF : international working group on the diabetic foot 
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MEC : extracellular matrix 
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TIMP : tissue inhibitors of matrix metalloproteinases 

TIS : triisopropylsilane 

TPN : negative pressure therapy 

TWTCP : tertryptophan ter-cyclo pentane 

UV : ultraviolets 

XPS : X-Ray photoelectron spectrometry 
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Figure 3. Principe de la technologie de ce dispositif. 

 

Le manuscrit de thèse est organisé en quatre chapitres, dont le premier présente un état des 

lieux des plaies chroniques. Les facteurs entrainant leur chronicité, et notamment les 

pansements utilisés dans la gestion de ces plaies allant du simple pansement au pansement 

intelligent, seront évoqués. 

La conception, la synthèse et la caractérisation des peptides hybrides sont présentées dans le 

deuxième chapitre qui détaille également la polymérisation minérale (sol-gel). Le troisième 

chapitre présente la caractérisation physicochimique de ces matériaux, avant greffage, après 

greffage, en milieu biologique et après l’action d’une activité enzymatique. Il s’agit 

notamment d’analyse par AFM (microscope à force atomique), MEB-EDX (microscope 

électronique à balayage associé à la microanalyse par énergie dispersive de rayons X) ou par 

XPS (spectrométrie photoélectronique X).  

Le dernier chapitre présente la caractérisation électrique de l’antenne modifiée avec ce 

matériau hybride en mesurant l’impédance électrique en particulier. 

L’ensemble de ces résultats issus des analyses physicochimiques et des mesures électriques, 

obtenus sous l’action de ces enzymes peuvent être corrélés et sont discutés dans les deux 

derniers chapitres. Ces travaux ouvrent la voie à l’intégration de ce type de capteur au sein de 

dispositifs RFID par exemple qui pourraient permettre de concevoir des pansements 

intelligents.   
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Chapitre 1. État de l’art : du papyrus au pansement multifonctionnel 

connecté 

L’histoire du traitement des plaies s’étend de la préhistoire à la médecine moderne. En 2000 

av. J.-C, le plus ancien des manuscrits décrit pour la première fois les trois principaux gestes 

de la guérison, (i) le lavage des plaies, (ii) la fabrication du médicament et (iii) la couverture de 

la plaie. La première civilisation à utiliser des pansements adhésifs ayant pour fonctions 

principales : (i) une fonction de protection avec un pansement composé de miel et de graisse 

et (ii) une fonction de drainage des plaies avec de la charpie (amas de fils tirés de vieilles toiles 

végétales absorbantes) date de l’Égypte ancienne. En 460 av. J.-C en Grèce, Hippocrate établit 

plusieurs recommandations sur la prise en charge des plaies, encore considérées de nos jours, 

avec notamment une haute propreté dans le traitement des plaies. Les Romains ont ensuite 

mis en place les « 4 signes cardinaux de l’inflammation » avec (i) la rougeur, (ii) le gonflement, 

(iii) la chaleur et (iv) la douleur. Inspirés par les Grecs, et jusqu’au Moyen-Âge, les romains ont 

continué à traiter les plaies en utilisant du matériel chirurgical, différents types de pansements 

et différentes formulations déposées au niveau de la plaie avec du gel, des pommades ou des 

crèmes. Ce n’est qu’à la Renaissance, où les armes à feu ont commencé à être utilisées que 

les plaies deviennent plus compliquées à traiter et sont cautérisées par le fer rouge ou l’huile 

bouillante dont les douleurs ressenties par les militaires sont insoutenables. 

Le père de la chirurgie moderne, Ambroise Paré, remplace en 1537 ces moyens de 

cautérisation par un mélange de jaune d’œuf, d’huile de rose et de térébenthine. Au 19ème 

siècle la charpie est remplacée par le coton et la gaze. C’est à cette époque que Louis Pasteur 

met en évidence les germes responsables de la fermentation et de la putréfaction des plaies. 

Il met ainsi en place des techniques antiseptiques pour réduire et contrôler les infections 

induisant des taux de mortalité élevés. Par la suite, la découverte des premiers anesthésiques 

va révolutionner la chirurgie. Le traitement des plaies fait un véritable bond en avant au début 

du 20ème siècle. Auguste Lumière est l’un des pionniers de la cicatrisation moderne en mettant 

au point un nouveau type de pansement, le « Tulle gras Lumière », semi-occlusif, non 

adhérent et en particulier, stérile. Il a aussi mis en place les règles d’un bon pansement : (i) 

être changé tous les jours au début, puis moins fréquemment, (ii) être non-adhérent, et (iii) 

fermé avec un bandage stérile afin d’éviter que la plaie ne soit en contact avec le milieu 

extérieur. Ce n’est qu’en 1960, que Georges Winter démontre que les plaies cicatrisent mieux 

et plus rapidement en milieu humide et occlusif. Dès les années 1980 apparaissent les 

hydrocolloïdes qui ont permis de révolutionner le traitement des plaies. Mais leurs 

inconvénients comme la macération ou les odeurs émises au niveau de la plaie ont fait 

poursuivre la recherche de nouveaux pansements comme les hydrocellulaires. Dès le début 

des années 2000, les pansements possédant des principes actifs explosent sur le marché. De 

nos jours, énormément de produits commerciaux sont destinés spécifiquement au soin d’une 

plaie grâce à l’élaboration de différents matériaux. 
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La première partie de ce chapitre aborde les différents types de plaies et leur cicatrisation, 

avec une approche plus centrée sur les plaies chroniques. La deuxième partie de ce chapitre 

présente les différents types de pansements utilisés dans la gestion des plaies chroniques 

allant du pansement simple au pansement intelligent. La troisième partie traite des protéases, 

un marqueur biologique important et intervenant dans la gestion des plaies chroniques. La 

quatrième partie du chapitre présente l’objectif du projet de thèse et le cahier des charges 

qui en découle afin de le réaliser. 
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Partie 1. Plaies et cicatrisations, des plaies aigües aux plaies chroniques 

1.1. Les plaies et la cicatrisation 

1.1.1. La peau : structure, physiologie et renouvellement 

La peau est l'organe le plus grand et le plus lourd de notre organisme. Chez l’adulte, elle 

représente en moyenne 2,3 m2 et environ 10 à 16% de la masse totale du corps.1 Cette 

enveloppe vivante, représentée dans la Figure 4, est la première barrière qui protège notre 

corps. Elle est constituée de trois couches : l'épiderme, le derme et l'hypoderme, de la couche 

la plus superficielle à la plus profonde. 

 

Figure 4. Structure de la peau.2  

 

La couche superficielle, l’épiderme, est un tissu non vascularisé d’épaisseur de 0,5 à 1 mm. 

Son rôle principal est d’assurer l’imperméabilité et la résistance de la peau.3–5 Il s’agit d’un 

épithélium pavimenteux pluristratifié6 qui est composé de deux types de cellules, (i) les 

kératinocytes à 90-95% et (ii) les mélanocytes. Les kératinocytes sont responsables de la 

synthèse d’une protéine, la kératine qui assure l’imperméabilité de la peau et la rend plus 

résistante aux agressions extérieures. Les mélanocytes, produisant la mélanine, permettent 

de pigmenter la peau et de la protéger des rayonnements ultraviolets (UV). 

Le derme est un tissu conjonctif très vascularisé de 1 à 4 mm d’épaisseur. Il est composé de 

fibroblastes et de globules blancs entourés par la matrice extracellulaire (MEC) qui elle-même 

est constituée de nombreuses protéines et d’eau. Les fibroblastes synthétisent les fibres de 

collagène qui permettent de résister aux tensions et aux tractions exercées lors de 

mouvements. Le derme possède plusieurs fonctions essentielles au bon fonctionnement de 

l’organisme telles que, (i) la fonction sensitive, (ii) la fonction de nutrition, (iii) la fonction de 

thermorégulation et enfin (iv) une fonction de détersion, grâce à la présence de glandes 

sudoripares, produisant l’urée contenue dans la sueur.7  
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L’hypoderme, couche la plus profonde de la peau, est un tissu adipeux vascularisé composé 

de lobules adipeux contenant les adipocytes, cellules spécialisées dans le stockage des 

triglycérides. Il assure un rôle de protection thermique et mécanique.5 

Grâce à cette organisation, la peau assure plusieurs fonctions, (i) la sensorialité, (ii) la 

régulation thermique et (iii) la protection.  

Comme la plupart des tissus de l’organisme, la peau a besoin d’être renouvelée et vascularisée 

en permanence.8 Le renouvellement de la peau concerne en particulier l’épiderme. En effet, 

grâce à la migration des cellules de la lame basale vers la couche cornée, la totalité de la 

couche est renouvelée en 45 jours. Cela se fait en deux processus, (i) la kératinisation, où en 

migrant, les kératinocytes s’aplatissent, s’enrichissent en kératine et par la suite perdent leur 

noyau et (ii) la desquamation, où les kératinocytes morts en surface se détachent en 

emportant incidemment des microbes et/ou des corps étrangers. 

En dehors de ce phénomène physiologique, la peau peut être altérée de façon plus ou moins 

importante : on parle alors de plaie. Cela veut dire que le rôle de barrière ne peut plus être 

entièrement assuré, laissant ainsi une voie d’entrée à différents agents pathogènes. Les plaies 

sont classées en fonction de leur durée et de la cause de leur formation ; on les classe en deux 

types : les plaies aigües et chroniques. 

 

1.1.2. Définition des plaies dites aigües 

Une plaie dite aigüe est définie comme une rupture de l'intégrité épithéliale des tissus.9 Cette 

rupture peut être plus profonde et concerne les tissus sous-épithéliaux, notamment le derme, 

le tissu conjonctif et les muscles. Les plaies peuvent être causées par une agression physique 

lorsque la peau est déchirée, coupée ou perforée (une plaie ouverte) ou lorsqu'un 

traumatisme dû à un objet contondant ou à une chute provoque une contusion (une plaie 

fermée). En fonction de ces différentes agressions, les plaies sont réparties en 4 principaux 

groupes, (i) les plaies traumatiques, (ii) les plaies post-opératoires, (iii) les brûlures et (iv) les 

abrasions de la peau (dermabrasion).  

 

1.1.3. Processus de cicatrisation des plaies aigües 

En fonction de l’importance de la plaie et du traitement nécessaire, différentes catégories de 

plaies aigües sont définies. La dégradation plus ou moins sévère de la peau va déclencher le 

processus de cicatrisation dont l’objectif va être de réparer l’intégrité de la peau. Les plaies 

aigües suivent un processus de cicatrisation classique avec des étapes régulées amenant à la 

formation d’un tissu cicatriciel. Cependant, une plaie qui présente une inflammation 

prolongée, retardant le phénomène de cicatrisation, est considérée comme chronique.9 

La cicatrisation d’une plaie aigüe est un processus biologique spontané qui peut être divisé en 

4 phases impliquant plusieurs acteurs cellulaires et biochimiques (telles que les cellules 

sanguines et parenchymateuses, les cellules de la MEC mais aussi des médiateurs solubles10). 
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Les phases impliquées sont (i) l’hémostase (ii) l’inflammation (iii) la prolifération et (iv) le 

remodelage. Elles sont cliniquement distinctes et se recoupent dans le temps, comme le 

montre la Figure 5. 

 

 

Figure 5. Biologie de la plaie : les 4 phases de la cicatrisation. 

 

I. L’hémostase 

Cette phase commence peu de temps après une blessure et se termine généralement en 

quelques heures.11,12 Elle est caractérisée par la vasoconstriction et la coagulation. La rupture 

des vaisseaux sanguins et lymphatiques expose le tissu au sang. La cascade de coagulation est 

activée en même temps que les plaquettes, ce qui entraîne le dépôt d'un caillot 

hémostatique.13 Il est composé de fibrine et sert également à concentrer les cytokines et les 

facteurs de croissance qui sont générés. La coagulation conduit à l’hémostase, ce qui amorce 

la cicatrisation par la libération de facteurs (tels que le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) 

et le facteur de croissance transformant (TGF-ß114)) provoquant un processus inflammatoire.  

 

II. L’inflammation 

Elle se termine en général dans les premières 48-72h, mais peut durer jusqu’à 7 jours.15 Cette 

phase permet d’éliminer les organismes et les débris infectieux de la plaie. La vasoconstriction 

initiale est suivie d’une vasodilatation et augmente la perméabilité capillaire en réponse à 

l’histamine et à d’autres médiateurs vasoactifs. Le plasma sanguin va pouvoir circuler avec les 

neutrophiles et les macrophages, et vont participer aux fonctions anti-infectieuses, contribuer 
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au débridement de la plaie en éliminant les cellules mortes ainsi qu’au remodelage de la MEC 

par phagocytose.  

Cette phase est notamment caractérisée par l’apparition de signes spécifiques appelés signes 

cardinaux de l’inflammation,16 comprenant (i) le développement d’un œdème et d’un 

érythème au sein de la plaie, (ii) une sensation de chaleur et (iii) une douleur pulsatile.  

 

III. La prolifération 

Elle intervient 2 à 10 jours après la blessure.15 Le rôle principal de cette phase est de restaurer 

une barrière épithéliale stable pour la formation d’un tissu cicatriciel grâce à l’agrégation des 

kératinocytes. Les macrophages et les neutrophiles sécrètent des cytokines et chimiokines 

afin d’amorcer le recrutement et la prolifération cellulaire au niveau de la lésion.11 C’est ainsi 

que le processus de granulation apparaît. Le tissu de granulation est appelé ainsi en raison de 

son aspect granulaire et est composé de nombreux vaisseaux sanguins.  

Sa genèse est associée à (i) la prolifération fibroblastique, (ii) la synthèse de la MEC par les 

fibroblastes, (iii) l’angiogenèse, favorisée par l’hypoxie tissulaire de la plaie et la dégradation 

de la MEC par les protéases synthétisées par les fibroblastes, mais aussi (iv) la transformation 

des fibroblastes en myofibroblastes, ce qui rapproche les bords de la plaie et provoque une 

contraction de la plaie.17 La contraction réduit la taille de la plaie et, par conséquent, la 

quantité de MEC nécessaire pour combler la plaie, ce qui facilite la ré-épithélialisation en 

réduisant la distance que doivent parcourir les kératinocytes en migration.  

À la fin de cette phase les fibroblastes commencent à subir l'apoptose, convertissant le tissu 

de granulation d'un environnement riche en cellules en un environnement constitué 

principalement de collagène.18 

 

IV. Le remodelage 

Le remodelage se produit 2 à 3 semaines après la blessure et peut durer plusieurs mois (8ème 

jour à 2 ans).15 La durée de cette phase est affectée par la taille de la plaie et par le fait qu'elle 

ait été initialement fermée ou laissée ouverte.  

Cette phase est caractérisée par le remodelage du tissu dermique, les fibroblastes continuant 

à stimuler la synthèse de collagène. Il y a une production rapide de collagène, mais il n'y a pas 

de gain net, car l'ancien collagène est dégradé par les MMP (métalloprotéases de la matrice). 

Le collagène est libéré dans la MEC où il s’auto-assemble en triple hélices et commence à 

former des fibrilles et fibres plus importantes par le biais d'interactions intra et 

intermoléculaires. Le résultat final forme un tissu cicatriciel, un maillage de collagène très 

stable et solide.19,20  
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La deuxième caractéristique de cette étape est l’apoptose, et donc le nombre de types de 

cellules tels que les macrophages, les kératinocytes, les fibroblastes et les myofibroblastes est 

réduit.21  

Le remodelage est régulé par les fibroblastes grâce à la synthèse de composants de la MEC et 

de MMP qui contrôlent la différenciation cellulaire.22 Tous ces changements produisent un 

environnement déficient en cellules avec un excès de tissu conjonctif. Les vaisseaux sanguins 

qui ne sont plus nécessaires meurent par apoptose, et les autres acquièrent une membrane 

basale et deviennent relativement imperméables. Tous ces facteurs entraînent une 

augmentation de la résistance à la tension et une diminution de l'érythème et du volume du 

tissu cicatriciel, ce qui donne l'apparence finale de la cicatrice. 

Cependant, certaines plaies ne suivent pas ce processus classique de cicatrisation et restent 

en phase inflammatoire prolongée ; ce sont des plaies dites chroniques.  

 

1.2. Les plaies chroniques 

1.2.1. Définition  

On considère comme chronique une plaie n’ayant pas suivi les étapes classiques de la 

cicatrisation au bout de 3 mois de la blessure.23 Elle reste à un stade inflammatoire prolongé 

avec une incapacité des cellules de la peau à refermer la plaie, exposant ainsi les tissus 

endommagés à un risque d'infection grave.24  

A l’heure actuelle, la Société Française et Francophone des Plaies et Cicatrisations (SFFPS) a 

indiqué qu’environ 2,5 millions de personnes (soit 3,7%) souffraient de plaies chroniques en 

France. Alors qu'environ 9 % de la population mondiale souffre de diabète, le traitement de 

ces plaies reste un réel challenge pour les cliniciens qui doivent comprendre les processus de 

chronicité de ces plaies afin de pouvoir les soigner efficacement.25,26 La prévalence de ce type 

de plaies est liée à différents facteurs, allant du vieillissement de la population à 

l’augmentation de l’obésité ou de la sédentarité.  

 

1.2.2. Classification des plaies chroniques 

Les patients les plus susceptibles de présenter des caractéristiques de plaies à cicatrisation 

chronique sont classés en 3 grandes catégories : (i) les escarres, (ii) les ulcères de jambe 

veineux, et (iii) les plaies du pied diabétique, qui constituent la majorité des plaies dont la 

cicatrisation prend plus d'un an.27 

 

1.2.2.a. Les escarres 

L’escarre, est une plaie chronique nécrotique des tissus mous d’origine ischémique secondaire 

à la compression de ces tissus entre un plan dur et une saillie osseuse. Cette compression 

forte/prolongée entraine une interruption de la circulation sanguine vers la peau, conduisant 
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à une hypoxie qui va être responsable d’une souffrance tissulaire et donc de la nécrose des 

tissus. Les facteurs responsables de ce type de plaie sont de plusieurs types : (i) la pression et 

un support inadapté, (ii) les mauvaises positions, (iii) l’état cutané (dénutrition, 

déshydratation, incontinence, macération…), (iv) les troubles de la sensibilité et de la mobilité 

et (v) les autres pathologies telles que l’athérosclérose (diabète, cholestérol et artérite). 

Les escarres sont localisées sur plusieurs zones montrées sur la Figure 6 : au niveau du sacrum, 

du talon de l’occiput (au niveau de la tête) et du trochanter (au niveau de la hanche) pour des 

patients en position allongée, et au niveau du sacrum et de l’ischion pour des patients en 

position assise. 

 

 

Figure 6. Localisation des escarres (Source : escarre.fr). 

 

Les moyens de prévention des escarres se font en plusieurs étapes. D’abord on évalue le 

risque d’escarre du patient, puis on vient soulager la pression. On ajuste le matériel sur lequel 

est le patient (matelas, sur-matelas), on modifie la position du patient de façon très fréquente, 

généralement toutes les 3 heures au minimum. S’ajoute à cela le maintien du bon état cutané 

avec une bonne hygiène, hydratation, nutrition, mais aussi l’effleurage des zones à risques 

(massages). 

 

1.2.2.b. Les ulcères veineux de la jambe  

Les ulcères veineux de la jambe ont tendance à se développer lorsqu’il existe un problème de 

circulation du sang dans les veines de la jambe provoquant une augmentation de la pression 

qui va détériorer de façon progressive les vaisseaux sanguins de la peau. Elles apparaissent 

généralement au niveau de la malléole médiale, montrée sur la Figure 7, et touchent 
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principalement les personnes âgées souffrant de maladies sous-jacentes (diabète, insuffisance 

cardiaque). 

 

 

Figure 7. Ulcère veineux de la jambe (Source : medicinus.net). 

 

La physiopathologie de cette affection est complexe, mais elle est largement associée à 

l'insuffisance veineuse chronique (IVC) et est causée par la défaillance de la pompe musculaire 

du mollet responsable de la circulation sanguine veineuse. Elle peut être aussi causée par des 

reflux des veines superficielles ou profondes ou une obstruction dans les veines profondes. 

Les moyens de prévention de ce type d’ulcère sont (i) une bonne hygiène de vie, (ii) une 

mobilisation adaptée, (iii) une prise en charge pluridisciplinaire (dermatologie, chirurgien…) 

et (iv) un soin des plaies spécifiques. 

 

1.2.2.c. Les plaies diabétiques 

L’ulcère du pied diabétique est l’une des complications les plus dévastatrices et les plus 

fréquentes du diabète, avec une prévalence de 5,1% en France.28 Selon l’IWGDF (International 

Working Group on the Diabetic Foot), la définition du pied diabétique est la suivante : 

« infection, ulcération ou destruction des tissus profonds du pied associée à une neuropathie 

et/ou à une artériopathie périphérique des membres inférieurs chez le diabétique ».29 Le 

risque d’ulcération du pied pendant la vie d’une personne diabétique est compris entre 15 et 

25%.30  

Les ulcères du pied diabétique sont toujours accompagnés d'hypoxie.31 Une hypoxie 

prolongée peut être le résultat d'une perfusion insuffisante et d'une angiogenèse inadéquate, 

deux facteurs qui nuisent à la cicatrisation des plaies. L'hypoxie peut intensifier la réponse 

inflammatoire précoce de la cicatrisation normale et, par conséquent, augmenter les niveaux 

de radicaux d'oxygène, qui prolongent les dommages tissulaires.32 L'hyperglycémie peut 

également aggraver le stress oxydatif lorsque la production de dérivés réactifs de l’oxygène 

(DRO) dépasse la valeur de la capacité anti-oxydante.33 In vitro, les sucres atypiques peuvent 

être toxiques pour les fibroblastes et les neutrophiles ; par conséquent, chez les diabétiques, 

ils peuvent entraîner une plus grande vulnérabilité aux infections.34 
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Le diagnostic des plaies du pied diabétique peut être classé suivant sa sévérité grâce à la 

classification de l’IWGDF, répertoriée dans le Tableau 1. 

 

Grade État d’infection Observations 

1 Non infecté Aucun symptôme ni de risque d’infection 

2 Infection légère Atteinte cutanée uniquement : chaleur/sensibilité locale ; 

durcissement ou gonflement local ; érythème compris entre 

0,5 et 2 cm 

3 Infection modérée Érythème > 2 cm et une des constatations du grade 2 ; 

infection atteignant les structures au-delà du tissu sous-

cutané ; pas de réponse inflammatoire systémique ;  

4 Sepsis sévère Au moins 2 caractéristiques parmi les suivantes :  

- Température > 38°C ou < 36°C 

- Leucocytes > 12000 ou < 4000/mm3 

- Fréquence cardiaque > 90 battements/mn 

- 10% de formes leucocytaires immatures 

- Fréquence respiratoire > 20 cycles/mn 

- PaCO2 < 32mHg 

Tableau 1. Classification sur le pied du diabétique selon l'IWGDF. 

 

Cette classification permet au personnel médical une évaluation rapide et une prise en charge 

adaptée de ce type de plaie chronique. Son traitement relève d’une prise en charge 

pluridisciplinaire puisqu’en plus de traiter l’infection, il faut amener une correction du 

positionnement du pied et un rétablissement de la vascularisation. Le traitement de l’infection 

se fait en deux temps avec (i) une intervention chirurgicale pour le débridement de la plaie et 

la diminution de la charge bactérienne, puis (ii) un traitement antibiotique local ou général 

afin d’éliminer les charges bactériennes restantes.35  

Lorsque la plaie est en voie de cicatrisation le personnel médical va prescrire du matériel 

spécialisé au patient dans le but de minimiser les contacts anormaux et de travailler vers une 

modification de l’architecture du pied.36  
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1.2.3. Physiopathologie des plaies chroniques 

La physiopathologie complète des plaies chroniques reste encore mal comprise. Le retard de 

guérison est souvent dû à des complications dites « périphériques » telles que la neuropathie, 

l'ischémie (diminution de l’apport sanguin au niveau d’un organe) ou les maladies artérielles. 

Ces maladies sont généralement corrélées avec du diabète, où le taux de glycémie élevé 

entraine une détérioration relative des fibres nerveuses mais aussi une réduction de la taille 

des capillaires dans les extrémités du corps. Ces complications périphériques influencent la 

protection, la vascularisation et l'oxygénation de la plaie, facteurs connus ; entre autres, pour 

favoriser la guérison.30  

Des facteurs externes tels que la pression, la température, l'humidité ou même le pH peuvent 

jouer un rôle sur le processus de cicatrisation, du fait que la plaie, pour bien former le tissu 

cicatriciel, doit rester dans un environnement optimal. 

 

I. Humidité, température, pression 

L'humidité est un facteur important qui doit être rigoureusement régulé. Les cellules 

impliquées dans la cicatrisation telles que les fibroblastes, comme vu dans le paragraphe 1.1.3. 

Processus de cicatrisation des plaies aigües (phases de prolifération et remodelage) ont besoin 

d’un taux d’eau de 70% pour avoir une activité métabolique suffisante pour permettre la 

cicatrisation.37 Cependant, un excès d’humidité peut provoquer la formation de biofilms 

(amas de cellules bactériennes), qui conduisent à l'infection de la plaie.38  

Une hausse de la température peut favoriser le développement des bactéries sur le site de la 

plaie, menant à une forte infection.39 De même, une pression anormale de nature physique 

peut jouer un rôle dans la non-reconstruction du tissu endommagé.40,41 

 

II. Hypoxie 

Un autre facteur contribuant à la chronicité de la plaie est l'hypoxie des tissus. Elle est définie 

comme un état de réduction des niveaux d'oxygène, qui peut être due soit à une diminution 

des apports/réserves d’oxygène, soit à une augmentation importante de la consommation 

d'oxygène au sein de la plaie. Dans le processus normal de cicatrisation des plaies (cf. 

paragraphe 1.1.3. Processus de cicatrisation des plaies aigües, phase de prolifération), 

l'hypoxie locale se retrouve généralement au stade initial de la phase d'inflammation. Ceci est 

dû à la stabilisation du facteur 1-alpha inductible par l’hypoxie (HIF1), qui est impliqué dans la 

régulation de l'homéostasie de l'oxygène régulant l'angiogenèse et la reprogrammation 

métabolique. 

Le diabète est fréquemment associé à l’hypoxie et altère la néovascularisation induite par 

l'ischémie et d'autres formes de réponses adaptatives des cellules et des tissus à de faibles 

niveaux d'oxygène. L'hyperglycémie semble être à l’origine de cette perturbation. Cela 
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entraîne une réduction de la formation du HIF1, provoquant une hypoxie importante et 

contribuant ainsi à la chronicité de la plaie.42,43 

III. pH 

Le pH de la peau quant à lui s’avère être également un facteur important et intervient dans le 

processus de cicatrisation. Le pH de la peau est autour de 5,5 alors que le pH interne est de 

7,4. Lorsque la peau est lésée, le tissu interne endommagé est exposé à l'environnement 

immédiat. Cette différence entraîne des variations de pH dans le lit de la plaie pouvant affecter 

une bonne cicatrisation.44 Quant aux plaies chroniques, elles ont généralement un pH 

supérieur à 7,6 ce qui semble être l'une des raisons de la chronicité de la plaie. En effet, des 

recherches récentes ont montré qu'un pH faible semblait augmenter l'oxygénation des plaies, 

diminuant les niveaux de MMP permettant d’induire la prolifération bactérienne et menant à 

une évolution de la cicatrisation.39,44  

 

IV. Les facteurs inflammatoires 

La cicatrisation des plaies chroniques ne suit pas une séquence systématique. Au contraire, 

elles sont caractérisées par un stade inflammatoire prolongé, conduisant à l'accumulation de 

cellules inflammatoires telles que les neutrophiles, les macrophages, les lymphocytes T ou les 

fibroblastes sur le site de la plaie. De manière classique, chaque cellule a un rôle à jouer dans 

la phase d'inflammation, provoquant ainsi douleur, rougeur, chaleur et gonflement.25 Au 

niveau moléculaire, ces cellules sécrètent des facteurs inflammatoires qui, dans le cas de 

plaies aiguës, déclenchent la cascade de guérison i.e. la phagocytose, l'angiogenèse, le 

recrutement cellulaire, l'activation et la régulation des débris de la plaie. L'objectif principal 

est de détruire la MEC endommagée pour permettre la formation d'une matrice provisoire.25 

Les fibroblastes sont, entre autres, responsables de la formation de la MEC, comme vu dans 

la phase de remodelage dans la Partie 1.1.3. Processus de cicatrisation des plaies aigües. Mais, 

comme la plaie reste au même stade inflammatoire, les cellules s'accumulent, empêchant 

ainsi la cicatrisation. En conséquence, les interleukines 6 (IL-6) et 1ß (IL-1ß) sont libérées par 

les neutrophiles et les macrophages et empêchent la réparation des tissus. Ceci induit la 

libération de protéines chimio attractives des monocytes (MCP), recrutant des monocytes qui 

vont se différencier en macrophages pour maintenir ce stade inflammatoire.11 La plaie ne va 

pas évoluer ni cicatriser,11 et va rester ouverte et devenir plus sensible aux infections 

bactériennes que la normale.  

Ces cytokines pro-inflammatoires sont également responsables du recrutement d'enzymes, 

de protéases telles que les MMP, au sein du lit de la plaie. Ce sont des endopeptidases à zinc 

importantes pour l'intégrité de la MEC, qui, lorsqu’elles sont en conjonction avec leurs 

inhibiteurs TIMP (Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases), induisent la dégradation de 

la MEC et la reconstruction provisoire d’une matrice. Une inflammation constante des plaies 

chroniques induit une surexpression des MMP, entrainant une dérégulation de l’équilibre du 

système MMP/TIMP empêchant ainsi toute cicatrisation. Il est à noter que les MMP 
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constituent un marqueur important des plaies chroniques pour leur suivi au niveau 

moléculaire. Il s’agit d’ailleurs d’un des biomarqueurs que nous avons choisi d’étudier dans 

cette thèse. 
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Partie 2. Les pansements 

2.1. Présentation et intérêt des pansements 

Les pansements sont sélectionnés sur la base d'une évaluation clinique de la plaie. Il existe 

plusieurs prérogatives qui doivent être respectées lors du choix d'un pansement pour les 

plaies chroniques : 

- Le maintien d'un environnement humide dans le lit de la plaie 

- La minimisation de l'irritation ou de la friction de la peau 

- La prévention ou le traitement de l'infection.  

Le mécanisme des plaies chroniques n'étant pas entièrement connu à ce jour,45 il en résulte 

une grande difficulté dans le choix des pansements. Il existe aujourd'hui une vaste gamme de 

pansements commercialement disponibles. 

Les pansements traditionnels sont des pansements « passifs » (naturels ou gazes) dont le rôle 

est d’absorber l’exsudat et de protéger la plaie en la recouvrant tout simplement. Ils doivent 

être remplacés régulièrement et ne fournissent pas un environnement humide propice à la 

cicatrisation des plaies. Ils sont généralement utilisés comme pansements primaires 

(directement en contact) pour les plaies les plus bénignes ; ou secondaires, ce qui signifie qu’ils 

sont utilisés comme recouvrement pour un autre type de pansement. Cependant ce type de 

pansement n’offre aucune méthode active afin de favoriser la cicatrisation. Les pansements 

modernes sont de plus en plus conçus comme des « plateformes » permettant de fournir des 

structures modifiables pour la reconstruction des tissus pouvant notamment délivrer des 

molécules bioactives à la plaie de manière contrôlée. Ce sont des matériaux interactifs, dont 

l’application sera utilisée pour des pansements qualifiés de bioactifs, tels que les mousses, les 

sprays, les hydrogels, les hydrocolloïdes ou les hydro-fibres qui favorisent la cicatrisation et 

protègent les plaies contre les infections bactériennes.46  

 

2.2. Les pansements bioactifs 

Plus récemment, les pansements bioactifs ont été développés afin de maintenir un bon 

environnement au sein du lit de la plaie. Leur fabrication utilise généralement des 

biomatériaux qui jouent un rôle important dans le processus de guérison. Ils sont connus pour 

leur biocompatibilité, leur biodégradabilité et sont généralement dérivés de sources 

naturelles telles que l'alginate,46 le collagène,47 l'élastine,48 l'acide hyaluronique49 et plus 

récemment le chitosane.50 Les pansements bioactifs appartiennent à la catégorie des 

pansements interactifs pour plaies et brûlures de la Food and Drug Administration (FDA) des 

États-Unis.51 Chaque type de pansement bioactif mentionné ci-dessus va être détaillé dans les 

paragraphes suivants. 
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2.2.1. Alginates 

Les pansements à base de matériaux alginiques sont bien connus dans la littérature et, d'un 

point de vue commercial, dans le traitement des plaies.52 Les alginates, dont la structure 

chimique est représentée dans la Figure 8, sont des copolymères linéaires d’acide 

mannuronique (ManA, M et M-block en rouge) et d’acide guluronique (GluA, G et G-block, en 

bleu) qui existent dans de nombreuses espèces d'algues brunes. Sur la Figure 8, en vert 

correspond un enchainement de G puis M et inversement (MG/GM-block). 

 

 

Figure 8. Structure chimique de l'alginate.53 

 

Les fibres d'alginate peuvent être préparées en extrudant des solutions d'alginate de sodium 

dans une solution de sel de calcium ou dans une solution acide pour produire respectivement 

l'alginate de calcium ou les fibres alginiques correspondantes. En général, le degré de 

cristallinité des fibres d'alginate est de l'ordre de 30% avec un degré d'absorption d'eau de 

90% après immersion dans l'eau. Les fibres de ce type ont été largement utilisées dans les 

applications de pansement en raison de leur excellente biocompatibilité, de leur non-toxicité 

et de leur bio-activité potentielle.  

Les fibres d'alginate (sous forme de sels de calcium) interagissent avec les exsudats de la plaie 

pour former un gel humide, protecteur,46 ceci étant dû à l'échange d'ions entre les ions 

calcium dans la fibre et les ions sodium dans les exsudats54 montrés dans la Figure 9. Au 

contact des exsudats (en 1), il en résulte un échange d’ions Na+ et d’ions Ca2+ entre la plaie et 

le pansement provoquant ainsi la gélification des fibres d’alginates. Le pansement est 

hémostatique (en 2) car il libère des ions Ca2+ entrainant l’activation plaquettaire. 
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Pansement / Laboratoire Composition et Fonction 

ALGISITE® M 

Smith and Nephew 

Fibres d’alginate de calcium. 

Formation d’un gel humide pouvant adsorber les bactéries 

ALGOSTERIL® 

Brothier 

Fibres d’alginate de calcium sous forme non tissée. 

Cicatrisant hémostatique diminuant le risque infectieux 

ASKINA SORB®+CMC 

P. Braun 

Fibres d’alginate de calcium et de carboxyméthylcellulose (CMC). 

Absorption des exsudats par échange ionique entrainant la formation 

d’un gel humide favorisant les échanges gazeux à la surface de la plaie  

BIATAIN® Alginate Ag 

Coloplast 

Fibres d'alginate de calcium/argent et de CMC. 

Effets hémostatique et antimicrobien en continu  

KALTOSTAT® 

ConvaTec 

Fibres d’alginate de calcium. 

Absorbance des exsudats favorisant l’hémostase 

MELGISORB®+CMC 

Mölnlycke 

Fibres d'alginate de calcium/argent et de CMC. 

Antimicrobien pouvant réduire l’odeur des plaies infectées et 

formation d’un gel maintenant un environnement humide 

REALEASE® Control 

KCl médical 

Fibres d’alginate de calcium/sodium. 

Formation d’un gel humide et contrôle des exsudats par absorption 

SORBALGON® 

Hartmann 

Fibres d'alginate de calcium et de CMC. 

Formation d’un gel humide, action hémostatique 

SUPRASORB A® 

Laumann & Rauscher 

Fibres d’alginate de calcium. 

Absorption de l’exsudat et formation d’un gel piégeant les bactéries 

et les débris cellulaires 

TEGADERM® Alginate 

3M Healthcare 

Fibres d’alginates. 

Pansement primaire quotidien absorbant 

URGOSORB® 

Urgo 

Fibres d’alginate de calcium et de CMC. 

Accélération de la détersion par gélification des composants du 

pansement au contact de la plaie 

Tableau 2. Pansements bioactifs à base de matériaux d’alginate. Les remarques sont indiquées par les fabricants. 
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En contact de la plaie, formation d’un gel cohésif contenant les 

exsudats. 

TEGASORB 

3M Health Care 

Film de polyuréthane recouvert d’une couche adhésive acrylique. 

Formation d’un gel visqueux humide non adhérent à la plaie. 

Tableau 3. Pansements bioactifs hydrocolloïdes. 

 

2.2.3. Collagène 

Le collagène est la protéine la plus abondante chez les mammifères dans la MEC et est le 

principal composant de la peau humaine (70 à 80%) qui assure l'intégrité structurelle. Il existe 

plusieurs types de collagène, le collagène I qui est le plus abondant dans le corps que l’on 

retrouve dans la peau et les tendons. Les collagènes II, X et XI sont retrouvés dans le cartilage, 

le type III au niveau de la peau et des muscles, et le type IV qui est le composant structurel 

majeur de toutes les membranes basales. A noter ici que l’on va s’intéresser plus 

particulièrement au collagène de type I dont le fonctionnement et ses applications seront 

décrites dans les paragraphes ci-dessous. 

La séquence tri-peptidique Pro-Hyp-Gly est très abondante dans le collagène et lui confère 

une structure en hélice allongée capable de s’auto assembler en triple hélice, puis en fibrilles 

et en fibres68 (Figure 12). Sa composition est inhabituelle par rapport à d’autres protéines de 

l’ECM, principalement en raison de sa teneur élevée en Hyp (hydroxyproline, un aminoacide 

dérivé de la proline par hydroxylation via l’enzyme procollagène-proline dioxygénase). 

 

 

Figure 12. Représentation schématique du collagène (Source : X115® Magazine).  

 

Parmi les matériaux constituant les pansement bioactifs et biocompatibles, le collagène est 

sans doute le biomatériau le plus prometteur, en raison de sa faible inflammation, de sa non-
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cytotoxicité et de sa propriété à favoriser la croissance cellulaire.69 Le collagène est la protéine 

extracellulaire prédominante dans le tissu de granulation de la plaie en cours de cicatrisation 

et une augmentation rapide de la synthèse de cette protéine dans la zone de la plaie se produit 

peu après une lésion.70 En plus d'apporter force et intégrité à une matrice tissulaire, le 

collagène joue également un double rôle dans l'hémostase.71  

Le collagène I régit de nombreuses fonctions cellulaires des fibroblastes et des kératinocytes, 

notamment l'adhésion, la différenciation, la migration, le dépôt de la MEC et l'angiogenèse 

des cellules. Le collagène I est également capable de se lier aux protéases en excès, aux 

cytokines inflammatoires et aux radicaux libres d’oxygène qui sévissent au sein du lit de la 

plaie chronique. Le rôle du collagène dans la réparation des tissus et la cicatrisation des plaies 

est multifactoriel, ce qui favorise l'utilisation étendue de structures à base de collagène 

exogène pour les applications de plaies chroniques. En effet, il présente des caractéristiques 

adaptées à une application médicale, telles que la biodégradabilité et une faible antigénicité, 

et a été utilisé au fil des années dans la préparation de sutures chirurgicales résorbables et de 

matériaux de pansement.72  

D’un point de vue commercial, les principales applications des pansements à base de 

collagène comprennent les films de collagène, les gels de collagène et les éponges de 

collagène.73 Le collagène de ces pansements est généralement d'origine bovine, équine, 

aviaire ou porcine. En raison de son origine, le collagène collecté à partir de sources animales 

est ensuite purifié afin de ne pas être antigénique et est utilisé dans les pansements, où il peut 

varier en concentration ou en type.47  

Les pansements au collagène ont tous le même objectif : encourager le dépôt et l'organisation 

du collagène nouvellement formé, en créant un environnement qui permet au processus de 

cicatrisation de se poursuivre de manière classique. Ils ont également la capacité de maintenir 

une certaine humidité tout en absorbant les exsudats. Ils sont faciles à appliquer et à retirer 

et sont confortables pour le patient.74 Quelques exemples de ces pansements sont listés dans 

le Tableau 4. 

 

Pansement / Laboratoire Composition / Fonction 

Apligraf® 

Organogenesis, Canton, MA 

Fibroblaste humain et collagène de tendon bovin 

Fournit à la plaie des cellules cutanées humaines vivantes, 

des facteurs de croissance et d'autres protéines produites 

par les cellules, ainsi qu'une matrice de collagène 

Biobrane® 

Smith & Nephew 

Membrane de silicone transparent, matrice tri-filamentaire 

en nylon et mélange de peptides dérivés du collagène porcin  
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Formation d’une barrière antimicrobienne, optimisation de 

la croissance des fibroblastes favorisant la cicatrisation 

Omnigraft® 

Integra LifeSciences Corp. 

Collagène de tendon bovin et glycosaminoglycane de requin 

Couche de silicone recouvrant entièrement la plaie et 

permettant de la garder humide 

Tableau 4. Pansements à base de collagène. 

 

2.2.4. Élastine 

L'élastine, tout comme le collagène, est une protéine structurale qui participe à la composition 

de la MEC, représentant environ 2% du poids sec de la peau. Les fibres d'élastine forment des 

structures en forme de spirale principalement responsables de l'élasticité de la peau.75 

L’élastine est dégradée par une famille d’enzymes, les élastases. Elles sont sécrétées par les 

macrophages et les fibroblastes. La dégradation de l'élastine peut se produire lors de la 

formation du tissu cicatriciel ou dans les phénomènes de vieillissement de la peau. Dans le cas 

des plaies chroniques, étant donné que les fibroblastes et les macrophages sont présents en 

forte concentration dans le lit de la plaie, il est probable que l'élastase soit surexprimée, 

dégradant constamment les fibres d'élastine en formation et donc la MEC, retardant ainsi la 

cicatrisation.76 Les matrices d'élastine sont actuellement à l'étude pour la formation de 

pansements d'hydrogel avec par exemple l’utilisation d’élastine d’origine bovine permettant 

la synthèse d’un hydrogel d'élastine poreux.77  

 

2.2.5. Acide hyaluronique 

L'acide hyaluronique (AH), représenté sur la Figure 13, est un polysaccharide naturel qui 

appartient à la famille des glycosaminoglycanes. Il est composé de deux sucres : l'acide D-

glucuronique et le D-N-acétylglucosamine.78  

 

 

Figure 13. Structure chimique de l'acide hyaluronique. 
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La plupart des cellules du corps sont capables de synthétiser l’AH à un moment donné de leur 

cycle, ce qui démontre son rôle important dans des processus biologiques fondamentaux.  

Dans des conditions physiologiques, il existe dans l'organisme sous forme de hyaluronate de 

sodium et a été identifié comme un composant majeur de la MEC. Il se trouve généralement 

dans le liquide synovial (entourant les articulations), le cartilage et les tissus de l'œil et de la 

peau. Il joue un rôle majeur dans le processus de guérison en raison de ses propriétés 

hygroscopiques, rhéologiques et viscoélastiques.79 

 

Il existe deux types d'AH : 

- L'acide hyaluronique de haut poids moléculaire contenant plus de 25 disaccharides et 

contribuant à la qualité de l'environnement de guérison,49 

- L'acide hyaluronique de faible poids moléculaire contenant entre 4 et 25 disaccharides 

et induisant l'angiogenèse par ses produits de dégradation.80 

 

En raison de ces propriétés, l'AH et ses dérivés ont été largement utilisés au cours des deux 

dernières décennies pour divers dispositifs dermiques. Un exemple est celui du Regenecare®, 

un hydrogel contenant de l’AH pour humidifier les cellules permettant de reconstruire la 

matrice de la peau, de l’Aloe Vera pour réduire l’inflammation et stimuler la microcirculation, 

de la lidocaïne à 2% pour réduire la douleur et du collagène marin comme humectant et 

barrière naturelle. 

 

2.2.6. Chitine et chitosane 

La chitine est un polysaccharide linéaire d'unités de N-acétyl-d-glucosamine (2-acétylamino-

2-désoxy-D-glucose) liées par des liaisons glycosidiques β-(1-4).81–83  

Elle est dérivée de l'exosquelette d'arthropodes, de crustacés et de mollusques dont sa facilité 

d'accès la rend commercialement intéressante pour une multitude d'applications 

biomédicales.84–86 Sa désacétylation partielle en milieu alcalin87 dans la Figure 14 permet 

d’obtenir le chitosane, qui est toujours un copolymère linéaire de D-glucosamine et de N-

acétyl-D-glucosamine. 
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Commercialement, on retrouve le Chitopack C (Eisai Co.) permettant la régénération tissulaire 

ou encore ChitoSeal (Luna Innovations Inc.) un scellant hémostatique non toxique, 

biodégradable adhérent aux tissus qui ont été lésés. 

 

2.3. Les pansements connectés ou intelligents 

Actuellement, les pansements sous forme de film, de mousse et d'hydrogel, restent le choix 

privilégié pour la gestion clinique des plaies. Cependant, il est difficile d'obtenir 

simultanément l'état réel de la plaie et de répondre au besoin dynamique d'une plaie 

chronique dans le cadre du traitement passif des pansements actuels. La détection précoce 

de l'infection et le traitement en temps réel sur la base du besoin de la plaie sont d'une 

importance significative et doivent être envisagés dans la prochaine génération de 

pansements. Par conséquent, un système de pansement intelligent, permettant de surveiller 

l’état des plaies en temps réel et permettant de délivrer des médicaments à la demande, est 

particulièrement nécessaire. Ce nouveau genre de technique de prise en charge des plaies est 

en constante évolution afin de pouvoir être toujours plus précise et perfectionnée. À défaut 

d’être « intelligents » et capables de réagir à une information, des dispositifs connectés ont 

été imaginés pour traiter des plaies chroniques. Cette évolution a commencé avec la thérapie 

par pression négative (TPN) dont le dispositif est schématisé dans la Figure 15.  

 

 

Figure 15. La thérapie par pression négative. (Source : ActuSoins) 

 

La TPN consiste à placer la surface d’une plaie sous une pression inférieure à celle de la 

pression atmosphérique normale (760 mmHg). En 1997, sa commercialisation en France a 
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permis de faciliter la cicatrisation des plaies chroniques. Ce dispositif, détaillé dans la Figure 

16, est constitué de deux parties distinctes :  

- La mousse qui va être déposée au niveau du lit de la plaie, puis recouverte d’un film 

de polyuréthane relié à un port d’aspiration 

- Puis, ce dernier est relié à un système de pompe et de recueil des exsudats, qui seront 

activés manuellement, une fois que la mousse et le film de polyuréthane seront en 

place.91 

 

 

Figure 16. Schéma du dispositif de thérapie par pression négative. (Source : ActuSoins) 

 

Ce dispositif, pionnier dans le domaine des dispositifs connectés, a permis de donner 

naissance à de nombreux projets qui combinent des capteurs permettant le suivi des plaies 

ou encore le suivi de la cicatrisation. On peut alors parler de dispositifs « intelligents » 

puisqu’ils réagissent à un stimulus extérieur et s’adaptent à la plaie. Ces dispositifs sont en 

plein essor. 

Un pansement « intelligent » aurait d’abord une fonction de diagnostic des plaies grâce à 

l'utilisation de biocapteurs incorporés dans les pansements, pour générer un résultat en 

quelques minutes. Un biocapteur est un dispositif analytique qui a été conçu pour transformer 

un phénomène biochimique (témoigné par la présence d’un biomarqueur) en un signal 

mesurable. Les biomarqueurs peuvent être très simples comme la température, le pH ou 

l’hydrométrie. Ils peuvent être aussi de nature moléculaire, comme des protéines ou des 

petites molécules organiques. La Figure 17 présente le principe de fonctionnement d’un 

biocapteur permettant d’obtenir, à partir de l’analyte à détecter dans un échantillon, un signal 

témoignant de sa présence. Cette donnée pourra être traitée, enregistrée, stockée pour une 

utilisation ultérieure. Le biocapteur combine un élément de reconnaissance biomoléculaire 

(ERB) appelé biorécepteur et un transducteur, représentant le mode de détection. Le 

transducteur peut être de type optique, électrochimique, piézoélectrique ou encore 

thermique.92 
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d’hydrogel et des tissus sous-jacents. Le patch développé peut aussi servir de dispositif de 

monitoring du processus de cicatrisation en suivant d’autres facteurs au sein de la plaie.  

En 2017, Kassal et son équipe présentent un système similaire où un indicateur coloré, le GJM-

534, est incorporé à un pansement existant.96 La lecture des variations de pH au niveau de la 

plaie se fait par un système RFID (Radio Frequency Identification). Ce système permet de 

mesurer des variations de pH de façon autonome avec le transfert des données directement 

sur un appareil électronique (ordinateur ou smartphone). Le système intelligent a été 

assemblé grâce à l’intégration de couches sensibles au pH via une sonde optoélectronique où 

la LED contient les spectres enregistrés du GJM-534 et de sa forme déprotonée. Le système 

complet possède une plage de fonctionnement allant d’une gamme de pH 6 à 9, ce qui est en 

corrélation avec les variations de pH observées chez les personnes atteintes de plaies 

chroniques. 

En 2020, Vu et son équipe ont développé un dispositif jetable, le DETEC® pH, permettant de 

cartographier l'alcalinité des plaies et dont le dispositif est représenté par la Figure 18.97  

 

 

Figure 18. (A) Vue d'ensemble de DETECⓇ pH. (B) Schéma du test de DETECⓇ pH.97 

 

Un colorant indicateur de pH, le jaune de nitrazine, a été appliqué sur la face de membrane 

filtrante à base de cellulose avec une densité d’environ 10 mg/cm2. La face en contact avec le 

pansement, la zone de test, est ensuite scellée par la fixation d'un film plastique transparent, 

qui sert de support pour le pansement jeté. En pressant un pansement fraîchement récupéré 

sur la zone de test, on peut cartographier le pH (basique en bleu ou acide en jaune) du liquide 

de la plaie imbibé sur le pansement et est représenté sur la Figure 19 ci-dessous. L’image 1 

correspond au changement de couleur en fonction du pH du dispositif DETECⓇ pH après 

contact avec une gaze imbibée de fluides de plaie artificielle. L’image 2 correspond au test 

clinique du DETECⓇ pH sur (A) une plaie à cicatrisation normale et (B) une plaie chronique à 

cicatrisation retardée. Les zones de lecture du pH sont tracées avec des lignes bleues et roses 

sur l'image de la plaie correspondante et sur le DETECⓇ pH, respectivement.97 
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Figure 19. Test clinique de DETECⓇ pH sur une plaie à cicatrisation normale (A) et sur une plaie chronique (B). 

 

A court terme, ce système évalue la capacité de pronostiquer la cicatrisation en mesurant le 

pH de la plaie. Ce test pourrait servir en routine pour l’évaluation de la cicatrisation, 

permettant une meilleure prise en charge. 

 

2.3.1.b. La température 

Une température élevée de la plaie augmente la vitesse de réaction enzymatique et chimique 

et peut être utilisée comme indicateur d'une phase inflammatoire prolongée. En général, une 

augmentation prolongée de la température supérieure à 1,11°C98 au niveau du lit de la plaie 

exposée peut indiquer une infection due à la présence de bactéries99 entrainant donc un 

retard de cicatrisation. Des dispositifs connectés ayant pour indicateur une lecture de la 

température sont apparus ces dernières années. 

A base de nanotubes de carbone 

En 2011 Matzeu et son équipe développent un capteur composé de nanotubes de carbone 

relié à un système RFID pour la lecture en temps réel de la température allant de 25 à 50°C 

avec une résolution de 0,2°C au sein du lit de la plaie.100 

En 2017, Salvo et son équipe proposent un système double avec un capteur de température 

et un capteur de pH.99 Le capteur de température est composé de nanotubes de carbone 

intégrés dans un polymère dérivé du polystyrène. Il permet de mesurer des variations de 25 à 

50°C avec une résolution de 0,08°C.  

A base de PDMS (polydiméthylsiloxane) 

En 2020, Pang et son équipe ont développé un pansement intelligent flexible à structure de 

type double couche intégrant l'électronique, dont (i) la couche supérieure est constituée 

d'électronique flexible encapsulée dans du PDMS et intégrée à un capteur de température et 

à des diodes électroluminescentes ultraviolettes, et dont (ii) la couche inférieure est un 

hydrogel antibactérien sensible aux UV.101 Ce système permet un suivi en temps réel de 

1 2
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l’évolution de la plaie et un traitement à la demande par la libération d’antibiotiques contenus 

dans l’hydrogel après irradiation UV. 

 

2.3.1.c. L’humidité 

L’humidité joue un rôle clé dans la cicatrisation des plaies car elles ont besoin d’un 

environnement humide pour le bon fonctionnement des cellules réparatrices. 

 

Le maintien d'un niveau approprié d'humidité à l'interface entre une plaie en cours de 

cicatrisation et un pansement appliqué est considéré comme essentiel pour une cicatrisation 

efficace. L'absence de contrôle de l'exsudat à cette interface peut entraîner une macération 

ou un assèchement de la surface de la plaie. La capacité à contrôler l'équilibre de l'humidité à 

l'interface de la plaie est donc un aspect essentiel de la performance du pansement et de la 

nécessité de le changer. 

 

En 2015, Milne et son équipe ont réalisé une étude sur l’effet de l’ajout d’un capteur 

d’humidité commercial (WoundSense, Ohmedics Ltd UK) sur le suivi de la cicatrisation de 

plaies chroniques chez 30 patients.102 Il permet d’observer la saturation du pansement, 

optimisant ainsi son changement, en maintenant une humidité optimale au niveau du lit de la 

plaie. Cela permet de diminuer à la fois les coûts de matériels et le temps de personnel médical 

dédié. Le fonctionnement de ce capteur repose sur une mesure d’impédance qui est ensuite 

traduite en pourcentage d’humidité présente au niveau du lit de la plaie. Les plaies analysées 

sont alors classées suivant quatre stades, allant de la plaie sèche à la plaie saturée. Les 

résultats montrent que 45% des pansements utilisés durant cette étude étaient en conditions 

optimales pour un changement, dénonçant une fréquence de changement trop importante 

des pansements en milieu hospitalier. 

 

En 2019, Du et Ciou ont développé une gaze intégrant à la fois un capteur de pH et un capteur 

d’humidité.103 Le capteur d’humidité repose sur le même principe que celui détaillé 

précédemment, à savoir, une mesure d’impédance. Il est constitué de cuivre et présente une 

détection d’humidité de l’ordre de 0,06%/mV avec un temps de réponse de moins d’une 

seconde. 

 

  



  52 

2.3.2. Les facteurs biochimiques 

2.3.2.a. La flore bactérienne 

Les plaies chroniques en phase inflammatoire prolongée présentent un risque accru 

d’infection bactérienne. Il est donc essentiel de développer des pansements intelligents qui 

peuvent détecter l'infection bactérienne à un stade précoce et fournir un traitement à la 

demande. 

En 2001, Chan et son équipe ont développé un pansement intelligent pouvant évaluer la 

présence de bactéries grâce à un système colorimétrique.104 Il est composé d’un biocapteur à 

base de silicone poreux sur lequel est greffé le TWTCP (tertryptophan ter-cyclo pentane). Il 

possède une grande affinité pour le lipide A, constituant lipidique d’une endotoxine qui est 

responsable de la toxicité du lipopolysaccharide des bactéries Gram négatif. Lorsque ces deux 

molécules se lient, l’indice de réfraction du silicone change et amène un décalage de la 

longueur d’onde d’émission de 3 à 4 nm suivant la souche bactérienne étudiée 

(photoluminescence). Cette variation de couleur permet donc un diagnostic de la charge 

bactérienne de la plaie. 

En 2020, Qiao et son équipe ont développé un pansement intelligent à base d'hydrogel 

capable de surveiller l'infection bactérienne grâce aux effets FRET (transfert d’énergie entre 

molécules fluorescentes) sensibles au pH dans l’environnement bactérien et de traiter 

l’infection par la délivrance d’antibiotiques libérés par NIR.105 L'hydrogel a été préparé par 

réticulation physique d'alcool polyvinylique (PVA), un poly médicament sensible aux UV, d’un 

médicament, le sulfate de gentamicine (GS) qui a été greffé dans un PEG via un produit clivable 

aux UV, le GS-Linker-MPEG106, et de nanoparticules de silice modifiées par deux 

fluorochromes, Cy3 et Cy5 (sonde SNP-Cy3/Cy5) qui sont conjugués et servent de sonde 

fluorescente sensible au pH ont été chargées dans cet hydrogel. En présence des bactéries, 

les linkers sont coupés et les fluorochromes sont relâchés. Le FRET entre Cy3 et Cy5 présent 

lorsque les fluorochromes sont à proximité l’un de l’autre à la surface de la particule, ne 

s’exerce plus après le clivage du linker. A pH acide, Cy5 est libéré à cause du clivage de la 

liaison de la base de Schiff entre lui et la particule de silice, et on a ainsi une forte émission de 

fluorescence due à Cy3, témoignant de l’infection. De façon intéressante, en complément de 

ce système diagnostique, les auteurs ont introduit un système de traitement à la demande via 

la libération d'antibiotiques déclenchée par spectroscopie proche infrarouge (NIR) à 980 nm 

grâce à la conversion de la lumière émise par NIR en lumière UV de la sonde SNP-Cy3/Cy5. Le 

sulfate de gentamicine (GS) appartenant à la famille des aminoglycosides, aura une activité 

antibactérienne sur les bactéries gram négatif. Le principe de ces particules 

multifonctionnelles prise dans l’hydrogel est illustré sur la Figure 20. 
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2.3.2.c. L’acide urique 

Le suivi du taux d’acide urique est un facteur important à prendre en compte pour la 

cicatrisation des plaies chroniques.108  

En 2015, Kassal et son équipe proposent un système ampérométrique où l’enzyme urate 

oxydase, l’uricase, est immobilisée sur l’électrode de travail.109 Cette enzyme permet 

l’oxydation hautement spécifique de l’acide urique, et le biocapteur est connecté à un 

système RFID et mesure la concentration d’acide urique. Le biocapteur a montré de bons 

résultats en solution contrôle, cependant, il présente une diminution de signal de 3 à 10% en 

conditions complexes, à cause d’interférences suivant l’environnement utilisé.  

En 2018, Roy Choudhury et son équipe ont conçu un biocapteur enzymatique pour déterminer 

l'acide urique dans le liquide de la plaie. Ce biocapteur électrochimique comprend l’uricase 

piégée dans un polymère cationique à base de PVA pour une meilleure stabilité. Les résultats 

montrent que l'utilisation d'une plateforme électrochimique d’oxydoréduction et de l'acide 

ferrocène carboxylique a permis le transfert d'électrons entre l'enzyme et le transducteur. 

L'uricase étant immobilisée dans la matrice polymère a permis d'obtenir des mesures stables 

et continues à la température du corps pendant une semaine avec une déviation minimale. 

 

2.3.2.d. Les métalloprotéases matricielles (MMP) 

Les métalloprotéases matricielles jouent un rôle prépondérant dans l’inflammation prolongée 

des plaies chroniques. En effet, elles empêchent la reconstruction d’une MEC provisoire 

essentielle à la cicatrisation. 

Les capteurs qui détectent les MMP peuvent être de deux types : dans la plupart des cas, ils 

détectent l’enzyme elle-même mais certains détectent l’activité de cette enzyme c’est-à-dire 

la dégradation de peptides. 

L’un des tests les plus utilisés pour détecter les MMP est la méthode ELISA (Enzyme-Linked 

Immunosorbent Assay). L’ELISA utilise des anticorps reconnaissant l’analyte à détecter, ici la 

MMP. L’un des anticorps est couplé à une enzyme qui catalyse une réaction colorimétrique et 

permet donc de connaître la concentration de la MMP par mesure de la densité optique par 

spectrométrie d’absorbance.110 

En 2014, Milne et son équipe ont développé un biocapteur capable de détecter le pH, 

l’humidité ainsi que le taux de MMP au niveau du lit de la plaie.44 Leur test est basé sur la 

méthode ELISA en sandwich afin de détecter spécifiquement la présence de MMP-9, à des 

concentrations variant de 0,1 à 100 ng.mL-1.  

En 2015, Biela et son équipe proposent eux aussi un capteur permettant la mesure du taux de 

MMP-9 où des électrodes en or sont fonctionnalisées avec un peptide clivable (LGRMGLPGK) 

par cette enzyme.111 Le film ainsi créé se dégrade lorsqu’il est exposé à un milieu contenant 

de la MMP-9 et est détectée par spectroscopie d’impédance électrochimique (SIE), avec un 

seuil de détection de l’ordre de 200 ng.mL-1. Les seuils présentés ci-dessus sont corrects 
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puisque les concentrations de MMP-9 pour des patients atteints de plaies du pied diabétique 

varient de 0,37 à 2,90 μg.mL-1.112,113 

 

En 2013, les laboratoires WoundCheck décrivent un test colorimétrique à flux latéral 

permettant de mesurer l’activité ou la suractivité des MMP mais aussi de l’élastase des 

neutrophiles humains (HNE) dans un échantillon liquide prélevé au niveau de la plaie.114  

Les systèmes simples à flux latéral fournissent généralement une réponse « oui/non » et sont 

conçus autour d'une valeur seuil particulière. Dans le cas de ce système, les activités des 

protéases sont mesurées en les comparant à des valeurs seuils indiquant des plaies non 

cicatrisantes, donc chroniques.  

Pour réaliser un tel système, le réactif sélectif, tel qu'un substrat peptidique exogène clivable 

ou un partenaire de liaison immunologique approprié (anticorps polyclonaux et 

monoclonaux), est immobilisé sur le dispositif. Les parties clivables peuvent être marquées 

avec un réactif détectable par analyse, un fragment indicateur comprenant une enzyme 

indicatrice (phosphatase alcaline), un fragment luminescent (luciférase) ou un fluorochrome 

(isothiocyanate de fluorescéine, rhodamine, dérivés de coumarine).  

Ainsi, lors du clivage du substrat peptidique ou de l’anticorps par l’enzyme, cela permet de 

libérer ou d’activer le fragment. Ce même fragment « indicateur » comprend des particules 

colloïdales en or, conjuguées à un peptide (anticorps ou un substrat peptidique).  

Les particules colloïdales sont colorées, de sorte que leur accumulation dans une zone du test 

ou une région de contrôle du dispositif donne une couleur visible. L’intensité augmente avec 

la concentration des particules, permettant ainsi une détermination colorimétrique 

quantitative de ladite concentration par colorimétrie et/ou une comparaison de l'intensité de 

la couleur observée avec une couleur de référence pour évaluer si le seuil a été dépassé. 

 

Les MMP et l’élastase des neutrophiles humains (HNE) sont des marqueurs intéressants et 

sont étudiés récemment en tant que biomarqueurs pour les plaies chroniques. Dans le cadre 

de cette thèse, la MMP-13 et la HNE seront en particulier étudiées, et détaillées dans le 

Chapitre 2. Conception d’un matériau peptidique hybride sensible à une activité enzymatique. 
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2.4. Les pansements intelligents associés à une partie capteur 

La demande croissante d'approches diagnostiques rapides et précises a entraîné une 

tendance à l'évolution des capteurs pour des applications biomédicales, ceci en raison de leur 

capacité à analyser de petits volumes de substances biologiques. Plus précisément, le 

développement de ces dispositifs combinant l'absence de marquage et la détection à haute 

sensibilité, a suscité un grand intérêt dans les applications de santé. En effet, ces derniers, plus 

communément appelés biocapteurs, peuvent être assimilés à des dispositifs portables de type 

« lab-on-chip » (petit dispositif intégré rassemblant une ou plusieurs fonctions de laboratoire 

sur un substrat miniaturisé) permettant de poser un diagnostic dans un délai très court, en 

raison du volume d’analyse, mais aussi de la possibilité de faire de l’analyse 

multiparamétrique. Ces « lab-on-chip » sont conçus grâce aux nanotechnologies et plus 

particulièrement avec la microfluidique pour miniaturiser en laboratoire. Ensuite, une 

association avec un élément jouant le rôle de transducteur va permettre d’en extraire une 

information vis-à-vis de la substance analysée. Pour y parvenir, nous pouvons citer les deux 

méthodes les plus utilisées qui sont de nature optique ou électrique via par exemple 

l’impédancemétrie. 

 

Cette dernière est basée sur la mesure des propriétés électriques d’un milieu biologique entre 

deux électrodes permettant des mesures rapides, à la fois simples et continues. Un faible 

courant (environ 70 µA, basse fréquence) est appliqué au niveau des électrodes du capteur, 

et va traverser le matériau / la substance se trouvant sur le capteur. Le rapport entre la tension 

et le courant est appelé impédance, celle-ci peut être assimilée ou modélisée par une 

association de composants électriques passifs tels qu’une résistance R et une capacité C. Ces 

composants seront décrits dans le Chapitre 4. Étude par mesure d’impédance du capteur 

modifié avec le matériau peptidique hybride. 

 

Une structure de capteur particulière a été choisie pour modèle d’étude afin de caractériser 

le matériau peptidique hybride synthétisé pour l’application au niveau du pansement : un 

capteur à électrodes interdigitées. Ce modèle est choisi pour les raisons suivantes, d’abord (i) 

il possède plusieurs électrodes planaires côte à côte où les distances entre chaque électrode 

sont faibles, ceci permettant d’augmenter la sensibilité de mesure électrique du capteur, et 

(ii) en raison de la géométrie coplanaire des électrodes, le capteur permettra de réaliser une 

mesure facilement intégrable puisqu’elle est caractérisable sur un seul côté. Les détails de 

cette structure interdigitée seront expliqués dans le Chapitre 4. Étude par mesure 

d’impédance du capteur modifié avec le matériau peptidique hybride. 

 

  



  57 

Partie 3. Les protéases 

3.1. Généralités sur les protéases 

Les protéases, aussi nommées peptidases, protéinases ou enzymes protéolytiques, sont des 

enzymes qui hydrolysent les liaisons amides d’une protéine entre le carbonyle et l’atome 

d’azote formant une amine et un acide carboxylique. Elles constituent l’une des plus vastes 

familles d’enzymes codée par 2% des gènes du génome humain, soit environ 550 gènes. Ces 

enzymes protéolytiques possèdent une activité d'hydrolase, car elles utilisent une molécule 

d'eau pour effectuer ce clivage. Elles interviennent dans la régulation de la vie des organismes, 

en participant à l’apoptose, à la digestion, à l’autophagie et à l’activation / désactivation de 

différents processus biologiques.  

Il existe deux groupes de protéases, (i) les endopeptidases (en bleu) qui hydrolysent les 

liaisons peptidiques au milieu de la séquence d’une protéine et (ii) les exopeptidases qui 

décrochent l’aminoacide terminal de la séquence de la protéine permettant : soit la libération 

de l’aminoacide N-terminal dans le cas d’une amino peptidase (en violet) soit la libération de 

l’aminoacide C-terminal dans le cas d’une carboxy peptidase (en orange). Ces deux groupes 

sont représentés dans la Figure 21 ci-dessous. S correspond au sous-site de l’enzyme qui se lie 

à un résidu correspondant dans la séquence du substrat P. 

 

 

Figure 21. Les différents types de protéases. Le placement des sous-sites correspond à ceux de l’endopeptidase. 

 

De manière générale, la nomenclature des enzymes s’écrit sous la forme : E.C. X.X.X.X. Chaque 

code d’enzyme correspond aux majuscules « EC » (« Enzyme Commission ») puis sont suivies 

de 4 nombres (X) séparés par des points. Le 1er X correspond aux types de réactions catalysées 

par les enzymes. 

Les résidus de sites actifs au niveau de la protéase sont composés de poches continues 

appelées sous-sites. Chaque sous-site se lie à un résidu dans la séquence du substrat, d’après 

la nomenclature de Schechter et Berger.115 Ainsi, les résidus d’aminoacides de la séquence du 
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substrat sont numérotés de part et d’autre de la liaison scissile (liaison chimique covalente qui 

peut être rompue par une enzyme) : P3-P2-P1-P1’-P2’-P3’ tandis que les sous-sites 

correspondants dans le site actif de la protéase sont notés : S3-S2-S1-S1’-S2’-S3’. 

En fonction du pH dans lequel les protéases ont une activité optimale, on distingue les 

protéases alcalines, neutres ou acides. Selon la zone dans laquelle elles se trouvent, on les 

classe en 3 groupes : (i) extracellulaires, (ii) intracellulaires et (iii) les protéases 

transmembranaires. 

Les protéases sont aussi classées en fonction de leur mécanisme catalytique. On les regroupe 

en 6 classes, (i) les protéases à sérine, (ii) les protéases à cystéine, (ii) les protéases à acide 

aspartique (iv) les métalloprotéases, (v) les protéases à thréonine et (vi) les protéases à acide 

glutamique. 

Les protéases à cystéine, sérine et thréonine possèdent un résidu nucléophile au niveau de 

leur site actif (fonction thiol ou alcool) qui participe directement à l’hydrolyse des liaisons 

peptidiques. Ces protéases possèdent un mécanisme qui s’effectue en 2 étapes, représenté 

sur la Figure 22. Tout d’abord, le résidu nucléophile attaque la fonction carbonyle, entrainant 

ainsi la formation d’une forme intermédiaire de l’enzyme : l’acyl-enzyme. Deux résidus, acide 

et basique, forment un réseau de relais de charge pour polariser et activer le nucléophile au 

niveau du site actif, que l’on appelle la triade catalytique. Puis, dans une seconde étape, 

l’intermédiaire acyl-enzyme est hydrolysé par une molécule d’eau qui a été activée. 

Les protéases à acide aspartique et glutamique, utilisent un résidu possédant une chaine 

latérale avec un acide carboxylique, qui active une molécule d’eau participant ainsi à 

l’hydrolyse. Les métalloprotéases utilisent un métal coordonné, généralement le zinc, dans 

leur mécanisme catalytique. Leurs mécanismes d’action sont représentés dans la Figure 23. 

Dans le cas des métalloprotéases de la matrice qui sont solubles, cette coordination s’effectue 

avec 3 histidines ou 2 histidines et une chaine latérale acide. Une molécule d’eau est un ligand 

supplémentaire du zinc qui permet d’établir une liaison hydrogène avec un glutamate qui lui 

arrache le proton. L’ion de zinc permet de stabiliser l’oxyanion. 

 

Figure 22. Mécanisme d'action des protéases à cystéine, sérine et thréonine. 
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Figure 23. Mécanisme d'action des protéases à acide aspartique, glutamique et les métalloprotéases. 

 

3.2 Les métalloprotéases matricielles (MMP) 

3.2.1. Historique et classification 

C’est en 1962 que Gross et Lapiere ont découvert l’existence d’une activité protéolytique 

capable de cliver le collagène natif pour expliquer l’étape de métamorphose de la queue des 

têtards.116 Cette activité s’exerce sur le collagène entre des résidus Gly-Leu/Ile dans un site 

spécifique de la triple hélice.  

Mais ce n’est qu’en 1970 que la première MMP fut isolée sous forme pure à partir d’extraits 

de peau humaine.117  

L’identification de cette protéase, appelée collagénase et métalloprotéase de la matrice 1 

(MMP-1) a constitué la première étape dans une recherche qui a connu une croissance 

exponentielle au cours de ces dernières années, aboutissant à l’identification et à la 

caractérisation de 23 MMP chez l’homme (Figure 24). 

 

Depuis, les recherches ont porté sur la biochimie (purification, activation, inhibition, 

structure), la biologie moléculaire (clonage, régulation de l’expression des gènes) et la biologie 

des MMP dans les processus normaux et pathologiques. 

 

Les MMP sont groupées en 6 classes en fonction de leur structure et décrites dans le Tableau 

5 : (i) les collagénases, (ii) les gélatinases, (iii) les stromélysines, (iv) les matrilysines, (v) les 

MMP membranaires et enfin (vi) les autres métalloprotéases. Chaque MMP est identifiée avec 

un numéro ou un nom descriptif en rapport avec ces différentes classes.  
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Classe Numérotation Structure 

Collagénases MMP-1 : collagénase interstitielle 

MMP-8 : collagénase neutrophile 

MMP-13 : collagénase-3 

Pré-domaine—Pro-domaine 

avec son résidu C—Domaine 

catalytique avec 3 résidus H—

Région charnière riche en P—

Domaine homologue à 

l’hémopexine 

Gélatinases MMP-2 : gélatinase-A 

MMP-9 : gélatinase-B 

Pré-domaine—Pro-domaine 

avec son résidu C—Domaine 

catalytique avec 3 résidus H avec 

une séquence analogue à la 

fibronectine—Région charnière 

riche en P—Domaine 

homologue à l’hémopexine 

Stromélysines MMP-3 : stromélysine-1 

MMP-10 : stromélysine-2 

MMP-11 : stromélysine-3 

Pré-domaine—Pro-domaine 

avec son résidu C—Domaine 

catalytique avec 3 résidus H—

Région charnière riche en P—

Domaine homologue à 

l’hémopexine 

Matrilysines MMP-7 : matrilysine-1 

MMP-26 : matrilysine-2 

Pré-domaine—Pro-domaine 

avec son résidu C—Domaine 

catalytique avec 3 résidus H 

MMP 

membranaires 

MMP-14 à 17 Pré-domaine—Pro-domaine 

avec son résidu C—Domaine 

catalytique avec 3 résidus H—

Région charnière riche en P—

Domaine homologue à 

l’hémopexine contenant un site 

hydrophobe transmembranaire 

Autres MMP-12 : métallo-élastase 

MMP-20 : énamelysine 

MMP-18, 19, 21, 22, 23A/B, 27, 28 

NA 

Tableau 5. Classification des MMP. 
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I. Les collagénases 

Elles interviennent dans la dégradation du collagène fibrillaire, ce qui entraine la formation de 

gélatine (collagène dénaturé) qui sera dégradé par la suite par les gélatinases. 

Un exemple de ces MMP est la MMP-13 (collagénase-3), qui est caractérisée par un spectre 

enzymatique large et est essentiellement exprimée dans les zones nécessitant un 

remaniement rapide de la MEC, comme le tissu osseux fœtal en développement ou bien sur 

les sites d’inflammation chronique. Différents carcinomes ont été associés à une hyperactivité 

de cette collagénase-3.118 

 

II. Les gélatinases 

Elles ont une activité protéolytique dirigée contre la gélatine et les collagènes IV et V de la 

membrane basale (dont son composant principale est la laminine). Elle présente dans son 

domaine catalytique, 3 séquences peptidiques répétitives analogues au motif II de la 

fibronectine qui forment un domaine à part entière n’altérant pas la structure du domaine 

catalytique, qui permettent la liaison à la gélatine, les collagènes et la laminine. 

 

III. Les stromélysines 

Dans le cas des stromélysines-1 et 2, elles sont produites par les cellules épithéliales saines 

mais ont aussi été impliquées dans certains carcinomes. A titre d’exemple, la stromélysine-3 

est exprimée dans le cancer du sein conduisant à un mauvais pronostic pour la survie du 

patient.119 

 

IV. Les matrilysines 

Ce sont les MMP les plus simples structurellement et sont exprimées de manière spécifique 

par les cellules cancéreuses d’origine épithéliales. Un exemple, la MMP-7 (matrilysine-1), 

diminue l’apoptose et joue un rôle important dans la survie. Cependant, elle est impliquée 

dans le phénomène d’invasion dans la progression tumorale par un de ses substrats : l’E-

cadhérine.118,120  

 

V. Les MMP membranaires 

Ces MMP sont liées à la membrane plasmique soit par un pont inositol phosphate soit par 

l’intermédiaire d’un domaine hydrophobe transmembranaire en C-ter. Elles ont un rôle dans 

la dégradation de la MEC. 

 

VI. Les autres MMP 

Récemment découvertes, leurs rôles restent encore incertains. Dans le cas de la MMP-12, son 

substrat principal est l’élastine et est sécrétée par les macrophages. Son implication dans le 

cancer reste encore à être démontré. 
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3.2.2. Structure des métalloprotéases 

Le terme « métalloprotéase » regroupe l’ensemble des enzymes dont l’activité catalytique 

nécessite un ion métallique, généralement Zn2+. Parmi les différentes classes qui constituent 

le groupe MMP, certaines possèdent un motif consensus de type HEXXH qui sont appelées les 

zincines. Alors que les deux aminoacides d’histidine (H) constituent les deux premiers ligands 

de l’atome de zinc, l’acide glutamique (E) va polariser la molécule d’eau qui sera impliquée 

dans l’hydrolyse de la liaison peptidique.121 

La classification générale des MMP est représentée dans la Figure 24. 

 

 

Figure 24. Classification générale des MMP.122 

 

Le séquençage complet du génome humain a permis d’identifier 24 gènes codant pour des 

MMP donnant lieu à la traduction de 23 protéases de type MMP. En effet, comme vu dans le 

tableau 5, deux gènes distincts codent pour la même MMP : les gènes A et B de la MMP-23 

donnant la MMP-23A et la MMP-23B présentant des séquences en aminoacides strictement 

identiques.123–125 
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Concernant les 23 autres MMP, elles présentent une structure homologue avec 40 à 60% 

d’identité de séquences en aminoacides. Ce sont donc des protéines qui présentent tout de 

même une combinaison variable de différents modules sur une même chaîne peptidique.  

On identifie donc 5 structures principales : (i) le pré-domaine (ou peptide signal) (ii) le pro-

domaine (ou domaine N-terminal), (iii) le domaine catalytique, (iv) la charnière et (v) le 

domaine homologue à l’hémopexine (ou domaine C-terminal). 

 

I. Le pré-domaine  

Toutes les séquences de MMP commencent par une vingtaine de résidus hydrophobes 

permettant de diriger le peptide synthétisé vers les voies de sécrétion, sauf la MMP-23 qui 

possèderait une voie de sécrétion alternative d’après Velasco.124 

 

II. Le pro-domaine 

Composé de 80 aminoacides, il présente une séquence hautement conservée de type 

PRCGXPD. Comme il recouvre le domaine catalytique, il permet d’empêcher l’accès d’un 

substrat au site actif. Il contient un résidu cystéine du « cysteine switch » dont son 

groupement thiol est capable d’interagir avec l’atome du zinc catalytique, maintenant ainsi 

les pro-MMP sous une forme inactive.126 L’activation des MMP implique un clivage dans une 

zone non structurée du pro-domaine, fragilisant l’interaction du résidu Cys avec l’atome de 

zinc. Si cette interaction est rompue, l’élimination complète du pro-domaine pourrait être 

réalisée par autolyse. 

Il est à noter ici que seule la MMP-23 ne possède pas cette séquence.127 Les MMP seront 

ensuite synthétisées sous forme de pro-enzymes qui s’activeront dans le milieu extracellulaire 

par protéolyse, libérant le site actif de la molécule (cf. partie activation et régulation des 

MMP). 

 

III. Le domaine catalytique  

Ce domaine est caractérisé par un site de liaison de l’atome de zinc catalytique HEXGHXXGXXH 

qui est bien conservé entre les différentes MMP où les 3 résidus histidine de ce motif jouent 

un rôle important dans l’interaction avec l’atome de zinc. Le domaine catalytique est composé 

d’environ 170 résidus. Il se présente sous une forme de sphère compacte contenant 3 hélices 

α et 5 feuillets β et est stable grâce à la présence de cations interagissant avec des résidus 

portés par des boucles situées à la surface de la protéine. En plus de l’atome de zinc, ce 

domaine possède plusieurs ions métalliques structuraux, à savoir : un atome de zinc non-

échangeable et un atome de calcium, et selon la nature de la MMP, 2 ou 3 atomes de calcium 

qui sont nécessaires à la stabilité et à l’activité de l’enzyme. 
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IV. La charnière 

La charnière relie le domaine catalytique des métalloprotéases à leur domaine C-ter, sauf dans 

le cas des matrilysines où leurs structures primaires contiennent uniquement le pro-domaine 

et le domaine catalytique. Elle est flexible et est variable en terme de taille, allant de 16 à 65 

résidus.128 Elle joue un rôle dans les interactions intermoléculaires des MMP impliquant le 

domaine catalytique et le domaine homologue à l’hémopexine. 

 

V. Le domaine homologue à l’hémopexine 

Composé de 210 résidus, il ressemble à une hélice à 4 pales, chacune étant formée d’une 

hélice α et de 4 brins β antiparallèles. Il est indispensable aux collagénases pour la dégradation 

de la triple hélice de collagène interstitiel. 

 

3.2.3. Fonctions biologiques des métalloprotéases 

Les MMP ont été initialement décrites comme des protéases agissant exclusivement sur les 

composants de la matrice extracellulaire, avec des conséquences sur le remodelage tissulaire. 

Il a été montré que les MMP sont capables de traiter un large éventail de substrats matriciels 

et non matriciel, à savoir, les protéines d'adhésion, les médiateurs d'apoptose, les récepteurs, 

les chimiokines, les cytokines, les facteurs de croissance et les protéines de liaison entre 

cellules. En conséquence, ces protéases sont impliquées dans de nombreux processus 

biologiques comme l’embryogenèse, la cicatrisation des plaies ou encore l’angiogenèse. 

Au niveau cellulaire, les MMP sont responsables de la migration et du recrutement cellulaire, 

de l’inflammation ou encore de l’apoptose de certaines cellules.129 Lorsque cette activité 

endopeptidase est dérégulée, les MMP ont aussi un rôle dans le développement de lésions 

endovasculaires, d’anévrysmes, de néphropathies, d’arthrite ou encore d’ulcérations 

tissulaires. Cette dérégulation contribue aussi au développement de certains types de 

cancers.130  

Pour ajouter une complexité à la biologie des MMP, il est à noter que chaque MMP ne 

présente pas de spécificité stricte pour un seul substrat. Par conséquent, le collagène peut 

être dégradé par les collagénases mais aussi par la MMP-9 et la MMP-14. 

 

3.2.4. Activation et régulation des MMP 

Les MMP sont synthétisées sous la forme de pré-pro-enzymes par le réticulum endoplasmique 

(RE) où, elles suivent par la suite une voie de transport intracellulaire afin d’être adressées à 

leurs cible extracellulaire, grâce au peptide signal qui permet d’adresser l’enzyme à un 

compartiment cellulaire déterminé. 

Les enzymes, encore sous une forme inactive (zymogène), sont maintenues à ce stade grâce 

au résidu Cys du pro-domaine qui interagit avec l’ion de zinc. Afin de libérer son site actif et 
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donc d’exposer son substrat au site catalytique de l’enzyme, celle-ci a besoin de cliver le pro-

domaine qui peut être déclenché soit par une réaction chimique entrainant la modification de 

l’atome de soufre de la séquence PRCGXPD du pro-domaine des formes latentes des MMP ou 

bien de subir un clivage protéolytique.  

Cependant il est à noter que leur activation répond à une régulation compliquée où 

différentes protéases de différentes classes vont être capables d’activer les MMP, montrant 

que leur activation in vivo peut être réalisée dans le contexte de cascade protéolytique. 

Puis, une fois qu’elles sont activées, elles peuvent interagir soit avec leurs substrats, soit 

devenir à leur tour des « activateurs » permettant de continuer la cascade d’activation. 

 

3.2.5. Inhibition des MMP : les TIMP 

L’activité des MMP est contrôlée aussi par une activité inhibitrice endogène, appelée anti-

collagénase fibroblastique.131 Ces inhibiteurs des MMP forment une famille de 4 protéines 

appelées les TIMP ou « Tissue Inhibitors of Matrix Metalloproteinases », allant du TIMP-1 à 

TIMP-4. Le TIMP-1 a été le premier inhibiteur à être isolé et purifié ; son interaction avec la 

MMP-3 montrait qu’au niveau du site actif, les 5 premiers résidus se positionnaient de façon 

identique dans le site actif du substrat. Ce type d’interaction a été aussi observé chez la MMP-

13 (en gris) quand elle interagit avec TIMP-2 (en bleu),132 et est représentée sur la Figure 25 

en représentation tridimensionnelle. Les 5 résidus du domaine N-terminal de TIMP (en jaune) 

se positionnent de façon identique dans le site actif du substrat. L’atome de zinc catalytique 

est représenté en rose-violet. 

 

 

Figure 25. Représentation 3D de l’interaction entre le domaine catalytique de la MMP-13 et des 5 résidus du domaine N-ter 

du TIMP-2.133 
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Plusieurs boucles appartenant à la TIMP-2 projettent des résidus venant en contact avec une 

grande surface du domaine catalytique. Un très grand nombre de résidus se trouvent donc 

impliqués entre ces protéines. Il faut aussi noter que la spécificité entre les MMP et les TIMP 

pourrait être dues justement à ces interactions inter-protéines au niveau des boucles qui sont 

modulées par la nature des résidus des MMP qui participent à cette interaction. 

Outre leur rôle de régulation de l’activité protéolytique des MMP et leur activité permettant 

la survie et la prolifération de lignées hématopoïétiques, les TIMP sont impliquées dans le 

contrôle d’autres processus biologiques, montrant ainsi leur rôle multifonctionnel.134 

 

3.3. Les MMP dans la cicatrisation 

Comme nous l’avons déjà vu, de nombreuses MMP interviennent dans le processus de 

cicatrisation en dégradant la MEC endommagée au niveau des plaies. Elles ont notamment 

une activité très importante lors de la phase d’inflammation du processus de cicatrisation qui 

permet le débridement de la plaie. Les principales MMP qui interviennent sont les 

collagénases, les gélatinases ainsi que les MMP-3, MMP-7 et MMP-10. Afin de permettre la 

migration des neutrophiles et des monocytes au niveau de la plaie, les MMP vont dégrader 

l’épithélium qui a été endommagé. Les cellules épithéliales vont aussi intervenir dans le 

recrutement de certaines MMP telles que celles de la gélatinase et les MMP-1, MMP-3, MMP-

7 ou encore la MMP-10. Puisque les MMP sont présentes en grand nombre au sein de la plaie, 

elles vont entrainer une cascade de réactions via la régulation de certaines chimiokines par 

protéolyse. 

Dans le cas d’une plaie de type aigüe, le taux de MMP est à son maximum durant les 2-3 

premiers jours, puis va baisser en fin de phase d’inflammation grâce à la fois aux inhibiteurs 

TIMP mais aussi à une diminution de leur synthèse par les cellules inflammatoires et/ou 

épithéliales. Ceci dans le but de permettre la continuité du processus de cicatrisation et donc 

de laisser place aux protéines impliquées dans la phase de prolifération tissulaire. 

 

3.4. Les MMP dans les plaies chroniques 

Dans le cas d’une plaie de type chronique, le taux de MMP va être en plus grande quantité 

que pour une plaie aigüe qui va subsister et donc maintenir la plaie dans un état inflammatoire 

prolongé bloquant ensuite le processus de cicatrisation. Cependant des stimuli favorisent 

cette activité protéasique tels que les bactéries, la présence de corps étrangers ou encore la 

formation de biofilms. Les collagénases et les gélatinases vont ainsi dégrader les fibres non 

détériorées de la MEC mais aussi les tissus néoformés, endommageant le lit de la plaie et ceci 

retardant le processus de cicatrisation. La lésion au niveau du lit de la plaie augmente 

davantage, entrainant une hausse du recrutement cellulaire et rendant ainsi la plaie 

chronique. 
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Partie 4. Stratégie et cahier des charges de ce projet de thèse 

Ce premier chapitre traitant de l’étude bibliographique a permis de décrire l’organisation de 

la peau à la fois dans sa complexité naturelle mais aussi fonctionnelle. Nous avons vu que la 

peau est la première barrière de protection de l’organisme face au milieu extérieur, et dont 

l’intégrité de cet organe est primordiale. Ainsi, lorsqu’une plaie est formée, l’organisme va 

réagir en déclenchant de manière immédiate différentes voies cellulaires programmées et 

cordonnées qui correspondent au processus de cicatrisation. Cette dernière se déroule 

généralement en 14 jours en passant par les 4 phases vues dans la première partie, 

l’hémostase, l’inflammation, la prolifération et le remodelage. Cependant, en conséquence de 

différents facteurs contribuant à la non-cicatrisation de la plaie (étiologie, état de santé et âge 

du patient, taille et profondeur de la plaie), sa guérison peut être prolongée, et au-delà de 6 

semaines, elle est considérée comme une plaie chronique dont la physiopathologie a été 

décrite.  

Ainsi, les pansements utilisés dans la gestion de ces plaies chroniques allant du simple 

pansement au pansement intelligent, ont été évoqués dans la deuxième partie de ce chapitre. 

Il a été aussi décrit les facteurs amenant à la chronicité d’une plaie. Ceux-ci sont de deux types, 

des facteurs physiques et des facteurs chimiques. 

Plusieurs aspects dans la gestion de ces plaies chroniques ont été retenus.  

Le premier, est le besoin actuel en outil de diagnostic et de monitoring de l’état d’une plaie. 

En effet, on a une tendance à l'évolution de capteurs intégrés dans des pansements pour des 

applications biomédicales, dans le but d’analyser en temps réel l’état de la plaie. Comme le 

capteur est intégré à un pansement, le personnel médical n’est pas contraint de retirer le 

pansement pour observer l’état de la plaie ou réaliser des prélèvements. On a besoin d’outils 

de diagnostic simples et rapides, donc un capteur intégré à un pansement, pouvant monitorer 

la plaie mais aussi instiller des médicaments au sein de la plaie est un outil très intéressant qui 

a suscité notre intérêt de développement. Nous avons choisi de travailler avec un capteur à 

électrodes interdigitées (IDE) car sa structure est petite et permettra d’analyser 

électriquement par mesure d’impédance et de capacité électrique la structure du capteur 

lorsqu’elle sera modifiée ou altérée de n’importe quelle façon. 

Le second, est l’identification de marqueurs spécifiques des plaies chroniques. Deux en 

particulier ont retenu notre attention. La première est une métalloprotéase de la matrice, la 

collagénase-3 (MMP-13) qui témoigne d’une inflammation. Nous avons constaté que celle-ci 

est essentielle dans le remaniement rapide de la matrice extracellulaire et lorsque celle-ci est 

en excès, notamment dans les plaies chroniques, le système MMP/TIMP est dérégulé 

bloquant ainsi toute cicatrisation et bloquant la plaie en phase inflammatoire. La seconde est 

l’élastase des neutrophiles humain (HNE) qui témoigne d’une infection. Cette élastase a un 

rôle essentiel dans la réponse immunitaire innée, dans les processus de remodelage tissulaire 

et dans l’apparition et la résolution de l’inflammation. Ainsi, lorsque cette enzyme est 
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surexprimée, tout comme la MMP-13, elles empêchent la bonne cicatrisation de la plaie et la 

maintienne chronique. 

Dans le cadre de ce travail de thèse, un capteur IDE fonctionnalisé permettant d’identifier et 

de mesurer les activités protéasiques de la MMP-13 et de la HNE a été réalisé. Ce capteur sera, 

in-fine, associé à une étiquette RFID et formera ainsi un capteur-RFID associé au pansement 

intelligent. 

Pour réaliser un tel dispositif, ce manuscrit de thèse s’articule autour de 4 objectifs principaux 

qui constitueront un cahier des charges. 

Le premier, est de concevoir un matériau peptidique hybride spécifique et sensible à l’activité 

protéasique de chaque enzyme. Pour ce faire, des séquences spécifiques ont été 

sélectionnées puis réalisées grâce à la synthèse peptidique pour obtenir des peptides hybrides 

silylés. Une particularité des peptides hybrides réalisés est qu’ils possèdent un groupement 

métallocène, en particulier le ferrocène, qui permettrait, une fois le matériau greffé sur la 

surface du capteur d’augmenter les propriétés électriques mesurées. 

Une fois les peptides hybrides silylés conçus, un deuxième objectif sera de rendre ces peptides 

hybrides fonctionnels par l’ajout d’un ou plusieurs groupes alkoxysilanes qui leur permettront 

de former un réseau tridimensionnel qui correspondra au futur matériau. Ce matériau sera 

d’abord étudié en solution, grâce à des groupes triméthylsilyles l’empêchant de former un 

réseau tridimensionnel et donc ne pouvant pas rentrer dans un procédé sol-gel d’hydrolyse 

d’alkoxysilane et de condensation. Le tout sera analysé par LC/MS.  

Le troisième objectif sera d’étudier le matériau greffé sur la surface du capteur IDE. Le 

matériau sera greffé grâce à des groupements triéthoxysilyles qui lui permettra de former le 

réseau tridimensionnel en entrant dans le procédé sol-gel d’hydrolyse d’alkoxysilane et de 

condensation. Ce matériau sera étudié grâce à différentes techniques d’analyses 

physicochimiques. On peut citer la spectrométrie photoélectronique X (XPS), le microscope à 

force atomique (AFM), la microscopie électronique à balayage (MEB) couplée à la 

microanalyse par énergie dispersive de rayons X (EDX) et par épifluorescence. 

Enfin, lorsque tous ces critères seront validés, le quatrième et dernier objectif de ce projet de 

thèse sera d’étudier les propriétés électriques du capteur IDE avant et après le greffage du 

matériau peptidique hybride et d’étudier la résistance du matériau en solution et contrôler 

que cela ne change pas ou du moins de manière insignifiante les mesures électriques 

enregistrées. Puis d’étudier et de vérifier que l’activité enzymatique qui agit sur le matériau 

entraine une modification irréversible des propriétés électriques enregistrées et qu’elles 

puissent être significativement importantes. 

La représentation schématique combinant à la fois les propriétés électriques enregistrées sur 

le capteur IDE et le matériau peptidique hybride greffé sur sa surface sont représentés sur la 

Figure 26 ci-dessous.  
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Chapitre 2. Conception d’un matériau peptidique hybride sensible à 

une activité enzymatique 

 

La première étape dans la conception d’un pansement connecté capable de détecter une 

activité enzymatique, était de concevoir un matériau sensible à une activité enzymatique 

donnée et de l’utiliser pour fonctionnaliser le capteur. Les enzymes pertinentes dans le suivi 

des plaies étant des protéases (i.e. Élastase des neutrophiles humains HNE, témoignant d’une 

infection, et MMP-13 humaine témoignant d’une inflammation), nous avons choisi d’élaborer 

ce matériau à partir de peptides dont les séquences étaient reconnues et spécifiques de ces 

enzymes. 

 

Nous avons émis l’hypothèse que la dégradation de ce matériau (contenant des groupements 

bien choisis) entrainerait une modification suffisante des propriétés électriques du capteur 

pour qu’elle puisse être détectée par un analyseur d’impédance, témoignant de la présence 

d’enzymes actives. Afin d’améliorer la sensibilité de notre dispositif, nous avons envisagé 

d’introduire un métallocène dans le matériau qui doit améliorer la conductivité lorsqu’il est 

présent.135 

 

Grâce à un travail mené en collaboration entre l'équipe « Aminoacides, Hétérocycles, Peptides 

et Protéines » (AHPP) de l'IBMM et l'équipe « Chimie Moléculaire et Organisation du Solide » 

(CMOS) de l'ICGM, une nouvelle famille de matériaux peptidiques hybrides a été développée. 

Ces matériaux sont préparés par le procédé sol-gel à partir de molécules hybrides, des 

peptides possédant un ou plusieurs groupes alkoxysilanes capables par leur hydrolyse et leur 

condensation chemosélective, de former un réseau hybride tridimensionnel. Dans notre 

dispositif, cette polymérisation inorganique devra se faire à la surface du capteur afin de 

former la couche dégradable par les enzymes. 

 

La première partie de ce chapitre est consacrée aux principes fondamentaux de la 

polymérisation minérale par procédé sol-gel inorganique et souligne ses principaux atouts 

pour la préparation de peptides hybrides polymérisés. 

La seconde partie présente les séquences peptidiques choisies afin qu’elles puissent être 

reconnues et clivées par la MMP-13 et par l’élastase, ainsi que les peptides contrôles.  

La synthèse des peptides hybrides, utilisant d’abord la synthèse peptidique sur support puis 

l’ajout de groupes alkoxysilanes sur ces séquences sont présentés dans la troisième partie. 

Enfin, la quatrième partie sera consacrée à l’étude de la dégradation de peptides hybrides 

silylés en solution par une activité enzymatique.  
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Partie 1. Polymérisation par procédé sol-gel 

1.1. Généralités 

Le procédé sol-gel a été découvert au 19ème siècle par Ebelmen136,137 et Graham138. Ils ont 

alors observé que l’hydrolyse du TEOS (tétraéthyle orthosilicate) dans des conditions acides 

générait de la silice sous la forme d'un matériau semblable au verre. 

L’appellation sol-gel correspond à la contraction des termes solution-gélification. Le principe 

de ce procédé, souvent appelé « chimie douce »139, fait référence à une polymérisation 

inorganique de précurseurs moléculaires afin de former un réseau d’oxydes à basse 

température et dans des conditions douces, par opposition avec les préparations de 

céramiques à haute température par exemple. Les précurseurs généralement utilisés sont des 

alcoxydes métalliques dont la formule générale est M(OR)n où M correspond à un métal (Si, 

Al, Ti, etc.) et R à un groupe alkyle (Me, Et, etc.).  

Le métal qui est le plus utilisé pour ce type de procédé reste le silicium, dont ses précurseurs 

Si(OR)4 sont assez stables et se manipulent très facilement. 

 

Le procédé est caractérisé par une transition sol-gel, représenté sur la Figure 27 ci-dessous. 

Le « sol » est une suspension stable de particules colloïdales dans un liquide. Ces particules 

sont en constant mouvement brownien ce qui leur permet de rester en suspension. Elles sont 

donc ainsi soumises aux forces d’interaction de Van der Waals et aux forces électrostatiques. 

Le « gel » est un réseau solide tridimensionnel et réticulé qui renferme de grandes quantités 

de solvant. L’eau est impliquée en tant que réactif et peut être aussi utilisée comme solvant. 
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Figure 27. Principe du procédé sol-gel et mises en forme possible. 

 

Les conditions relativement douces permettent d’imaginer de nombreux types de mises en 

forme : par exemple l’électro déposition, le spin ou encore le dip-coating.  

Le dip-coating est particulièrement intéressant pour déposer une couche fine et uniforme de 

biomatériau sur un substrat. J’ai utilisé cette technique de mise en forme pour obtenir une 

couche de biomatériau sur un substrat durant mon travail de thèse. J’ai également travaillé 

avec une technique de simple dépôt, par casting, où après évaporation des solvants une 

couche plus dense de biomatériau est obtenue sur le substrat. 

 

Le procédé sol-gel implique deux grands types de réactions, (i) l’hydrolyse et (ii) la 

condensation, qui se déroulent simultanément. 

 

1.2. Étape d’hydrolyse 

Le procédé sol-gel commence par la formation de groupements silanols (Si-OH) par hydrolyse 

des groupements alcoxydes (Si-OR) formant un silanol et libérant un alcool (ROH) selon 

l’Équation 1 ci-dessous : 

 

 

Équation 1. Réaction d'hydrolyse. 
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1.3. Étape de condensation 

Cette étape mène à la formation de liaisons siloxanes (Si-O-Si). Il existe deux types de réactions 

de condensation, (i) l’alcoxolation (Équation 3) qui correspond à la condensation entre des 

groupements hydroxyles et alcoxydes avec une libération d’alcool, et (ii) l’oxolation (Équation 

4) qui correspond à la condensation entre des groupes hydroxyles, avec une libération d’eau. 

 

 

Équation 3. Réaction d'alcoxolation. 

 

 

Équation 4. Réaction d'oxolation. 

 

Tout comme l’étape d’hydrolyse, la catalyse (acide, basique, nucléophile) va jouer un rôle 

important. Le mécanisme de la réaction va être exactement le même que pour celui de 

l’hydrolyse mais les silanols sont les espèces nucléophiles dans ces conditions acides. 

 

Dans le procédé sol-gel, la Figure 29 montre que le choix du catalyseur est important et va 

influencer la texture (surface, porosité) du matériau résultant. Ainsi, un pH acide (taux 

d’hydrolyse élevé) va favoriser la croissance du réseau et va conduire à un gel polymérique. 

On va qualifier le gel de colloïdal lorsque le réseau va être de taille importante. En revanche, 

on va le qualifier de gel polymérique lorsque le réseau est constitué de macromolécules.  

 

(OR)3—Si—OH + (OR)3—Si—OR                       (OR)3—Si—O—Si—(OR)3 + R—OH
alcoxolation

(OR)3—Si—OH + (OH)3—Si—OH                       (OR)3—Si—O—Si—(OR)3 + H2O
oxolation
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Figure 29. Effets du pH sur la croissance et la structure d'un gel. 

 

Il est à noter que d’autres paramètres interviennent aussi lors de ce procédé, tels que, la 

nature du précurseur et du solvant, la concentration et la température. 

 

Au lieu d’utiliser des tétra-alkoxysilanes, il est possible d’utiliser des précurseurs organosilanes 

(i.e. (RO)3Si-R’, R’ = partie organique), possédant une liaison Si-C covalente et totalement 

stable. En fonction de la nature de R’, les propriétés du matériau final seront modifiées. On 

obtient donc des matériaux hybrides organique/inorganique. 

L’un des précurseurs organosilanes le plus courant est l’aminopropyltriethoxysilane (APTES) 

qui intervient dans la préparation d’un très grand nombre de matériaux à base de silice (e.g. 

nanoparticules, monolithes, empreintes moléculaires).141,142 Il permet de présenter une 

fonction amine primaire sur le matériau. Celle-ci modifie la charge de surface de la silice, la 

rendant plus électropositive et sert également de point de fonctionnalisation pour 

l’accrochage, via des liaisons amides, d’entités organique d’intérêt comme des peptides ou 

des bras de polyéthylène glycol (PEG).143  

Bien au-delà de ces organosilanes très simples, nous nous sommes intéressés aux peptides en 

tant que partie organique (i.e. (RO)3Si-peptide) pour ce travail de thèse. Les séquences de ces 

peptides sont des substrats d’enzymes (métalloprotéase de la matrice MMP-13 et élastase 

des neutrophiles humains HNE). Des précurseurs hybrides de type « peptides silylés » ont 
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Quelle que soit la méthode utilisée, la condensation du matériau hybride à partir des 

précurseurs, est favorisée par l’évaporation des solvants (eau, alcools) qui pousse la réaction 

vers la formation des liaisons siloxane Si-O-Si.  



  79 

Partie 2. Choix des séquences et conception des substrats peptidiques 

Comme nous l’avons décrit dans le Chapitre 1. État de l’art : du papyrus au pansement 

multifonctionnel connecté, de nombreuses enzymes interviennent dans la cicatrisation, 

certaines sont aussi impliquées dans la colonisation bactérienne. Notre choix s’est porté sur 

deux enzymes humaines qui témoignent d’une mauvaise cicatrisation : la MMP-13 et 

l’élastase des neutrophiles humains (HNE) qui peuvent être liées respectivement à une 

inflammation et à une infection. 

 

2.1. Choix des substrats peptidiques 

2.1.1. La métalloprotéase matricielle 13 : MMP-13 

Il existe de nombreuses MMP qui exercent un rôle physiologique important dans les processus 

de cicatrisation, notamment dans la phase de remodelage où elles dégradent l’ancien 

collagène et participent à la différenciation cellulaire. Ce n’est pas le cas de la MMP-13 qui est 

exprimée par les fibroblastes dans les cancers cutanés et les inflammations chroniques, mais 

pas dans les plaies cutanées qui se cicatrisent normalement.144 Sa présence est donc 

synonyme d’un mauvais pronostic de cicatrisation. 

 

La MMP-13 (en vert), représentée sur la Figure 32, est une endopeptidase à zinc et joue un 

rôle dans la dégradation de la MEC. Les billes vertes correspondent aux ions de calcium et les 

2 plus petites correspondent aux ions chlorure. Les 2 billes violettes indiquées par des flèches 

sont les atomes de zinc catalytique et structural. La partie violette correspond au peptide du 

pro domaine. 

 

Comme la plupart des MMP, la MMP-13 est sécrétée sous la proforme inactive, avec un poids 

moléculaire d’environ 53,82 kDa. La pro enzyme est activée par l’APMA (4-aminophenyl 

mercuric acid) qui va ainsi générer l’enzyme sous sa forme active avec un poids moléculaire 

de 48 kDa. L’APMA est un composé organomercuriel qui agit sur le groupe sulfhydrile formant 

le thiol du résidu cystéine, entrainant le déplacement du site actif de la MMP. Celle-ci s’auto 

clive très facilement sous une forme active avec un poids moléculaire plus faible (30 kDa) qui 

est toujours capable de cliver le collagène de type II. Elle présente une activité gélatinolytique 

et est inhibée par les TIMP (Chapitre 1 Partie 3.2.5. Inhibition des MMP : les TIMP). 
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Figure 34. Représentation du substrat Mca-Mat. Le groupement émetteur de fluorescence (Mca) est en orange et le 

groupement inhibiteur de fluorescence (Dpa) en vert. La double flèche noire correspond à l’endroit de clivage reconnu par la 

MMP-13. 

 

Les séquences des substrats ont été obtenues à partir de la base de données MEROPS qui 

regroupe des informations sur les peptidases et leurs inhibiteurs.148 La classification des 

enzymes est fondée sur des similitudes des structures tertiaire et primaire. Les comparaisons 

des structures sont appliquées aux séquences impliquées dans les réactions comprenant 

notamment le site actif des peptidases mais aussi le site réactif de leurs inhibiteurs. 

 

Le site WebLogo permet de créer des logos de séquence.149 Cela correspond à une 

représentation graphique d’un alignement de séquences multiples d’aminoacides ou d’acides 

nucléiques. Chaque logo est constitué d’une pile de symboles, chaque pile correspondante 

pour chaque position dans la séquence. Sa hauteur totale détermine la conservation de la 

séquence à cette position tandis que la hauteur des symboles dans la pile indique la fréquence 

relative de chaque aminoacide ou acide nucléique à cette position. De manière générale, un 

logo de séquence fournit une description plus riche et plus précise qu’une séquence 

consensus comme un site de liaison ou de clivage. 

 

Pour générer ces logos, les séquences autour des sites de clivage (dix ou plus) sont alignées, 

et un modèle de Markov caché (MMC) est généré (modèle statistique composé d’états cachés 

et de transitions unidirectionnelles qui matérialisent la possibilité de passer d’un état à un 

autre). Le MMC est converti en un logo à l'aide du site WebLogo qui va ainsi permettre de 

montrer la fréquence à laquelle chaque acide aminé a été trouvé dans chaque position autour 

de la liaison clivable. Les résidus d'aminoacides préférés dans chaque site sont représentés 

dans le code habituel à une lettre, et codés par couleur selon le type chimique : vert pour les 

acides aminés polaires (Gly, Ser, Thr, Tyr, Cys, Gln, Asn), rouge pour les acides aminés acides 
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Réf Code composé Séquence MW  

(g.mol-1) 

m/z exp. 

[M+2H]2+ 

Rdt 

1  Mono MMP-13 Fe Si(OEt)3(CH2)3NHCO-Gly-Pro-Leu-Gly-Met-Arg-Gly-Lys(Fc)-NH2 1273.4 635.3 43% 

2 Mono MMP-13 Fluo Si(OEt)3(CH2)3NHCO-Gly-Pro-Leu-Gly-Met-Arg-Gly-Lys(Fluo)-NH2 1366.61 681.5 39% 

3 Mono MMP-13 Fe (D)  Si(Me)3(CH2)3NHCO-bala-pro-leu-bala-met-arg-bala-lys(Fc)-NH2 1315.5 656.3 40% 

4 Bi MMP-13 Fe Si(OEt)3(CH2)3NHCO-Gly-Pro-Leu-Gly-Met-Arg-Gly-Lys(Fc)-Gly-Pro-Leu-Gly-

Met-Arg-Gly-Lys[CONH(CH2)3Si(OEt)3]NH2 

2149.4 1070.1 21% 

5 Bi MMP-13 Fe 

Contrôle solution 

Si(Me)3(CH2)3NHCO-Gly-Pro-Leu-Gly-Met-Arg-Gly-Lys(Fc)-Gly-Pro-Leu-Gly-

Met-Arg-Gly- Lys[CONH(CH2)3Si(Me)3]NH2 

2137.6 1069.8 21% 

6 Bi MMP-13 Fluo Si(OEt)3(CH2)3NHCO-Gly-Pro-Leu-Gly-Met-Arg-Gly-Lys(Fluo)-Gly-Pro-Leu-

Gly-Met-Arg-Gly- Lys[CONH(CH2)3Si(OEt)3]NH2 

2326.8 1161.5 17% 

7 Bi MMP-13 Nle Si(OEt)3(CH2)3NHCO-Gly-Pro-Leu-Gly-Met-Arg-Gly-Nle-Gly-Pro-Leu-Gly-

Met-Arg-Gly- Lys[CONH(CH2)3Si(OEt)3]NH2 

1922.4 959.4 23% 

8 Bi MMP-13 Fe (D) Si(OEt)3(CH2)3NHCO-bala-pro-leu-bala-met-arg-bala-lys(Fc)-bala-pro-leu-

bala-met-arg-bala- lys[CONH(CH2)3Si(OEt)3]NH2 

2401.93 1199.1 15% 

10 Partie coupée 1 par 

MMP-13 

Si(OEt)3(CH2)3NHCO-Gly-Pro-Leu-Gly-OH 588.78 293.3 70% 
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11 Partie coupée 2 par 

MMP-13 

Ac-Met-Arg-Gly-Lys[CONH(CH2)3Si(OEt)3]NH2 779.04 388.5 67% 

12 Bi HNE Fe Si(OEt)3(CH2)3NHCO-Gly-Glu-Pro-Val-Ser-Leu-Leu-Pro-Lys(Fc)-Gly-Glu-Pro-

Val-Ser-Leu-Leu-Pro[CONH(CH2)3Si(OEt)3]NH2 

2269.51 1133 13% 

13 Bi HNE Fe  

Contrôle solution 

Si(Me)3(CH2)3NHCO-Gly-Glu-Pro-Val-Ser-Leu-Leu-Pro-Lys(Fc)-Gly-Glu-Pro-

Val-Ser-Leu-Leu- Pro[CONH(CH2)3Si(Me)3]NH2 

2257.68 1127.08 13% 

14 Bi HNE Fe (D)  Si(OEt)3(CH2)3NHCO-bala-glu-pro-val-ser-leu-leu-pro-lys(Fc)-bala-glu-pro-

val-ser-leu-leu-pro[CONH(CH2)3Si(OEt)3]NH2 

2437.83 1217.1 9% 

15 Bi HNE Fluo Si(OEt)3(CH2)3NHCO-Gly-Glu-Pro-Val-Ser-Leu-Leu-Pro-Lys(Fluo)-Gly-Glu-

Pro-Val-Ser-Leu-Leu-Pro[CONH(CH2)3Si(OEt)3]NH2 

2435.03 1215.6 11% 

16 Bi HNE Fluo (D) Si(OEt)3(CH2)3NHCO-bala-glu-pro-val-ser-leu-leu-pro-lys(Fluo)-bala-glu-pro-

val-ser-leu-leu-pro[CONH(CH2)3Si(OEt)3]NH2 

2615.18 1305.5 10% 

17 Partie coupée 1 par 

HNE 

Si(OEt)3(CH2)3NHCO-Gly-Glu-Pro-Val-OH 562.24 280.1 66% 

18 Partie coupée 2 par 

HNE 

Ac-Ser-Leu-Leu-Pro[CONH(CH2)3Si(OEt)3]NH2 590.75 294.1 64% 

Tableau 8. Liste des peptides hybrides synthétisés durant cette thèse. 

Fc en vert désigne l’acide carboxylique Ferrocène et Fluo en jaune désigne la fluorescéine introduite via l’isothiocyanate de fluorescéine (FITC). Ils ont été introduits tous les deux à l’extrémité de 

la chaîne latérale de la lysine. Les aminoacides en roses correspondent aux zones de coupure par l’enzyme. Le rendement est calculé après purification à partir de la charge de résine de départ. 
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Partie 3. Synthèse de peptides hybrides silylés 

3.1 Généralités 

Les peptides hybrides silylés sont définis comme des peptides fonctionnalisés par un ou 

plusieurs groupes de type silyle, comme représenté sur la Figure 42 ci-dessous.  

 

 

Figure 42. Formule générale d'un peptide hybride silylé. 

 

L'atome de silicium est lié à la partie peptidique par un bras espaceur qui contient une liaison 

covalente C-Si stable. Les groupements de type triéthoxysilylane (R1=R2=R3=OEt) ont été plus 

particulièrement étudiés au cours de ce travail de thèse car ils peuvent être isolés sous forme 

alkoxysilane puis subir des réactions d’hydrolyse et de condensation conduisant à la formation 

d’un réseau inorganique tridimensionnel par procédé sol-gel. 

 

Pour synthétiser les peptides hybrides, nous avons d’abord synthétisé les peptides sur support 

solide puis introduit la fonction silane en déprotégeant sélectivement une des chaînes 

latérales du peptide.  

La synthèse peptidique sur support solide est détaillée dans les paragraphes ci-dessous. 

 

3.2. La synthèse peptidique sur support solide (SPPS) 

La synthèse des peptides a été effectuée par la synthèse peptidique sur support solide (SPPS) 

dont le principe est représenté sur la Figure 43. Mise au point par Robert Bruce Merrifield en 

1963,164 cette méthode est devenue la méthode de référence pour la synthèse de peptides et 

de protéines en laboratoire.  

Elle consiste en la répétition de cycles de synthèse qui comprennent (i) la formation d’une 

liaison amide entre l’amine N-terminale d’un peptide en croissance et l’acide C-terminal d’un 

aminoacide protégé et (ii) la déprotection de l’amine N-terminal après la réaction de couplage 

peptidique. La répétition de n cycles conduit à la formation d’un peptide. Le premier 

aminoacide est ancré dans à une matrice de polymère insoluble par sa fonction acide C-

terminale. Lorsque le peptide est terminé, une réaction de clivage libère le peptide du support 

solide. Suivant la nature des protections utilisées, différents types de support solide et de 

stratégies ont été définies. 

X Si

R1

R3

R2

n

peptide

R1, R2, R3 : Cl, OH, Me, OR et X : espaceur
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amine Boc. Au contraire, les protections des chaînes latérales (de type Bzl) ainsi que le linker 

du support solide sont résistants au TFA mais peuvent être clivés par un traitement à l’acide 

fort comme l’acide fluorhydrique anhydre.  

Dans ce travail de thèse, nous avons choisi la stratégie Fmoc/tBu qui nécessite à chaque étape 

l'utilisation d'une solution d'amine secondaire (par exemple la pipéridine dans le N, N-

diméthylformamide (DMF) pour éliminer le groupe protecteur Fmoc.  

Normalement, le clivage des linkers et l'élimination des groupes protecteurs des chaînes 

latérales sont effectués simultanément par un traitement au TFA. On parle alors 

« d’orthogonalité » des protections Fmoc et tBu car on peut ôter l’une sans déprotéger l’autre 

et vice versa. 

Le schéma général de cette stratégie est représenté sur la Figure 44 avec l’exemple de la 

préparation de peptides C-terminaux amidés, immobilisés sur le linker Rink amide. 

 

 

Figure 44. Principe général de la SPPS par stratégie Fmoc/tBu pour la préparation de peptide C-terminaux amidés sur une 

résine portant un linker Rink Amide. ‘P’ représente des protection permanentes, acidolabiles. 

 

Par ailleurs, il est possible d’obtenir une orthogonalité chimique supplémentaire utile pour 

fonctionnaliser le peptide avant son clivage final du support grâce à des groupes protecteurs 
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de chaînes latérales insensibles au TFA ou à la pipéridine (comme le groupe Alloc qui se 

déprotège par réduction en présence de Tetrakis(triphenylphosphine)palladium(0) 

(Pd(PPh3)4) et de phénylsilane (PhSiH3)). 

 

3.2.2. N-Fmoc Aminoacides utilisés dans cette thèse 

Comme nous l’avons vu, les aminoacides possédant des chaînes latérales réactives requièrent 

des groupes protecteurs dits « permanents » (notés « P » sur la Figure 44) qui doivent rester 

en place durant toute la synthèse afin d’éviter les réactions secondaires.  

 

Les N-Fmoc aminoacides utilisés durant cette thèse sont regroupés dans la Figure 45. Ils 

portent des protections acido-labiles classiques, à savoir : le Pbf (2,2,4,6,7-

pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl) pour protéger la chaîne latérale guanidine de 

l’arginine sous forme d’une sulfo guanidine (i.e. Fmoc-Arg(Pbf)-OH), le tBu (tert-butyle) pour 

protéger la chaîne latérale de la sérine sous forme d’ether terbutylique (i.e. Fmoc-Ser(tBu)-

OH) et le Boc pour protéger l’amine primaire de la chaîne latérale de la lysine sous forme 

uréthane (i.e. Fmoc-Lys(Boc)-OH). Tous ces groupes protecteurs sont déprotégés par un 

traitement au TFA.  

 

Un autre type d’aminoacide de type Lysine a été utilisée dans ce travail. Il s’agit de la Fmoc-

Lys(Alloc)-OH (Alloc : allyloxycarbonyle). Le groupement Alloc est orthogonal au Boc et au 

Fmoc et peut être enlevé sélectivement par réduction à l’aide du Pd(PPh3)4. Son utilisation 

lors de la synthèse de peptides hybrides est expliquée dans le paragraphe 3.2.4. Cycles de 

synthèse peptidique : déprotection et couplage en stratégie SPPS. 
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Figure 45. Liste des aminoacides utilisés durant ce travail de thèse. 
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3.2.3. Résine / Linker 

Le choix de la matrice des billes de résine pour la méthode SPPS se fait principalement en 

fonction de la taille du peptide. Pour les peptides les plus longs dont la séquence contient plus 

de 15 acides aminés, une résine à base de PEG (polyéthylène glycol) est préférée à la matrice 

PS (polystyrène), la plus classique. LE PEG gonfle très bien dans les solvants organiques utilisés 

en synthèse peptidique (i.e. DMF) ce qui facilite l'accessibilité des réactifs. Plus important et 

contrairement au PS, le PEG peut établir des liaisons hydrogène avec la chaîne peptidique en 

croissance, ce qui limite les phénomènes d'agrégations des peptides ancrés. L’agrégation 

correspond à l’établissement d’un réseau de liaisons hydrogènes inter-chaines peptidiques 

qui conduit à des repliements sous forme de feuillets béta, une mauvaise accessibilité de 

l’amine N-terminale et à des couplages incomplets. L’agrégation est donc responsable de 

l’apparition de peptides tronqués ou de délétion (une ou plusieurs aminoacides manquants 

dans la séquence) qui diminuent la pureté du peptide après clivage de la résine. 

Dans cette thèse, nous avons utilisé un seul type de matrice, l’Amphisphere, qui est un 

copolymère de PEG/PS. 

 

En stratégie Fmoc/tBu, les linkers utilisés se clivent en présence de TFA de façon concomitante 

aux protections des chaines latérales. Afin d’obtenir des peptides dont le côté C-terminal est 

sous forme acide carboxylique, on utilise le linker trityl. 

Dans ce travail de thèse, le linker Rink amide a été choisi pour obtenir après clivage un peptide 

avec une fonction amide en position C-ter. Le linker Rink amide est installé sur la matrice 

polymère de la bille de résine, sous forme protégée par un groupement protecteur Fmoc. 

Après déprotection du Fmoc en présence de pipéridine dans le DMF, l’ancrage du premier 

aminoacide sur l’amine primaire du linker Rink amide, s’effectue par un couplage classique 

(Figure 46). 

 

 

Figure 46. Ancrage du premier aminoacide C-terminal sur un support solide fonctionnel avec le linker Fmoc-Rink Amide. 
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3.2.4. Cycles de synthèse peptidique : déprotection et couplage en stratégie SPPS 

Comme nous l’avons vu, un cycle de synthèse peptidique correspond à l’ajout d’un 

aminoacide du côté N-terminal d’un peptide en élongation. Il se compose de deux étapes : (i) 

la déprotection du groupement protecteur de l’amine de l’aminoacide qui se trouve du côté 

de la résine (C-terminal), puis (ii) du couplage de l’aminoacide suivant. 

 

I. Déprotection 

Le Fmoc est déprotégé par l’action d’une amine secondaire qui peut arracher le proton en 

alpha du cycle fluorenyl, conduisant à la formation du dibenzofulvène (DBF) et d’un acide 

carbamique, représenté dans la Figure 47 ci-dessous. Ce dernier se décarboxyle 

spontanément. Le DBF relargué est éliminé par filtration de la résine et peut même être dosé 

par UV pour contrôler la quantité d’aminoacide prêt à réagir sur la résine. Certains robots de 

synthèse réalisent cette mesure automatiquement. 

 

 

Figure 47. Déprotection du groupement Fmoc. 

 

Les groupements Fmoc ont été déprotégés par deux traitements DMF/pipéridine successifs 

(80/20 ; v/v) de 10 minutes. 
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II. Couplage 

Afin de former une liaison peptidique (amide) entre un acide carboxylique et une amine, il est 

nécessaire d’activer la fonction acide. 

Cela consiste en la formation, à partir de l’acide carboxylique, d’un ester actif COOX avec X un 

groupe électroattracteur qui rend le carbonyle électropositif et permet au doublet de l’amine 

de l’attaquer. X est aussi un bon groupe partant, représenté sur la Figure 48. La formation de 

l’ester actif passe par la formation du carboxylate de l’acide ce qui nécessite l’usage d’une 

base lorsque l’on utilise un agent de couplage. 

 

 

Figure 48. Activation et couplage peptidique. 

 

Au cours de cette thèse, les peptides ont été généralement synthétisés à une échelle de 0,25 

mmol, quantité théorique de linker présent sur la résine. Le DMF a été utilisé comme solvant 

de couplage. L’agent de couplage utilisé lors de la SPPS est l’O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-

N,N,N’,N’-tetramethyluronium hexafluorophosphate (HATU), un puissant activateur des 

acides carboxyliques. Le mécanisme de couplage de l’acide via l’activation de HATU est détaillé 

sur la Erreur ! Source du renvoi introuvable.. 

L’HATU a été utilisé en quantité équimolaire par rapport à l’aminoacide protégé (Fmoc-AA-

OH) et à 5 eq par rapport à l’amine libre présente sur la résine. Il convient de noter que l’HATU 

ne doit jamais être utilisé en excès par rapport à l’aminoacide à activer. En effet, l’excès 

pourrait entrainer une réaction de guanylation indésirable de l’amine N-ter libre.  

La réaction d’activation par HATU procède à partir du carboxylate de l‘aminoacide à activer et 

nécessite donc l’usage d’une base non nucléophile (pour que la base ne réagisse pas avec 

l’acide activé lui-même). Une amine tertiaire, soluble dans les solvants organiques est utilisée. 

La base organique permet à la fois de former le carboxylate à partir de l’acide (réaction 

acide/base) mais également de garder l’amine sous forme non protonée, disposant ainsi de 

son doublet électronique libre pour attaquer le carbonyle électropositif. 
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Figure 49. Mécanisme de couplage de l’amide par l’activation de l’HATU. 

 

De même, nous avons systématiquement réalisé des doubles couplages ; c’est-à-dire que la 

réaction de couplage a été conduite durant deux fois 5 minutes avec une vidange du réacteur 

de support solide contenant la résine entre les deux. 

Toutes les étapes de couplage ont été réalisées à pH basique (environ 10) afin de former l’ion 

carboxylate et garder l’amine non protonée. Pour cela, la base de Hünig, l’amine tertiaire N,N-

diisopropyléthylamine (DIEA) soluble dans le DMF a été utilisée sur l’aminoacide protégé à 10 

eq. A l’issue du couplage, la résine est ensuite rincée deux fois avec du DMF. 

 

3.2.5. Déprotection sélective du groupement Allyloxycarbonyl (Alloc) et introduction sélective de 

groupes fonctionnels (métallocène ou fluorescéine) 

En milieu de séquence, l’aminoacide Fmoc-Lys(Alloc)-OH a été couplé. Cela va permettre de 

pouvoir rajouter sur la chaîne latérale de la lysine un groupement métallocène ou un 

groupement fluorescent. Le couplage se fait classiquement par SPPS, puis l’Alloc est déprotégé 

dans des conditions neutres avec 0.25 eq de Pd(PPh3)4 en présence de 24 eq de PhSiH3 dans 

du DCM durant deux fois 30 minutes. Le PhSiH3 permet de fixer le système allylique, ceci 

induisant une orthogonalité avec les groupements protecteurs les plus courants.  

Ensuite pour coupler le métallocène, le ferrocène carboxylique acide celui-ci est ajouté à 1.25 

eq dans une solution de 1 eq de HATU et de 3 eq de DIEA dans du DMF pendant 2h.  

Pour coupler le fluorochrome, 1 eq d’isocyanate de fluorescéine (FITC) a été utilisé en 

présence de 10 eq de DIEA dans du DMF et mis en présence de la résine possédant une amine 

libre durant 2h. 
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Les schémas de déprotection de l’alloc et de couplage du métallocène ou du fluorochrome 

sont représentés sur la Figure 50 ci-dessous. 

 

 

Figure 50. Déprotection de l'Alloc et couplage du groupement métallocène ou du groupement fluorescent. 

 

Puis les étapes de déprotection et de couplage s’enchaînent jusqu’à obtenir le peptide 

attendu et la résine est rincée deux fois avec du DCM. 

 

3.2.6. Clivage 

Le clivage du peptide permet de détacher le peptide du linker. Les groupes protecteurs des 
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minutes à 38°C avec un mélange de TFA/TIS/H2O (95/2.5/2.5, v/v/v). Le triisopropylsilane (TIS) 

et l’eau sont utilisés comme piégeurs de carbocations afin d’éviter les réactions secondaires 

lors de la déprotection du peptide en réagissant avec les carbocations créés lors de la 

déprotection des chaînes latérales pouvant être alkylées (en particulier sur les noyaux 

aromatiques riches en électrons de Tyr et Trp et sur l’atome de soufre de Met et Cys).  
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La résine clivée est éliminée par filtration et le peptide désiré déprotégé est obtenu en solution 

dans le TFA. Après concentration du TFA sous vide, le peptide est précipité dans l’éther 

diéthylique (Et2O) et lavé deux fois avec le même solvant. 

 

3.3. Purification 

Le peptide est purifié par RP-HPLC (Reverse-Phase High Performance Liquid Chromatography) 

sur une HPLC Gilson 2250 équipée d’une colonne C18 phase inverse. Les conditions standards 

sont les suivantes : système éluant A (0,1% de TFA dans H2O) et système B (0,1% dans 

acétonitrile). Un débit de 50 mL/min et un gradient de (0-100) % B avec des temps adaptés 

ont été utilisés, à une longueur d'onde de détection de 214 nm. Après analyse, les fractions 

correspondant au peptide attendu sont regroupées, analysées par LC/MS et lyophilisées. 

 

3.4. Silylation 

3.4.1. Généralités 

La silylation consiste en l’introduction d’un groupement silane sur le peptide.  

Deux types de silylation ont été réalisées : introduction d’un groupe triméthylsilyle ou d’un 

groupe triéthoxysilyle. Le groupe triéthoxysilyle permet d’obtenir des peptides hybrides 

pouvant réagir par sol gel par hydrolyse et condensation. Au contraire, les peptides hybrides 

possédant un groupe triméthylsilyle ne peuvent pas condenser et sont destinés à servir de 

contrôles en solution afin d’étudier les différents sites de coupure de l’enzyme (MMP-13 ou 

élastase). 

La silylation est réalisée après la synthèse du peptide, sur le peptide purifié. En effet, le 

groupement silane est fragile et s’hydrolyse et se condense facilement en présence d’eau. La 

purification HPLC dans des conditions conventionnelles eau/acétonitrile est donc exclue.  

Le réactif silylé que nous avons choisi dans ce travail de thèse pour introduire le groupe silane 

est un isocyanate. Ce choix a été dicté par différentes raisons.  

Tout d’abord, les dérivés silylés d’isocyanates sont des réactifs disponibles dans le commerce. 

Par exemple, le 3-(Triethoxysilyl)propyl isocyanate (ICPTES) provient d’Alfa Aeser et le 

isocyanato propyl triméthylsilane (ICPTMeS) de SIKÉMIA. 

Ensuite, l’isocyanate est très réactif vis-à-vis des nucléophiles. La réaction rapide entre un 

isocyanate et une amine libre limite les risques d'hydrolyse prématurée des groupes 

alkoxysilanes qui pourraient entraîner une condensation indésirable. Aucun agent de 

couplage n'est nécessaire, seule une base (DIEA) est ajoutée pour déprotoner les éventuels 

ammoniums et former des amines nucléophiles prêtes à attaquer la fonction isocyanate. La 

réaction d'un isocyanate avec une amine primaire ou secondaire résulte en une liaison urée 

entre le linker qui présente l'atome de silicium et le peptide. 
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3.4.2. Synthèse de peptides hybrides  

Les peptides hybrides mono silylés ont été préparés en faisant réagir l'amine N-terminale des 

avec un isocyanate silylé : ICPTES pour les peptides hybrides polymérisables et l’ICPTMeS pour 

les peptides modèles non polymérisables (Figure 51A). Pour obtenir des peptides bis-silylés, 

une lysine a été introduite du côté C-terminal, en début de synthèse. Ces peptides possèdent 

donc deux amines réactives, l’amine primaire en N-ter et la chaine latérale de la Lysine C-

terminale. Ces deux amines réagissent avec les deux types d’isocyanates (ICPTES et ICPTMeS) 

de la même façon pour donner des peptides hybrides bis-silylés (Figure 51B).  

 

Il convient de noter que les séquences de peptides choisies ne présentant aucun autre groupe 

amino que celui/ceux destiné(s) à réagir avec l'isocyanate, ils ont donc été fonctionnalisés 

après clivage et purification dans leur forme totalement déprotégée.  

 

 

Figure 51. Synthèse de peptide hybride hydrolysable. En A, le peptide monosilylé. En B, le peptide bis-silylé. 

 

Les peptides hybrides triéthoxysilane sont les précurseurs des biomatériaux greffés sur le 

substrat capteur.  

Les peptides hybrides triméthylsilane sont des composés utilisés lors des contrôles réalisés en 

solution afin d’étudier les différents sites de coupure de l’enzyme (MMP-13 ou HNE). 
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3.4.3. Analyses des peptides hybrides  

La silylation des peptides hybrides a pu être contrôlée par LC/MS (Liquid Chromatography / 

Mass Spectrometry). Le système LC/MS est constitué d'un système HPLC Waters Alliance 

2695, couplé à un spectromètre ZQ Waters-Micromass (Manchester, UK) (mode d'ionisation 

électrospray, ESI+) qui est analyseur de masse quadripolaire permettant de déterminer le 

rapport masse/charge (m/z) de divers analytes. Le principe de fonctionnement de la LC/MS 

est schématisé sur la Figure 52.  

Les échantillons pour les analyses LC/MS sont préparés dans un mélange eau/acétonitrile 

(50/50 v/v), contenant 0.1% de TFA. L’analyse est effectuée juste après la préparation des 

échantillons qui s’hydrolysent très rapidement, y compris pendant l’analyse LC/MS. 

L'identification a été effectuée à l'aide d'une colonne à phase inversée Chromolith Speed rod 

C18, 25 × 4,6 mm de chez Merck. Un débit de 3 mL/min et un gradient de (0-100) % B sur 2,5 

minutes ont été utilisés. L’éluant A correspond à de l’eau avec 0.1 % d’acide formique ; et 

l’éluant B correspond à l’acétonitrile avec 0.1 % d’acide formique. La détection par UV a été 

réalisée à 214 nm. Les temps de rétention sont toujours indiqués en minutes. Les spectres de 

masse d'électrospray à ions positifs ont été acquis à un débit de solvant de 200 µL/min. L'azote 

a été utilisé comme gaz de nébulisation et de séchage. Les données ont été obtenues dans un 

mode de balayage allant de 200 à 1600 m/z par intervalles de 0.1 seconde. 10 scans ont été 

additionnés pour obtenir le spectre final. 

 

 

Figure 52. Schématisation du principe d'analyse LC/MS. 

 

Lors des analyses LC/MS les éthoxysilanes sont hydrolysés plus lentement, mais ils sont à peine 

observés, sauf s’ils sont injectés très rapidement après leur dissolution et sur des gradients 

très courts, inférieurs à 3 minutes. La plupart du temps sur l’analyse LC/MS on ne va observer 

que les fonctions silanols. En spectrométrie de masse, nous pouvons nous attendre à détecter 
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la valeur m/z du silanol protoné ou cationisé, avec la forte présence d’un ion de silicium 

provenant de la perte d’une molécule d’eau de l’espèce protonée. 

 

L’analyse LC/MS du peptide hybride bis-silylé avec le groupement ferrocène, correspondant 

au peptide hybride 4 (Tableau 8) est représentée sur la Figure 53 ci-dessous. 

Sur le chromatogramme, le peptide sort à un temps de rétention (tR) de 1.18 minutes. 

Les formes di, tri et quadri chargées du peptide sont affichées, avec [M+2H]2+ m/z 1075.8, 

[M+3H]3+ m/z 705.7, [M+4H]4+ m/z 533.7, respectivement. 
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Figure 53. LC/MS peptide hybride 4 bis-silylé. LC/MS (ESI+) of peptide 2. MW = 2149.45 g/mol. 

LC/MS (ESI+) : tR = 1.87 min, [M+2H]2+ m/z 1075.8, [M+3H]3+ m/z 705.7, [M+4H]4+ m/z 533.7. 
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Partie 4. Étude de la dégradation des peptides hybrides silylés en solution par une 

activité enzymatique : la MMP-13 

Une fois les peptides choisis, nous avons vérifié que les enzymes étaient capables de 

reconnaitre les séquences et de les cliver. Nous avons d’abord réalisé cette étude en solution, 

en utilisant des peptides hybrides triméthylsilyles ne pouvant pas former de matériau car ils 

ne peuvent pas se condenser. Les peptides hybrides silylés choisis pour la MMP-13 sont les 

peptides 5 et 8 (Tableau 8) correspondants respectivement aux peptides hybrides silylés en 

configuration (L) et (D). Ceux choisis pour la HNE sont les peptides hybrides silylés 13 et 14 

(Tableau 8) correspondants respectivement aux peptides hybrides silylés en configuration (L) 

et (D). Les peptides en configuration (D) vont correspondre aux contrôles négatifs, l’enzyme 

ne devrait pas cliver la séquence du peptide. Nous avons utilisé des enzymes isolées 

commercialement disponibles. 

 

4.1. Activation de la pro MMP-13  

La métalloprotéase matricielle 13 est commercialisée (R&D systems) sous sa forme inactive 

(rhMMP-13) où son site actif est bloqué par son domaine pro-peptidique. L’APMA, (Sigma 

Aldrich, CAS 6283-24-5) est un composé connu pour rompre la liaison entre le pro-peptide et 

le zinc située dans le domaine actif dont le fonctionnement a été décrit dans la partie 2.1.1. 

La métalloprotéase matricielle 13 : MMP-13. Un certain nombre de clivages autolytiques se 

produisent après le déblocage du site actif dépendant du zinc sans affecter l’activité de la 

protéase. 

Pour activer la MMP-13, 10 µg de rhMMP-13 purifiée (masse molaire prédite de 55 kDa) ont 

été dilués dans un tampon biologique de type TCNB (50 mM Tris (trisaminométhane), 10 mM 

CaCl2, 150 mM NaCl, 0.05% Brij-35 (polyoxyéthylèneglycol dodécyl éther) (w/v) à pH 7.5) à 

une concentration finale de 10 µM. Ce tampon est noté T dans la suite de ce manuscrit.  

A cette solution a été ajouté 10 mM d’APMA pendant 2h à 37°C sous agitation douce. Il en 

résulte ainsi la forme tronquée de la MMP-13. 

 

4.2. Dosage de la MMP-13 

La concentration en protéines a été déterminée par absorbance UV. Les mesures 

d'absorbance ont été effectuées sur le spectrophotomètre UV NanoDropTM et analysées par 

le logiciel UV Probe 2.42. La concentration en protéine (Équation 5) a été calculée à partir de 

l’équation de Beer-Lambert suivante : !"#$ = &	 × ) × * 

Équation 5. Équation selon la loi de Beer-Lambert. 

A est l’absorbance de la solution à 280 nm, e est le coefficient d’extinction molaire en L.mol-1.cm-1, l est l’épaisseur de la cuve 

en cm (ici, 1 cm) et C correspond à la concentration en quantité de matière de l’espèce analysée en mol.L-1. e (MMP-13) = 76 
445 L.mol-1.cm-1. 
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La Figure 55 ci-dessous correspond à l’activité de la MMP-13. Blc correspond au tampon T. 

Mca au substrat fluorogénique Mca-Mat. MMP correspond à l’activité enzymatique de la 

MMP-13. L'activité enzymatique de la MMP-13 a été mesurée et déterminée comme activité 

de référence en calculant la pente de la courbe : ΔF = 2.  

 

 

Figure 55. Activité enzymatique de la MMP-13. 

 

A chaque fois que la MMP-13 a été utilisée, les tests d’activité enzymatique ont été reproduits, 

et les valeurs de chaque ΔF a été comparé à la valeur de l’activité de référence afin de vérifier 

la conservation de l’activité enzymatique de la MMP-13 de façon optimale. 

 

4.4. Étude de l’activité enzymatique de la MMP-13 sur le substrat peptidique hybride en 

solution 

4.4.1. Préparation de la solution du peptide hybride contrôle 

Le peptide hybride 5 (figure 28) présente deux groupements triméthylsilyles. Il est donc 

incapable de former un réseau et ne peut donc pas rentrer dans un procédé sol gel d’hydrolyse 

d’alkoxysilane et de condensation, représenté sur la Figure 56 ci-dessous. Nous l’avons 

préparé à des fins de contrôle en solution pour nous assurer que la MMP-13 serait capable de 

reconnaitre le peptide et de le cliver comme attendu. 
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4.4.2. Caractérisation du clivage enzymatique de la MMP-13 sur le peptide hybride 5 par LC/MS 

Nous avons d’abord vérifié la stabilité du peptide hybride 5 en solution dans un tube 

Eppendorf de 1.5 mL en solution à 1 mM dans le tampon T à pH 7.5 à 37°C. La solution est 

placée dans le Thermomixer à 37°C et sous agitation douce. Les tests ont été réalisés en 

triplicatas. 

La stabilité a été suivie par LC/MS pendant 24 heures. Le chromatogramme LC/MS à t=24h est 

présenté sur la Figure 58. 

Le peptide hybride 5 (MW 2137.6 g/mol) a un temps de rétention de 1.60 minutes.  

Le spectre de masse de 5 montre le peptide sous sa forme di-chargée [M+2H]2+ m/z 1069.8, 

tri-chargée [M+3H]3+ m/z 713.3, ainsi que sous la forme tétra-chargée [M+4H]4+ m/z 535.5. 

Les pics aux temps de rétention 2.19, 2.46 et 2.77 minutes observables sur le 

chromatogramme TIC (total ion current) sont présents dans le tampon seul et sont 

attribuables à l’HEPES (acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane sulfonique), un composé 

organique zwitterionique qui ionise beaucoup en analyse LC, mais n’influence en rien les 

analyses du peptide hybride 5. Les fragments 5a 5b et 5c ont été recherchés par SIR (Single 

Ion Recording), un mode d’acquisition sélectif qui permet de détecter uniquement les masses 

recherchées. Comme attendu, les ions [M+H]+ m/z 500.4, mono-chargé du fragment 5a, 

[M+H]+ m/z 1027.6, [M+2H]2+ m/z 514.5, mono et di-chargés du fragment 5b, [M+H]+ m/z 

647.5, [M+2H]2+ m/z 324.3, mono et di-chargés du fragment 5c n’ont pas été détectés après 

24 heures. Nous pouvons en déduire que le peptide hybride 5 est stable en l’absence 

d’enzyme.  
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Figure 58. LC/MS du peptide hybride bis-silylé 5 en solution dans un tampon. [m+2H]2+ m/z 1069.8, [m+3H]3+ m/z 713.3, 

[m+4H]4+ m/z 535.5. Les signaux intenses à 2.19, 2.46 et 2.77 sur le chromatogramme TIC sont dus à l’HEPES. 

 

Le peptide hybride silylé a ensuite été mis en solution (1 mM) en présence de 4 concentrations 

de MMP-13 : 2 nM, 20 nM, 200 nM et 1 µM. Ceci a été effectué dans le but de choisir la 

concentration d’enzyme adéquate pour cliver totalement le peptide hybride 5 en 24 heures à 

37°C. Une expérience type est représentée sur la Figure 59. En clivant le peptide hybride 5, la 

MMP-13 devrait donner les fragments 5a, 5b et 5c. 
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Figure 60. LC/MS du peptide hybride 5 fragmenté après digestion enzymatique par la MMP-13. Les fragments 5a, 5b et 5c 

sont affichés sur le chromatogramme. 
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On en conclut qu’à la concentration de 1 µM de MMP-13, le peptide hybride 5 a été 

totalement clivé par la MMP-13 et aux endroits attendus en 24 heures. Nous obtenons tous 

les fragments issus du peptide hybride 5, montrant que la MMP-13 est capable de reconnaître 

et de cliver le peptide. 

Les pourcentages de dégradation après 24h du peptide 5, obtenus à des concentrations plus 

faibles d’enzyme sont récapitulés dans le Tableau 9 ci-dessous et ont été déterminés après 

intégration des pics UV sur les chromatogrammes LC/MS. 

 

[MMP-13] % peptide hybride 5 à 

T = 0 heure 

% peptide hybride 5 ou de fragments obtenus à 

T = 24 heures 

2 nM 100 %  100 % peptide hybride 5 

20 nM 100 %  66 % peptide hybride 5 

33.5 % de 5b et 5c  

0.5 % de 5a 

200 nM 100 %  10 % peptide hybride 5 

75 % de 5b et 5c 

5 % de 5a 

1 µM 100 %  0 % peptide hybride 5 

87 % de 5b et 5c 

13 % de 5a 

Tableau 9. Dégradation du peptide hybride 5 par la MMP-13 au bout de 24 heures, en fonction de la concentration d’enzyme 

MMP-13. 

 

Afin de permettre une dégradation complète de 10 mM de peptide hybride en solution, la 

concentration appropriée de la MMP-13 est de 1 µM. C’est cette concentration d’enzyme qui 

sera utilisée dans la suite de ce manuscrit et notamment sur la partie capteur-IDE, détaillée à 

la fois dans les Chapitre 3. Matériaux peptidiques hybrides dégradables par l’activité 

enzymatique de la MMP-13 et Chapitre 4. Étude par mesure d’impédance du capteur modifié 

avec le matériau peptidique hybride  

Il est à noter ici que la HNE n’a pas encore été étudiée à ce jour car les temps de réalisation et 

d’optimisation de chaque test enzymatique a été plus long et fastidieux que prévu initialement 

dans le rétroplanning. C’est pour cela que nous avons travaillé uniquement avec la MMP-13. 
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Il reste maintenant à greffer ce modèle de peptide hybride sur le capteur, dont tout le procédé 

sera détaillé dans le Chapitre 3. Matériaux peptidiques hybrides dégradables par l’activité 

enzymatique de la MMP-13. 
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Chapitre 3. Matériaux peptidiques hybrides dégradables par l’activité 

enzymatique de la MMP-13 

Dans le chapitre précédent, nous avons décrit la synthèse de blocs silylés originaux 

peptidiques incorporant des séquences reconnues par deux enzymes d’intérêt. La 

dégradation des séquences en solution a été étudiée en particulier par la MMP-13 dans le 

Chapitre 2. Conception d’un matériau peptidique hybride sensible à une activité enzymatique 

grâce à des peptides hybrides modèles présentant des groupements triméthylsilyles (Si(Me)3) 

à chaque extrémité de la séquence peptidique. Ces peptides hybrides ne présentent aucune 

réactivité dans les conditions sol-gel et restent à l’état monomère en solution. Ils sont donc 

accessibles et peuvent facilement être reconnus et clivés par les enzymes en solution.  

 

Nous devons à présent vérifier que nous pouvons obtenir un matériau par polymérisation 

inorganique sol-gel de peptides triéthoxysilanes (Si(OEt)3). Deux techniques de préparation 

ont été utilisées : le dip-coating ou le casting et ce, sur deux types de supports, en or et en 

oxyde d’aluminium.  

 

Le Tableau 10 résume tous les matériaux qui ont été réalisés au cours de cette thèse. Il est à 

noter que la fonctionnalisation par le MPTMS est réalisée uniquement pour les substrats en 

or. 
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Matériau Fonctionnalisation Peptide  Concentration  Lavage MMP Or Al2O3 

S0      ✔ ✔ 

S0-lav    48h   ✔ 

S-MPTMS MPTMS  1%   ✔  

S1 MPTMS 1 1 mM   ✔ ✔ 

S4 MPTMS 4 1 – 5 – 10 mM   ✔ ✔ 

S4-lav MPTMS 4 1 – 5 – 10 mM 48h  ✔ ✔ 

S4-MMP MPTMS 4 10 mM  24h ✔  

S6 MPTMS 6 10 mM   ✔  

S6-lav MPTMS 6 10 mM 48h  ✔  

S6 MMP MPTMS 6 10 mM  24h ✔  

S7 MPTMS 7 10 mM   ✔  

S8 MPTMS 8 10 mM   ✔  

S8-lav MPTMS 8 10 mM 48h  ✔  

S8-MMP MPTMS 8 10 mM  24h ✔  

Tableau 10. Liste des matériaux réalisés au cours de ce travail de thèse. 
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Partie 1. Préparation d’une couche de matériau hybride dégradable sur un capteur 

modèle en or et caractérisation physicochimique. 

1.1. Généralités sur la fonctionnalisation de surfaces métalliques par des peptides hybrides 

L’utilisation la plus courante des peptides hybrides silylés est la modification de surface des 

matériaux par greffage. En effet, les travaux antérieurs réalisés entre l’ICGM et l’IBMM ont 

montré qu’un groupe alkoxysilane présent sur un peptide pouvait réagir chémosélectivement 

avec différentes surfaces présentant des groupements Si-OH en surface pour former des 

liaisons stables Peptide-Si-O-Si-Surface. De manière avantageuse, il est important de souligner 

que la réaction sol-gel est chemoselective et n’affecte pas les chaines latérales des 

aminoacides. Par cette méthode, des greffages de peptide sur du verre165, de la silice 

mésoporeuse166, des nanoparticules de silice167, mais aussi du silicone activé par traitement 

au plasma168, ont pu être réalisés et une couche de matériau hybride peptidique a été ainsi 

formée et ancrée de manière covalente sur un support. 

 

En théorie, au-delà de l’oxyde de silicium, toute surface d’oxyde métallique peut être modifiée 

par greffage de peptides hybrides silylés pour former des liaisons de type Peptide-Si-O-Métal. 

 

Si les peptides hybrides ont été greffés sur des matériaux siliciques ou silicone, leur 

immobilisation directe sur d’autres métaux ou oxydes métalliques n’a pas encore été réalisée. 

La fonctionnalisation d’une couche de titane par des peptides hybrides a pu être obtenue mais 

elle a nécessité le dépôt préalable d’une couche de silice réalisée en faisant réagir le TEOS 

avec la surface activée présentant des groupes Ti-OH. Différents peptides hybrides 

antibactériens ont été greffés à la couche de silice ainsi obtenue.169 

 

Qu’ils soient chloro ou alkoxysilane, les peptides hybrides peuvent présenter différents types 

de groupement après hydrolyse comme des SiMe2OH, SiMeOH2 et SiOH3. Le nombre de 

méthyles liés au silicium diminue les possibilités de former des liaisons, l’extrême étant le 

triméthylsilyle qui ne peut pas polymériser (dans ce travail, le peptide hybride 5 utilisé comme 

contrôle a été fonctionnalisé avec des groupes SiMe3). En effet, les liaisons Si-Me sont stables 

et empêchent la formation d’autres liaisons. Avec des groupement SiMe2OH, obtenus par 

hydrolyse de précurseurs de type SiMe2OEt ou SiMe2Cl, on ne peut former qu’une seule liaison 

Si-O-X, (X étant un autre atome de silicium ou un autre métal). On peut ainsi obtenir des 

dimères de peptides hybrides en solution170, des polymères linéaires171 ou une monocouche 

en surface d’un matériau, comme du silicone172 ou une couche d’oxyde de titane.169 

En résumé, le nombre de liaisons possibles avec le matériau dépend du nombre de Si-OH après 

hydrolyse.  
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alumine poreuse (Al2O3). La fonctionnalisation d’Al2O3 est décrite au Chapitre 3 dans la Partie 

1.3.1. Préparation des supports en oxyde d’aluminium. 

Ce choix d’un capteur commercial nous a permis dans un premier temps de nous affranchir 

de la non-homogénéité de capteurs à bas coûts plus intéressants pour une application de type 

pansement jetable. Le fait de travailler avec un support standardisé et homogène nous a 

permis de développer la méthode de greffage du matériau, d’étudier sa stabilité et sa 

résistance en présence de différents stimuli et, in-fine, d’étudier l’action d’une enzyme sur le 

matériau greffé sur la surface des électrodes. 

 

1.2.2. Pré-fonctionnalisation des surfaces d’or avec le MPTMS 

Comme nous l’avons expliqué dans le chapitre précédent, il est théoriquement possible de 

greffer un silane sur un métal, en formant une liaison Si-O-Métal et nous avons donc essayé 

de fonctionnaliser directement l’or avec le peptide hybride. 

Pour cela, sans ajout de précurseur, nous avons déposé par casting une goutte de 3 µL d’une 

solution de EtOH/H2O-HCl v/v 98/2 à pH 1.4 d’une concentration de 10 mM de peptide hybride 

4. L’échantillon a ensuite été séché dans une étuve à 60°C afin d’évaporer les solvants, puis 

est rincé rapidement dans de l’eau MilliQ® dans le but d’éliminer les parties du matériau 

peptidique hybride qui n’auraient pas été greffés sur l’or. Notons ici, que, afin de déterminer 

la densité de matériau greffée sur la surface en or, la zone de dépôt de l’IDE a été séparée en 

deux avec un petit morceau de scotch afin de réaliser une « marche » qui pourra permettre à 

l’analyse pas AFM de déterminer la densité de matériau peptidique hybride greffé. De plus, 

lors du dépôt par casting, la goutte ne reste pas uniquement dans la zone de dépôt (Figure 61) 

mais s’étend par capillarité sur toute la surface de l’IDE. Ceci sera ainsi pris en compte lors des 

calculs de densité de surface. Par ailleurs, l’échantillon sera nettoyé avec de l’acétone afin 

d’enlever le matériau peptidique hybride qui aurait pu être greffé au niveau des électrodes de 

travail et des pas des électrodes pour ne pas altérer la mesure électrique qui sera expliquée 

et réalisée dans le Chapitre 4. Étude par mesure d’impédance du capteur modifié avec le 

matériau peptidique hybride. 

La Figure 62A montre une topographie de l’IDE réalisée par microscope à force atomique 

(AFM), dont le principe sera détaillé dans la partie 2.4. AFM. Elle permet d’imager la surface 

de l’IDE avant le dépôt de la solution de précurseur. Après l’analyse de la topographie de cette 

image, il en résulte que la surface de l’IDE est très rugueuse.  

La Figure 62B montre l’état de surface de l’électrode après séchage. On observe bien la 

création du matériau peptidique S4. L’état de surface de l’échantillon enregistré par le logiciel 

de l’AFM (données non montrées) permet d’indiquer que l’état de surface de l’IDE est moins 

rugueux. Ceci suggère un greffage par casting de 1 µm. 

Après un rinçage rapide à l’eau MilliQ®, l’échantillon est ensuite séché sous flux d’azote et est 

représenté sur la Figure 62C. On observe une dégradation importante du matériau peptidique. 
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L’électrode ainsi fonctionnalisée présente un réseau de liaisons covalentes intermédiaires S-

Au entre la surface en or et la couche d’alkoxysilane, sur laquelle la couche de peptides 

hybrides a été greffée. Deux méthodes décrites dans le chapitre précédent ont été utilisées 

dip-coating ou casting.  

 

1.2.3. Essais de dip-coating 

Le dip-coating a été réalisé par trempage à une vitesse de 14 cm.mn-1 dans une solution sol-

gel de EtOH/H2O-HCl v/v 98/2 à pH 1.4 contenant une concentration de 10 mM de peptide 

hybride. Les échantillons ont été séchés durant 30 minutes dans une étuve. 

Malheureusement, le dip-coating ne nous a pas permis d’obtenir une couche très homogène 

sur la surface en or. Ceci est dû au fait que les électrodes interdigitées (100 nm d’épaisseur) 

déposées sur le substrat en verre laissait des zones entre le verre et certaines électrodes qui 

n’étaient pas pré-fonctionnalisées avec le MPTMS. Ainsi, lors du retrait par la méthode de dip-

coating, l’épaisseur entre le verre et les électrodes a entraîné des effets de bords importants, 

rendant l’état de surface greffée peu homogène. De plus, cette méthode est relativement 

longue à mettre en place lorsqu’il est question de réaliser plusieurs échantillons en même 

temps. C’est pour sa facilité de mise en œuvre que nous avons retenu la méthode par casting. 

 

1.2.4. Fonctionnalisation par casting  

Elle permet ainsi le dépôt d’une goutte de la solution contenant le peptide hybride 4 (3µL – 

10 mM d’une solution EtOH/H2O-HCl v/v 98/2 à pH 1.4) puis une évaporation dans une étuve 

à 60°C pendant 30 minutes. La goutte est répartie sur toute la surface, comme détaillée dans 

les paragraphes ci-dessus, et après le séchage, les électrodes de travail et les pas des 

électrodes seront nettoyés (Figure 61). 30 nmoles du peptide hybride ont été greffées sur une 

surface de 10 mm x 6 mm nm2, donnant une densité théorique de 301 peptides/nm2. 

Une couche plus épaisse de matériau greffé pourra être obtenue, rendant sa caractérisation 

plus facile par diverses techniques.  

La Figure 64 ci-dessous illustre la couche hybride immobilisée (cas idéal) à la surface d’or après 

hydrolyse et condensation des fonctions triméthoxysilanes du MPTMS et les éthoxysilanes des 

peptides hybrides.  
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Figure 64. Représentation schématique du greffage des peptides hybrides sur la surface en or préalablement fonctionnalisée 

par du MPTMS. 

 

Les matériaux ont été caractérisés qualitativement et quantitativement par XPS 

(spectrométrie photoélectronique X), MEB-EDX (spectrométrie à dispersion d'énergie X 

couplée au microscope électronique à balayage), microscope à fluorescence ou encore par 

AFM (microscope à force atomique). Toutes ces méthodes et ces résultats d’analyses seront 

présentés dans la partie 2 de ce chapitre. Enfin, les supports ont été caractérisés en mesurant 

l’impédance électrique. Ces mesures feront l’objet du Chapitre 4. Étude par mesure 

d’impédance du capteur modifié avec le matériau peptidique hybride. 

 

1.3. Fonctionnalisation de supports en oxyde d’aluminium poreux par des peptides hybrides 

1.3.1. Préparation des supports en oxyde d’aluminium 

Les supports en oxyde d’aluminium ont été fabriqués au sein de l’équipe « Capteur RFID et 

Électronique Flexible (RFEF) » de l’Institut d’Électronique et des Systèmes (IES). Leur 

conception permet de les produire à faible coût (0.1€ l’unité). Les deux bandes foncées 

représentent les électrodes, en aluminium. La surface entre et autour des électrodes 

correspond à de l’oxyde d’aluminium poreux : Al2O3 (Figure 65). 

 

 

Figure 65. Photo du support en oxyde d'aluminium poreux. 
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Outre son faible coût, l’avantage de ce support est sa flexibilité qui permet de l’intégrer à un 

futur dispositif de pansement intelligent. Sa surface poreuse rend ce support très attrayant en 

augmentant considérablement les capacités de greffage du matériau hybride, tant en surface 

que dans les pores. Cela permettrait d’augmenter la surface de contact entre les enzymes et 

le matériau, amplifiant les résultats électriques par mesure d’impédance électrique (Chapitre 

4. Étude par mesure d’impédance du capteur modifié avec le matériau peptidique hybride). 

Le support en oxyde d’aluminium poreux a été réalisé par l’anodisation d’aluminium déposé 

sur une couche de 8 µm de polytéréphtalate d'éthylène (PET) qui a été fourni par la société 

TAGEOS SAS. L’appareillage utilisé pour l’anodisation est un banc pour échantillons flexibles 

muni d’une cuve mise dans un banc de refroidissement à -20°C. Cette cuve est placée sous 

agitation magnétique. Elle possède comme cathode une grille de platine. Le banc 

d’anodisation est relié à un générateur de courant SourceMeter Keithley 2400 et à un 

multimètre. Le tout est piloté par le logiciel LabVIEW. 

L’anodisation est réalisée en 3 étapes : 

(i) Pré traitement 

Les supports (aluminium sur PET) sont lavés et dégraissés avec un savon et une éponge lisse 

puis rincés avec de l’eau déminéralisée, de l’isopropanol et séchés sous azote. Puis on vient 

déposer en extrémité de support un morceau de ruban adhésif en cuivre qui permettra de le 

relier à la grille de Pt. On vient ensuite rajouter un ruban isolant thermique entre le ruban de 

cuivre et l’échantillon d’aluminium, représenté sur la Figure 66. 

 

 

Figure 66. Pré traitement du support d'aluminium sur PET avant anodisation. 

 

(ii) Anodisation 

L’anodisation se déroule en 3 étapes. La première consiste en la préparation d’une solution 

d’acide phosphorique à 15% qui sera mise dans une cuve préalablement réfrigérée à -20°C. Le 

support est fixé au banc d’anodisation, et jouera un rôle d’anode et sera donc relié à la 

cathode grâce à la partie en cuivre. Le support est ensuite plongé dans cette solution. 

La seconde étape est la mise en place de la réaction d’anodisation. Pour ce faire, pendant 750 

secondes, une tension de 120 V est appliquée selon un mode de réaction galvanostatique 

Ruban de cuivre

Aluminium sur PET
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(courant constant) avec une intensité de 10 mA.cm-2. Cette étape permet la réalisation de 

l’oxyde d’aluminium poreux. La vitesse de la formation de la couche d’oxyde d’aluminium peut 

être représentée selon l’Équation 6 suivante : 

,	 = -	. /	 = 	0,029	. 45 	 . / 
Équation 6. Vitesse de formation de la couche d’oxyde d’aluminium. 

 

d correspond à l’épaisseur de la couche d’oxyde d’aluminium formée, V la vitesse de formation 

de la couche d’oxyde d’aluminium en µm.nm-1, I/S correspond à la densité de courant en 

mA.cm-2 et t, correspond au temps auquel l’échantillon est anodisé. Il en résulte une épaisseur 

de 3.6 µm d’oxyde d’aluminium formée à la surface de cet échantillon. 

La dernière étape consiste en l’élargissement de ces pores. Pour ce faire, le support est mis 

dans une nouvelle solution d’acide phosphorique 15% pendant 110 secondes, à 50°C et sous 

ultrasons. 

 

(iii) Post traitement 

Le support est dans un premier temps rincé dans de l’eau milli Q durant 30 secondes à 50°C. 

Puis il est mis dans une solution d’acide nitrique 5% pendant 120 secondes à 50°C sous 

ultrasons. Cette étape va permettre de nettoyer les pores des traces d’acide phosphorique 

pouvant rester. Enfin, le support est rincé à nouveau dans de l’eau MilliQ® à 50°C durant 30 

secondes, et sera séché sous azote. 

Une fois que le support est maintenant devenu de l’alumine poreuse, des électrodes sont 

ensuite rajoutées sur le support dans le but de créer des contacts électriques. Pour ce faire, 

un masque de nickel est utilisé permettant le dépôt de 300 nm d’électrodes en aluminium 

(Figure 67a). On obtient alors le support schématisé sur la Figure 67b. La Figure 67c représente 

une vue de tranche du support en Al2O3. 
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Figure 67. Support en oxyde d’aluminium poreux (Al2O3). Les électrodes représentées en gris foncé sont en aluminium et 

toute la zone gris clair correspond à de l’Al2O3. 

 

1.3.2. Préparation de la couche hybride sur le capteur  

Le support en Al2O3 est donc prêt à être greffé avec les peptides hybrides silylés par casting. 

La préparation du greffage du matériau est réalisée dans une solution de type sol-gel, dont le 

principe a été vu dans le Chapitre 2. Conception d’un matériau peptidique hybride sensible à 

une activité enzymatique. Elle consiste en le dépôt d’une goutte de 3 µL d’une solution de 2 

% d’H2O/HCl à pH 1.4 et de 98 % d’éthanol absolu contenant 10 mM de peptide hybride 4. 

L’échantillon est ensuite placé dans une étuve à 60°C pendant 30 minutes, et séché sous flux 

d’azote. L’échantillon n’est pas rincé tout de suite dans de l’eau MilliQ® afin d’étudier par la 

suite l’influence de l’humidité et des rinçages sur ce support en Al2O3. 

La goutte est déposée entre les deux électrodes qui permettra par la suite d’étudier les 

propriétés électriques du matériau hybride greffé sur le support en Al2O3. Le greffage est 

assuré par des liaisons Peptide-Si-O-Al, représentées sur la Figure 68. 
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Figure 68. Représentation schématique du greffage du biomatériau sur support d'Al2O3. 

 

La caractérisation du matériau S4 – à partir du peptide hybride 4 – sur plusieurs supports en 

oxyde d’aluminium, sera étudiée par la suite dans la Partie 3. Caractérisation de surface 

métallique en Al2O3 fonctionnalisée par des peptides hybrides 
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Partie 2. Caractérisation de surface métallique en or fonctionnalisée par des peptides 

hybrides 

2.1. MEB-EDX 

En associant la microscopie électronique à balayage (MEB) à la microanalyse par énergie 

dispersive de rayons X (EDX), cette technique permet d’analyser de manière qualitative 

localement ou globalement un matériau non organique. On peut ainsi déterminer la 

composition du revêtement d’un matériau, qui, dans le cas présent, est un matériau 

peptidique hybride sur une coupe micrographique. 

Le principe du MEB consiste à appliquer un champ électrique très intense en pointe de 

cathode pour extraire ou amplifier l’extraction des électrons dans le but d’identifier les 

éléments présents sur l’échantillon tout en réalisant une image en haute résolution. On parle 

de microanalyse par EDX, dans laquelle l’émission des rayons X sera donc traitée de façon 

électronique. Les pics des énergies seront générés et comparés à une base de données 

permettant une analyse qualitative du matériau.  

Dans un premier temps, le support en or non fonctionnalisé (S0) a été analysé dans le but 

d’établir un échantillon servant de « ligne de base » avant que toute modification de cet 

échantillon ait été apportée dans la suite de ce travail. 

Sur l'image électronique de la Figure 69, les bandes noires correspondent au substrat en verre 

et les bandes grises correspondent aux électrodes en or. Trois spectres ont été effectués pour 

analyser l'état de surface de l'échantillon. Les spectres 5 et 6, correspondent à l’analyse de la 

surface en or et sont identiques (seul le spectre 5 est présenté). Ils indiquent un pourcentage 

atomique de 47.1% d’or (Au) sur la surface et de seulement 1.6% de Si ce qui est normal 

l’échantillon n’est pas fonctionnalisé. 

Comme attendu, le spectre 7 correspond bien à l’analyse d’une surface en verre contenant 

majoritairement du SiO2. On observe en effet une augmentation significative du pourcentage 

atomique en silicium (23.47%) et de l’oxygène (67.7%). Il faut noter également un 

pourcentage en carbone élevé au niveau de la surface en or (39.39%), qui suggère une 

contamination organique carbonée, ce qui est très courant. 
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D’abord, le clivage enzymatique peut être observé expérimentalement à l’œil nu. En effet, la 

portion de séquence peptidique possédant la fluorescéine est clivée et relarguée de la surface 

du matériau vers dans la solution ce qui colore en jaune vif la surface entière du support en 

or, comme le montre la photo à droite de la Figure 77. 

Ensuite, l’image obtenue par microscopie à fluorescence montre de façon claire la diminution 

de l’intensité de fluorescence sur les bandes d’or par rapport à la Figure 76, rendant une image 

presque noire. En effet, les images ont été analysées aux mêmes endroits et il en résulte une 

diminution de 35% de la fluorescence. Ce résultat a été obtenu après intégration des pics de 

fluorescence sur logiciel Image J. Quinze zones ont été choisies et les valeurs de fluorescence 

ont été relevées pour chaque échantillon et la moyenne a été déterminée. Les données ne 

sont pas présentées dans ce manuscrit. 

Une fois encore, nous avons pu montrer l’impact de l’activité enzymatique de la MMP-13 sur 

un matériau peptidique hybride greffé sur des électrodes en or. 

Les analyses précédentes de MEB-EDX ou de microcopie fluorescence, bien que très 

informatives, ne nous ont pas permis de quantifier la densité de la couche de matériau 

peptidique hybride greffée sur le support en or.  

 

Afin d’aller plus loin dans notre caractérisation de ces substrats, nous avons utilisé la 

spectroscopie photoélectronique par rayons X (XPS, X-Ray Photoelectron Spectroscopy) pour 

quantifier l’évolution du matériau peptidique (i) greffé sur l’électrode en or, (ii) après les 

lavages et (iii) après digestion par la MMP-13. 

 

2.3. XPS 

L’analyse pas XPS permet d’analyser la surface de l’échantillon par irradiation de rayons X 

monochromatiques, entrainant l’émission de photoélectrons dont les énergies sont 

caractéristiques des éléments qui se trouvent au niveau du volume d’échantillonnage. 

L’appareil fonctionne sous vide, dans une atmosphère oxydante et réductrice. C’est une 

analyse élémentaire non destructive, permettant de déterminer les environnements 

chimiques sur la surface d’un matériau sur une profondeur de 12 nm.  

L’avantage d’une telle technique, c’est qu’elle permet à la fois de donner des informations sur 

la nature des liaisons chimiques à la surface de l’échantillon, mais aussi qu’elle peut être semi-

quantitative.  

On part de l’hypothèse que l’on possède un film homogène de matériau hybride peptidique 

sur la surface en or. Le principe consiste à regarder l’atténuation des électrons du substrat à 

travers la couche organique du film, ainsi que l’atténuation des électrons d’un élément de ce 

peptide à travers le peptide lui-même.  
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L’épaisseur de la couche (d) a été estimée à partir du rapport d’intensité N1s (spectre XPS de 

l’azote) sur Si2p (spectre XPS du silicium) en utilisant l’Équation 7. 

Le nombre 11 correspond au nombre d’atomes d’azote (N) dans le peptide. d est l’épaisseur 

recherchée. 6 est l’angle de collection (90°) des électrons par rapport au substrat. λ89  

correspond au libre parcours moyen des électrons x dans la matrice y. Les : ont été calculés 

avec le logiciel Quases, basé sur la formule TPP-2M.175 TN1s et TSi2p sont les facteurs de 

sensibilité relative de N et Si respectivement, fournis par le fabricant du spectromètre. Mpep 

et MSi correspondent respectivement aux poids moléculaires du peptide et du silicium. 

 

4;<=4>?"@ = 	
11	rBC@ 	× D>? × E;<= × F;<= × :;<=BC@ G1 − IJKG ,:;<=BC@ × LMN6OO
P>? ×DBC@ × E>?"@ × F>?"@ × :>?"@>? × IJK Q− ,:>?"@BC@ × LMN6R

 

Équation 7. Calcul de l'épaisseur de la couche peptidique hybride.  

 

Le nombre de peptides par cm2 peut être estimé en utilisant l'Équation 8, où NA correspond 

au nombre d’Avogadro. 

NBC@(TU)éWX)IL. WTY") 	= 	PBC@ × , ×[\DBC@  

Équation 8. Calcul du nombre de peptide par cm2. 

 

La XPS a été utilisée pour étudier les différentes étapes de notre processus, allant de la 

fonctionnalisation de l'or, au greffage du matériau peptidique hybride puis de l’effet de 

l’enzyme sur ce dernier. 

Nous avons réalisé dans un premier temps, la fonctionnalisation des électrodes en or (S0) par 

le MPTMS pour obtenir la couche de S-MPTMS. 

Ensuite, nous avons souhaité greffer le peptide hybride 1 possédant une seule fonction 

SiMe2(OH) (Chapitre 2 Partie 2.2. Design des peptides hybrides). Le matériau S1 a été obtenu. 

Ce type de peptide ne permet que la formation d’un monocouche puisqu’une seule liaison Si-

O-Si peut être formée. Le greffage a été réalisé par dip-coating ou par casting et les électrodes 

obtenues ont été immergées dans le tampon T pendant 48h afin de vérifier la stabilité de la 

couche. 

Les énergies de liaisons de l’azote, N1s, ont montré une diminution de presque 70%, par 

rapport au même échantillon non rincé, ce qui indique que beaucoup de peptides hybrides 

déposés ne se sont pas greffés de manière covalente à la surface.  

Ces résultats ne sont pas présentés dans le manuscrit.  
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Afin d’augmenter significativement la densité de peptide hybride, nous avons souhaité 

obtenir une multicouche et pour cela nous avons utilisé le peptide bifonctionnel 

trialkoxysilane 4, (Chapitre 2 Partie 2.2. Design des peptides hybrides) capable de donner 3 

liaisons Si-O-Si de chaque côté (C-terminal et N-terminal) (peptide hybride) afin de créer un 

réseau plus dense et donc un matériau plus résistant dont la dégradation entrainera sans 

doute des modifications de signal plus importantes qu’une simple monocouche.  

Comme précédemment, après synthèse de la couche hybride de peptide par casting, 

l’échantillon S4 a été plongé dans le tampon biologique T pendant 48h (S4-Lav).  

Les pourcentages atomiques obtenus sur les différentes électrodes d’or à toutes les étapes du 

processus de fonctionnalisation, de lavage et de digestion sont rapportés dans le Tableau 11 

ci-dessous. Les signaux C1s, O1s, N1s, S2p, Si2p, Fe2p et Au4f correspondent aux niveaux 

d’énergie de liaison atomique du carbone, de l’oxygène, de l’azote, du soufre, du silicium, du 

fer et de l’or respectivement. 

 

Référence C1s O1s N1s S2p Si2p Fe2p Au4f 

S-0 71.6 20.8 1.25 -- -- -- 6.35 

S-MPTMS 80.5 13.3 0.6 0.7 2.8 -- 2.1 

S4 78.9 12.0 6.0 1.1 1.6 0.4 N/D 

S4-Lav 80.3 11.6 5.1 1.0 1.6 0.35 0.05 

S4-MMP 71.3 13.6 7.9 0.6 6.0 0.35 0.25 

Tableau 11. Données répertoriant les pourcentages atomiques obtenus par XPS pour toutes les étapes du processus. 

 

Électrode en or non fonctionnalisée. 

La surface de l’échantillon de référence S0 montre la présence d'une contamination organique 

carbonée, indiqué dans le Tableau 11, avec une forte présence de carbone et d'oxygène, et 

une faible présence d'azote. L’or, servant de ligne de contrôle, est aussi présent sur cet 

échantillon. 
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Greffage du 3-Mercaptopropyltriméthoxysilane (MPTMS). 

Le succès du greffage du MPTMS (S-MPTMS) est attesté par les données XPS avec plusieurs 

indicateurs. Tout d'abord, on peut voir dans le Tableau 11, que les pourcentages atomiques 

élémentaires du carbone, du soufre et du silicium liés au MPTMS augmentent (signal C1s) et 

apparaissent pour S2p et Si2p. Les pourcentages d'oxygène et d'azote diminuent, ce qui 

suggère que la contamination a été réduite à la suite du greffage du MPTMS. Enfin, le signal 

Au4f diminue de plus de 65% (Figure 78-Au). Ces résultats corroborent la présence d’une 

couche organique sur l’électrode en or. 

Le Tableau 11  montrent clairement la présence d'une couche organique sur l'électrode en or. 

En utilisant le signal Au4f atténué, on est capable de calculer l'épaisseur de la couche 

organique équivalente à environ 2.7 nm, ce qui indique que plusieurs couches de MPTMS ont 

été greffées à la surface de l'or. Notons qu’une monocouche de MPTMS a une épaisseur 

équivalente de 0.7 nm.174 

 

 

Figure 78. Énergies de liaisons atomiques de Au4f et de N1s pour les différentes étapes du processus d’étude du matériau 

sur l’or. 
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Greffage du peptide hybride 4. 

Le greffage du peptide hybride 4 a pu être démontré par XPS (Figure 78 et Figure 79). 

 

 

Figure 79. Énergies de liaisons atomiques de Fe2p et de Si2p pour les différentes étapes du processus d’étude du matériau 

sur l’or. 

 

Tout d'abord, le signal de l’azote N1s (Figure 78-N1s) a augmenté jusqu'à 6% à cause de la 

présence de 27 liaisons amides dans le peptide hybride 4. De même, on observe l'apparition 

d'un signal Fe2p, représenté sur la Figure 79-Fe, ce qui est sans doute induit par la présence 

du ferrocène contenu dans la séquence du peptide hybride 4. Ensuite, deux observations 

peuvent être faites au sujet du signal Si2p : d’une part, son pourcentage atomique diminue de 

2.8% à 1.6% car le silicium est majoritairement situé à l'interface entre la couche d'ancrage 

(MPTMS) et le biomatériau et, d’autre part, on observe un déplacement des valeurs d'énergie 

de liaison du silane libre pour S-MPTMS de 104 eV, au silane lié à 101 eV pour le matériau, sur 

la Figure 79-Si. Enfin, on peut noter la disparition complète du signal Au4f, sur la Figure 78-Au, 

suggérant une épaisseur équivalente supérieure à 12 nm (la profondeur accessible à l’analyse 

XPS).  

Ces résultats nous permettent de conclure à la réussite du greffage du peptide hybride 4 sur 

la couche d'ancrage MPTMS. De plus, à partir des données XPS, la densité relative du peptide 

a été estimée à 1.4 peptides/nm2 (sur une profondeur de 12 nm), suggérant un recouvrement 
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complet de la surface par le matériau, compte tenu de sa taille et de sa composition (Chapitre 

2 Partie 2.2. Design des peptides hybrides). 

 

Lavage de l’échantillon S4 : S4-Lav. 

Après plusieurs étapes de lavage (jusqu’à 48h) du peptide hybride 4 greffé sur l'électrode d'or 

(S4-Lav), seules de petites variations peuvent être observées sur les pourcentages atomiques 

du Tableau 11. Une petite diminution de la quantité d'azote (6.0% à 5.1%) est observée ainsi 

que la réapparition d'un très petit signal pour la contribution Au4f. On peut donc supposer 

que seule une quantité mineure de peptides greffés de manière non covalente a été lavée de 

la surface au contraire de ce qui avait été observé avec le peptide hybride monofonctionnel 

de type diméthylsilanol 1. 

La densité relative de peptides a été calculée à 1.3 peptides/nm2 (sur une profondeur de 12 

nm) confirmant la robustesse du greffage sur la surface d'or. 

 

Activité enzymatique de la MMP-13. 

Après avoir été en contact avec la MMP-13 pendant 24 heures, la composition de la couche 

greffée de l’échantillon S4-MMP change qualitativement et quantitativement.  

Tout d'abord, d'après le Tableau 11, la composition atomique de S4-MMP montre une 

augmentation des signaux N1s, Au4f et Si2p et la diminution des signaux C1s et S2p en 

comparaison avec S4. L'augmentation du signal Au4f (Figure 78-Au) indique que de la matière 

organique a été perdue puisque l’on voit à nouveau apparaître le signal de l’or. Cela est 

également confirmé par l'augmentation du signal Si2p et aussi par la forme du spectre Si2p, 

montrant désormais les mêmes proportions du silane libre et du silane lié, Figure 79-Si.  

Ces points démontrent clairement que la MMP-13 coupe les liaisons attendues de la séquence 

du peptide hybride 4, entre la glycine et la méthionine, libérant ainsi certains fragments 

d’aminoacides du matériau. La densité relative des peptides à la surface analysée donne une 

valeur de 0.6 peptide/nm2. Cette méthode d’analyse nous a permis de déterminer la densité 

des peptides greffés sur la surface métallique en or, détaillée dans le Tableau 12 ci-dessous : 

 

Échantillon Densité 

S4 1.4 peptides/nm2 

S4-Lav 1.3 peptides/nm2 

S4-MMP 0.6 peptide/nm2 

Tableau 12. Liste des densités de peptides greffés sur une surface métallique en or. 
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Si l’on considère que seulement 12 nm ont été analysés et que la couche fait 300 nm, on 

pourrait remonter à la densité de peptide par nm2 calculée si l’on connaissait l’épaisseur 

totale. 

Nous avons complété nos analyses XPS par AFM. En effet, comme vu précédemment, l’XPS ne 

peut donner d’information au-delà d’une épaisseur de 12 nm. Afin de confirmer nos calculs 

théoriques de nombre de peptides par unité de surface (301 peptides/nm2, cf. Partie 1.2.4. 

Fonctionnalisation par casting), il nous a semblé intéressant d’essayer de mesurer l’épaisseur 

de la couche de peptide. 

 

2.4. AFM 

La microscopie en champ proche permet d’obtenir une résolution à l’échelle sub-longueur 

d’onde grâce à une sonde locale de haute résolution qui détecte un signal confiné au voisinage 

immédiat de la surface de l’échantillon. Cette technique d’analyse pourra sûrement nous 

permettre de mesurer l’épaisseur du matériau peptidique hybride. 

L’appareil utilisé pour faire l’acquisition de ces images est l’AFM Dimension 3100 (nanoman 

avec close-loop) piloté par un Nanoscope V (Bruker Instruments). Les images topographiques 

ont été réalisées en mode Tapping (c), avec des point-probe-plus (Nanosensors) NCL (rayon 

de l'apex de la pointe entre 2 et 5 nm) et une raideur du levier autour de 20 à 40 N.m-1. Ce 

mode Tapping consiste à faire vibrer le levier à sa fréquence propre de résonance avec une 

certaine amplitude. Quand la pointe interagit avec la surface de l’échantillon, l’amplitude 

diminue car la fréquence de résonance change. Cette sonde va ainsi balayer la surface de 

l’échantillon à une distance de quelques nanomètres. 

Le système dimension va permettre d’imager la surface de l'échantillon positionné sur une 

platine de déplacement motorisée.  

Le contrôle de l'amplitude de vibration du levier (système optique, faisceau laser 650-695nm 

1mW réfléchi par le levier au niveau de la pointe et récupéré sur photodiode 4 quadrants) est 

maintenu constant au cours du balayage du piézoélectrique. Ceci est dû à la boucle de 

régulation qui permet de suivre les variations de hauteur de la surface du matériau.  

Une illustration de ce dispositif est représentée sur la Figure 80. 
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Partie 3. Caractérisation de surface métallique en Al2O3 fonctionnalisée par des peptides 

hybrides 

Cette partie constitue une première approche de la réalisation d’un capteur en Al2O3 poreux. 

L’avantage majeur d’un tel système, comme vu précédemment, est qu’il peut être réalisé à 

bas coût, au sein du laboratoire de l’IES. Un autre avantage est la structure de ce capteur. 

Possédant de nombreux pores, ce support permettra le greffage du matériau peptidique 

hybride à la fois à la surface et aussi dans les pores, et pourra ainsi augmenter 

considérablement la sensibilité du capteur. De plus, cette structure en Al2O3 pourra être 

intégrée directement au niveau de l’étiquette RFID de type passive du futur système qui sera 

développé au sein de l’équipe RFEF de l’IES. 

 

3.1. MEB 

Un MEB à émission de champ (FEG-Field Emission Gun, Hitachi S4800) a été utilisé pour 

caractériser les échantillons. Il permet d’améliorer considérablement la brillance d’un facteur 

100 à 1000 a été utilisé dans le but de visualiser les peptides greffés sur surface d’Al2O3. Le 

principe consiste à appliquer un champ électrique très intense en pointe de cathode pour 

extraire ou amplifier l’extraction des électrons. Cela permet d’obtenir des images avec un 

agrandissement de 800 000 fois avec une résolution de 0.1 nm. 

 

Nous avons d’abord analysé la surface d’oxyde d’aluminium poreux non greffée avant et après 

lavage dans le tampon T (Figure 85A et Figure 85B respectivement). La surface d’Al2O3 

analysée correspond à 0.3 x 0.8 cm. 
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Figure 85. Contrôle par MEB de l'état de surface de l'Al2O3. 

 

Les images de la surface non traitée permettent de se rendre compte de la porosité de ce 

support (Figure 85C). En effet, la Figure 85D permet de mesurer les pores présents au sein de 

l’échantillon, d’une longueur de 639 nm et d’une largeur de 135 nm. Ceci nous permet aussi 

de constater une certaine hétérogénéité de la surface de l’Al2O3. 

La Figure 85A correspond la surface en Al2O3 sans modification n’ait été apportée. L’image de 

la Figure 85B correspond à ce même support une fois qu’il a été lavé durant 48h dans le 

tampon T, puis rincé dans de l’eau MilliQ® et séché sous flux d’azote. On constate que le lavage 

avec le tampon T n’a aucune incidence sur le support en Al2O3. Ceci nous permet dans un 

premier temps de vérifier que le support est stable dans le tampon biologique. 

Nous avons ensuite examiné par MEB la surface de l’échantillon S4 obtenu avec le précurseur 

hybride 4 bis-silylé possédant un groupement ferrocène (Figure 86). 

On observe de nombreux grains de 0.7 µm qui pourraient correspondre au matériau 

peptidique. 

A B

C D
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Figure 86. Greffage du matériau peptidique sur l'Al2O3. 

 

Afin de vérifier la stabilité de ce matériau, le support a été plongé dans le tampon T pendant 

48h ou 72h pour obtenir les échantillons S4-lav et S4-lav 72h. Les échantillons sont ensuite 

rincés plusieurs fois dans de l’eau MilliQ® et séchés sous flux d’azote. 

 

3.2. XPS 

Les supports S0, S0-lav, S4, S4-lav et S4-lav 72h ont été analysés par XPS.  

Sur les supports non greffés, on constate comme attendu la présence d’aluminium à environ 

25%, d’oxygène à 45.27% mais pas de soufre ni d’azote. Le carbone vient d’une contamination 

organique carbonée comme observée pour les capteurs d’or (partie 2.1. MEB-EDX). 

 

L’analyse XPS de S4 confirme la présence du matériau peptidique hybride grâce à la présence 

de 61.45% de carbone et 14.44% d’azote (comparés à S0, de 24.26% de carbone et la non-

détection d’azote) mais également à la présence de 3.66% de silicium. Un nombre de 4.3 

peptides/nm2 greffés a été déterminé sur la surface d’Al2O3, par la même méthode expliquée 

plus haut dans ce chapitre, dans la partie 2.3. XPS.  

 

Les différents lavages dans le tampon T après 48h ou 72h, puis rinçages dans l’eau MilliQ® et 

séchages sous flux d’azote, montrent une diminution de l’énergie de liaison de N1s 28% et 

69% respectivement. La diminution d’environ 30% de C1s et de N1s suggèrent ici une perte 

du matériau peptidique hybride sur le support en Al2O3. De plus, l’augmentation de O1s et de 

Al2p indique que le matériau peptidique hybride est enlevé de la surface puisqu’on atteint 

des valeurs similaires à celles analysées de l’échantillon S0 ou encore de S0-lav. Enfin, il est 

constaté qu’au bout de 72h de lavage de l’échantillon dans le tampon biologique T, les 

A B
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Chapitre 4. Étude par mesure d’impédance du capteur modifié avec le 

matériau peptidique hybride 

Dans le chapitre précédent, les matériaux hybrides contenant un groupement ferrocène ou 

un groupement fluorochrome (S4 et S6 respectivement) ont été caractérisés par différentes 

méthodes physicochimiques. Cela nous a permis de démontrer (i) le greffage covalent entre 

le capteur et le matériau, et sa stabilité en milieu aqueux (au moins dans le cas de la surface 

d’or), et (ii) la dégradation du matériau par la MMP-13, démontrant que les séquences 

conçues étaient reconnues et dégradées par cette enzyme. 

Ce chapitre est entièrement dédié aux mesures par impédance réalisées sur ces matériaux. 

Aux côtés des matériaux S4 et S6, deux autres matériaux ont été préparés comme contrôles 

négatifs. Le matériau S7 a été obtenu avec le peptide hybride 7 qui ne possède pas de 

ferrocène. En effet, la lysine dont la chaine latérale était couplée au ferrocène carboxylique a 

été remplacée par une norleucine possédant une simple chaine alkyle linéaire.  

Le matériau S8 a été obtenu par polymérisation du peptide hybride 8 qui est l’analogue de 4 

avec des aminoacides de configuration D, non reconnus par les enzymes. Il servira à contrôler 

la spécificité de l’activité enzymatique de la MMP-13 c’est-à-dire que cette enzyme ne 

dégrade pas n’importe quel matériau peptidique hybride. 

La liste des matériaux caractérisés électriquement dans cette thèse sont regroupés dans le 

Tableau 14 ci-dessous. 

 

Matériau Fonctionnalisation Peptide  Concentration  Lavage MMP Or Al2O3 

S0      ✔ ✔ 

S-MPTMS MPTMS  1%   ✔  

S4 MPTMS 4 10 mM   ✔ ✔ 

S4-lav MPTMS 4 10 mM 48h  ✔ ✔ 

S4-MMP MPTMS 4 10 mM  24h ✔  

S6 MPTMS 6 10 mM   ✔  

S6-lav MPTMS 6 10 mM 48h  ✔  

S6 MMP MPTMS 6 10 mM  24h ✔  

S7 MPTMS 7 10 mM   ✔  
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Partie 1. Généralités des mesures des propriétés électriques du capteur 

1.1. Introduction au capteur 

Un capteur est un dispositif qui permet de transformer l’état d’une grandeur physique 

d’entrée (mesurande) en une grandeur de sortie utilisable (réponse électrique).  

La grandeur mesurable n’est pas convertible de façon directe en un signal électrique 

exploitable. L’élément sensible (de mesure) permet de convertir la grandeur mesurée en une 

grandeur intermédiaire qui peut être traduite en un signal électrique. C’est le transducteur, 

appelé capteur primaire, qui va assurer cette conversion. Il peut se comporter comme un 

générateur (on parle de capteur actif) ou comme une impédance (on parle alors de capteur 

passif). Pour cette étude, nous avons choisi l’impédance électrique (notée Z) qui correspond 

à son aptitude à s’opposer à l’écoulement des charges électriques qui le traverse. Sa définition 

sera expliquée dans la deuxième partie de ce chapitre.  

Les dispositifs de capteurs électriques dépendent de l’évaluation des courants et/ou des 

tensions pour détecter la présence d’analyte.176 Les changements des propriétés électriques 

comme la conductivité ou la permittivité agissent sur l’impédance. Elles agissent plus 

précisément sur la résistance et la capacité pour l’apparenter à l’évolution de la substance 

biologique ainsi mesurée. De tels exemples ont été montrés dans la partie 2.3.2.a. La flore 

bactérienne et 2.3.2.d. Les métalloprotéases matricielles (MMP) du Chapitre 1. 

La modélisation de ce capteur peut conduire à proposer un modèle série ou parallèle. C’est ce 

dernier modèle (Figure 89) qui a été sélectionné dans ce travail de thèse.  

C, représente la capacité, R représente la résistance, I le courant et U la tension appliquée. 

 

 

Figure 89. Modèle électrique parallèle type d’un capteur à électrodes interdigitées. 
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1.2. Notion d’impédance électrique  

L’impédance électrique d’un matériau est définie par la loi d’Ohm entre le rapport de la 

tension mesurée (V) et le débit total de courant (I). En fonction de la nature du matériau, Z 

varie avec la fréquence (f) des mesures du signal électrique : Z diminue quand la fréquence 

augmente (Équation 9). 

4	 = 	 4] + 4_		I/	4 = 	 à = ` × b 1a] +
1a_c 

!dIW, a] = 1e. *.f 	I/	f = 2. g. h	I/	a_ = 	i	
j/, a = i1 + e. i. *.f = i1 + i". *". f" − e i". *. f1 + i". *". f" 

Équation 9. Formule générale de l'impédance électrique. 

 

La résistance électrique, notée R et exprimée en Ohm (Ω), correspond à l’aptitude d’un 

matériau conducteur à s’opposer au passage du courant électrique sous une tension 

électrique donnée. 

La capacité, notée C et exprimée en farad (F), représente la quantité de charges électriques 

stockée pour un potentiel électrique donnée. Elle est définie comme la somme des charges 

électriques Q (en coulomb) d’un matériau, divisée par le potentiel V (en volt) de ce matériau.  

 

Le matériau peut être qualifié de diélectrique s’il a la capacité de stocker de l'énergie lorsqu'un 

champ électrique externe est appliqué. Si une source de tension continue (V) est placée aux 

bornes d'un condensateur à plaques parallèles (Figure 90), une plus grande quantité de charge 

est stockée lorsqu'un matériau diélectrique se trouve entre les plaques que si aucun matériau 

ne se trouve entre les plaques. Le matériau diélectrique augmente la capacité de stockage du 

condensateur en neutralisant les charges aux électrodes, qui contribueraient normalement au 

champ externe. 

 

 

Figure 90. Condensateur à plaques parallèles, cas d'un courant continu. 
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C et C0 (en F) sont les capacités avec et sans diélectrique, k' est la permittivité (F.m-1), et S (m2) 

et e (m) correspondent à la surface des plaques du condensateur et la distance entre elles, 

respectivement (Figure 90). Le matériau diélectrique augmente la capacité de stockage du 

condensateur en neutralisant les charges aux électrodes, qui contribueraient normalement au 

champ externe. La capacité du matériau diélectrique est liée à la constante diélectrique 

comme indiqué dans les équations ci-dessus (Figure 90). 

Si une source de tension alternative sinusoïdale V est placée aux bornes du même 

condensateur (Figure 91), le courant résultant sera composé d'un courant de charge Ic et d'un 

courant de perte Il qui est lié à la constante diélectrique.  

Dans un champ électrique alternatif, la polarisation est due à des mécanismes de déformation 

de la répartition des charges électriques. Ainsi, la polarisation ne suit pas ce champ d’une 

façon instantanée. Ceci induit des pertes d’énergie pouvant être équivalentes à une 

conductance (G) en parallèle avec un condensateur (C). 

 

 

Figure 91. Condensateur à plaques parallèles, cas d'un courant alternatif. 

 

La constante diélectrique (k) est équivalente à la permittivité relative (εr) ou à la permittivité 

absolue (ε) par rapport à la permittivité de l'espace libre (ε0). k peut être décomposée en une 

partie réelle k’ (ou encore εr') et une partie imaginaire k’’ (ou εr''), on parle alors de permittivité 

complexe. 

La partie réelle de la permittivité (εr') est une mesure de la quantité d'énergie d'un champ 

électrique externe stockée dans un matériau. La partie imaginaire de la permittivité (εr'') est 

appelée facteur de perte et mesure la dissipation ou la perte d'un matériau par rapport à un 

champ électrique externe. εr" est toujours supérieure à zéro et est généralement beaucoup 

plus petite que εr'. Le facteur de perte comprend les effets de la perte diélectrique et de la 

conductivité. 

Lorsque la permittivité complexe est représentée sous la forme d'un simple diagramme 

vectoriel (Figure 92), les composantes réelles et imaginaires sont déphasées de 90°. La somme 

vectorielle forme un angle δ avec l'axe réel (εr'). La « perte » relative d'un matériau est le 

rapport entre l'énergie perdue et l'énergie stockée. 
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Figure 92. Diagramme vectoriel de la tangente de perte. 

 

La tangente de perte, ou tan δ, est définie comme le rapport entre la partie imaginaire de la 

constante diélectrique et sa partie réelle. D désigne le facteur de dissipation et Q le facteur de 

qualité. Pour les matériaux à très faibles pertes, puisque tan δ ≈ δ, la tangente de perte peut 

être exprimée en unités d'angle, milliradians ou microradians. Cela signifie également qu’il a 

une meilleure efficacité. 

Le facteur de dissipation peut être aussi calculé dans un modèle électrique parallèle selon 

l’Équation 10 suivante : 

/pN	t = 	 4_4u =
Kpq/MI	qéI))IKpq/MI	MTpvMNpMqI = 1i. *. f = &wxx&wx  

Équation 10. Calcul du facteur de dissipation. 

 

Le diélectrique a la propriété de se polariser sous l’effet d’un champ électrique. En effet, la 

polarisation est un paramètre qui quantifie l’effet d’un champ électrique sur le diélectrique.  

La polarisation des matériaux est due à la modification de la répartition des charges 

électriques répartition lorsqu'un champ électrique est appliqué. La polarisation peut être due 

à divers phénomènes, allant de l'accumulation de charges à la surface de matériaux ayant des 

propriétés électriques différentes (polarisation inter faciale) à l'orientation dipolaire, en 

passant par la polarisation atomique et électronique.177–179 

Chacun de ces effets de polarisation contribue à la valeur globale de la constante diélectrique. 

Cette dernière est responsable (i) des phénomènes de relaxation (temps nécessaire au 

rétablissement de la neutralité électrique), qui se produisent jusqu’au THz, et (ii) des 

phénomènes de résonance se produisant à des fréquences supérieures au THz. 

Ces phénomènes produisent des pics de facteur de perte diélectrique comme présenté dans 

la Figure 93. 
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Figure 93. Influence des différents types de polarisation sur les paramètres diélectriques. 

 

Ainsi, au niveau atomique, si un champ électrique est appliqué, l’atome se déforme, 

entrainant la création de pôles et l’apparition de charges positives et négatives qui s’éloignent 

d’une certaine distance. De ce fait, chaque atome d’une charge q va se comporter comme un 

dipôle électrique, selon la Figure 94 ci-dessous. 

 

 

Figure 94. Représentation des phénomènes de polarisation. 
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La polarisation électronique, intervient lors d’un déplacement de charge ou d’une 

déformation du nuage électronique. Elle est présente dans tous les matériaux, pour des 

fréquences de l’ordre de 1015 à 1018 Hz. 

La polarisation atomique, est présente lors d’un déplacement du noyau à l’intérieur d’une 

molécule ou d'un déplacement des ions. Elle se manifeste pour des fréquences de l’ordre de 

1012 à 1013 Hz. 

La polarisation d’orientation est présente dans le cas d’une molécule polaire (moment 

dipolaire permanent), où le champ électrique provoque une orientation des dipôles dans la 

direction du champ. Du fait de leur poids et du moment d’inertie, cette polarisation intervient 

à des fréquences de l’ordre de 106 à 1010 Hz. 

Enfin, la polarisation inter faciale, intervient lors du déplacement des charges mobiles qui a 

pour effet l’accumulation des charges au voisinage des interfaces. Elle intervient pour des 

fréquences inferieures à 106 Hz.  

C’est dans cette plage de fréquence que nous avons décidé de travailler avec le dispositif de 

capteur, en particulier sur la plage de fréquence variant de 100 Hz à 100 kHz. 

 

1.3. Les électrodes interdigitées comme capteurs d’impédance et de capacité 

Les électrodes interdigitées sont composées d’un ensemble d’électrodes chargées 

positivement et négativement, disposées en forme de « peigne » et entrelacées (Figure 95).180 

Notons que plus le nombre d’électrodes est élevé, meilleur sera le signal obtenu. Ceci est dû 

au nombre de capacités, qui sont montées en parallèle, permettant leur accumulation et où 

chaque valeur de capacité s’ajoute. La Figure 95B correspond à l’électrode interdigitée (IDE, 

Micrux Technologies) dont les caractéristiques ont été abordées dans le Chapitre 3. Matériaux 

peptidiques hybrides dégradables par l’activité enzymatique de la MMP-13. La Figure 95A 

correspond ainsi à la structure interdigitée. 

 

 

Figure 95. Représentation de la structure interdigitée : IDE (Micrux Technologies). 
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La capacité interdigitée n’est qu’une capacité coplanaire avec n répétitions (avec n : nombre 

entier réel), son fonctionnement est le même qu’une capacité parallèle, la mise en tension 

des électrodes génère un champ électrique entre celles-ci. Cette configuration couvre une 

surface plus grande et le champ électrique est réparti d’une manière homogène. 

Dans ce travail nous avons choisi d’étudier deux géométries capacitives : coplanaire (ou 

planes) et interdigitée. 

La structure coplanaire, en Al2O3 est choisie pour sa simplicité de fabrication du masque et de 

conception, ainsi que la possibilité de fonctionnaliser la zone entre les électrodes. 

La structure interdigitée en or est choisie parce qu’elle présente une meilleure sensibilité 

comparée à la géométrie coplanaire et elle permet la fonctionnalisation de la zone entre les 

électrodes. Théoriquement la géométrie de type capacité interdigitée a une meilleure réponse 

comparée à la capacité coplanaire car la surface des électrodes est plus importante et le 

champ électrique est plus grand. 
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Partie 2. Caractérisation électrique d’un matériau peptidique hybride greffé sur des 

électrodes interdigitées en or  

Cette partie concerne la caractérisation électrique de matériaux peptidiques hybrides 

polymérisés sur un capteur en or. Le matériau hybride a été obtenu par casting d’une solution 

de peptide hybride bis-silylés possédant des groupements trialkoxysilane, Chapitre 3, Partie 

1. Préparation d’une couche de matériau hybride dégradable sur un capteur modèle en or et 

caractérisation physicochimique. La synthèse des matériaux utilisés sur les électrodes 

interdigitées en or (IDE) caractérisées électriquement, a été effectuée en salle blanche du 

laboratoire de l’IES. Ceci a été réalisé dans le but de se dépourvoir au maximum des particules 

de poussières qui pourraient être déposées sur les échantillons. 

Les échantillons sont mesurés électriquement de la façon suivante. D’abord, une station sous 

pointe est reliée à un analyseur d’impédance HF (4192A HP) pouvant réaliser des mesures à 

des fréquences comprises entre 5 Hz et 10 MHz. Cet appareil est lui-même relié à un 

ordinateur équipé du logiciel LabVIEW qui permet de tracer des courbes représentatives des 

données (résistance et capacité) en fonction de la fréquence. 

La station sous-pointe est placée dans une enceinte climatique à température et humidités 

contrôlées, 37°C et 90% HR respectivement. Les échantillons sont mesurés sur une plage de 

fréquence allant de 100 Hz à 100 KHz, comme expliqué dans la partie 1.2. Notion d’impédance 

électrique. 

La Figure 97 représente l’ensemble du dispositif. 

 

 

Figure 97. Photo de l’appareillage de mesure. 

 

Grâce à cet appareillage, nous allons pouvoir mesurer deux informations : une capacité 

électrique et le facteur de dissipation (tan δ) qui correspondent à l’ordonnée du graphique, 

en fonction de la fréquence (abscisse du graphique). Les mesures sont effectuées pendant 

environ 2 minutes. Théoriquement, on s’attend à ce que la capacité électrique et le facteur de 

dissipation augmentent en fonction du greffage par le matériau peptidique hybride S4 
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Transmission des 
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contenant le groupement ferrocène. En effet, nous nous attendons à ce que les ions ferriques 

Fe3+ augmentent significativement les valeurs de capacité électrique et du facteur de 

dissipation. Ainsi, lorsque le matériau peptidique hybride sera dégradé par l’activité 

enzymatique de la MMP-13, les différences de signaux enregistrées seront significativement 

plus importantes. 

 

2.1. Mesure électrique de la surface de l’IDE en or fonctionnalisée 

Pour caractériser électriquement l’échantillon, celui-ci est placé sur le banc de caractérisation 

électrique (la station sous pointe) décrit dans le paragraphe précédent. Les échantillons ont 

été placés successivement sous la station sous-pointe dans l’enceinte climatique. Pour chacun 

des échantillons le logiciel LabVIEW a enregistré les mesures de la capacité et de la résistance 

sur une plage de fréquence de 100 Hz à 100 kHz. 

Les données sont ensuite exportées sous format Excel et les courbes de capacité électrique 

(Figure 98A) et du facteur de dissipation (tan ẟ, Figure 98B) sont tracées en fonction de la 

fréquence.  

La fréquence de 4 kHz a été sélectionné puisqu’elle correspond à la fréquence d’utilisation de 

ce capteur lorsqu’il sera associé avec un système RFID. 

Ainsi, à cette fréquence, la capacité électrique de S-MPTMS est augmentée d’un facteur 1.6 

lorsqu’elle est comparée à S0. De même, le facteur de dissipation de S-MPTMS est augmenté 

d’un facteur 1.2 lorsqu’il est comparé à S0. 

Il en résulte qu’électriquement, nous sommes capables de confirmer la fonctionnalisation de 

l’électrode S0 (courbe noire) par le MPTMS (S-MPTMS, courbe rouge). Ces résultats 

permettent notamment d’établir une référence pour les futurs échantillons qui seront 

analysés. 
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Figure 98. Courbes représentant la capacité électrique (A) et tan ẟ (B) des échantillons S0 (courbe noire) et S-MPTMS 

(courbe rouge) en fonction de la fréquence. 

 

2.2. Mesure électrique du greffage du matériau peptidique hybride sur l’IDE en or 

Après la fonctionnalisation de la surface de l’électrode rendant ainsi possible l’ancrage du 

matériau peptidique, une goutte de 3 µL d’une solution de sol-gel (solution EtOH/H2O-HCl v/v 

98/2 à pH 1.4) contenant 10 mM de peptide hybride 4 est déposée sur la zone de dépôt de 

l’échantillon. L’évaporation est effectuée dans une étuve à 60°C durant 30 minutes. Par la 

suite, l’échantillon est rincé dans de l’eau MilliQ® afin d’éliminer le surplus de matériau 

hybride qui n’aura pas adhéré à la surface, puis l’échantillon est séché sous flux d’azote. 

Comme pour les IDE S0 et S-MPTMS, les valeurs de tan ẟ et de la capacité ont été mesurés 

pour S4 (Figure 99, courbe verte). Au contraire de la modification par le MTPMS qui a entraîné 

des changements mineurs, le greffage de la couche peptidique hybride a engendré des 

modifications très importantes. 
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Ainsi, à une fréquence de 4 kHz, C a augmenté d’un facteur 140 (Figure 99A) et tan ẟ a 

augmenté d’un facteur 100 environ (Figure 99B) par rapport aux valeurs mesurées pour 

l’échantillon S-MPTMS.  

 

 

Figure 99. Courbes représentant la capacité électrique (A) et tan ẟ (B) du matériau greffé S4 sur le capteur en or, en fonction 

de la fréquence. 

 

On peut conclure que le matériau hybride S4 entraine des modifications très importantes, 

facilement détectées par mesure d’impédance électrique. Ces changements sont 

probablement en partie dus au groupement ferrocène et aux cations ferriques Fe3+ présents 

dans le matériau. Afin de le prouver, nous comparerons ces mesures avec celles obtenues 

pour les échantillons S6 et S7, préparés à partir de peptides hybrides analogues 6 et 7, ne 

contenant pas de ferrocène. 

Avant ce contrôle sur l’efficacité du ferrocène, nous avons évalué la stabilité de la couche de 

matériau hybride S4. 
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2.3. Étude de la résistance du matériau S4 dans un tampon par mesure électrique 

L’électrode S4 a été plongée dans une solution de tampon T (Chapitre 2 partie 4.1. Activation 

de la pro MMP-13) pendant 48h à température ambiante. L’échantillon est ensuite rincé 3 fois 

5 minutes dans de l’eau MilliQ® et séché sous flux d’azote. On obtient ainsi l’échantillon S4-

lav. La Figure 100A correspond à la mesure de la capacité électrique des échantillons non lavés 

(S4) et lavés (S4-lav) en fonction de la fréquence. Peu de variations sont constatées d’un 

échantillon à l’autre.  

En effet, à 4 kHz, la capacité électrique diminue d’un facteur 0.26. Sur la Figure 100B, la même 

observation est constatée et le facteur tan ẟ diminue de 5.8%, ce qui reste très négligeable. 

Ceci nous permet de confirmer les résultats obtenus par caractérisation physicochimique 

(Chapitre 3. Matériaux peptidiques hybrides dégradables par l’activité enzymatique de la 

MMP-13). 

 

 

Figure 100. Courbes représentant la capacité électrique (A) et tan ẟ (B) du matériau peptidique hybride avant (S4, courbe 

vert foncé) et après différents lavages (courbe vert clair). 
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2.4. Intérêt du ferrocène en tant qu’amplificateur de signal 

Comme nous l’avons montré (partie 2.2. Mesure électrique du greffage du matériau 

peptidique hybride sur l’IDE en or), nous avons observé une différence significative de signal 

entre les électrodes non fonctionnalisées S0 et fonctionnalisées avec le peptide hybride 4, 

expliquée par la présence de ferrocène. Nous devons prouver notre hypothèse en comparant 

les électrodes S4 avec les électrodes S6 ou S7 qui ne comportent pas de ferrocène. Pour 

rappel, S6 est un matériau préparé à partir de la même séquence peptidique hybride 

possédant une lysine fluorescéine à la place de la lysine portant le ferrocène carboxylique. Le 

peptide hybride 7 possède une norleucine (Figure 101). 

 

 

Figure 101. Peptides hybrides 6 et 7. 

 

La Figure 102 permet la comparaison de la mesure de la capacité électrique et de tan ẟ du 

matériau S4 (courbe verte) avec le matériau S6 (courbe orange) en fonction de la fréquence.  

Comme attendu, à la fois la capacité et le tan ẟ obtenus pour le matériau possédant le 

ferrocène, sont supérieurs à ceux mesurés pour le matériau fluorescent. La capacité de S4 est 

132 fois supérieure et tan ẟ est augmenté d'un facteur 3.  

La même observation peut être faite en comparant S4 et S7. Les graphes C et D de la Figure 

102 correspondent à la comparaison de la mesure de la capacité électrique et de tan ẟ du 

matériau S4 avec le matériau S7 (courbe violette) en fonction de la fréquence. La capacité de 

S4 est augmentée d’un facteur 138 et tan ẟ est augmenté d'un facteur 2.5. 
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Figure 102. A et B, comparaison de la capacité électrique et de tan ẟ du matériau peptidique hybride S4 (courbe verte) et S6 

(courbe orange). C et D, comparaison de la capacité électrique et de tan ẟ du matériau peptidique hybride S4 (courbe verte) 

et S7 (courbe violette). 

 

Nous avons démontré ici notre hypothèse de manière probante : l’introduction d’un 

métallocène dans le matériau permet d’amplifier la réponse électrique tant au niveau de la 

capacité qu’au niveau de tan ẟ. 

 

2.5. Étude de l’activité enzymatique de la MMP-13 sur le matériau par mesure électrique 

Comme présenté dans les chapitres précédents, nous avons soumis des électrodes 

fonctionnalisées avec différents matériaux hybrides, à l’action de 1 µM de MMP-13 durant 

24h. Les échantillons sont ensuite rincés dans de l’eau MilliQ® et séchés sous flux d’azote. 

Nous avons d’abord travaillé sur l’électrode S4. Les résultats sont présentés dans la Figure 

103. La courbe verte correspond aux mesures réalisées avec l'électrode S4 traitée uniquement 

avec le tampon biologique T pendant la même durée (24h). La courbe rose correspond au 

matériau S4-MMP qui a été soumis à la digestion enzymatique. L'activité enzymatique de la 
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MMP-13 a induit une perte spectaculaire de tan ẟ de 50% à 4 kHz. De plus, la capacité 

électrique de S4 a diminué d’un facteur 2.8. 

Le facteur de dissipation nous a permis d'évaluer les quantités de charge présentes dans 

l'échantillon, ce qui a confirmé les résultats obtenus par XPS.  

 

 

Figure 103. Courbes représentant la dégradation du matériau S4 (courbe verte) par la MMP-13 (S4-MMP, courbe rose). A 

représente la capacité électrique et B, le facteur de dissipation tan ẟ. 

 

Nous avons par la suite étudié la dégradation du matériau fluorescent S6 par la MMP-13 

(Figure 104). 
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Comme attendu, on observe une diminution de la capacité et du facteur de dissipation dû à 

l’activité enzymatique. À 4 kHz, l'activité enzymatique de la MMP-13 sur S6 a induit une perte 

de tan ẟ d’un facteur 5 et la capacité électrique de S6 a diminué d'un facteur 15. 

 

 

Figure 104. Comparaison de la capacité électrique (A) et de tan ẟ (B) du matériau peptidique hybride S4 (courbe verte) et S6 

(courbe orange) après la digestion enzymatique de la MMP-13 (S4-MMP et S6-MMP, respectivement). 

 

Ces différences très importantes restent aussi intéressantes que celles observées pour le 

matériau S4 contenant le ferrocène. Toutefois, le matériau S4 reste plus intéressant. En effet, 

en calculant les rapports des mesures de capacité électrique entre S4/S4-MMP et S6/S6-

MMP, celle du matériau S4 est 6 fois plus importante que celle du matériau S6. 
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2.6. Étude de l’activité enzymatique de la MMP-13 sur le matériau en (D) 

Afin démontrer la spécificité de la MMP-13 pour son substrat, nous avons répété l'expérience 

avec le matériau S8. Cette électrode a été fonctionnalisée avec un peptide composé 

d'aminoacides (D). Une telle configuration stéréochimique ne permet pas la reconnaissance 

par le site actif de l'enzyme, et devrait inhiber ou largement diminuer le clivage de MMP-13.  

Les résultats de la capacité électrique et du facteur de dissipation de S8 sont présentés en 

Figure 105.  

Comme prévu, aucune différence significative n'a été observée entre S8 (courbe grise) et S8-

MMP (courbe jaune) correspondant à l'électrode traitée avec le tampon de test et la MMP-

13, respectivement. Presque aucun changement n'a été remarqué avec la mesure de la 

capacité et seulement une perte de 10% pour tan ẟ, confirmant la stabilité de la couche de 

peptide hybride comprenant des acides aminés non protéinogéniques. 
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Figure 105. Courbes représentant le matériau S8 (courbe grise) dans le tampon biologique T sans l’enzyme et le matériau S8-

MMP (courbe jaune) dans le tampon biologique T en présence d’enzyme. 

 

Nous avons pu valider sur un capteur modèle avec des électrodes d’or interdigitées, qu’il été 

possible de suivre par mesure électrique de la capacité et du facteur de dissipation (tan ẟ) 

l’état de surface des électrodes. Nous avons pu montrer (i) la fonctionnalisation de l’électrode 

par le MPTMS, (ii) le greffage d’un matériau peptidique hybride (iii) sa résistance à différents 

lavages dans un tampon biologique. Plus intéressant, nous avons montré de façon claire qu’il 

était possible de mesurer la dégradation spécifique du matériau hybride par une enzyme. 

Ces résultats ouvrent la voie à la fonctionnalisation de capteurs à bas coût pour monitorer 

l’action d’enzyme in situ. Pour cela, nous avons proposé de développer des capteurs jetables 

intégrables dans les pansements. Nous avons donc réalisé des mesures électriques sur des 

capteurs préparés par nos soins, en Al2O3 poreux.  
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Partie 3. Caractérisation électrique du matériau peptidique hybride greffé sur l’Al2O3 

poreux 

L’une de difficultés inhérentes aux capteurs en Al2O3 poreux est justement la présence de 

nombreux pores qui pourraient poser des problèmes de reproductibilité au niveau de leur 

nombre et géométrie, mais aussi à cause de la présence possible de nombreux ions et de 

molécules d’eau qui pourraient y rester malgré les lavages et le séchage. 

Les premières expériences ont consisté à montrer qu’il était tout de même possible de limiter 

les variations de mesures électriques. 

Si l’on peut s’affranchir de ces variations sur des capteurs non fonctionnalisés, il nous faudra 

montrer que l’on a bien une réponse électrique différente lorsque le matériau hybride est 

greffé à la surface du capteur. Comme pour les capteurs en or, nous vérifierons que la couche 

de peptide hybride est stable et qu’elle peut en revanche être dégradée spécifiquement par 

la MMP-13. 

 

3.1. Stabilité de la mesure électrique sur le capteur en Al2O3 non greffé 

Le capteur en Al2O3 poreux (S0) a été préparé comme décrit dans le Chapitre 3, partie 1.3.1. 

Préparation des supports en oxyde d’aluminium  

La Figure 106 compare la capacité électrique du capteur S0 non immergé (en bleu), avec celle 

du capteur immergé durant 48h (S0-lav en noir), ou immergé durant 24h de plus (S0-lav 72h 

en rouge). L’échantillon est ensuite rincé 3 fois pendant 5 minutes dans de l’eau MilliQ® afin 

d’éliminer au maximum les ions du tampon T. 

La capacité électrique mesurée ne varie que très légèrement, de 1.14 nF pour l’échantillon 

non lavé (S0), à 1.24 nF pour l’échantillon rincé pendant 48h (S0-lav) et 1.31 nF pour 

l’échantillon rincé pendant 72h (S0-lav). 

On peut ainsi valider la stabilité du capteur en Al2O3 non greffé (S0) lorsqu’il est immergé sur 

une période de 72h dans un tampon biologique T. 
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Figure 106. Étude de la stabilité de S0 dans un tampon biologique T en fonction de la fréquence. 

 

3.2. Mesure électrique du greffage du matériau peptidique hybride sur le capteur en Al2O3 

Nous avons polymérisé le peptide hybride 4 possédant le groupe ferrocène, à la surface du 

capteur en aluminium poreux (partie 2.2. Mesure électrique du greffage du matériau 

peptidique hybride sur l’IDE en or). Une goutte de 3 µL de solution de peptide hybride est 

déposée entre les deux électrodes et l’échantillon est ensuite placé à 60°C dans un four avant 

d’évaporer les solvants. Ensuite, l’échantillon est rincé rapidement avec de l’eau MilliQ® puis 

est séché sur une période de 5 minutes sous flux d’azote. 

La Figure 107 correspond aux mesures de capacité et tan ẟ en fonction de la fréquence. 

En choisissant la même fréquence que précédemment, à 5 kHz, la capacité mesurée pour S0 

correspond à 1.31 nF est celle mesurée pour S4 correspond à 2 nF. La capacité de S4 plus 

élevée que celle de S0 d’un facteur 1.5. Elle est 93 fois plus faible que la valeur de capacité 

mesurée pour le capteur modèle en or. Pour ce qui est de tan ẟ, les mesures enregistrées sont 

très négligeables (proches de 0.25 pour S0 et S4 à 5 kHz). 

Ceci peut être expliqué quant à la structure du capteur. En effet, comme vu dans la première 

partie de ce chapitre, la structure interdigitée présente une meilleure sensibilité en termes de 

mesures. Ceci est expliqué aussi par le nombre d’électrodes. Le capteur modèle en possède 

beaucoup plus que le capteur en Al2O3, qui lui, n’en possède que deux en aluminium. 
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Conclusion et perspectives 

Nous avons conçu un capteur électrique capable d'évaluer l'activité enzymatique de la MMP-

13. Polymérisé à la surface d'un capteur, un peptide hybride composé de séquences 

répétitives reconnues par l'enzyme cible a formé une couche stable de 300 nm d’épaisseur 

environ et d’une densité de 420 peptides/nm². Ce matériau a été obtenu par le procédé sol-

gel à partir de peptides hybrides possédant deux groupes alkoxysilanes. Ainsi, par leur 

hydrolyse et leur condensation chemosélective, la polymérisation inorganique a permis de 

former une couche à la surface du capteur. Ce nouveau matériau hydride a été dégradé par la 

MMP-13. L'élimination de la surface de fragments de peptides a entrainé à une variation de 

la capacité et de la tangente de perte. Lorsque la séquence éliminée du matériau porte un 

ferrocène, les variations électriques ont été plus marquées. 

La preuve de concept réalisée avec la MMP-13 pourrait être généralisée à d'autres types de 

protéases associées à une infection bactérienne, comme l'élastase neutrophile humaine 

(HNE), la MMP-9 ou la MMP-12.  

Afin d’utiliser des capteurs de ce type dans des pansements il est nécessaire de développer 

des supports moins coûteux et plus flexibles que les électrodes d’or modèles qui ont été 

utilisées pour la validation de l’approche. Un dernier objectif de ce travail de thèse a été de 

préparer des supports en oxyde d’aluminium poreux et de les fonctionnaliser avec les mêmes 

peptides hybrides. Le greffage du matériau peptidique hybride a été validé mais il s’est avéré 

instable lors des lavages, probablement à cause de la liaison Si-O-Al. Pour améliorer ce 

support, le temps d’anodisation de l’aluminium pourrait être augmenté dans le but d’obtenir 

une couche plus épaisse d’oxyde d’aluminium et plus résistante mais surtout de déposer une 

couche de silice fine avant de greffer le peptide hybride, stratégie qui a déjà été appliquée 

avec succès pour le greffage sur du titane.169 De plus ce support de capteur capacitif pourrait 

être réalisé sous forme interdigitée, ce qui permettrait d’augmenter considérablement la 

sensibilité du dispositif final. 

De manière beaucoup plus intéressante, ce type de système de capteurs électriques pourrait 

être associé à une étiquette RFID passive.183 S'il est placé à l'intérieur d'un pansement en 

contact avec les exsudats de la plaie, le système sans fil résultant pourrait être intéressant 

pour fournir un identifiant unique et un retour d'information en temps réel pour la gestion 

des plaies complexes enflammées ou infectées. 
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Conception d’un capteur impédancemétrique à base de peptides pour surveiller l’activité 
enzymatique de la protéase liée à l’inflammation des plaies :  

Vers un pansement intelligent et connecté 

Résumé : Notre objectif est de mettre au point un nouveau dispositif capable de détecter une activité 

enzymatique liée l’inflammation ou à l’infection des plaies. Ce dispositif sans fil, intégré au pansement 

serait capable de transmettre un signal électrique permettant de suivre l’évolution de la plaie. Dans le 

cadre de ce travail de thèse, nous avons conçu la partie communicante : le capteur. Nous avons 

sélectionné comme biomarqueur une protéase surexprimée dans les plaies chroniques : la MMP-13. 

Cette métalloprotéase matricielle témoigne d’une inflammation anormale. La conception du capteur 

repose sur la modification de sa surface avec un matériau préparé à partir des séquences de peptides 

reconnues et spécifiques de ces protéases. Ces matériaux innovants sont synthétisés par le procédé 

sol-gel à partir de peptides hybrides. Ils possèdent un ou plusieurs groupes alkoxysilanes capables de 

former un réseau tridimensionnel par polymérisation à la surface du capteur. Afin d’améliorer la 

sensibilité du capteur, nous avons rajouté un groupement métallocène aux peptides qui seront 

dégradés, ce qui permet de modifier significativement le signal électrique. Les propriétés 

physicochimiques du matériau hybride ont été étudiées par différentes techniques spectroscopiques 

et par microscopie. Elles ont permis de valider le greffage covalent du matériau hybride sur le capteur 

ainsi que la dégradation spécifique de ce matériau par une activité enzymatique. Enfin, il a été possible 

de détecter l’activité de l’enzyme par mesure électrique d’impédance en utilisant des électrodes d’or 

greffées avec des peptides hybrides. Ces travaux ouvrent la voie à la mise au point de dispositifs RFID 

à faible coût et à leur intégration dans des pansements, ce qui pourrait permettre de concevoir des 

dispositifs intelligents.  

Mots clés : peptides hybrides, sol-gel, plaies chroniques, pansement intelligent, activité enzymatique 

 

Design of a peptide-based electrical sensor to monitor protease activity in wound 
inflammation: a smart wound dressing 

Abstract: Our objective is to develop a new type of sensor based on enzymatic activity related to 

inflammation or infection in wounds. This wireless device, integrated into the dressing, would be able 

to transmit an electrical signal to monitor wound evolution. In this thesis, we focused on designing the 

sensor part of the device. As biomarkers, we identified a protease that is over-expressed in chronic 

wounds: the MMP-13. This matrix metalloproteinase indicates inflammation. The design of the sensor 

relies on surface modification a biomaterial composed of specific peptide sequences which are 

substrates of the target protease. These innovative materials are prepared by sol-gel process from 

hybrid silylated peptides bearing one or several alkoxysilane groups able to form a three-dimensional 

network by polymerization on the sensor surface. We hypothesized that the degradation of this 

material would lead to a significant change in the electrical properties of the sensor to be detected, 

indicating active enzymes. To improve sensitivity, we added a metallocene moiety to the peptides that 

would be degraded, allowing a significant change in the electrical signal. Physicochemical properties 

of these materials were studied and allowed to validate covalent grafting of hybrid material on the 

sensor and specific degradation of this material by enzymatic activity. At last, impedance measurement 

confirmed that this type of sensor was able to detect MMP-13 activity. This work paves the way to the 

design of a smart dressing in which a RFID sensor will be integrated. 

Key words: hybrid peptides, sol-gel, chronic wounds, smart wound dressing, enzymatic activity 


