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Introduction :

La médecine régénérative représente aujourd’hui un domaine en plein essor. Ce secteur allie
deux secteurs de la recherche importants actuellement. Tout d’abord 1’ingénierie tissulaire qui
permet la création de structures ou « scaffold » en anglais toujours plus complexes et mimant
la matrice extracellulaire. Mais aussi le domaine de la culture de cellules pluripotentes
capables de se multiplier, de croitre mais aussi de se différencier sur ces nouvelles matrices.
La médecine régénérative posseéde aujourd’hui plusieurs objectifs. Le premier est de pouvoir
soigner le vivant non pas par simple réduction des dégats sur un organe mais par
remplacement total de celui-ci. Actuellement adopté en ce qui concerne le remplacement
cutané, la régénération cellulaire n’égale pas encore certains « gold standard » comme la
réalisation d’autogreffes. Ce domaine peut aussi étre allié de la recherche car 1’usage
d’organes de synthése permettrait une utilisation toujours plus réduite de modéles animaux
mais aussi des tests toujours plus précis allant méme jusqu’a I’échelle individuelle.
Aujourd’hui, la population vieillissante et avec un mode de vie toujours plus moderne,
permettant I’augmentation de facteurs de risques de maladies neurodégénératives, justifie une
recherche en médecine régénérative neuronale et notamment en ce qui concerne le systeme

nerveux central.

Cependant, bien que les différentes cellules neuronales soient définies et connues au sein du
systéme nerveux central, c’est la matrice extra cellulaire qui semble parfois mise de c6té. En
effet, elle a longtemps été définie comme un simple «support» du vivant mais on lui
reconnait aujourd’hui des caractéristiques physiques ou chimiques qui influent sur I’activité
cellulaire. La matrice extra cellulaire n’est donc plus une sorte de bain ou viennent se
mélanger différentes molécules comme des protéines ou des sucres par affinité mais elle est
une véritable structure hétérogene, plus ou moins rigide et évolutive en interaction avec ses
hotes, les cellules. De plus en plus d’études tentent alors d’en percer les mystéres et il
semblerait que la rigidité de cette matrice influe sur la croissance cellulaire mais surtout sur la
différenciation des cellules nouvellement formées. De plus, d’autres théories se penchent sur

les capacités d’évolution de la matrice extracellulaire.

La matrice extra cellulaire semble donc étre un facteur crucial en médecine régénérative.
C’est pourquoi de plus en plus de chercheurs tentent de la mimer lorsqu’ils formulent de
nouveaux « scaffold ». Certains préférent utiliser des composés synthétiques moins chers et

plus faconnables comme I’acide polylactique, le polydiméthylsiloxane ... Tandis que d’autres
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utilisent des composes naturels déja presents dans la matrice extracellulaire animale ou
végétale comme le collagéne, 1’acide hyaluronique, la cellulose ... Cependant, la
biocompatibilité des ces matériaux doit étre améliorée par [’utilisation de molécules
d’adhésion, de facteurs de croissance ou encore par la technique de « coating » qui vise a
recouvrir le matériau d’une molécule d’adhésion cellulaire. Enfin, différentes techniques
comme le « wet-spinning » ou encore 1’ « electrospinning » visent & améliorer la maniabilité

de ces matériaux dans le but de construire des structures plus ou moins complexes.

Certains gélifiants moléculaires saccharidiques semblent étre des candidats idéaux en
ingénierie tissulaire. En effet, ils possédent I’avantage de pouvoir étre synthétisés rapidement
et avec une rentabilité importante et semblent peu toxiques. De plus, certaines études leur
conférent une propriété mécanique intéressante puisqu’ils possédent une résistance mécanique
similaire a celle du cerveau. Enfin, lorsque la biocompatibilité est testée, on remarque qu’une
multiplication et une différenciation cellulaires sont non seulement possibles mais qu’elles
sont « pénétrantes » au sein de la structure. Cela signifie que la culture cellulaire est possible
en trois dimensions et non pas en deux dimensions comme dans beaucoup d’études. Ces
matériaux semblent aussi faconnables par certaines techniques comme le wet-spinning, ce qui

laisse apparaitre de nombreuses capacités de modélisation via impression 3D.

Dans ce travail nous étudierons tout d’abord les caractéristiques de la matrice extra cellulaire
du systeme nerveux central afin de la mimer au mieux. Puis, nous réaliserons une étude sur
trois gélifiants moléculaires saccharidiques élaborés par 1’équipe de Juliette FITREMANN,
chimiste au laboratoire IMRCP, UMR 5623 CNRS-UPS. Nous évaluerons dans un premier temps
la résistance en compression d’un de ces gélifiants auquel sont ajoutées 1’une puis 1’autre de deux
protéines différentes. Dans un second temps, nous étudierons les fenétres d’action idéales
permettant la réalisation d’un filament de deux nouveaux gelifiants lors de la technique du wet-
spinning. Nous caractériserons aussi ces filaments sur le court terme grace & la microscopie
optique mais aussi a la microscopie électronique a balayage. Enfin, nous caractériserons les
conditions optimales qui permettent la formation de figures modélisées en 3D et réalisées a 1’aide

d’un prototype d’imprimante 3D.
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Chapitre 1 : Etude bibliographique

I - Importance de la médecine régénérative aujourd’hui

Le génie tissulaire constitue d’aprés certains auteurs une nouvelle ére de la médecine™ qui
consiste a remplacer un tissu ou un organe lésé ou défaillant par un autre, synthétique ou
naturel, totalement fonctionnel ou qui pourra lui rendre sa fonctionnalité’. En effet, la perte
ou la défaillance d’un organe ou d’un tissu constitue le probléme le plus fréquent, le plus
dévastateur mais aussi le plus colteux en santé humaine®. Le génie tissulaire comporte trois
enjeux majeurs dans ce sens. Tout d’abord, il permet de restaurer, de remplacer mais pourrait
aussi améliorer la fonction d’organes ou de tissus. En outre, il rend possible la diminution du
risque de rejet de greffe par la création de matériaux formes en laboratoire a partir des cellules
du receveur. Enfin, il permet aussi de pallier le manque de donneurs grace a la fabrication de
tissus in vitro™. En effet, plus de 60 ans aprés la prodigieuse greffe de rein réalisé par Joseph
Murray, prix Nobel de physiologie et de médecine en 1990, cette technique reste limitée par le
manque de donneurs et une liste de receveurs toujours plus longue. Rien qu’aux Etats Unis,
cette liste s’allonge d’une personne toutes les 15 minutes’ et chaque jour prés de 22 personnes
décédent faute de trouver un donneur®. En France, la loi Caillavet du 22 décembre 1976
précise que toute personne est donneur d’organes. C’est la loi du 22 janvier 2016 qui en
précise les modalités de refus et la possibilité de refus partiel, ¢’est-a-dire que certains organes

ne soient pas prélevés.

Plus que de réparer la simple mécanique du tissu vivant, le génie tissulaire est aujourd’hui un
domaine pluridisciplinaire dans lequel biologie et chimie se cotoient afin de permettre a des
biomatériaux de supporter non seulement la croissance cellulaire mais aussi I’administration

locale d’un traitement. En effet, il est important de garder en téte que nous sommes
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aujourd’hui a un carrefour ou le génie tissulaire se méle a la culture de cellules pluripotentes,
c’est-a-dire capables de se multiplier mais surtout de se différencier en n’importe quelle
cellule de I’organisme. Ces deux disciplines ont d’ailleurs connu des évolutions
concomitantes. En 1960, MC CULLOCH et TILL confirment ’existence de cellules souches
hématopoiétiques®®. Ils décrivent des cellules capables de se multiplier lorsqu’elles sont
transfusées dans un autre animal et suggérent que cette capacité n’est pas possible pour des
cellules différenciées. Parallelement, en 1966, le génie tissulaire s’intéresse a 1’élaboration de
peaux artificielles afin de soigner les briilés™®. C’est en 1981 que BURKE décrit utilisation
d’une peau artificielle dans le traitement des grands briilés'®. Cette méme année, des cellules
pluripotentes sont isolées & partir de blastocystes de souris par EVANS et KAUFMANY.
C’est en 1993 que des greffes osseuses réalisées & partir de pro-ostéons sont présentées’™.
Enfin en 2006, TAKAHASHI et YAMANAKA réussissent a engendrer des cellules souches

pluripotentes & partir de fibroblastes*™

. Il semble donc évident de méler aujourd’hui ces deux
expertises afin de créer un biomatériau servant dans un premier temps de support au vivant

puis évoluant avec les cellules afin de régenérer un tissus lése.

Human bod Y
' ‘\Az\‘\\cu\‘“‘e
c
N Ceyy l
e
Generation of graft d"fferekp‘?nsfbn
& implantation growﬁ,n“’etfo g

>

Figure 1 : Procédé utilisé en médecine régénérative mélant génie tissulaire et culture cellulaire™®
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Cependant, le génie tissulaire participe aussi au développement d’autres branches de la
médecine, comme celle de la recherche. La création de tissus synthétiques a tout d’abord un
enjeu éthique en limitant le nombre d’animaux utilisés lors d’une expérience en répondant a la

regle des 3Rs : Reduce (Réduire), Refine (Affiner), et Replace (Remplacer).

De plus, I’utilisation de tissus humains permettrait des prédictions plus proches de la réalité
sur I’efficacit¢ d’un traitement que lorsqu’il est testé sur des animaux. En effet, outre la
différence de taille entre un animal comme une souris et un homme, ces deux étres vivants
appartiennent a des especes différentes avec des physiologies différentes, ce qui peut entrainer
des variations dans le mode ou la rapidité¢ d’action d’un traitement. Par exemple, 92% des
traitements dont les tests sur les animaux sont concluants n’obtiennent pas la validation de
I’agence américaine de I’alimentation et des médicaments (FDA : Food and Drug
Administration) car ils sont soit inefficaces, soit dangereux chez I’Homme. La moitié des 8%

restant présente des effets néfastes, passés alors inapercus lors de tests sur les animaux®.

De la méme maniére, in vitro, il est montré que les tests sur culture cellulaires en 3D sont plus

pertinents que ceux in réalisés en culture cellulaire 2D*.

Enfin, en plus de pouvoir réduire le colt et le temps de ces expériences, le génie tissulaire
permettrait d’avoir des résultats personnalisés en fonction du patient a traiter. Il serait alors
possible de synthétiser un tissu a partir des cellules de ce patient qui ne sera alors pas utilisé

comme greffe, mais comme organe témoin de la réaction de ce dernier au traitement.

Congues pour soigner les bralés, pres de 1,5 million aux Etats-Unis dont 5 000 & 12 000 déces
par an, les peaux artificielles sont les organes synthétiques les plus utilisés et leur efficacité
est actuellement démontrée®®. Lorsque plus de 60% de la surface cutanée est & remplacer, la
douleur parfois insupportable, les contractures cutanées et les problémes de cicatrisation
comme des changements de pigmentation rendent difficile la réalisation d’autogreffes.

Toutefois, un tissu de remplacement est obligatoire afin d’éviter les infections pouvant

24



évoluer en sepsis et provoquer la mort du patient. Ces peaux synthétiques sont alors de deux
types : soit elles jouent le rdle de matrice permettant la régénération cutanée, soit elles jouent

un réle de remplacement de la peau originelle.

L’utilisation de greffes synthétiques fait encore débat dans de nombreux domaines ou ces
tissus ne parviennent pas a égaler les autogreffes, encore considérées comme « gold-
standard ». Dans le cas de la chirurgie reconstructrice de lésions du ligament croisé antérieur
par exemple, 1’évolution a court et moyen termes de ces deux greffes semblent similaires.
Pourtant, sur le long terme, les patients soignés a I’aide de greffes synthétiques constatent une
plus grande laxité de leur genou et une diminution de leur fonctionnalité, objectivée grace au
questionnaire IKDC (Internationel Knee Documentation Commitee), par rapport a ceux ayant

subit une autogreffe®*.

Enfin, trois domaines du génie tissulaire sont sujets de recherches actuellement : la formation
de biomatériaux par impression 3D, la création de vésicules actives et la culture cellulaire en
3D75

En effet, ’'impression 3D de biomatériaux permettrait de fournir un échafaudage sur lequel
différents types cellulaires pourraient évoluer recréant des organes ou des tissus entiers. Il faut
cependant garder a 1’esprit que pour I’instant seuls de simples organes comme de la peau
n’ont peu étre constitués de nos jours. En effet, un organe reste un objet complexe possédant
une hétérogénéité a 1’échelle cellulaire tout comme a 1’échelle macroscopique. Les matériaux
se prétant le mieux a I’impression 3D sont les hydrogels polymeres naturels ou synthétiques.
La tenue de I’hydrogel est assurée soit par une réticulation chimique, c’est-a-dire, par des
liaisons covalentes, soit physique, c’est-a-dire, par le jeu d’interactions faibles. Cette
réticulation aboutit & un hydrogel moins stable lorsqu’elle est physique et donne lieu & un
composé plus stable lorsqu’elle est chimique. Mais dans ce dernier cas, la difficulté est de
réticuler I’hydrogel sans qu’il réagisse avec les molécules biologiques (protéines notamment),
ce qui induirait de la toxicité. Une autre fagcon de genérer des architectures en 3D bien

définies, souvent alignées, est d’utiliser la formation de fibres par électrospinning.
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L’utilisation du génie tissulaire afin de créer des micro-vesicules et des exosomes parait aussi
prometteuse lorsque 1’on sait que ces derniers participent a veéhiculer divers signaux
intercellulaires comme ceux impliqués dans la formation de cancer métastasés, la régulation
de la réponse immunitaire, la communication entre cellules souches ... Le but est ici de

pouvoir améliorer le processus de cicatrisation en utilisant ces différents signaux.

Finalement, les biomatériaux formés doivent aussi permettre une culture cellulaire en trois
dimensions et non seulement en deux dimensions comme ce que 1’on peut voir dans une boite
de Pétri. Ceci permettrait alors une réelle évolution d’un tissu de remplacement et pas

seulement la création d’un revétement.

La médecine régénérative est une discipline dont on peut espérer a terme qu’elle puisse
remplacer des organes ou des tissus lésés et son potentiel est grandissant™. Cependant,
lorsque 1’on regarde le nombre de patients et de chirurgies moyennes en 1991 aux Etats Unis
en fonction des différents services, on peut remarquer que les défaillances du systeme nerveux
engendrent, a priori, peu de patients et de chirurgies comparé a la défaillance d’autres

systemes.
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Figure 2 : Nombre de patients et de chirurgies par services aux Etats Unis en 1991

Population totale = 253 500 000.

De plus, d’apres le site Global Observatory on Donation and Transplantation dont les données
sont tirées des rapports de I’OMS notamment, les greffes d’organes les plus fréquentes
réalisées aussi bien dans le monde qu’en France sont celles des reins, du foie ou encore du

coeur.
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b. Des maladies neurologiques de plus en plus fréquentes et handicapantes
Néanmoins, une population mondiale vieillissante se confronte a de plus en plus de maladies
affectant le systeme nerveux et dont le codt reste important. D’autres maladies connaissent
une évolution croissante au sein de la population par le biais de changements de son mode de

vie. Enfin, certaines lésions du systeme nerveux sont importantes par les handicaps

Figure 4 : Nombre de greffes d’organes réalisées en France en 2018

conséquents qu’elles générent.
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La maladie d’Alzheimer touche pres de 900 000 personnes en France d’aprés I'INSERM. Il
s’agit de la maladie neurologique la plus fréquente. Le budget est de presque 10 milliard
d’euros pour la gestion médicale et médico-sociale des patients atteints d’Alzheimer en

France d’apres 1’association France Alzheimer.

La maladie d’Alzheimer est la maladie la plus importante impliquée dans les causes de
démence. La démence se définit, d’aprés « National Institute on Aging », comme une perte
des capacités cognitives comme la réflexion, la mémoire ou encore la capacité a raisonner
mais aussi comportementales qui interferent dans la vie et les activités quotidiennes de la
personne atteinte. Toutefois, il est important de garder a I’esprit que la démence est souvent
causée par un ensemble de plusieurs maladies et non par la seule maladie d’Alzheimer”. Elle
se traduit généralement par des troubles de la mémoire et des fonctions exécutives ainsi

qu’une perte de reperes temporels et spatiaux.

Les deux lésions qui caractérisent la maladie d’Alzheimer sont des dépdts d’amyloides
généralement extracellulaires et la présence de neurofibrilles de protéines Tau
hyperphosphorylée intracellulaires qui, tous deux, participent a la diminution de prés de 45%
de la communication inter-neuronale™. Les mécanismes pathologiques de cette maladie ne
sont pas encore totalement connus. La formation de ces plaques d’amyloides serait favorisee
par la présence de génes dominants codant pour plusieurs protéines : la protéine précurseur
d’amyloide ou les présénilines 1 et 2. Ces plaques d’amyloides seraient liées a une
diminution du métabolisme glucidique® ce qui favoriserait I’apparition de radicaux libres
intracellulaires. Ces radicaux entrainent ensuite le dysfonctionnement de la mitochondrie
neuronale qui libére des cytochromes C provoquant alors I’apoptose de la cellule?. De plus,
le dépot d’amyloides B extracellulaires favoriserait aussi la formation de pores dans la
membrane neuronale perturbant alors 1’homéostasie cellulaire et donc le fonctionnement
synaptique®®. La protéine Tau, quant & elle, est une protéine associée aux microtubules. Elle
participe donc au fonctionnement du cytosquelette neuronal mais aussi au différents processus
de signalisation intercellulaire’®. Lorsque cette protéine est hyperphosphorylée, elle se
dissocie des microtubules ce qui entrave leur bonne action. Les fibrilles de cette protéine

déséquilibreraient aussi I’homéostasie cellulaire en influant sur la pompe Na*/K* ATPase®,
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L’age serait le facteur de risque le plus important dans le survenue de cette maladie. En effet,
le risque d’en étre atteint double tous les 5 ans aprés 65 ans et, passé 85 ans, il y a 50% de
chances de souffrir de cette maladie™.

Les traitements actuels de la maladie d’Alzheimer ne soignent pas 1’affection mais visent
plutét & améliorer la neurotransmission. Le donépézil, la vivastigmine et la galantamine sont
des inhibiteurs de la cholinestérase utilisés en cas de démence. La mémantine est, elle, utilisée
comme un antagoniste non compétitif de la N-méthyl-D-aspartate et un agoniste a la
dopamine. Elle est plut6t utilisée lorsque le patient présente des symptomes séveres a modérés

avec des troubles de I’attention ou de la vigilance™”.

La deuxieme maladie neurologique la plus fréquente est la maladie de Parkinson qui touche
entre 100 000 et 120 000 personnes en France d’aprés I’INSERM.

Cette maladie est caractérisée par des symptomes a la fois moteurs mais aussi non moteurs.
Parmi ceux-ci, on trouve des tremblements, de la rigidité, de la bradykinésie, ¢’est-a-dire un
ralentissement des mouvements volontaires, et une posture avec le dos voussé. Cependant, on
trouve d’autres symptomes comportementaux comme de I’anxiété et de la dépression,
cognitifs comme de la démence et enfin des troubles du systéme autonome comme une
hypotension orthostatique, c’est-a-dire une chute de la pression artérielle lors du passage de la

position couchée a la position debout et de I’hyperhidrose, a savoir une sudation excessive’.

Les noyaux gris centraux constituent un ensemble de noyaux : le noyau caudé, le noyau
lenticulaire, la substance noire et le noyau sous-thalamique qui interagissent les uns avec les
autres dans deux voies : la voie indirecte et la voie directe, toutes deux modulées par la
dopamine. Ce circuit intervient dans beaucoup de phénomeénes, notamment dans celui de la
régulation des mouvements. La premiere vise a inhiber un mouvement qui serait initié dans le
cortex tandis que la seconde permettrait sa mise en place. La maladie de Parkinson se
caractérise par une perte des cellules dopaminergiques de la substance noire au niveau de ces
noyaux gris centraux. Ceci induit donc une diminution de la production de dopamine®®
expliquant alors les symptébmes de la maladie. Les corps de Lewy sont aussi une
caractéristique de cette pathologie. Ces corps sont des inclusions intra cytoplasmiques

constitués de neurofilament et de protéine : I’alpha-synucléine®. Leur role dans la maladie de
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Parkinson reste toutefois encore inconnu. On ne sait pas s’ils ont une visée neuroprotectrice

ou Si, au contraire, peuvent causer certains symptomes.

L’age semble étre le facteur prédominant dans I’apparition de la maladie de Parkinson.
Toutefois, des ¢études ¢épidémiologiques ont démontré qu’il s’agit d’une maladie
multifactorielle avec des facteurs de risques environnementaux et génétiques qui peuvent

augmenter ou diminuer le risque d’apparition de cette maladie®.

La principale molécule utilisée dans le traitement de la maladie de Parkinson est la levodopa
dont 'usage semble efficace®. Elle est associée a d’autres molécules dans le but d’éviter les
effets secondaires dopaminergiques périphériques sur le systéme cardiovasculaire, digestif ...
En effet, cette molécule empéche la formation de dopamine a partir de la levodopa mais ne
passe pas la barriere hémato-encéphalique. Ce qui permet un effet dopaminergique seulement
central. D’autres molécules peuvent aussi étre utilisées comme des agonistes a la dopamine ou

des inhibiteurs d’enzymes de métabolisation de la dopamine®.

D’apres la Fondation pour la Recherche sur les AVC, il y a pres de 140 000 nouveaux AVC
par an en France, soit un AVC toutes les 4 minutes. Prés de 1 personne sur 6 en est victime et
il constitue aussi la premiere cause de déces chez la femme est la troisiéme chez I’homme,

provoquant ainsi la mort de pres de 40 000 personnes par an.

Un accident vasculaire cérébral se définit comme « un infarctus au niveau du systéme nerveux
central conduisant a la mort de cellules rétiniennes, cérébrales ou médullaires par ischémie »
et objectivé, soit par la mise en évidence de lésions ischémiques dans le systéme vasculaire
¢videntes de par la pathologie qu’elles entrainent ou par imagerie, soit par une clinique
évidente avec des symptomes persistants plus de 24h ou jusqu’a la mort de la personne
atteinte®. C’est donc le manque d’apports en oxygene et en nutriments comme le glucose qui
est la cause de cette mort cellulaire. Dans les minutes suivant la survenue de I’AVC, ce
manque induit des phénoménes d’excitotoxicité, a 1’origine de 1’cedéme cérébral et de
dommages cellulaires, ainsi que des dépolarisations péri-infactus qui peuvent participer a
I’¢largissement de celui-ci. Ensuite, c’est un phénoméne inflammatoire qui prend le relais,
modulé par des cellules du systéme vasculaire comme les neutrophiles, les macrophages ou

encore les monocytes mais aussi par des cellules résidentes du cerveau comme la microglie.
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Enfin, plusieurs jours apres la survenue de I’AVC, celui-ci entraine des phénomenes de

, . : fos 23,55
nécrose, lorsque 1’occlusion est importante, ou d’apoptose lorsqu’elle est modérée.
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Figure 5 : Mécanismes d’excitotoxicité?

On distingue alors 2 types d’accidents vasculaires cérébraux. Les premiers sont les AVC
ischémiques et représentent 87% des AVC. Ils résultent de la présence d’un caillot sanguin
qui obstrue une artere cérébrale. Les AVC hémorragiques représentent, eux, 13% des AVC.
IIs résultent de la rupture d’un vaisseau, ce qui provoque un saignement dans le parenchyme
encéphalique ou les ventricules dans 77% des cas d’AVC hémorragiques ou dans 1’espace
sous arachnoidien dans 23% de ces AVCY. Les symptdmes de I’AVC sont principalement des
maux de tétes, des vomissements et un état de conscience diminué qui peut se traduire par des
déséquilibres, des difficultés a s’exprimer, des étourdissements ... Enfin, le nombre d’AVC
dans le monde semble augmenter au fil des années du fait d’augmentation des facteurs de

risques environnementaux, comportementaux ou encore métaboliques®?
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Rang d'importance Facteurs Evolution entre 1990 et 2013

1 Pression systolique élevée ++
2 Ration alimentaire pauvre en fruits +
3 Indice de masse corporel (IMC) élevée ++
4 Ration alimentaire riche en sodium ++
5 Tabagisme ++
6 Ration alimentaire pauvre en légumes ++
7 Pollution a particules ambiantes dont le diametre est supérieur a 2,5 um ++
8 Pollution de I'air dans les foyers suite a |'utilisation de combustibles solides -
9 Ration alimentaire pauvre en céréales compléetes +
10 Glycémie a jeun élevée ++
Peu d'activités physiques *+
Faible taux de filtration glomerulaire ++
Consommation d'alcool ++

Exposition au plomb +
Cholestérolémie élevée *+

Tabagisme passif -
Ration alimentaire riche en boisson sucrée ++

Tableau 1 : Importance des facteurs de risques liés 4 la survenue d’un AVC et évolution entre 1990 et 2013%

(Avec ++ = augmentation importante de la fréquence, + = augmentation faible de la fréquence, - = diminution de

la fréquence)

D’aprés Denis LEBIHAN dans la diffusion « Le cerveau de D'intérieur » de 1’émission
« Révolutions Médicales » du 13 novembre 2012 sur la radio France Culture, 1’alimentation
riche en graisses dans les pays occidentaux favoriserait I’apparition de plaques d’athérome et
donc d’AVC ischémiques dans la population. Parallélement, I’alimentation pauvre en graisses
des pays asiatiques conduirait a ’apparition d’AVC hémorragiques, les artéres du cerveau

devenant fragiles car « manquant de lubrification ».

Le traitement médical des AVC ischémiques consiste en 1’administration de facteurs
thrombolytiques comme des activateurs du plasminogéne®. Ce traitement doit étre administré
rapidement apres I’AVC mais toujours apres réalisation d’imagerie médicale afin de vérifier
la nature ischémique et non hémorragique de la lésion. Ce traitement comporte néanmoins un
risque non négligeable de voir apparaitre des Iésions hémorragiques. Le traitement chirurgical
consiste en la réalisation de thrombectomies mécaniques a 1’aide d’un cathéter. La matériel
est alors inséré par 1’artére fémorale et est guidé a 1’aide d’une caméra jusqu’a la zone 1ésée.
Cependant, entre 7 et 14% des patients ayant subis cette opération souffrent de complications
comme la perforation de vaisseaux, des hémorragies, des embolies possibles ou encore une

casse du matériel de thrombectomie®. Pour les AVC hémorragiques, un traitement a base

33



d’antihrombiques est possibles comme par exemple la warfarine’ tout comme un traitement
de coiling endovasculaire ou de clipping chirurgical mais doit régulierement étre suivi par

imagerie médicale® afin de prévenir la survenue de lésions hémorragiques.

Les lésions du systéme nerveux central sont essentiellement d’origine traumatique. Des
accidents de transports, des chutes, des Iésions causées par la pratique d’un sport ou encore la

violence peuvent en étre les causes'®.

Dans les deux cas, que ce soient des lésions du cerveau ou de la moelle épiniere, le
traumatisme est a 1’origine d’une ischémie hémorragique. Le mécanisme pathologique est
alors semblable a celui étudié pour 1’Accident Vasculaire Cérébral®'®. Prés de 70% des
patients atteints par les lésions de la moelle épiniére souffrent de complications qui touchent
tous les systemes et peuvent alors présenter des pathologies cardiovasculaires, pulmonaires,
neurologiques, gastro-intestinales, hématologiques, génitales ou encore urinaires”. Ces
Iésions sont aussi importantes et peuvent paralyser le patient a I’'image de Christopher Reeve,
acteur connu pour avoir joué Superman dans les années 80 et devenu tétraplégique aprés une
chute de cheval en 1995. Enfin, la gestion de la douleur, qu’elle soit musculo-squelettique,
viscérale ou neuropathique se révéle étre un challenge important dans le traitement de ces

lésions™.

Le traitement médical est avant tout un traitement d’urgence visant a rétablir une oxygénation
suffisante au patient et limiter 1’inflammation locale a I’aide de corticoides. L’usage de
molécules neuroprotectrices et neurorégénératives est aussi possible et semble prometteur.

Enfin, une chirurgie a visée décompressive peut étre réalisée’®”.

Pour finir, certaines études semblent démontrer une augmentation du risque d’étre atteint par

des maladies neurodégénératives suite & une lésion du systéme nerveux central®.
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Il existe quatre types de cellules souches étudiées actuellement en médecine régénérative du
systeme nerveux : les cellules souches embryonnaires, les cellules souches inductibles
pluripotentes, les cellules souches neurales et enfin les cellules souches mésenchymateuses.
Toutes possedent une origine et donc des caractéristiques différentes qui en font des cellules

de choix dans le traitement de différentes affections neurologiques.

Dans le tableau ci-dessous, ces différentes cellules ont tout d’abord été extraites puis cultivées
in vitro. La différenciation de celles-ci a alors été vérifiée par immunohistochimie ou par
PCR. Enfin, lorsqu’elles étaient jugées aptes a étre utilisées, ces cellules ont ét¢ déposées dans
des zones de lésions induites dans des modéles animaux et les résultats ont été analysés,

notamment en terme d’effet sur les symptomes des maladies modélisées.
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Nom

Caractéristiques

Effets sur les

symptémes

Avantages

Inconvénients

Cellules souches

embryonnaires

= issues de la masse cellulaire

interne d’un embryon

Expansion illimitée in vitro
Différenciation en cellules
spécifiques a la lignée
neuronale sous des

conditions de culture

Amélioration des
fonctions motrices
et sensorielles
Amélioration de la

mémoire spatiale

Différenciation possible en
neurones dopaminergiques,
cholinergiques,
GABAnergiques

Réparations structurales

Malignité possible /
Croissance cellulaire non
controlee

Formation de tératomes in

vitro et aprés implantation

. ) spécifiques in vitro Fonctions Retablissement fonctionnel
préimplantatoire au stade o ) ) )
blastocyst cognitives Réduction de la taille de
astocyste
restaurées I’infarctus
Amélioration Réduction de la taille de Formation de tératomes

Cellules différenciées issues
de cellules souches

embryonnaires

comportementale

I’infarctus
Différenciation des cellules

transplantées en neurones

possible

Cellules souches induites

pluripotentes

= reprogrammees a partir de
cellules somatiques avec des
facteurs définis

Morphologie et propriétés de
croissance similaires aux
cellules souches
embryonnaires

Formées a partir de
nombreux types de cellules

Capacités de prolifération

Amélioration
comportementale
Amélioration des
fonctions motrices
et sensorielles
Amélioration des

fonctions

Réduction du volume total
de I’infarctus

Atténuation de
I’inflammation

Migration dans la zone
Iésée du cerveau

Cellules matures

Réaction immunitaire et
rejets possibles
Formation de tératomes
apres transplantation
Possedent les mémes
propriétés
neuropathologiques que
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importantes

Differenciation possible

neurologiques
Amélioration de la

mémoire spatiale

Capables de participer au
réseau synaptique
Différenciation spécifique
possible en fonction des
facteurs de croissance
utilisés (neurones
dopaminergiques,
cholinergiques)
Réduction de
I’inflammation

Permet la production a
partir de cellules souches

pluripotentes autologues

les cellules autologues

souches

Cellules souches neurales

endogénes

= localisées dans le gyrus
denté de I’hippocampe, la
zone sous ventriculaire ou le
bulbe olfactif

Régulation de

I’inflammation

Prolifération possible
Production de facteurs
neurotrophiques (BDNF et
VEGF)

Production de complexes
proangiogeniques
Sécrétion de facteurs
favorisant la plasticité

synaptique

Nombre de neurones
différenciés trés faible in

Vitro
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Cellules souches neurales

exogenes

= obtenues a partir de cellules
souches embryonnaires, de
cellules souches inductibles
pluripotentes, de la moelle
osseuse, de cellules souches
mésenchymateuses dérivées
de tissus adipeux, de cellules

souches neuronales
embryonnaires et du systéme

nerveux feetal ou adulte

Capacités prolifératives
intéressantes in vitro
Differenciation possible en
astrocytes, oligodendrocytes
et en neurones si induites

grace a des facteurs

Amélioration de la
récupeération
neurologique
Amélioration de la
mémoire spatiale
Amélioration de
I’apprentissage
Amélioration des

fonctions cognitives

Sécrétion de cytokines
agissant sur la
neuroprotection et
diminuant I’inflammation
Absence de tumeurs
Absence de rejets
Reéduction de la taille de
I’infarctus

Neurogenése favorisée
Synaptogenése favorisée
Réduction des marqueurs

de la maladie d’ Alzheimer

Capacités de
différenciation et
d’expansion limités lors
de cultures in vitro
Nombre de cellules
gliales non neuronales

formées important

Cellules souches

mésenchymateuses

= population non
hématopoiétique de la moelle
osseuse

Isolées a partir de nombreux
tissus des Mammifeéres
Autorenouvellement

possible

Amélioration des
fonctions cognitives
Amélioration des
fonctions
locomotrices
Amélioration de la
mémoire spatiale
Ameélioration de

I’apprentissage

Migration vers la zone de
la 1ésion a partir de voies
intraveineuses, par
transplantation cérébrale ou
par injection intracrénienne
Absence de rejets
Rétablissement fonctionnel
Différenciation en

neurones et en cellules

Faibles taux de cellules et
de cellules différenciées
lors de la vérification
Peut infiltrer plusieurs
organes si administrés par

voie veineuses
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gliales

Sécrétion de facteurs
trophiques améliorant les
capacités de réparation et
atténuant I’inflammation
Neurogenése favorisée
Synaptogenése favorisée
Stimulation de la
différenciation

Mort cellulaires lors de la
maladie d’Alzheimer
diminuée

Réduction des marqueurs

de la maladie d’ Alzheimer

Tableau 2 : Cellules utilisées en médecine régénérative neuronale
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Il - Description du systéme nerveux

Le systeme nerveux est subdivisé en 2 parties: le systeme nerveux central et le systeme
nerveux périphérique composé des voies afférentes, du latin affere (apporter) et des voies
efférentes du latin efferer (porter hors). Les voies afférentes informent donc le systéme
nerveux central sur le milieu extérieur tandis que instructions sont émises via les voies

efférentes jusqu’aux organes effecteurs, aux muscles et aux glandes.

— - -

Systeme
Encéphale 1 nerveux Moelle épiniere
= central (SNC) UscE . X T R
Entrées dans le SNC Sorhes du SNC
venant de la puupfwve) vers a péenphéne

Figure 6 : Organisation du systéme nerveux®
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1 - Anatomie du systéme nerveux central

Le systéme nerveux central est composé de 1I’encéphale, lui-méme divisé en cerveau, cervelet
et en tronc cérébral, et de la moelle épiniére. Ces structures sont protégées par les méninges :
la pie-mére étant la couche la plus interne, 1’arachnoide étant la couche intermédiaire et la
dure-mere étant la couche la plus externe. Le tout est ensuite entouré des os du crane et des
vertébres. L’encéphale est composé de la substance grise en périphérie et de la substance
blanche en son centre, tandis que la moelle épiniere est composeée de la substance grise en son

centre et de la substance blanche en péripherie.

Ces deux substances visibles macroscopiquement correspondent a des réalites cellulaires : la
substance grise contient les corps cellulaires de diverses cellules du SNC alors que la

substance blanche renferme les fibres nerveuses et les axones de ces derniéres.

2 - Composition cellulaire du systéeme nerveux central

90% des cellules du SNC sont des cellules gliales tandis que seulement 10% de celles-ci sont

des neurones.

apublmlda 2 qu‘,#

no'té“"mmngg

Figure 7 : Organisation des cellules au sein du SNC®

41



Les cellules gliales peuvent étre de 4 types : les astrocytes, les oligodendrocytes, les cellules

épendymaires et les cellules de la microglie.

Les astrocytes jouent un role dans le bon fonctionnement des neurones. En effet, ils
maintiennent leur organisation spatiale mais servent aussi du tuteur lors de lors
développement. Ils induisent des modifications anatomiques et fonctionnelles des capillaires,
jouent un réle dans la réparation des lésions cérébrales et dans la formation de cicatrices
neurales. Ils ont aussi la capacité de capturer le glutamate, un neurotransmetteur excitateur, et
I’acide gammaaminobutyrique (GABA), un neurotransmetteur inhibiteur, ce qui permet
I’interruption de leur effet. Enfin, ils participent au maintien de la concentration des ions

présents dans le liquide extracellulaire en éliminant I’excés d’ions K.

Les oligodendrocytes forment la gaine de myéline autour des axones des neurones dans le
SNC. Lors de vie feetale, ils permettent aussi la structuration du SNC en sécrétant des facteurs
inhibiteurs de la croissance nerveuse. C’est d’ailleurs ce phénomeéne qui expliquerait que les
fibres nerveuses du SNC ne se régénérent pas donnant ainsi lieu a des sequelles définitives

comme la paralysie®.

Les cellules épendymaires tapissent les cavités remplies de liquide cérébrospinal du SNC. Il
s’agit des ventricules cérébraux de I’encéphale et du canal épendymaire de la moelle épinicre.
Ces cellules participent a la formation de ce liquide mais auraient aussi un role dans la

neurogenése ou dans la formation de cellules gliales®.

Enfin, les cellules de la microglie ont un réle immunitaire car elles sont des phagocytes du
systeme nerveux central. Cependant, elles jouent aussi un role dans 1’organisation synaptique,
la régulation de I’excitabilité neuronale et en tant que support trophiques des neurones®. Elles
arrivent par voie sanguine et peuvent donc traverser la barriere hémato-encéphalique.
Lorsqu’elles sont activées, ces cellules peuvent aussi libérer des substances visant a détruire le

pathogéne.

Les neurones permettent la transmission du message nerveux qu’il soit électrique au sein d’un

neurone ou chimique entre deux neurones. Il existe 3 types de neurones: les neurones
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sensitifs qui transmettent 1’information via les voies afférentes, les neurones moteurs qui
transmettent ’information jusqu’aux organes effecteurs et enfin les interneurones qui
établissent des liaisons entres le voies afférente et efférente. Ces trois familles se subdivisent

ensuite en des centaines de type de neurones différents®.

On expliquait autrefois que le nombre de neurones était défini lors de la naissance d’un
individu et qu’aucune neurogenése n’était possible™. Il faut attendre les travaux de ALTMAN
en 1962 démontrant qu’une prolifération neuronale est possible dans une région de
I’encéphale chez le rat® confirmés par KAPLAN en 1979 qui trouve des cellules équivalentes
dans I’encéphale de singe. C’est en 1999 que GOULD indique la présence de neurogenése

dans I’encéphale des primates de la famille des Cercopithécidae™®.

Les neurones sont issus de cellules souches neurales. Celles-ci peuvent alors se multiplier en
se divisant soit en deux cellules souches, soit en deux cellules précurseurs de neurone qui se
différencieront, soit en I’'une de chaque. Ces cellules souches peuvent alors s’auto renouveler.
Les neurones nouvellement formés peuvent ensuite migrer vers leur destination, guidés par
des signaux chimiques et dirigés grace aux fibres des cellules gliales radiales®. Ils possédent la
durée de vie la plus longue des cellules de 1’organisme. Toutefois, certaines maladies

neurologiques sont expliquées par leur mort prématurée.

La formation de la cicatrice gliale a lieu dans de nombreuses pathologies du systeme nerveux
central, aussi bien dans le cas de certaines maladies neurodégénératives comme les scléroses
ou dans les lésions de ce systeme. Elle est souvent pointée du doigt comme un phénomeéne
néfaste empéchant la régénération du tissu Iésé. Cependant, de plus en plus de chercheurs
s’accordent aujourd’hui pour dire qu’elle joue un réle crucial dans la préservation de ce tissu
et dans Datténuation du processus inflammatoire?. Cette cicatrice est formée par deux régions
distinctes. Tout d’abord, on trouve le centre de la lésion qui contient de nombreux
fibroblastes, des pericytes, c’est a dire des cellules de 1’endothélium capillaire, des cellules
épendymaires et des macrophages de la microglie. On y trouve aussi des protéines et des
protéoglycanes de la matrice extra cellulaire qui inhibent la croissance axonale et la
differenciation des oligodendrocytes phénomeéne précurseur a la remyélisation. Ce centre de la

lesion est entouré par de nombreuses cellules réactives : des astrocytes, des cellules gliales
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NG2 et des cellules de la microglie activée qui forment alors une barriere entre le tissu sain et

le tissu 1ésé.2

Les astrocytes activés sont identifiables car ils sont hypertrophiés. Les astrocytes dits « Al »
sont capables de sécréter des neurotoxines induisant la mort des neurones et des
oligodendrocytes tandis que les astrocytes dits « A2 » peuvent exprimer diverses facteurs
neurotrophiques ou transférer des mitochondries aux neurones lésés. Cette balance entre effets
fastes et néfastes est régie par des signaux de la microglie. De plus, ces astrocytes peuvent

donner lieu & des cellules souches neurales capables de se différencier en neurones.?

Les cellules gliales NG2 sont aussi hypertrophiées. Leur prolifération et leur migration vers le
tissu 1ésé est rendu possible par des facteurs de croissance fibroblastiques et des facteurs de
croissance issus des plaquettes. Ce sont des cellules précurseurs a beaucoup de cellules du
systeme nerveux central comme les cellules de Schwann pour le systéme nerveux
périphérique, ou encore les oligodendrocytes pour le systeme nerveux central. Elles

permettent non seulement la formation mais aussi la résolution de la cicatrice gliale.?

Les cellules de la microglie, dans une cicatrice gliale, passent a 1’état activé. On distingue
alors deux types de cellules. Tout d’abord les cellules dites « M1 » qui sont pro-
inflammatoires et qui participent & la prolifération de cellules précurseurs aux
oligodendrocytes. Les cellules dites « M2 » ont plutdt un réle anti-inflammatoire et

participent a la différenciation des oligodendrocytes.
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Figure 8 : Schéma bilan du fonctionnement des différentes cellules actrices de la cicatrice gliale?

11 - Importance de la matrice extracellulaire dans la stabilité des cellules du systeme

nerveux central

La matrice extracellulaire du systéme nerveux central est constituée de 1’espace extracellulaire
de ce méme systetme auquel s’ajoutent des composés synthétisés par ses différentes
cellules'®. Elle forme ainsi un filet de macromolécules pour lequel le nom de Matrisome a été
proposé. Certaines de ces molécules comme des protéeines ou des polysaccharides constituent
cette matrice mais elle sert aussi de bain ou plusieurs petites molécules comme des facteurs de

croissance ou encore des vitamines influent sur les cellules.

Il est intéressant de noter que la composition de la matrice extra cellulaire du systéme nerveux
central peut varier en fonction de sa localisation. On distingue notamment la lame basale, qui
assure I’interface entre astrocytes et vaisseaux sanguins, la matrice interstitielle neuronale qui

constitue le parenchyme entre les cellules et la zone péri neuronale, autour des neurones.
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Figure courtesy of Cleveland FES Center
. A . . , 44
Figure 9 : Structure de la matrice extracellulaire d’encéphale

La matrice extracellulaire forme un réseau plus ou moins dense sur lequel adherent différentes
cellules du systeme nerveux central. Sur la figure suivante, il est possible de remarquer
I’évolution de cette matrice trés dense pour un cerveau feetal mais avec une densité plus faible

pour un cerveau adulte.

Fetal Brain ECM Adult Brain ECM Collagen |

GFAP, B Ill Tubulin

Figure 10 : Microscopie de différents supports de culture formés a partir de gel de soie infusé avec de la matrice

extracellulaire de cerveau adulte, foetale ou de collagéne™

a.  Vue microscopique d’un cylindre de support de culture cellulaire

b. Croissance cellulaire aprés 18 jours de culture de neurones corticaux primaires de rats sur
différents supports marqués par immunofluorescence

c. Croissance cellulaire apres 18 jours de culture de neurones corticaux primaires de rats sur
différents supports marqués par immunofluorescence

Marquage de GFAP en rouge pour les astrocytes

Marquage de B III Tubuline en vert pour les neurones
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Cette matrice extracellulaire ne soutient pas seulement le circuit neuronal mais participe aussi
a la modulation de ’activité et de la plasticité neuronales. Outre son activité de structuration

. . . . . . . . 48
de I’espace intercellulaire, elle permet aussi de transduire la communication inter cellulaire™.

11 a été démontré qu’en plus des facteurs biochimiques, certains facteurs biophysiques peuvent
influer sur les capacités des cellules somatiques a retrouver un état pluripotent. Parmi les
facteurs cités, on peut retenir le relief de la surface d’adhésion ou s’attachent ces cellules®.
De plus, la rigidite de la matrice extra cellulaire influe sur les cellules souches qui y adhérent.
Une étude a d’ailleurs démontré que 1’augmentation de rigidité de cette matrice est corrélée a
une diminution de I’attachement des cellules bien que les capacités d’expansion de celles-ci

ne semblent pas modifiées®.

Certaines études réalisées en 2008 suggerent que la rigidité du milieu extra cellulaire influe
sur la capacité de multiplication des cellules souches neurales, possible avec un module
élastique de 100 a 10 000 Pa mais optimisee lorsque ce module élastique est de 100 Pa. De
méme, lorsque les conditions de différenciation sont rendues possibles, il a été prouvé que
plus ce milieu est mou, plus ces cellules souches donnent lieu a des neurones tandis qu’elles
se différencient en astrocytes lorsque le milieu se rigidifie®. Cependant, d’autres études plus
récentes infirment ces hypotheses et ont démontré que c’est la possibilité de dégradation de ce
milieu qui influe sur le maintien du caractere souche des cellules c’est a dire, leurs capacités
de multiplication et de différentiation, en facilitant les contacts inter cellulaires®®. En effet, ces
contacts permis par les cadhérines modulent la signalisation via les B-catéinines qui serait a

’origine du maintien de ces capacités.

. Maintenance
Matrix

. of B-catenin Differentiated'.— .
remodelling signalling progeny
©e —— Ee— — N OE
Cadherin Stem cell
cell-cell expansion t.
contact

Figure 11 : Importance du remodelage de la matrice extra cellulaire dans le maintien du caractére souche des

cellules souches neuronales™
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1 - Molécules de structuration de la matrice extracellulaire neurale

Dans ce groupe, trois sous groupes peuvent étre déterminés. Le premier constitue les protéines
qui assurent le squelette de la matrice extracellulaire, a la maniére d’un échafaudage. Il s’agit
essentiellement du collagene. Le second groupe assure la résistance de cette matrice aux
forces de compression par appel d’eau comme [’acide hyaluronique ou encore les
protéoglycanes. Enfin, le troisieme sous groupe permet 1’élasticité de cette matrice par

I’intégration d’élastine.

a. Molécule assurant la structuration de la matrice extra cellulaire neurale
Le collagéne est une protéine fibreuse. Il s’agit de la protéine la plus représentée dans les
matrices extra cellulaires animales. Lorsque I’on regarde la figure 9, on remarque que cette
protéine est absente dans le réseau péri-neuronal, c’est-a-dire autour des neurones. Le réle
principal de cette molécule est de lier les cellules entre elles permettant ainsi une intégrité
structurale de la matrice extra cellulaire. Initialement produit sous la forme de procollagéne
par les cellules, il est rendu fonctionnel par des protéases. Le collagéne est classé en fonction
de son type, jusqu’a 28. Dans le systeme nerveux, on trouve du collagéne de type I, Ill, qui

sont fibrillaires, et IV, qui est non fibrillaire.

N terminal C terminal
propeptide propeptide
— —

Gly-X-Y repeats ( O
3 o chains (2 01,1 0.2) l
N
W\/\/\Mﬁ/ \\ Vi
W:///\\\\; ya
ff\f\/\/\/w\;/\\ Va
C-terminal propeptide
initiates triple helix formation
in the rough ER
T AN =
SOY
Procollagen is secreted
into the extracellular space
Procollagen

l Enzymes cleave propeptides
Collagen to form collagen

Figure 12 : Structure du collagéne®
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Toutes les molécules présentées dans cette partie font partie de la famille des
glycosaminoglycane. C’est d’ailleurs cette partie commune qui leur confére la capacité de

rétention d’eau si importante pour la matrice extracellulaire.

L’acide hyaluronique constitue le polysaccharide le plus fréquent des matrices extra
cellulaires animales. On le trouve en abondance dans des tissus comme le cartilage articulaire,
la peau mais aussi dans les tissus du systéme nerveux central. Il existe deux formes d’acides
hyaluroniques : ceux a bas poids moléculaire (< 25 kDA) et ceux a haut poids moléculaire (>
400 kDa). L’acide hyaluronique de haut poids moléculaire joue un rdle structural dans la
matrice extra cellulaire en permettant sa résistance aux forces de compression via 1’apport
d’eau’®. De plus, il semblerait que cet acide hyaluronique réduit I’apparition de cicatrice suite
a une Iésion de la moelle épiniére en réduisant 1’activation et la prolifération des astrocytes43.
Cet acide hyaluronique aurait aussi un effet anti-inflammatoire tandis que 1’acide
hyaluronique de bas poids moléculaire aurait un effet pro-inflammatoire'®. En effet, il

induirait I’activation des astrocytes.

Les protéoglycanes sont des glycoprotéines particulieres. En effet, ils sont constitués d’une
partie protéique liée a un glycosaminoglycane. De ce fait, ils sont chargés négativement ce qui
assure un appel d’eau. De plus, ils agissent sur la prolifération, la différenciation cellulaire
ainsi que ’expression de divers génes’*. En effet, leur action sur les cellules résiderait dans la

modulation des gradients de protéines et des signaux de transduction.

L’¢lastine contenue dans la matrice extra cellulaire confére de 1’élasticité aux tissus
correspondants. Elle est tres abondante dans des tissus comme les artéres, les poumons ou
encore la vessie. Cette petite protéine formée de proline, glycine et lysine, forme un réseau
réticulé, capable de revenir a sa structure originelle lorsque la traction exercée est stoppée.
Elle assure ainsi ’intégrité structurale de la matrice extracellulaire face aux extensions et

déformations réversibles®®.
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Ces molécules assurent deux types de liaisons : les liaisons entre les différents constituants de
la matrice extracellulaire qui permettent de solidifier le fond et les liaisons entre cellules et

matrice extracellulaire qui permettent de structurer la forme

Les tenascines constituent une famille de 5 protéines. Il s’agit de glycoprotéines qui
permettent la liaison avec d’autres molécules de la matrice extracellulaire comme d’autres

tenascine, des protéoglycanes ou encore la fibronectine.

Le perlecan est une protéine spécifique de la membrane basale essentiellement synthétisé dans
I’endothélium vasculaire ou dans les muscles lisses puis déposé dans la matrice
extracellulaire. Cette origine explique donc sa localisation dans la lame basale de matrice
extracellulaire neurale. Cette protéine permet la liaison avec de nombreuses molécules de la

matrice extracellulaire mais assure la fonction de la barriére endothéliale.

La fibronectine est un dimére de haut poids moléculaire de 230 a 270 kDa considérée par
beaucoup d’auteurs comme le maitre de I’organisation de la matrice extra cellulaire. En effet,
elle se lie aux cellules via les intégrines mais aussi aux autres protéines de la matrice extra
cellulaire, permettant ainsi d’unir contenu et contenant. Elle joue notamment un role dans

I’adhésion, la migration et la différenciation cellulaire®.
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Figure 13 : Structure de la fibronectine®

(i) Laminine

La laminine est une protéine formée de 3 chaines a, B et y qui s’entremélent, lui conférant
ainsi un haut poids moléculaire de 500 a 800 kDa. Elle est I’un des constituants majeurs de la
lame basale, mais, tout comme la fibronectine, peut se lier aux cellules, augmentant ainsi leur
adhésion et renforcant ainsi la structure de la matrice extra cellulaire. En augmentant cette

adhésion cellulaire, la laminine participe aussi au maintien de leur phénotype'®.
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Figure 14 : Structure de la laminine®®
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3- Le réseau péri neuronal, une variation locale importante de la matrice

extracellulaire du systéme nerveux

Le réseau péri neuronal est une modification de la matrice extra cellulaire du systeme nerveux
localisée autour des neurones. En effet, il s’agit d’une zone comprenant des chaines d’acide
hyaluronique liées a des protéoglycanes et des glycosaminoglycanes en interaction avec
d’autres protéglycanes. Il est importante de souligner 1’absence de protéines fibreuses comme
le collagene, la fibronectine ou encore la laminine dans le réseau péri neuronal. Cette zone est

aussi tres dynamique grace de nombreuses metalloprotéases.

=~ Hyaluronan

—Hi Lecticans ‘
)

‘ Metalloproteases R
° Haplin
\‘ Tenascin

° Otx2/ Sema3A S NEURON

Figure 15 : Composition des réseaux péri neuronaux'*®

Ces réseaux participent en grande partie dans la transmission synaptique. Tout d’abord, leur
capacité a contenir des charges négatives permet un gradient ionique de part et d’autre de la
membrane encore plus important, ce qui accroit le potentiel d’excitabilité du neurone. Ils
peuvent aussi jouer le r6le de réservoir en ions positifs. De plus, ils permettent une protection
physique supplémentaire du neurone, notamment contre les feuillets d’amyloides B visibles
dans la maladie d’Alzheimer. De surcroit, ces réseaux influeraient sur 1’environnement autour
des neurones et joueraient donc un réle sur la plasticité synaptique. Enfin, ils seraient acteurs

dans de nombreuses voies de signalisation au sein du neurone.

Cette importance du réseau péri neuronal dans la transmission synaptique en fait donc une
cible de choix dans le traitement de nombreuses maladies comme la maladie d’ Alzheimer ou

la schizophénie par exemple'®.
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Comparer la composition de la matrice extra cellulaire de différents organes semble étre une

tache compliquée.

Premicrement, la composition de 1’os est caractéristique d’un organe jouant le rdle de
charpente du corps. En effet, il contient entre 50 et 70% de minéraux, 5 a 10% d’eau et moins
de 3% de lipides. La matrice extra cellulaire « organique » semble, elle, composée de 85 a

90% de collagéne et de 10 & 15% de protéines autres que le collagéne®.

Lorsque 1’on compare, cette fois-ci la composition du muscle, du cartilage articulaire et du
tendon, on remarque que le cartilage articulaire posséde la part la plus importante en
protéoglycanes. Ceci permet donc un appel d’eau important permettant a celui-ci de jouer son
role d’amortisseur entre les différents os. De méme, la composition en collagéne du tendon est
importante, ce qui lui permet de jouer un réle de « cable résistant » entre le muscle et les os.
Enfin, le muscle, véritable organe de mise en mouvement de la charpente osseuse, est riche en

réserves d’énergie représentées par le glycogéne®.

Amount (ug/mg
Component articular cartilage) 2=
Collagen 1 230 16
Collagen 2 821 02
Collagen 3 29.6 3.3
Collagen 5 6.57 0.73
Collagen 6 328 3.7
Collagen 9 3.28 0.37
Collagen 11 6.57 0.73
Collagen 12 3.28 0.37
Total Collagens 187 21
Fibronectin 26.3 29
COMP 9.9 1.1
Other Proteins 92 10
Total il5 35
Water 650
Aggrecan 49.8 5.6
Other Proteoglycans 70
Total Proteoglycans 120 46
Total 1085 82

Tableau 3 : Composition du cartilage articulaire®
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Amount (jg/mg
Component tendon) +
Collagen 1 103 38
Collagen 3 17.8 6.6
Collagen & 19.8 7.3
Other Collagens 8.9 3.3
Total Collagens 149 77
COMP 12.4 4.6
CILP1 10.5 3.9
Other Proteins 12.3 45
Total Proteins 184 90
Decorin 13.4 49
Lumican 5.9 22
Biglycan 52 1.9
Total Proteoglycans 245 2.0
Water 625
Other (elastic matrix) oz
Total 016 99
Tableau 4 : Composition du tendon®
Amount (pg/mg skeletal
Component muscle) EE
Collagen 1 326 6.0
Collagen 3 26.6 49
Other Collagens 20.6 38
Total Collagens 80 15
Versican 12.0 2.2
Elastin 11.1 21
Fibronectin 9.9 1.8
Total Proteins 113 21
Water 750 20
Lipid 10
Glycogen 10
Total 913 41

Tableau 5 : Composition du muscle squelettique®

Le cerveau étant un organe riche en eau, il semble logique que celui-ci soit riche en
glycosaminoglycanes. La vessie, quant a elle, étant un organe qui doit supporter des forces de
tractions importantes, celle-ci est riche en collagene. Enfin, tout comme la vessie, la moelle

épini€re est un organe qui se doit d’étre résistant dans la colonne vertébrale qui subit de
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nombreux mouvements et contrairement au cerveau qui est enfermé dans la boite cranienne.

Cette résistance aux forces peut alors expliquer sa composition importante en collagéne.®

Organes Collagene (ug/mg de MS) SGAG (pug/mg de MS)
Cerveau 537,5+26,9 51+1,4
Moelle épiniére 703,2 £47,3 1,3+0,9
Vessie 702,5+113,5 44+04

Tableau 6: Composition en collagéne et en glycosaminoglycanes (sGAG) en pg/mg de matiere seche (MS) dans

le cerveau, la moelle épiniére et la vessie®

Enfin, lorsque I’on compare la composition du noyau pulpeux, au centre des disques
intervertébraux et du noyau fibreux en périphérie de ces disques, on remarque que le noyau
pulpeux est plus riche en protéoglycanes et donc en eau ce qui assure un role d’amortisseur
entre les vertébres. A 1’inverse, le noyau fibreux contient plus de collagéne ce qui assure une

résistance au forces multiples qui s’appliquent entre les vertébres’.

Composition (% de MS) | Noyau pulpeux Noyau fibreux
Protéoglycanes 35-65% 20%
Collagene 5-20% 50 - 70%
Autres protéines restes 2%
Eau 70 -90% 65 - 70%

Tableau 7 : Composition des noyaux pulpeux et fibreux en pourcentage de matiére séche (MS)"

Il est cependant utile de préciser que ces données restent encore incomplétes en ce qui
concerne les réelles proportions des différents constituants de la matrice extra cellulaire. En
effet, la présence d’acide hyaluronique, par exemple, est connue dans de nombreux tissus
comme le cartilage articulaire®, le cerveau'® ou encore la moelle épiniére'? mais sa quantité

précise au sein de ces derniers restent encore inconnue. De plus, les études citées
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précédemment se sont basées sur la concentration de molécules spécifiques de la matrice
extracellulaire. 1l est donc difficile de connaitre la composition exacte de ces matrices puisque

certaines molécules n’y sont tout simplement pas recherchées.

IV - Biomatériaux actuellement utilisés en ingénierie tissulaire

Pour cette partie, une analyse bibliométrique a été réalisée afin de comptabiliser le nombre de
publications décrivant 1’utilisation de différents supports de culture cellulaire. Pour chacune
des recherches, des mot-clefs communs ont été utilisés comme « scaffold » et « cell culture ».
Ces mot-clefs permettent notamment de sélectionner les cultures cellulaires de type 3D mais
pas celles en 2D ainsi que les cultures sur sphéroides et organoides, ¢’est-a-dire sans support.

Lorsque I’on regarde le nombre de publications décrivant les supports de culture cellulaire 3D
sur les 5 dernieres années (au total, on a compté 6411 publications), on remarque une trés

grande diversité de ces supports utilisés.
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Figure 16 : Résultats des recherches sur les différents composants utilisés en culture cellulaire au cours de ces 5
dernieres années avec comme mots clefs : « scaffold », « cell culture », « nom du composé » et en y retirant de la

recherches les « reviews » sur le site Web of Science. Les modalités de recherche sont disponibles dans

I’annexes 1.

Avec comme abréviation :

PEG : Poly Ethyléne Glycol

PLA : Poly Lactic Acid

PGA : Poly Glycolic Acid

PLGA : Poly Lactic — Co — Glycolic Acid
PCL : Poly CaproLactone

Ppy : Polypyrrole

PDMS : PolyDiMethylSiloxane
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b. Composition des supports

Polysaccharides
naturels

29%

Figure 17 : Pourcentage d’utilisation des différents types de support en culture cellulaire

Ces différents composants principalement utilisés peuvent se classer en trois familles :

Les protéines naturelles

Les polysaccharides

naturels

Les composés synthétiques

- Collagéne

- Fibrine

- Fibronectine
- Laminine

- Soie

Acide Hyaluronique
Agarose

Alginate

Chitosane

Cellulose

- Poly Ethyléne Glycol

- Acide polylactique

- Acide polyglycolique

- Acide polylactique-co-
glycolique

- PolycaproLactone

- Polypyrrole

- PolyDiMethylSiloxane

- Peptides auto assemblés

Tableau 8 : Supports de culture cellulaire principalement utilisés et classés en trois familles
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Certains des composés naturels ont 1’avantage d’utiliser des molécules spécifiques de la
matrice extra cellulaire. Toutefois, il existe une trés grande variabilité parmi ces molécules en
fonction de leur origine et en fonction des lots. De plus, ils peuvent étre la cause de réactions
immunitaires. Les composés synthétiques ont, eux, I’avantage de pouvoir étre formés dans des
conditions physiques et chimiques totalement controlables. 1ls sont alors complétement
personnalisables. Ils ont aussi I’avantage d’étre plus inertes que leur homologues naturels

mais restent toutefois biodégradables et laissent donc une place a 1’évolution cellulaire.®

Ces supports visant a obtenir une répartition en volume des cellules (et non seulement sur une
surface de fond de puit de culture) peuvent se présenter sous différentes formes : il peut s’agir
d’un support constitué¢ d’un matériau plus ou moins rigide parsemé de pores. Ce matériau peut
avoir une structure continue ou étre un assemblage de billes, de fragments ou de fibres. La
taille des structures (parties rigides et porosités) peuvent avoir des tailles allant de 1’échelle
micrométrique a millimétrique. La migration des cellules peut se faire grace aux pores de la
structure. Ces supports sont typiquement fabriqués par moulage, polymérisation en présence
de porogénes, impression 3D ou pour les supports fibreux, par electrospinning. L’autre forme
principale correspond aux hydrogels, qui sont constitués par un réseau enchevétré ou réticulé
de macromolécules souvent de taille nanométrique, gonflés par du milieu physiologique. Le
taux de phase aqueuse peut €tre tres €élevé, typiquement jusqu’a 99%, ce qui correspond a un

taux de matiere seche de 1%.
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Figure 18 : Formes possibles des différents supports utilisées en culture cellulaire avec : A) les hydrogels

contenus dans leur phase aqueuse, B) les supports solides et poreux et C) les fibres®

On peut se poser la question de comparer la structure de ces supports a I'échelle
microscopique, car c'est a cette échelle que la cellule entre en interaction avec le support. Ils
vont présenter aussi de trés grandes différences en termes de rigidité a I'échelle
microscopique, celle qui est ressentie par les cellules. Les images de ces différents supports
mettent en évidence cette diversité de structure (la porosité illustrée par ces images n'est pas
totalement significative, car les techniques de microscopie électronique employées, en général
la cryo-SEM, tendent a repousser les réseaux de "matiére molle", réseaux de polymeres sous
forme d'alvéoles caractéristiques de cette technique. On peut évaluer néanmoins la différence

de densité des structures, la morphologie et la dimension des fibres lorsqu'elle existent).

collagéne
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alginate
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acide hyaluronique

61




96

106

62

PLGA

és

-assembl

Peptides auto

fibrine

cellulose

PEG




PLA

X188 100Mmm

agarose

PDMS

PGA

Ppy

PLA-PPy

63




Tableau 9 : Microscopie électronique a balayage, ou a transmission pour les peptides auto-assemblés, de

différents supports utilisés en culture cellulaire™?}40:>1525456,5761,62,77,96,100,106,110

Matrigel

Puramatrix

Hydromatrix

Hystem C

Tableau 10 : Microscopie confocale de différentes matrices extra cellulaires commerciales®®

Echelle de taille : 100um
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Ces structures différentes posseédent des caractéristiques qui leur sont propres et peuvent alors

étre plus ou moins adaptées a la culture cellulaire.

Structure o o
Caractéristiques Avantages Inconvénients
du support
- Support mous Peuvent souvent Doivent rester hydratés
- Tres hydratés étre injectés Si trop réticulés,
Hydrogels Perméable aux de peuvent nuire a la

(polymeres)

nutriments, facteurs,

parfois aux cellules

migration cellulaire

Peut étre créé ans
des conditions
controblées et

reproductibles

Opaques donc difficile a
suivre
Propriétés mécaniques

peu similaire aux tissus

Solides (variation de la vivants
poreux taille des pores
Peut étre moulé
Inerte et avec une
stabilité au long
terme
- Techniques de Peut mimer les Souvent du PLA,
fabrications fibres de collagéne PLGA, PCL qui
multiples et Effet de guidage entrainent des réactions
différentes directionnel inflammatoires
(électrospinning, Conditions de localisées
Fibres

auto assemblage

)

fabrication variables

et contrblables

Fibres de rigidités
variées avec des
propriétés mécaniques
peu similaires aux tissus

vivants

Tableau 11 : Caractéristiques, avantages et inconvénients des trois structures des supports de culture cellulaire

possibles
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De plus en plus de recherches se portent sur I’association entre ces différents supports dans le
but d’améliorer leurs caractéristiques physiques mais aussi les possibilités de culture
cellulaires qu’ils offrent. Par exemple, certaines molécules comme la fibronectine ou la
laminine, ne sont généralement pas utilisées seules mais plutét en association avec d’autres
dans le but d’améliorer la survie et la croissance cellulaires sur ces derniers. En effet, elles
apportent a des supports peu propices a 1’adhésion cellulaire des motifs qui favorisent cette

adhésion

Enfin, les chercheurs travaillent sur différentes possibilités de modification des ces supports
de maniére a les former a notre guise comme de la pate a modeler. Ces divers processus

seront décris par la suite.

Ces mémes supports sont utilisés en culture cellulaire de neurones, sans prendre en compte
spécifiqguement la différence importante décrite précédemment concernant la composition
particuliere du réseau péri neuronal dans la composition duquel n’entre ni le collagéne, ni la
fibronectine. Lorsque 1’on regarde le nombre d’articles évoquant les cultures cellulaires de

neurones sur le site Web of Science, on obtient le tableau suivant : (Les modalités de cette

recherche seront présentées dans 1’annexe 2)
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Composant Nombre d’articles

Matrigel 40
Acide hyaluronique 37
Alginate 36
Chitosane 35
Polycaprolactone 25
Acide polylactique 17
Peptide auto-assemblés 16
Polyéthylene 15
Acide polylactique-co-glycolique 13
Agarose 12
Cellulose 11
Puramatrix 5

Polydiméthylsiloxane 3

Polypyrrole 2

Acide polyglycolique 1

Total 475

Tableau 12 : Nombre d’articles traitant de culture cellulaire de neurones

En violet les composés synthétiques, en orange les protéines naturelles, en brun les polysaccharides naturels et

en noir les matrices extra cellulaires commerciales
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M Collagéne
H Matrigel
B Acide hyaluronique
m Alginate
B Chitosane
B Laminine
M Polycaprolactone
m Soie
m Acide polylactique
7 Peptide auto-assemblés
M Polyéthylene
m Acide polylactique-co-glycolique
1 Agarose
i Cellulose
Fibrine
Fibronectine

W Puramatrix

1 Polydiméthylsiloxane
Polypyrrole
Acide polyglycolique

Figure 19 : Répartition en pourcentage des supports utilisés dans les articles traitant de culture cellulaire de

neurones

On remargue que la grande majorité des cultures cellulaires de neurones sont réalisées avec
des gels de collagene. On trouve ensuite un grand nombre de composants naturels comme
I’acide hyaluronique, 1’alginate ou encore le chitosane. La laminine et la fibronectine ne sont
pas utilisées pour former des gels « purs ». En effet, leur utilisation a pour but d’améliorer la
culture cellulaire parfois difficile sur certains composés comme les composées synthétiques.
Enfin, ’utilisation de matrices extra cellulaire comme le Matrigel se justifie par le fait que
cette matrice est une des rares matrices permettant la croissance véritablement en 3D des
cellules (elle est permissive aux cellules) et que sa composition trés riche en facteurs de
croissance stimule les cellules (il est probable que le nombre de publications soit sous-estimé
dans le cas du Matrigel car il entre dans les pratiques classiques de culture 3D et peut ne pas
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avoir été mentionné spécifiquement dans le titre). Ces supports ne sont alors utilisés qu’en
comparaison avec un support testé ou lorsque le support méme n’est pas le sujet de

I’expérience.

Nom Criteres de choix Inconvénients

Protéines naturelles

7

Collagene’ e Hydrogels

e Issu de nombreuses sources
e Peuimmunogéne

e Poreux

e Perméable

e Biocompatible

e Biodégradable

e Peu cher

e Version recombinante

e Approuvé FDA ou EU

Fibrine™ e Propriétés structurales (élasticité et ¢ Rigide
rigidité), chimiques et biologiques e Peu poreux
modifiables, degré de e Peu permeéable aux
polymérisation cellules

e Propriétés de dégradation

modifiables
Fibronectine™ e Améliore la signalisation e Cher
intercellulaire e Jamais en utilisation
e Permet une meilleure distribution seule
des cellules

e Permet une meilleure adhésion
cellulaire

e Améliore la survie cellulaire sur le
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long terme
Chargee positivement et permet

donc 1’adhésion cellulaire

Laminine'® Améliore la signalisation Jamais en utilisation

intercellulaire seule
Permet une meilleure distribution Impossible en gel,
des cellules seulement utilisée
Permet une meilleure adhésion pour du « coating »
cellulaire
Améliore la survie cellulaire sur le
long terme

Soie™ Grande surface d’adhésion Potentiellement
cellulaire immunogéne
Supporte 1’adhésion cellulaire, la
différenciation et la signalisation
intercellulaire
Peut étre combiné a d’autres
matériaux
Peur cher

Polysaccharides naturels
Acide Formation d’hydrogels par Faible adhesion

hyaluronique®

réticulation chimique

Degré de crosslinking variable
(dégradabilité)

Biorésorbable

Réduction de la formation d’une
cicatrice

Approuvé FDA et EU de longue
date

cellulaire
Difficulté de
réticulation non

toxique et efficace

Agarose

Hydrogels
Biocompatible

Peu couteux a produire

Faible adhésion
cellulaire

Préparation a chaud
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Obtenu facilement

Alginate®

Hydrogels

Propriétés mécaniques modifiables
(calcium)

Facile a créer et a automatiser

Peu dégradable in vivo

Propriétés structurales modifiables
(microfluides, tubes, billes ...)

(mises en forme variees)

Faible adhésion
cellulaire
Non dégradable par

les cellules animales

Chitosane®

Poreux

Biodégradable

Biocompatible, cytocompatible
Non toxique

Non immunogene

Tres abondant (le plus abondant
polysaccharide sur Terre)

Nombreuses charges positives

Peu dégradable par
les cellules animales
Nombreuses charges

positives

Cellulose™®* Propriétés physiques, mécaniques Difficile & mettre en
et chimigques modifiables forme
Facilement trouvable Peu soluble
Peu couteux Mauvaise adhésion
Biocompatible cellulaire
Trés abondant Peu dégradable par
Peu immunogéne les cellules animales

Synthétiques
Poly éthyléene Hydrogels par réticulation Rigide
Glycol chimique et photochimique Non dégradable
Diacrylate Caractere furtif vis-a-vis des Peu fonctionnalisable

cellules
Reduit la réponse inflammatoire

Favorise I’angiogenése

Capacité de rétentions de molécules
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pour une diffusion plus longue

Biocompatible

Acide poly Peu couteux Inflammation
lactique®™ Propriétés modifiables possible lié au
Filage par electrospining relargage d’acide
Approuvé FDA et EU de longue lactique
date Fibres rigides
Acide poly Propriétés modifiables Fibres rigides
glycolique™ Approuvé FDA et EU de longue
date
Poly Biocompatible Fibres rigides

caprolactone®

Biodégradable

Peu couteux
Propriétés modifiables
Obtention facile

Filage par electrospining

Poly pyrrole®

Capacité de conductivité

Utilisé en « coating »

Poly diméthyl Rigidité modifiable avec le degre Peu utilisé seul
siloxane™ en PDMS Hydrophobe et
Flexible, mou hydrophilie difficile a
Pas hydrolysable obtenir
Approuvé FDA et EU de longue Non dégradable
date Non poreux et non
perméables aux
cellules (sauf si
architecture 3D)
Peptide auto- Hydrogels a faible concentration Cher

assemblés®!

Peuvent se lier a d’autres molécules
(facteurs de croissance)

Interactions possibles avec les
cellules

Peut étre monté en structure 3D

Pas synthétisables
sans expertise en
synthese peptidique
automatisée

Rapidement dégradés
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e Trés mous par les cellules

e Biodégradable

e Non toxique

e Alignement des fibres
nanométriques possibles dans
certains cas

e Commercialisés

Tableau 13 : Critéres de choix dans I’utilisation des différents composés comme support de cultures cellulaires

neuronales

On constate, pour tous les composés d’origine naturelle, que le principal inconvénient est le
manque de reproductibilité des lots. En effet, leurs propriétés dépendent de la source du lot,

de son traitement ...

Cependant, on remarque que les principaux criteres de choix dans I’utilisation de ces
composés sont leur disponibilité et leur colt de fabrication. Les autres critéres possibles et
non négligeables dans le choix des ces composés sont ensuite la biodégradabilité, la non
toxicité et le caractére non immunogéne du composeé et de ses produits de décomposition ainsi
que les capacités de maitrise de son processus de fabrication comme la modification de ses

propriétés, la capacité de fabrication a grande échelle ...

L’ « electrospinning » consiste a utiliser des forces électrostatiques afin de générer des fibres

de polymeéres®.
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Taylor Cone

Whipping
Instability

/ Syringe pump

High—Vcltage
DC Supply

Rotating and Translating
Grounded Collector

Figure 20 : Schéma d’un montage permettant I’ « electrospinning »*

Dans ce procédé, un composé est mis en suspension dans un solvant trés volatile. Le jet de
liquide est alors chargé lors de la sortie de 1’aiguille tandis que la borne de réception est reliée
a une masse. Ainsi, le liquide est comme « attiré » vers le socle de réception grace aux forces
électrostatiques. De la méme maniere, lorsque ce liquide est chargé, des forces répulsives
entre des molécules de méme charge et attractives si les charges sont opposées ont lieux. Ceci
permet une lutte contre la tension de surface a la base de la goutte en formation et donc
I’obtention d’un céne de Taylor. Il est important de noter qu’une évaporation du solvant a
alors lieu lors de la sortie de cette goutte au niveau de 1’aiguille. Enfin, si les charges sont
suffisantes, la cohésion entre les molécules de composé permet la formation d’un filament

continu.

Ce procedé permet de former des fibres de composés et de les organiser en filet. Le but étant

de contr6ler la formation de biomatériaux compatibles.

Ci-dessous, il est possible d’observer des fibres d’acide polylactique obtenues par

« electrospinning ».
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Figure 21 : Microscopie électronique a balayage de fibres d’acide poly lactique obtenues par

« electrospinning »*

Echelle de taille : 5 um

Un procédé similaire nommé le « wet spinning » est aussi utilisé en ingénierie tissulaire. Il
consiste en la formation de fibres mais cette fois-ci dans 1’eau. Ce procédé sera expliqué plus

tard lors de son utilisation pour la molécule gélifiante N-heptyl-D-galactonamide (Gal-C7).

b. Amélioration des supports de culture cellulaire par ’ajout de molécules

(1) Coating

Les composés synthétiques présentent de grands avantages comme une fabrication contrélée,
reproductible, facile et peu chere. Toutefois, ils sont souvent peu favorables a la croissance
cellulaire par rapport aux composés naturels, car les cellules y adhérent peu. C’est également
le cas de certains polymeéres naturels tels que les polysaccharides non chargés. L’une des
premieres modifications de ces composés consiste alors a utiliser le « coating », ¢’est-a-dire

un revétement formé a partir d’un composé qui favorise I’adhésion cellulaire.

Dans cet exemple, des fibres d’acide poly glycolique ont été « coatées » avec de la polylysine.
On peut notamment constater que les cellules adherent peu a ces fibres (figure 22, gauche). En
effet, celles-ci peuvent étre neutres ou chargées négativement ce qui, par effet répulsif
empéche une bonne adhésion des cellules dont la membrane est chargée négativement.
Toutefois, 1’ajout de polylysine permet une meilleure «accroche » des cellules car cette
molécule est chargée positivement (figure 22, centre). Lorsque 1’on réalise un « coating » des

fibres avec de la laminine, on constate que 1’adhésion cellulaire a lieu (figure 22, droite). En
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effet, cette molécule, comme la fibronectine, contient la séquence arginine-glysine-acide
aspartiqgue (RGD) reconnue par les intégrines des membranes cellulaires, qui initient le

phénoméne d’adhésion cellulaire.

none dendrigraft laminin
polylysine
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Figure 22 : Microscopie électronique a balayage de fibres d’acide polyglycolique seules, « coatées » a I’aide de

polylysine ou de laminine*’

Le poly pyrrole ayant des capacités de conducteur, des études se penchent sur son utilisation
en «coating »”. En utilisant des fibres de caprolactone formées par « electrospinning » et
« coatées » avec du polypyrrole, on remarque que les performances en terme de croissance

cellulaire de neurones sont similaires a une autogreffe du fait de cette conductivité.

(i)  Support contenant des molécules d’adhésion cellulaire

Enfin, pour améliorer 1’adhésion, la survie et la différentiation cellulaire sur ces différents
supports, I’utilisation de molécules naturelles permettant 1’adhésion cellulaire est aussi
possible. Ces molécules présentes dans la matrice extra cellulaire animale sont la laminine et

la fibronectine.

La figure ci-dessous est une microscopie confocale d’un support de culture cellulaire a base

de collagene (figure 23, gauche) auquel on a ajouté soit de la fibronectine (figure 23, centre)
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soit de la laminine (figure 23, droite). On constate toutefois que la densité entre les fibres

n’est pas modifiée par I’ajout de ces molécules.

Collagen | Collagen + Fibronectin Collagen + Laminin

Figure 23 : Microscopie confocale de supports utilisés en culture cellulaire®

Echelle de taille 100 p

Dans I’exemple qui suit, la croissance cellulaire de cellules souches neurales humaines sur
trois supports différents ont été comparés. Le premier contient seulement de la fibrine formée
a partir de 5mg/ml de fibrinogéne et 2 U/ml de thrombine. Le second contient de la fibrine
formée a partir de 5mg/ml de fibrinogene et 2 U/ml de thrombine et de 1’acide hyaluronique a
1 mg/ml. Le dernier contient de la fibrine formée a partir de 5mg/ml de fibrinogéne et 2 U/ml

de thrombine, de I’acide hyaluronique a 1 mg/ml mais aussi de la laminine a la dose de 100

pg/ml.

Cette fois-ci, on constate que la prolifération cellulaire, immunomarquée par la recherche de

la molécule Ki67, n’est pas significativement différente pour ces trois supports.

Ki67 Positive Cells (%)

Fibrin  Fibrin/HA Fibrin/HA/Lam

Figure 24 : Prolifération cellulaire aprés culture de cellules souches neurales humaines, immunomarqueée par la

recherche de la molécule Ki67’

77



Toutefois, lorsque 1’on compare cette fois-ci la différenciation des cellules souches neurales
humaines en neurones et en astrocytes et non pas seulement la prolifération, on remarque que
la différenciation en neurones est beaucoup plus importante sur le support contenant de la
laminine (Figure 25).

Astrocyte Differentiation

Fibrin Fibrin/HA

Fibrin/HA/Lam

L J
| .

170 pm

Neuron Differentiation
Fibrin Fibrin/[HA Fibrin/HA/Lam

;
L)

1
170 um '

Figure 25 : Différentiation des cellules souches humaines en neurones et en astrocytes aprés culture de celles-ci

sur différents supports’

Avec GFAP (glial fibrillary acidic protein), un marqueur des astrocytes,
Doublecortin, un marqueur des neurones

Et Hoechst, un marqueur de I’ADN cellulaire
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Certaines études se penchent, elles, sur I’utilisation de facteurs de croissance neuronaux afin
d’améliorer la croissance cellulaire. Dans cet exemple, un gel de collagéne est complémenté
avec divers facteurs de croissance du NGF (nerve growth factor) a la dose de 10ng/ml ou du
BDNF (brain-derived neurotrophic factor) a la dose de 200 ng/ml. Des neurones ont été

cultivés sur ces différents gels et c’est la croissance des neurites qui est alors étudiée.

NGF+BDNF

Figure 26 : Croissance des neurites aprés 24h de culture de neurones sur les gels étudiés observée en microscopie

confocale®
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Figure 27 : Longueur des neurites en um en fonction du facteur de croissance utilisé®

On constate que la longueur des neurites obtenue est significativement différente en présence
du facteur de croissance NGF qu’en présence ou en I’absence du facteur de croissance BDNF.
Toutefois, comme observé sur les images microscopiques précédentes, 1’ajout de BDNF
permet une longueur des neurite significativement plus importante que lorsqu’elle est
comparée a une situation ou aucun facteur de croissance n’est utilisé. En effet, En présence de

NGF, le BNDF semble ne pas avoir d’effets.
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c. Rainures
Toujours dans le but d’améliorer 1’adhésion cellulaire et donc la biocompatibilité des
composés synthétiques, certains scientifiques se sont penchés sur 1’augmentation de la
rugosité¢ de la surface des supports. En effet, il est possible d’améliorer ainsi 1’adhésion

mécanique des cellules sur ces supports.

Lorsque 1’on réalise une culture cellulaire a partir de cellules souches neurales de souris sur
des surfaces lisses ou rainurées, on constate une prolifération cellulaire plus importante sur les
surfaces rainurées que sur les surfaces lisses. Cette prolifération peut étre mise en évidence
par immunohistochimie : un premier marqueur Tuj-1 indique les neurones en rouge tandis

qu’un second marqueur, DAPI marque le noyau cellulaire en bleu, signe d’une viabilité

cellulaire.
Withoutgrooves With grooves
. ‘
i -
E -

Figure 28 : Immunohistochimie réalisée sur les cellules présentant la molécule Tuj-1 en rouge et DAPI (4,6~

diamidino-2-phenylindole) en bleu’™

Les supports de culture utilisés sont les suivants :
PLGA = Acide Poly Lactique-co-Glycolique
Ppy-L : PLGA avec un « coating » de poly pyrrole de 104.3 £+ 62.5 nm d’épaisseur
Ppy-M : PLGA avec un « coating » de poly pyrrole de 195.0 + 57.1 nm d’épaisseur

Lorsque I’on regarde le pourcentage de cellules différenciées en neurones aprés culture, on

remarque aussi que celui-ci est significativement plus important lorsque les supports sont



rainurés. Ainsi, améliorer la rugosité a la surface de ces supports permet d’améliorer

I’adhésion mécanique et 1’évolution cellulaire favorable.

120

PLGA mPPy-L mPPy-M

100

80

60

Differentiated cells (%)

20

Without grooves With grooves

Figure 29 : Pourcentage des cellules différenciées évalué suite 4 I'immunohistochimie de Tuj-1 et DAPI™

Les supports de culture utilisés sont les suivants :
PLGA = Acide Poly Lactique-co-Glycolique
Ppy-L : PLGA avec un « coating » de poly pyrrole de 104.3 £ 62.5 nm d’épaisseur
Ppy-M : PLGA avec un « coating » de poly pyrrole de 195.0 £ 57.1 nm d’épaisseur

Dans une étude similaire, il a été remarqué que la multiplication cellulaire était similaire
quelque soit les dimensions des rainures. Toutefois, ¢’est le taux de différentiation cellulaire
qui est significativement différent. La surface et les rainures ont été précisément modulées, en
ce qui concerne I’écartement entre les rainures (largeur des « grooves ») et la surface des

terrasses.

Figure 30 : Support de PDMS utilisé durant cette étude observé au microscope électronique a balayage®
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Ainsi, cing supports sont crées :

Largeur des rainures en Largeur des pics en um Schéma du support

pm

5 5 5um-5pum
SRR

10 10 10um-10um

B
20 20 20um-20um
I
60 10 10um-60um
. Ctrl
Control : support plat

Tableau 14 : Description des différentes surfaces utilisées pour la culture cellulaire
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Figure 31 : Densité cellulaire aprés 7 jours de culture de cellules souches neuronales humaines. Tests réalisés en
quadriplate (B1, B2, B3, B4) avec 75 000 cellules/cm?®

Afin d’étudier la différenciation cellulaire, un immunomarquage a ¢ét¢ réalisé¢ vérifiant les

cellules exprimant Tuj-1, un marqueur neuronal.
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Figure 32 : Différenciation neuronale immunomarquée aprés 7 jours de culture de cellules souches neurales

humaines. Tests réalisés en quadriplate (B1, B2, B3, B4) avec 75 000 cellules/cm? ®

On constate que la différence entre les rainures n’influe pas sur la densité cellulaire.
Toutefois, le ratio de cellules différenciées pour le support 5um-5um est de 3%, tandis qu’il
est respectivement de 5,2%, 10% et 10% pour les supports 10pum-10pum, 20um-20um et
10um-60um. Ce ratio est de 11,4% pour le support lisse. Ainsi, la présence de rainures ainsi
que I’écartement entre celles-ci semble étre corrélé a une diminution de la différenciation des

cellules souches neurales en neurones.

La forme des neurones différenciés et donc le nombre de neurites, c’est-a-dire le

prolongement des corps cellulaires des neurones est évalué.
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Sum-5um 10pm-10um

20um-20um 10pum-60um

Figure 33 : Nombre de neurites présentés par les neurones différenciés lors de la culture cellulaire sur les
différents supports étudiés®

Proportion of neurons with:
B one neurite
(= two neurites

g at least three neurites

Enfin, une forme moyenne de ces différents neurones différenciés a aussi pu étre définie en

fonction du support utilisé.

~ 5um-5pm - 10pm-10um 20um-20um

! \ N
{

10pm-60pm Citrl

Figure 34 : Visualisation polaire des neurones différenciés en fonction du support étudié®
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V- Les hydrogels auto-assemblés de N-alkyl-D-galactonamides

Parmi I'ensemble des supports actuellement employés et décrits ci-dessus pour réaliser des
cultures in vitro en 3D de neurones, aucune rassemble les propriétés optimales, qui pourraient
étre qualifiées de la facon suivante: biocompatible, permissif aux cellules en 3D, de
composition et de structure bien contrdlée (notamment synthétique pour cette raison), qui
favorise la différenciation en neurones (notamment, de faible rigidité), injectable, et si
nécessaire, capable de guider la croissance des neurones dans une direction privilégiée, a
I'instar de I'organisation des neurones dans le cerveau ou dans la moelle épiniére. D'autres
propriétés pourraient venir rallonger cette description du support idéal, notamment, qu'il
favorise I'adhésion cellulaire, qu'il soit déformable, dégradable avec un temps de dégradation
adapté a la vitesse de croissance cellulaire... La permissivité aux cellules est notamment un
des points clés pour obtenir de réelles organisations dans I'espace des cellules, au lieu qu'elles
restent a la surface des matériaux. Méme sur des hydrogels trés mous, la plupart du temps, les
cellules ne colonisent pas I'intérieur de I'nydrogel et restent en surface, ou proche du lieu ou
elles ont été ensemencées. La notion de permissivité est donc importante, et en dehors de
quelques hydrogels, dont le Matrigel et quelques études a base de collagene, cette colonisation
en 3D n'est pas du tout acquise. Pour cette raison, et pour des raisons de controle de la
composition du support, des chercheurs de laboratoires toulousains, chimistes et biologistes,
ont cherché a développer des gels supramoléculaires saccharidiques entierement synthétiques.
Les gels spramoléculaires, dont les spécificités sont décrites plus en détail ci-dessous,
devraient offrir au moins trois avantages: la reproductibilité grace a la pureté de la molécule,
un support mécanique trés mou favorable a la différenciation en neurones, et la permissivité

aux cellules grace a la grande porosité et I'extréme flexibilité de la structure des gels.

Les premiers hydrogels supramoléculaires identifiés comme pouvant étre de bons supports
pour la culture de neurones sont des dérivés trés simple de la galactonamide, a savoir des N-
hexyl, N-heptyl et N-octyl-D-galactonamides (respectivement GalC6, GalC7, GalC8). La
facilité d'obtention de cette molécule et le rendement intéressant de sa synthese offrent la
possibilité de sa création a grande échelle. Ces petites molécules s'auto-assemblent dans I'eau
en un réseau de fibres capable de composer un hydrogel. Les propriétés de ces derniéres ont
été étudiées en détail dans le cadre de leur utilisation comme support de culture pour les
neurones et sont reprécisées ci-aprés. Le composé a principalement été établi et étudié par
Anais CHALARD, Juliette FITREMANN, Morgane MAUDUIT et Laurence VAYSSE. Il a
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été montré qu'il est également possible d'imprimer en 3D des structures a base de ces
hydrogels. Cependant, il s'agit d'une premiere étude, et beaucoup d'aspects restent a
développer, tels que I'amélioration des propriétés d'adhésion cellulaire, la modulation a fagon
de la rigidité des supports, la modulation de la durée de vie du support, la mise au point de
bioencres... Ces différents points font I'objet de la partie expérimentale de cette these et seront

rediscutes plus loin.

La N-heptyl-D-galactomanide (Gal-C7) est une alkylgalactonamide résultant de la réaction

entre la gamma lactone de 1’acide D-galactonique et de la n-heptylamine.

o) H OH OH OH O
0 N Me MeOH H
+ \/\/\/\NH2 . HO N/\/\/\/Me
HO” OH 81% : H
OH OH OH

Figure 35 : Réaction de synthése du Gal-C7'®

Cette synthese est réalisée avec un rendement de 81% dans du méthanol. Apres

refroidissement, le composé est alors filtré et purifié par recristallisation dans de 1’éthanol.

Ensuite, le gel est formé par dissolution a chaud de la molécule dans I’eau et auto assemblage
en fibres lors du refroidissement. Ce qui emprisonne de I’eau et forme 1’hydrogel. Plus le
refroidissement est lent, plus les fibres sont longues et le gel est cohésif, ce qui permet son

utilisation en culture cellulaire.
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Figure 36 : Microscopie optique du gel formé & partir du Gal-C7*

b. Le Gal-C7, un composé sélectionné

Il est important de comprendre pourquoi le Gal-C7 a été retenu par rapport a ses homologues
plus longs ou plus courts. En culture cellulaire, les trois composés permettent une trés bonne
survie des cellules, mais quantitativement, c’est sur le Gal C7 puis sur le Gal C8 qu’on
observe la plus grande quantité de cellules. Le Gal C6 est moins bon. Il est important de noter
que plus une amine est courte, plus celle-ci est toxique pour les cellules. D’autre part, la
longueur des fibres formées pour le Gal C7 est nettement supérieure par rapport aux deux
autres composés et ceci est une hypothése pour expliquer la différence de multiplication

cellulaire, moins marquée néanmoins, entre Gal C7 et Gal C8.

2 - Propriétés mécaniques

Les propriétés mécaniques des gels formés a partir des Gal-C6, C7 et C8 ont ensuite été
mesurées par rhéologie dynamique, les modules de stockage (G’) et de perte (G”’) ont alors
été mesurés et des mesures de contrainte mécaniques uni-axiale et sans confinement ont
permis d’obtenir les modules d’Young initiaux. Ces mesures révelent que la rigidité des gels
de Cal C7 est dans la gamme des 7 kPa, ce qui correspond a un gel tres mou et se rapproche
de la rigidité du cerveau, qui est comprise entre 0,1 et 1 kPa. On devrait donc étre avec ces
hydrogels dans une gamme de rigidité assez favorable a la différenciation de cellules souches

€n neurones.

Ces gels ont tous des comportements d' « éponges » lorsque des petites contraintes sont
appliquées. Il est d'ailleurs possible d'observer un relargage d'eau sous forme de gouttelettes a

la surface de ces gels au moment ou la contrainte et appliquée qui s’internalisent a I'arrét de la

87



contrainte. Il s’agit de gels trés fragiles qui, sous 1’effet d’une contrainte plus importante, vont
d’effondrer de facon irréversible un peu comme un paquet de « Mikado ». Cette fragilité
augmente la difficulté pour travailler avec, mais est probablement un facteur favorable pour
une migration cellulaire et va de pair avec la faible rigidité favorable a la différenciation en

neurones.

Afin de mesurer la capacité des gels formés a permettre une culture cellulaire, des gels fins de
3 a 4 mm d’épaisseur ont été disposés dans des puits de culture. La viabilité cellulaire a été
déterminée par des tests Deal-Live et des tests au MTT d'abord avec des cellules neuronales
de lignées cellulaires, relativement faciles a cultiver, les Neuro2A. On constate que le nombre
de cellules viables aprés 4 jours de culture est significativement supérieur pour le Gal-C7 par
rapport aux autres gels testés, a condition que le nombre de cellules ensemencées par puits
soit assez élevé (70 000 au lieu de 35 000), ce qui est une des caractéristiques des cultures en
3D, puisque la surface de culture est bien plus importante que pour les cultures en 2D. Il est
probable que les cellules se développent mieux lorsqu'elles sont plus nombreuses car elles

peuvent ainsi recevoir les signaux moléculaires des autres cellules voisines.

Apreés avoir évalué la viabilité des cellules cultivées sur ces gels, il est intéressant de vérifier
que ces derniers permettent une culture en profondeur des cellules. En effet, beaucoup de
supports sont aptes a supporter la culture cellulaire mais elle ne reste trés superficielle. Pour
cela, le gel formé a partir du Gal-C7 apres 90 minutes de refroidissement est scanné aprés 5
jours de culture de cellules GFP-Neuro2A a I’aide d’une microscopie confocale.
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Figure 37 : Microscopie confocale d’un gel formé a partir du Gal-C7 et avec 90 minutes de refroidissement apres

5 jours culture de cellules GFP-Neuro2A™®

Echelle de taille : 50 um

Avec en blanc, les fibres du support et en vert, les cellules

On remarque que les cellules cultivées pénétrent le gel jusqu’a 200 pm de profondeur.

Enfin, des cellules couches neuronales humaines ont été cultivées sur un gel formé a partir du
Gal-C7 apres un refroidissement de 90 minutes. Apreés 7 jours de culture, une imagerie du gel
par microscopie de réflexion. On constate que ces cellules s’agglomeérent en neurosphéres par
rapport aux cellules de la lignée Neuro2A. Il est aussi possible de constater que les seules

cellules non viables sont celles situées au centre de cette neurospheére.
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Figure 38 : Microscopie réflective d’un gel formé a partir du Gal-C7 avec 90 minutes de refroidissement aprés 7

jours de culture de cellules souches neuronales humaines*®

Ces mémes cellules en ensuite été marquées avec des marqueurs spécifiques pour les cellules
gliales et neuronales, respectivement le marqueur GFAP et Tuj-1. C’est donc la capacité de
différenciation des cellules souches neuronales humaines en cellules gliales et neuronales qui

est alors évaluée.

Figure 39 : Microscopie réflective d’un gel formé a partir du Gal-C7 avec 90 minutes de refroidissement apres 7

jours de culture de cellules souches neuronales humaines testé avec différents marqueurs :*®

(@) GFAP caractéristiques des cellules gliales
(b) Tuj-1, caractéristiques des cellules neuronales

Echelle de taille : 50 pm
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Sur ces deux images, on remarque la présence d’un réseau important de cellules gliales mais
aussi neuronales, ces deux derniers étant alors enchevétrés. Le gel formé par le Gal-C7
semble donc étre non seulement un support idéal de culture cellulaire mais permet aussi leur

différenciation.

4 - Mises en forme possibles de ce support

a. Technique du « wet spinning » appliqué au Gal-C7
La technique du «wet spinning » est une technique qui permet d’assembler des molécules
amphiphiles par fuite de leur solvant et réorganisation de celles-ci dans 1’eau. Cette technique
a eté testée avec les molécules de Gal-C7 qui sont, rappelons-le, amphiphiles grace a leur téte

galactonamide et leur queue heptyl.

OH OH O "A

HO N/\/\/\/Me = w

OH 61 H or"

N-heptyl-p-galactonamide

Gelator
molecules

Bi-layer

DMSO
self-assembly

Water \ % \B

Lamellar

organisation of the
\x
Ribbon-like fibre '

Molecular gel

Figure 40 : Schéma théorique de I’assemblage possible des molécules de Gal-C7*

Le Gal-C7 est soluble dans un solvant organique comme le dimethylsulfoxide plus connu sous

le nom de DMSO mais trés peu soluble dans I’eau. Le solvant utilisé est le DMSO car il est

non toxique pour les cellules a faible concentration et est miscible a I’eau. On remarque que

lorsque le Gal-C7 est dissous dans du DMSO puis injecté dans de 1’eau, un phénomeéne de

fuite de DMSO a lieu. Les molécules de Gal-C7 s’assemblent a nouveau en fibres par auto-
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assemblage via les liaisons faibles (liaison hydrogéne pour la téte polaire, liaison hydrophobes

pour la chaine alkyle) et emprisonnent des molécules d’eau formant alors un hydrogel.

Syringe pump —

Syringe containing the
gelator solution

Blunt tip needle

Water tank —

Generation of the __|
gel rope

Water
bath

2 axis Gelation

Figure 41 : Schéma et photos de la technique du « wet spinning » appliqué au Gal-C7"’

(@) Schéma du montage
(b) Filament de gel obtenu & partir d’une solution de Gal-C7 & 4% wt dans du DMSO traversant une
aiguille de 20G et du diamétre interne égal a 600 pum & une vitesse de 50 pL/min
(c) Schéma résumant le principe du « wet spinning » appliqué a cette situation

(d) Photographie du jet de DMSO sortant d’une aiguille a une vitesse de 30 pL/min

b. Conditions de formation du gel du « wet spinning »
Plusieurs paramétres sont alors testés afin de préciser les conditions de formation du gel de
Gal-C7 lors du « wet spinning ». Ces parameétres sont : la vitesse de sortie du fluide qui varie
de 0,5 a 200 pL/min, la concentration de la solution en Gal-C7 qui varie de 1,25 a 5 wt et
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enfin le diamétre de 1’aiguille utilisé qui varie de 160 a 600 pm. Trois états du gel sont

définis : soit le gel forme un bouchon lors de sa sortie de 1’aiguille, soit il y a formation d’un

filament continu du gel, soit la gélation du Gal-C7 n’a pas lieu et aucun filament n’est formé.

Deux états intermédiaires entre ces 3 précédemment cités sont aussi definis.
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Figure 42 : Résultats du test de la formation du gel de Gal-C7 lors de technique du « wet spinning »’

e Un gel formé un bouchon lors de sa sortie de 1’aiguille (en rouge)

e  Formation d’un filament continu du gel (en violet)

Gélation du Gal-C7 n’a pas lieu et aucun filament n’est formé (en bleu)

Etats intermédiaires entre ces 3 précédemment cités (en rose et en bleu foncé)

La formation d’un filament continu dépend essentiellement de deux paramétres qui sont la

vitesse de sortie du fluide et la concentration de la solution en Gal-C7. En effet, lorsque la

concentration en Gal-C7 est trop faible, c’est-a-dire inférieure a 2,5% aucun filament continu

ne se forme. Les fibres ne peuvent se former par manque de densité des molécules de Gal-C7.
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De méme, lorsque la vitesse de sortie du fluide est inférieure a 5 uL/min et supérieure a 50
uL/min, aucun filament continu n’est possible. En effet, lorsque cette vitesse est trop faible,
un bouchon de gel se forme a la sortie de 1’aiguille et lorsqu’elle est trop grande, les

molécules de Gal-C7 n’ont pas le temps de s’organiser en fibres.

c. Possibilité de culture cellulaire sur le filament forme
Afin d’évaluer la possibilité de culture sur le filament de Gal-C7 formé par « wet spinning »,
une culture de cellules de la lignée « Neuro2A » est réalisé. De la méme maniere que
précédemment, la viabilité cellulaire est caractérisée avec, en vert, les cellules viables et en

rouge, les cellules mortes.

Figure 43 : Culture de cellules de la lignée « Neuro2A » sur le filament de Gal-C7 formé par « wet spinning »

aprés 3 jours de culture®’

Avec en , les cellules viables et en rouge, les cellules mortes

On remarque que le nombre de cellules mortes au bout de 3 jours de culture sur filament est
un peu plus élevé que sur gel « brut », ce qui n’est probablement pas imputable au DMSO car
celui-ci n’est déja plus décelable dans le filament tout juste extrudé (forte dilution dans le bain
de wet spinning) et il est rincé plusieurs fois avec du milieu de culture avant ensemencement.
D’autres facteurs liés a la structure du filament sont a rechercher. Cependant, la viabilité reste
bonne, justifiant la possibilité d utiliser cette méthode pour préparer des filaments de gels bien

définis comme support de culture. Par rapport au gel « en bulk » obtenu par voie thermique,
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malgré sa faible durée de vie, il présente I’avantage d’étre injectable et d’avoir des fibres
beaucoup plus homogenes, réguliéres et alignées radialement. Ce qui pourrait étre favorable

pour donner des signaux beaucoup plus homogeénes aux cellules lors de la culture.
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Conclusion de la partie bibliographique :

La médecine régénérative représente aujourd’hui une branche innovante de la médecine dans
laquelle on ne cherche plus a soigner le vivant, mais a remplacer ce qui est défaillant dans
I’organisme. Bien qu’encore incomparable au « Gold Standard » que représente 1’autogreffe,
les techniques de cette nouvelle médecine s’améliorent de plus en plus. Ainsi, il deviendra
possible de pallier au manque de donneurs d’organes, de réaliser des tests médicaux les plus
précis possibles ... Nous avons pu voir que ce n’était pas le nombre de patients atteints qui
justifiait une recherche dans le domaine de la médecine régénérative neuronale. Toutefois, les
maladies neurodégénératives représentent actuellement un fléau du a une population
vieillissante et ayant des facteurs de risque augmentés associes a un mode de vie toujours plus

moderne.

Nous avons aussi pu comprendre 1’importance de la matrice extracellulaire dans la survie, le
renouvellement mais aussi la communication cellulaire. Elle est donc un outil central dans la
compréhension mais aussi 1’amélioration de cultures cellulaires en médecine régénérative.
Dans ce cas précis, il semble crucial de comprendre au mieux sa structure et sa fonction afin
de la mimer le plus précisément possible. Il s’agira alors de composition en saccharides mais
aussi en protéines ou encore dans diverses améliorations structurales ou chimiques comme

une surface rainurée, I’ajout de protéines d’adhésion ...

Les gélifiants supramoléculaires saccharidiques, par exemple les N-alkyl-D-galactonamides,
représentent une famille encore peu étudiée en tant que support du vivant. Certaines d’entre
elles sont des molécules simples a synthétiser et faciles a gélifier, et représentent alors un outil
de choix de culture cellulaire. De plus, ces molécules ont aussi I’avantage de pouvoir étre

fagonnées gréace a des méthodes comme le wet-spinning ou I’impression 3D.

Dans la partie expérimentale de cette these, deux approches ont été entreprises dans le but
d’améliorer les hydrogels de N-alkyl-D-galactonamide décrits dans la partie bibliographique.
En effet, il s’agit d’améliorer dans ces gels plusieurs points. Le point principal a améliorer,
c’est la fragilité¢ des hydrogels, qu’ils soient obtenus par voie thermique ou par wet spinning.
Leur fragilité mécanique, reliable a une trés faible densité du réseau de fibres, est sans doute
un atout pour la dissemination des cellules en 3D au cceur de I’hydrogel, mais cette fragilité
les rend difficile a manipuler et réduit leur durée de vie dans des conditions de culture. Celle-

ci est d’environ 7-10 jours pour les gels obtenus par voie thermique, et de 2 jours pour les gels
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obtenus par wet spinning (& cause de la taille beaucoup plus petite des fibres
supramoléculaires). Il est donc utile de chercher des alternatives qui permettent d’améliorer et
de moduler & volonté cette tenue mécanique. Ces alternatives vont consister soit a rajouter des
additifs susceptibles d'améliorer leur tenue mécanique sans trop affecter la porosité, soit a
utiliser d'autres gélifiants moléculaires saccharidiques, choisis dans une librairie de molécules

synthétisées préalablement au laboratoire.

Le second point est que ces hydrogels présentent aux cellules une surface de groupements
hydroxylés, non chargés, assez similaire aux polysaccharides neutres. Or, il est connu que
I’adhésion cellulaire n’est pas trés bonne sur ce type de surface. Comme décrit dans la partie
bibliographique, on peut améliorer les propriétés d'adhésion par simple "coating” par des
molécules biologiques appropriées, ce qui peut étre réalisé par lI'addition de protéines aux
hydrogels. Ainsi, nous étudierons d'abord comment I'ajout de protéine modifie
caractéristiques physiques des gels de N-heptyl-D-galactonamide. Les propriétés mécaniques,

mesurées par des tests de compression, ont été plus particuliérement étudiées.

Dans un second temps, nous avons sélectionné deux molécules de la librairie de gélifiants
disponible au laboratoire et avons étudié les conditions et les limites du wet-spinning
appliquée a ces molécules et enfin nous avons étudié la possible impression 3D de ces

molécules afin d’automatiser encore plus son procédé de fabrication.
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Chapitre 2 : Etude expérimentale

I - Amélioration des caractéristiques physiques des gels formés par refroidissement

grace a I’ajout de protéines

Il a été montré incidemment lors de précédents essais que I’ajout d’un « cocktail de
protéines » puis d’une protéine bien définie de ce cocktail, identifiée, avait un effet important
sur la tenue mécanique des hydrogels de GalC7. En effet, les hydrogels purs ne peuvent pas
du tout étre manipulés a la spatule, ni sortis des puits dans lesquels ils ont été coulés. Toute
manipulation mécanique conduit a 1’affaissement du gel sur lui-méme et 1’expulsion de 1’eau
qu’il contient. Or, il se trouve que si on imbibe le gel avec ce cocktail ou cette protéine (dont
aucune n’a de pouvoir gélifiant), le gel devient bien moins fragile mécaniquement : on peut le
manipuler a la spatule ou a la pince, il reste gonflé de liquide (un tampon physiologique) et ne
s’affaisse pas. On a donc voulu dans cette partie caractériser par des mesures mécaniques

cette meilleure tenue et comparer 1’effet obtenu avec une autre protéine.

Deux protéines, que nous nommerons P1 et P2, ont été ajoutées au gel Gal-C7 dans le but

d’améliorer sa tenue et sa rigidité.

Formation des gels purs :

Pour préparer les gels, 80 mg de gélifiant Gal C7 a été dissous dans 16 ml d’eau déionisée
chauffée a 100°C a I’aide d’une plaque chauffante (concentration de 0,5% massique). Des
puits de 1,15 cm de diametre ont alors été comblés avec 0,5 ml de solution, toujours a 100°C,
et a 'aide d’une seringue en verre montée avec une aiguille en métal et préalablement
chauffée. Une fois, ceux-ci formés, ils ont ensuite été refroidis progressivement en suivant

une rampe de diminution de 80°C/heure grace a une plaque chauffante.
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Ajout des protéines :

Les puits ont ensuite été imbibés a I’aide de 0,5 ml de solution contenant les protéines P1 et
P2. Pour cela, des solutions aux concentrations de 16 mg/ml, 8 mg/ml, 4 mg/ml, 2 mg/ml et 1
mg/ml de ces protéines ont été réalisées par dilution a partir de 2ml de la solution la plus

concentrée, ¢’est-a-dire 16 mg/ml. Le schéma de dilution est le suivant :

2 ml a 16 mg/ml

1 ml pour I’expérience 0,937 ml + 0,937 ml d’eau

=1,875 ml a 8§ mg/ml

1 ml pour I’expérience 0,875 ml + 0,875 ml d’eau

=1,75 ml a 4 mg/ml

1 ml pour I’expérience 0,750 ml + 0,750 ml d’eau

=1,5ml a 2 mg/ml

1 ml pour I’expérience 0,5ml + 0,5ml d’eau

=1mlalmg/ml

1 ml pour I’expérience

Figure 44 : Schéma de dilution des solutions contenant les protéines P1 et P2

Ces solutions ont été instillées dans les différents puits a 1’aide d’une micropipette. Puis, 0,5
mL de la solution surnageante de chaque puits a été retirée a I’aide d’une micropipette,
divisant alors par deux la concentration finale en protéines. On obtient ainsi des gels imbibés
avec des solutions de 8 mg/ml, 4 mg/ml, 2 mg/ml, 1 mg/ml et 0,5 mg/ml des protéines P1 et
P2.
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2 mg/ml 2 mg/ml 2 mg/ml 2 mg/ml
1 mg/mi 1 mg/ml 1 mg/ml 1 mg/ml
0,5mg/ml [{0,5mg/ml |0,5mg/ml |0,5mg/ml
A A

Protéine P1 Protéine P2

Figure 45 : Tableau récapitulatif des concentrations testées pour les deux protéines

Figure 46 : Schéma de la mesure réalisée avec le rhéométre Anton Paar

b. Mesures en compression

100

Puit

Les mesures ont éte réalisées avec le rhéométre MCR 302 de la société Anton Paar et la sonde
de mesure utilisée possede un diamétre de 8 mm. Un protocole de mesure de la force normale
en fonction du déplacement de la sonde a été utilisé. La sensibilité en mesure de force
normale annoncée de cet appareil est de 0,005 N a 50 N. La plaque a été placée et fixée avec
un adhésif sur une plaque en métal dont I’épaisseur est de 5 mm, laquelle est ensuite disposée
sur le plateau inférieur de I’instrument. L’échantillon étant alors situé a une hauteur de 6 mm,

si on prend en compte 1’épaisseur du fond du pilulier de Imm. Chaque puit posséde un

Sonde de mesure

Echantillon

Socle en métal



diametre de 1,15 cm et contient 0,5 ml de gel. On peut donc calculer la hauteur théorique de

chaque échantillon :

)

h ZEZ 0,481 cm

“ ()

En arrondissant cette valeur a 5 mm, on peut estimer que la mesure débute lorsque ’entrefer,
c’est-a-dire la distance entre le plateau du rhéométre, servant de point « 0 » et la sonde de

mesure, est de 11 mm.

Lorsque I’on étudie la résistance d’un matériau en compression, il est possible d’utiliser la loi
de Hooke qui exprime une force en fonction de la réduction de la longueur appliquée sur cet

objet :

Avec F, la force mesurée en Newton

S, la surface de la sonde de mesure en m2 soit, S =t * (0,004)?

E, le module d’élasticité (ou module d’Young) en Pa

&, le rapport entre la réduction de la longueur et la longueur initiale soit (dO — dt) / dO
dO étant la valeur de I’entrefer au début de la mesure, soit 11 mm

dt étant la valeur de ’entrefer a 1’instant de la mesure

Ainsi, en réalisant un graphique exprimant F/S en fonction de €, on peut dire que le coefficient

directeur de la droite obtenue est donc équivalent au module d’¢lasticité.

En réalisant les mesures, on constate qu’elles sont fortement bruitées. En effet, les valeurs de
la force varient typiquement de +0,1 N entre trois points consécutifs (différence creux-créte)

pris au niveau d'un plateau de la courbe. D’apres la sensibilité indiquée pour la machine, ces
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valeurs devraient ne pas étre aussi bruitées, donnant des résultats qui ne sont pas ceux qui
¢taient espérés. Ces mesures indiquent clairement que cet instrument n’est pas suffisamment
sensible pour mesurer des échantillons de ce type la. Une machine plus sensible et/ou des
échantillons de plus grande taille, et donc utilisant des quantités plus importantes d’un produit
synthétique fabriqué a fagcon au laboratoire, seraient nécessaires. En outre, la validation finale
des mesures nécessiterait des mesures au moins en triplicate, pour tenir compte de la
variabilité des gels. On a cependant tenté d’analyser les données des mesures réalisées, malgré
I’intensité du bruit, pour se faire une idée de I’exploitabilité ou non de ces mesures. Ceci est

présenté dans les paragraphes suivants.

3 - Interprétations

(1) Effet du décollement des parois de I’échantillon dans son puit

Une premicre question s’est posée aussi quant a la fagon de conduire les mesures, concernant
la préparation du gel. En effet, lorsqu’il est coulé puis refroidit dans le puit, il va adhérer aux
parois. Lors de la compression, la force mesurée prendra donc en compte la résistance du gel

a la compression, mais également, les forces d’adhésion du gel aux parois.
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Figure 47 : Effet du décollement des parois d’un échantillon comparé a un échantillon témoin dont les parois

sont collées lors d’un test en compression de 0,01 mm/s
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Echantillon Equation de la courbe

Parois collées y =1924*x + 168,0

Parois décollées y =1683*x + 80,77

Tableau 15 : Equation des courbes des échantillon testés en suivant une modélisation affine

Le coefficient directeur de la courbe pour I’échantillon avec les parois collées apparait donc
plus grand que pour celui dont les parois sont décollées. Ainsi, on peut affirmer que le module

élastique est plus important dans ce premier cas.

Cette constatation peut sembler logique puisqu’il est facile d’imaginer que 1’adhésion de
I’échantillon aux parois du support ajoute de des forces que la sonde doit contrer. Tandis que
dans le cas des parois décollées, le support étant « libre », les forces mesurées par la sonde ne

correspondent qu’a la compression du gel.

Malgré la constatation précédente et avec un nombre d’échantillons réduits, il a été décidé de
réaliser ces mesures pour des échantillons dont les parois sont collées. Ceci évite une
éventuelle déstructuration préalable et mal contr6lée des gels, compte tenu de leur fragilité
mécanique. Le but est, ici, de comparer I'effet de ’augmentation de la concentration en
protéine P1 dans le gel de Gal C7 sur la résistance de ce dernier aux forces de compression.
La mesure qui en résulte doit donc étre considérée comme la rigidité du gel et les forces
d’adhésion du gel aux parois. Il faut noter que ces forces ne sont probablement pas d’un ordre
de grandeur tres différent a celles du gel lui-méme, car le gel est composé de fibres
supramoléculaires, sans aucun point de réticulation fort et sont facilement dissociées les unes

des autres et donc, facilement dissociées aussi des parois.
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Figure 48 : Effet de la concentration en protéine P1 sur les gels de Gal C7 avec des échantillons dont les parois

sont collées lors d’un test en compression de 0,01 mm/s avec :

0,5=0,5 mg/ml,
1=1mg/ml,
2 =2 mg/ml,
4 =4 mg/ml,

Et 8 =8 mg/ml

Concentration en protéines Equation de la courbe
0,5 mg/ml y =1087*x + 11,52
1 mg/ml y = 1352*x + 108,3
2 mg/ml y = 1543*x + 47,98
4 mg/ml y = 1536*x + 89,69
8 mg/mi y = 1563*x + 130,1

Tableau 16 : Equation des courbes des échantillon testés en suivant une modélisation affine

On constate une augmentation du coefficient directeur de la courbe de 1087 pour 0,5 mg/ml

de concentration en protéine P1 jusqu’a 1563 pour 8 mg/ml de concentration en protéine P1.
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On peut donc supposer que 1I’augmentation de la concentration en protéine P1 augmente le

module élastique du gel.

(ili)  Effets de la protéine P2 sur le gel de Gal C7

Les mesures ont été réalisées, ici, avec des echantillons dont les parois ont été préalablement

décollées.
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Figure 49 : Effet de la concentration en protéine P2 sur les gels de Gal C7 avec des échantillons dont les parois

sont décollées lors d’un test en compression de 0,01 mm/s avec :
0,5=0,5 mg/ml,
1=1mg/ml,
2 =2 mg/ml,
4 = 4 mg/ml,

Et 8 =8 mg/ml
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Concentration en protéines Equation de la courbe
0,5 mg/ml y =2072*x — 1399
1 mg/ml y = 1675%x - 45,10
2 mg/ml y = 2796*x - 71,15
4 mg/ml y = 2444*x - 61,29
8 mg/mi y =4387*x + 17,74

Tableau 17 : Equation des courbes des échantillon testés en suivant une modélisation affine

On constate une augmentation du coefficient directeur de la courbe de 1675 pour 1 mg/ml de
concentration en protéine P2 jusqu’a 4387 pour 8 mg/ml de concentration en protéine P2. On
peut donc supposer que I’augmentation de la concentration en protéine P2 augmente le

module élastique du gel.

Les mesures ont ensuite été réalisées avec des échantillons dont les parois sont collées.
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Figure 50 : Effet de la concentration en protéine P2 sur les gels de Gal C7 avec des échantillons dont les parois

sont collées lors d’un test en compression de 0,01 mm/s avec :

0,5=0,5 mg/ml,
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1=1mg/ml,

2 =2 mg/ml,
4 = 4 mg/ml,
Et 8 =8 mg/ml
Concentration en protéines Equation de la courbe
0,5 mg/ml y =1900*x + 289,4
1 mg/mi y =13248*x - 396,1
2 mg/ml y =3189*x + 135,1
4 mg/ml y = 2058*x + 333,1
8 mg/mi y = 3445*x + 127,4

Tableau 18 : Equation des courbes des échantillon testés en suivant une modélisation affine

On constate une augmentation du coefficient directeur de la courbe de 1900 pour 0,5 mg/ml
de concentration en protéine P2 jusqu’a 3445 pour 8 mg/ml de concentration en protéine P2.
On peut donc supposer que 1I’augmentation de la concentration en protéine P2 augmente le

module élastique du gel.

Contrairement a ce que nous avions pu constater dans un premier lieu, ces valeurs semblent

supérieures lorsque les parois du gel sont décollées du puit.

Enfin, si I’on compare les effets entre les protéines P1 et P2, on constate que ces valeurs sont
plus importantes pour la protéine P2 que pour P1. Ceci suggére que I’utilisation de la protéine
P2 est plus efficace que pour la protéine P1 en ce qui concerne I’augmentation du module

élastique du gel étudié.
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Tout d’abord, il est important d’avoir a 1’esprit les différentes « erreurs » de manipulation. Par
exemple, un biais peut étre généré par déstructuration du gel au moment ou les parois sont

décollées.

De la méme maniére, la sensibilit¢ minimale annoncée du rhéométre utilisé est de 0,005 N en
force normale. Cependant, il a été constaté que les valeurs variaient beaucoup d'un point au
suivant, de proche en proche et jusqu’a +0,1 N, ce qui n'est pas en accord avec la sensibilité
annonceée. Il semblerait donc que nos mesures soient a la limite de cette sensibilité inférieure
du rhéométre, c’est pourquoi celles-Ci semblent « parasitées » par un bruit de fond constant
tres important. On a comparé ces résultats avec les courbes de tests en compression réalisées
lors d'une étude précédente avec une machine de sensibilité annoncée comparable (0,006 N)
BOSE ELF 3100 et sur des échantillons de diamétre a peu prés le double de ceux réalisés dans
cette étude (13 a 14 mm). Dans ces tests, on remarque que le bruit est bien plus faible, avec
des différences creux-crétes de points consécutifs pris au niveau d'un plateau de I'ordre de
0,004 N, coincidant avec la sensibilité annoncée. Avec cette machine, on met bien en

¢vidence I’augmentation de la contrainte F/S avec 1’avancée de la sonde dans le gel.

Plus que la sensibilité en force, on s'est demandé si c’est peut étre aussi la mesure de
déplacement qui manque de précision et qui pourrait expliquer ce bruit de fond constant
absent lors d’une étude antérieure similaire réalisé avec un autre appareil de mesure (BOSE
ELF 3100). En effet, la sensibilit¢ de mesure du déplacement constaté est de 1 pum pour
l'appareil BOSE tandis qu’il semble aussi étre de 1 um pour 1’appareil que nous avons utilisé.
Or, les différences de déplacement pour les deux machines présentent la méme précision d'un

point a un autre. La différence vient donc plut6t de la sensibilité en force.

Il serait aussi intéressant de pouvoir évaluer de quelle maniére les protéines se sont ancrées
dans le gel. Ces protéines, notamment P2, peuvent-elles se lier par des liaisons faibles au gel
améliorant ainsi sa résistance aux forces de compression ou s’agit-il de simples effets de

« comblement du vide » améliorant ainsi le module élastique du gel ?
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Figure 51 : Test en compression de 5 mm/s sur des gels de Gal C7

Enfin, il est important de noter que le comportement du gel de Gal C7 n’est pas constant au
fur et a mesure que la force de compression est appliquée. Le comportement est plus
facilement expliqué a I'aide des courbes non bruitées enregistrées avec la machine BOSE ELF
3100 lors d'une étude précédente. Au fur et a mesure de la compression, le matériau s’écrase
et tend a subir un « flambage », c’est-a-dire que les fibres qui soutiennent le gel se tassent ou
se cassent, présentant alors moins de résistance. L’équation de la tangente en fin du test en

compression est d’ailleurs y = 2016*x + 255.,4.

Pour expliguer la diminution du module élastique du gel en fonction de la compression, il est
possible de voir ce gel sous la forme de fibres enchevétrées a la maniére d’un amas de
« Mikados » (en effet certaines fibres, les plus grosses, doivent probablement étre
relativement rigides et des fibres fines, plus souples font le lien entre ces fibres rigides). En
début de compression, les fibres résistent face a la force appliquée puis commencent a se

tasser ou a subir un "flambage" (elles se plient ou se cassent). Si on réalise un second test avec
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le méme échantillon, alors on constate que les modules sont systématiquement plus faibles,
similaires a ceux de la fin de la courbe de la Figure 51, puisque la structure formée par les

fibres est « tombée », ne tenant plus le gel.

{g} Compression ~
27X

Figure 52 : Structure supposée du gel de Gal C7 lors d’un test en compression

II-  Wet-spinning de deux nouveaux gélifiants G2 et G3

Deux gélifiants nommés G2 et G3 ont ensuite été testés au wet-spinning. Pour cela, ces
gélifiants sont dissous dans du diméthylsulfoxide (DMSQO). Les concentrations réalisées sont
présentes dans la tableau 19. On applique par convention la formule suivante, reliant le
pourcentage massique a la concentration de la solution (I'équation ci-dessous est valable pour
I'eau dont la densité est de 1.0 g/mL, et pour garder la méme convention, on néglige ici la
correction qu'il faudrait apporter dans le cas du DMSO, dont la densité est de 1,1 g/mL). Une
solution dont le pourcentage massique de gélifiant est de 1% correspond 10 mg/ml, ce qui
correspond a :

1mg de gé€lifiant ~ 10mg  10mg
100 mg de solution  1000mg 1 ml

1% massique =

Les solutions sont ensuite placées dans une seringue de 1 mL montée avec une aiguille de 30

G, dont le diametre interne est égal a 0,140 mm. La seringue est alors mise en place sur un
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pousse seringue 111 legato KDS (KD scientific) de maniére a étre verticale et a permettre un
¢coulement de haut en bas. Des flacons de culture cellulaire de I’entreprise Falcon ont alors
¢été remplis a I’aide de 50 ml d’eau déionisée et placées sous la seringue verticale de maniére a
ce que le bout de I’aiguille soit immergé. L'avantage de ces flacons a parois plates et bien
transparentes est de permettre une bonne visualisation des filaments de gel en cours de
formation. Le pousse seringue a été préalablement réglé pour que le bout de I’aiguille reste le
moins longtemps possible immergée dans I’eau, sans flux la traversant. En effet, cela peut
engendrer la formation d’un bouchon de gel dans 1’aiguille. Le pousse seringue est ensuite
lanceé de maniére a injecter une quantité de 50 pl par test. Les deux paramétres modifiés sont
la vitesse d’extrusion ainsi que la concentration en gélifiant. Une caméra, le modele EOS
600D de la marque Canon possédant un objectif modifié, a aussi été placée face a la cuve. Le
cadrage a été choisi de maniere a pouvoir visualiser tout le parcours du jet de solution, puis du
filament de gel, depuis la pointe de 1’aiguille jusqu'au fond du flacon. Enfin, une fois
I'injection terminée et le gélifiant déposé dans la cuve, 40 ml d’eau a été retiré afin de limiter
la possible dissolution du filament de gel (50 pl de gel) et observer son évolution dans un
volume plus limité d'eau déionisée (10 ml). En effet, dans le cas du GalC7, premier gélifiant
testé par cette technique, la durée de vie du filament est d'autant plus courte que le volume
d'eau reste élevé, car il se dissous, et il tend se transformer en cristaux. Nous souhaitons donc
savoir si les deux nouveaux gels G2 et G3 sont plus résistants a ces deux phénomenes, ce qui

permettrait leur utilisation comme support de culture sur de plus longues durées.

Seringue

Pousse-seringue

Caméra

Flacon de culture

Figure 53 : Schéma de 1’expérience de wet-spinning
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Tableau 19 : Tableau récapitulatif des concentrations et vitesses d’extrusion testées en wet spinning pour les

deux gélifiants

2 - Mesures et traitements des données
a. Wet-spinning de filaments de gélifiant G3

Q) Diagramme de phases du wet-spinning du gélifiant G3

Lors de cette expérience avec le gel G3, cinq phases différentes du filament ont pu étre

distinguées :

e Formation d’un bouchon ou « cloag » au bout de 1’aiguille empéchant la création du
filament

e Formation d’un filament mais qui peut étre interrompu par la formation d’un ou
plusieurs « cloag »

e Formation d’un filament fin et continu

e Formation d’un filament fin et continu avec prise tardive dans le bain d’eau déionisée

e Amas résultant de la prise tardive d’un gel non formé
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Images

Description

Formation d’un
amas de gel avec
une concentration
de 1% de gélifiant
et une vitesse
d’extrusion de

150 pl/min

Formation d’un
filament fin et
continu avec prise
tardive avec une
concentration de
2% de gélifiant et
une vitesse
d’extrusion de

100 pl/min

Formation d’un
filament fin et
continu avec une
concentration de
3% de gélifiant et
une vitesse
d’extrusion de 50

pl/min

Formation d’un

« cloag » avec
une concentration
de 2% de gélifiant
et une vitesse
d’extrusion de 20

pl/min

Tableau 20 : Image des différents états de gel rencontrés lors du wet-spinning du gélifiant G3

Sur chaque image, le diamétre externe de ’aiguille, visible sur le bord supérieur de I’'image est de 0,305 mm.
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Ces differentes phases sont ensuite répertoriées dans un diagramme :

160

m m /
140 /
120 /
100 = = =

Vitesse d'extrusion en pl/min

80
| |
60
| |
40 L u
|
20 u
0
0 1 2 3 4

Concentration en pourcentage massique

Figure 54 : Diagramme de phases lors du wet-spinning du gélifiant G3 en fonction de sa concentration dans la

solution initiale et de la vitesse d’extrusion avec :

e En , la formation d’un filament mais qui peut étre interrompu par la formation d’un ou plusieurs
«cloag »
e En , la formation d’un filament fin et continu

e Envert foncé, la formation d’un filament fin et continu avec prise tardive dans le bain d’eau déionisée

e Enbleu, la formation d’un amas résultant de la prise tardive d’un gel non formé

On constate I’existence d’une fenétre d’action assez large permettant la formation d’un
filament fin et continu pour des pourcentages massiques en gélifiant de 1% a 3% et avec des
vitesses d’extrusion allant de 10 ul/min & 150 pl/min. Cette large fenétre rend ce gélifiant
prometteur pour plusieurs applications comme le 3D printing et le rend, a terme, faconnable
en différents scaffolds. Toutefois, un effet « pulse » du pousse seringue a pu étre constaté
pour des vitesses d’extrusion de 150 a 75 pl/min. De plus, la formation de « cloag » a pu étre
constatée pour le gélifiant de concentration massique égale a 3% a des vitesses d’extrusion de
20 et 10 pl/min. Ces derniers peuvent aisément tomber lorsque de légeres secousses sont

produites sur la seringue. Un filament fin et continu peut alors se produire si on élimine
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régulierement le cloag en secouant l'aiguille... Il peut arriver également dans le domaine des
faibles vitesses d'extrusion (10 et 20 pl/min) qu'un cloag se forme au début de I'extrusion,
mais une fois ce cloag éliminé, un filament continu bien formé se forme pour le reste de

I'extrusion. Ces conditions ont été considérées comme étant "vertes".

En conclusion, il est possible de penser que c’est la présence d’un flux continu et laminaire
qui permet la formation d’un filament fin et continu, considéré comme parfait. Cependant, dés
que ce flux est perturbé, on peut constater 1’apparition d’un « cloag » empéchant la création

d’un filament correct. Le phénomeéne de formation du « cloag » s’auto-entretient alors.

Suivi guantitatif :

Afin de suivre quantitativement I’évolution des filaments formés, notamment en ce qui
concerne le phénomene de cristallisation de ceux-ci, un protocole de séchage des flacons avait
été mis en place. Des tubes a centrifuger de la marque Falcon et de contenance de 15 ml ont
alors été pesés vides a I’aide de la balance analytique semi micro modele MSE225P. IIs ont
ensuite €té centrifugés et 1’eau déionisée a été extraite a 1’aide d’une seringue de 20 ml
montée avec une aiguille de 21 G. lls ont alors mis a sécher, de maniére a permettre une
¢vaporation compléte de 1'eau tout en étant recouverts d’un papier d’aluminium pour éviter
que de la poussiére n’y entre. Il s’agissait donc de pouvoir comparer la masse théorique de
gélifiant extrait, en sachant que pour chaque expérience, le volume extrudé est de 50ul, avec

les valeurs mesurées au cours du temps.
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Masse séche théorique
Gel Concentration (mg/ml) | de gélifiant extrudé
(mg)

10 0,5

20 1
G2 30 1,5

40 2

50 2,5

10 0,5
G3 20 1

30 1,5

Tableau 21 : Masse théorique de gélifiant extrudé lors du wet-spinning aprés séchage du filament de gel

Cependant, nous avons pu constater que le séchage correct de nos échantillons était quasi
impossible vu la rétention d’eau par le filament. De plus, nous avons pu remarquer qu’au
cours de cette évaporation, les filaments se dissolvaient dans 1’eau restante et s’agglutinaient
sur les parois. Enfin, bien que la précision annoncée de la balance soit de 0,01 mg, les masses

mesurées semblaient trop variables pour étre interprétées.

I1 est aussi important de garder a ’esprit que cette technique comporte beaucoup de variables
de manipulation comme la quantité d’eau enlevée a la seringue qui peut contenir des
molécules non visibles (dissoutes ou en petits agrégats qui n'auraient pas décanté apres
centrifugation) ou encore une masse mesurée variable suivant que la lecture est réalisée 5 min
ou 1 heure aprés avoir posé le tube sur la balance. D’autant plus qu'on a choisi de laisser
I’évaporation de 1’eau se faire « naturellement » a la pression atmosphérique pour éviter des

pertes supplémentaires, ce qui demande un temps de séchage bien trop long.

Suivi qualitatif :

Un suivi qualitatif des filaments formés a également été réalisé, pour déterminer leur
solubilité sur le long terme (dans 10 mL d'eau), leur stabilit¢ dans le temps et si un

phénomene transformation morphologique en cristaux se fait, comme cela avait observé pour
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le GalC7. Les filaments de gélifiant G3 ne sont toujours pas dissous 9 jours aprées leur
formation. Ils ont été observés au microscope optique avec le microscope Olympus BX53,
soit sous leur forme humide, soit aprés sechage sur lame de microscope.

Grossissement: 20 x

Figure 55 : Observation d’un amas de gélifiant G3 sec de concentration massique de 1% formé & 50 pl/min

Grossissement: 20 x

Figure 56 : Observation d’un amas de gélifiant G3 sec de concentration massique de 1% formé & 100 pl/min
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Grossissement: 20 x

Figure 57 : Observation d’un filament de gélifiant G3 sec de concentration massique de 3% formé & 50 pl/min

Grossissement: 200 ‘

Figure 58 : Observation d’un filament de gélifiant G3 humide de concentration massique de 3% formé a 100

pl/min

On remarque une cristallisation pour tous les filaments et amas observés, mais celle-ci ne
touche pas la totalité du filament, puisque celui-ci est toujours bien visible aprés 9 jours, et
méme apres 2 mois dans 10 mL d'eau. Si tout avait cristallisé, comme les cristaux sont
transparents, on ne verrait plus aucune formation blanche dans le récipient. Cependant, malgré

la formation d’un filament bien défini au départ, et sa persistance sur le long terme, sa
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structure est probablement affectée par ce phénomene de cristallisation partielle qui tend a le
briser en petits fragments.

(iii)  Observation par microscopie électronique a balayage des filaments fraichement

formés par wet-spinning

Préparation des échantillons :

Deux échantillons ont été préparés : un filament de gélifiant G3 de concentration égale a 2%
formé par wet-spinning avec une vitesse d’extrusion de 40 ul/min et un autre de gélifiant G3
de concentration de 3% formé avec une vitesse d’extrusion de 50 pl/min. Ces deux filaments
ont été formés dans un pot d’une contenance de 100 ml au fond duquel on dispose un tamis
cellulaire lesté avec un plot, c’est-a-dire le support de 1’échantillon utilisé dans ce type
d’imagerie. Au fur est a mesure que le wet-spinning a lieu, le pot est déplacé de maniére a
faire tomber le filament sur le plot. Le surplus d’eau est ensuite retiré a I’aide d’une seringue
de 50 ml dont I’embout est placé en dehors du tamis lors de I’aspiration d’eau. Ceci permet
d’éviter d’éventuels flux qui risqueraient de déplacer le filament. Le reste d’eau est ensuite
retiré a 1’aide de la méme seringue mais montée avec un embout de micropipette. L aspiration
a lieu, cette fois-ci, dans le tamis. Enfin, le plot contenant 1’échantillon est récupéré a I’aide

d’une pince et est asséché en périphérie a I’aide d’un papier buvard.

Figure 59 : Préparation des échantillons sur le plot d’échantillonnage
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Les échantillons sont tout d’abord refroidis avec leur plot a -220°C dans de l'azote pateux. lls
sont ensuite fracturés a une température de -145°C sous vide dans une chambre de cryo
transfert dont le mod¢le est Quorum PP3000T. Le premier échantillon, ¢’est-a-dire le filament
formé a partir du gélifiant G3 de concentration égale a 2% et extrudé a 40 pl/min a ensuite
subit une sublimation de 30 minutes a 110°C puis une seconde de 10 minutes a 90°C. En
effet, beaucoup de glace était encore visible lors de la premiére observation. Le second
¢échantillon, c’est-a-dire le filament formé a partir du gélifiant G3 de concentration égale a 3%

et extrudé a 50 pl/min, a été sublimé a 110°C pendant 2 heures.

Les échantillons sont ensuite imprégnés de palladium pendant 60 secondes et introduits dans
la chambre d'observation. La température est alors maintenue a -145°C. Le microscope utilisé

afin d'observer les échantillons est le modéle FEG FEI Quanta 250.

Observations :

L'interprétation des images obtenues avec le gélifiant a 2 % est ambiglie. On remarque la
présence de fibres, elles-mémes composées de fibres plus petites. Celles-ci sont cependant
encore rares. Mais on n'a pas la certitude que ces "fibres™ ne soient pas liées a la glace encore

tres présente, venant altérer la lecture de ces images et orientant « faussement » ces fibres.

pressure |spot| det [ HV WD HFW | —— 100 pm
6.33e-5Pa| 2.0 |[ETD|5.00 kV [10.7 mm| 468 um

Figure 60 : Observation d’un filament de gélifiant G3 de concentration 2% extrudé a 40 pl/min au MEB

121



1.554 ym

mag @ | pressure [spot| det | HV WD [ HFW |
1040 x |1.14e-4 Pa| 2.0 |[ETD|5.00 kV |11.3 mm| 122 pm |

Figure 61 : Observation d’un filament de gélifiant G3 de concentration 2% extrudé a 40 pl/min au MEB

C’est a cause de la présence de cette glace visible lors des premieres observations, qu’il a été
décidé de reéaliser une sublimation d’une durée plus importante pour le second échantillon.
Pour celui-ci, on remarque notamment une formation de nombreuses alvéoles a sa surface qui
peuvent étre expliquées par la formation de cristaux de glace ayant repoussé la structure. Cette
formation d'alvéoles est un phénomene classiquement observé en cryo-MEB lorsque le
refroidissement des hydrogels, quels qu'ils soient, est fait dans l'azote pateux. Il y a donc
probablement une déformation de la structure native du gel a cause de cette formation de
glace. Cependant, les observations des parois des alvéoles et de leur densité, leur organisation
relative reste cependant instructive sur la structure initiale du gel. Contrairement a
I’échantillon précédent, on ne constate pas la présence de fibres bien définies pour celui-Ci
mais plutdt des feuillets, observables au niveau des parois des alvéoles. Certains semblent
bien plats, voire méme alignés, mais seulement a certains endroits. Ailleurs, ce sont plutdt des
plaques ondulées, compactées avec une répartition aléatoire. Certains alignements radiaux en
feuillets pourraient correspondre a ce qui a été observé pour le GaC7, compatibles avec la
fuite du DMSO et D’entrée d’cau dans le filament lors du wet-spinning, puisque

perpendiculaires a la bordure de la structure. Ces observations demandent a étre confirmées
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en utilisant une technique induisant moins d'artéfacts liés a la glace, que I'on peut espérer en

utilisant une technique de congélation de I'échantillon a haute pression.

ey N ; 2 ; LN s B 4
mag @ | pressure |spot| det HV WD HFW | — 100 pm
286 x |5.17e-5Pa| 2.0 |[ETD|5.00 kV [11.8 mm| 444 pm

Figure 62 : Observation d’un filament de gélifiant G3 de concentration 3% extrudé a 50 pul/min au MEB

Feuillets

Plaques

& r -
agglomeérées S 2
mag R | pressure |spot| det HV WD HFW
1049 x [4.94e-5Pa| 20 |[ETD|5.00 kV |11.9 mm|121 ym

Figure 63 : Observation de la méme d’un filament de gélifiant G3 de concentration 3% extrudé a 50 pl/min au

MEB et a plus fort grossissement
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Interprétations :

Le Gal-C7 présentait, lui, une structure en fibres dont 1’orientation radiale trés marquée
semblait régie par la diffusion de I'eau au sein de la corde liquide de DMSO pendant le wet-
spinning. Cependant, le gélifiant G3 étudié semble former une structure poreuse en plaques

plutdt d'en fibres et présente donc une structure microscopique tres différente.

50 pL/min, cross section 50 pL/min, axial secti

- .

o A [ S o

Figure 64 : Observation de filaments de Gal-C7 de concentration égale a 5% formés par wet spinning a

<~ . . 1
différentes vitesses d’extrusion®®

Cependant, la formation de cristaux de glace a 1’origine de I’apparence alvéolaire de la
structure semble compromettante pour une bonne caractérisation des filaments formeés. C’est
pourquoi il a été décidé de réaliser une observation microscopique a balayage de ces filaments

mais apres une sublimation & haute pression.

b. Wet-spinning du gélifiant G2

0] Diagramme de phases du wet-spinning du gélifiant G2

Comme précédemment pour le gélifiant G3, cing phases ont pu étre distinguées lors du wet-

spinning du gélifiant G2 :
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Formation d’un bouchon ou « cloag » au bout de I’aiguille empéchant la création du

filement

Formation d’un filament mais qui peut étre interrompu par la formation d’un ou

plusieurs « cloag »
Formation d’un filament fin et continu
Formation d’un filament fin et continu avec prise tardive dans le bain d’eau déionisée

Amas résultant de la prise tardive d’un gel non formé

Ces différentes phases sont ensuite répertoriées dans un diagramme :

Vitesse d'extrusion en pl/min

160
| ] | |
140
120
100 i L u

. / S
20 | [ | /

20

0 1 2 3 4 5 6

Concentration en pourcentage massique

Figure 65 : Diagramme de phases lors du wet-spinning du gélifiant G2 en fonction de sa concentration dans la

solution initiale et de la vitesse d’extrusion avec :

En rouge, la formation d’un bouchon ou « cloag » au bout de I’aiguille empéchant la création du

filament

En , la formation d’un filament mais qui peut étre interrompu par la formation d’un ou plusieurs
« cloag »

En , la formation d’un filament fin et continu

En vert foncé, la formation d’un filament fin et continu avec prise tardive dans le bain d’eau déionisée

En bleu, la formation d’un amas résultant de la prise tardive d’un gel non formé
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Pour le gélifiant G2, on constate une fenétre d’action suffisamment large, notamment en
terme de concentration, ce qui devrait affecter la densité du filament. Cependant, un
quatriéme état du filament a pu étre mis en évidence. En effet, un filament fin et continu a pu
étre formé mais a été interrompu par la formation d’un ou plusieurs « cloag » le rendant donc
difficile a obtenir correctement. De méme que pour le gélifiant G3, un effet « pulse » du
pousse seringue a pu étre remarqué a des vitesses d’extrusion de 150 et 100 pl/min, ce qui a

perturbé la formation d’un filament fin et continu.

De la méme fagcon que pour G3 et pour limiter un éventuel phénomeéne de dissolution, 40 mL
d'eau ont été retirés des flacons, puis les filaments sont observés, soit immédiatement apres
formation, soit apres plusieurs jours. Ici, seuls les filaments jugés corrects ont été observés
avec le microscope Olympus BX53. Ces filaments sont ceux formés avec une concentration
massique de 2% et extrudé a 10 pl/min, puis avec une concentration massique de 3% et
extrudé a 100 ul/min, puis avec une concentration massique de 4% et extrudé a 10 pl/min et
enfin celui avec une concentration massique de 5% et extrudé a 50 pl/min. Les filaments ont
¢été prélevés dans 50 ul a 1’aide d’une micropipette avec un cone tronqué pour limiter le
cisaillement du filament. Ils ont ensuite été déposés sur une lame et observés a méme la goutte
d’eau déionisée dans un premier temps. Dans un second temps, ces lames ont été séchées sous

cloche pendant 24h et ré-observées au microscope une fois seches.

Seules les images les plus caractéristiques seront présentées ici.
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Figure 66 : Observation d’un filament de gélifiant G2 de concentration massique de 5% formé a 50 pl/min,

humide, aprés formation

On constate un agencement en « queue de chat » des fibres de gélifiant G2 lors du wet-

spinning. 1l y donc une « vertebre » plus dense du filament entourée de fibres qui rayonnent
autour de celle-ci.

(N & \
¥ K S —_—
Grosslssement: 26 1 3 o -5 —]20“'"

Figure 67 : Observation d’un filament de gélifiant G2 de concentration massique de 4% formé & 10 pl/min, suite

a 24h de séchage apres formation

Ici, on constate que cet agencement est marqué lors du séchage et on observe assez nettement
des fibres de gel. Les images en microscopie optique étant similaires pour le GalC7 (aspect en
"queue de chat", fibres hérissées en périphérie, centre plus sombre), ces observations pour le
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gélifiant G2 laissent penser que celui-ci forme également des fibres supramoléculaires

organisées radialement

Cependant, ces observations en microscopie optique ont permis de déceler une cristallisation

importante des filaments, seulement 24h aprés leur formation.

Figure 68 : Observation d’un filament de gélifiant G2 de concentration massique de 4% formé & 10 pl/min,

humide, 24h aprés formation

A gauche, en lumiere blanche

A droite, en lumiére polarisee

’ N

Figure 69 : Observation d’un filament de gélifiant G2 de concentration massique de 4% formé a 10 ul/min,

humide, 48h aprés formation

A gauche, en lumiere blanche

A droite, en lumiére polarisée
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En conclusion de cette expérience, nous pourrons affirmer que ces études préliminaires nous
permettent d’identifier les caractéristiques, les atouts et les désavantages de chacun des ces

deux gélifiants en wet-spinning.

Le gélifiant G3 présente tout d’abord une fenétre d’action en wet-spinning large ce qui le rend
polyvalent. Il parait donc prometteur pour certains tests d’impressions 3D. Cependant, bien
qu’il soit trés résistant dans 1’eau déionisée puisqu’il ne se dissout pas apres 9 jours ou méme

deux mois, le phénomene de cristallisation partielle semble parasiter cette endurance.

Le gélifiant G2 possede lui aussi une large fenétre d’action. Toutefois, la formation d’un
filament fin et continu semble étre plus difficile car ce phénomeéne a pu étre parasité par la
présence de «cloag »ou d’effet « pulse » du pousse seringue. De plus, les gels formés se
dissolvent plus facilement dans I’cau déionisée et le phénoméne de cristallisation semble
beaucoup plus rapide pour ce gélifiant puisqu’il envahit la structure formée seulement 24h

apres sa formation.

11 -« Impression 3D » de Gal-C7

Il a été montré que la technique de wet spinning peut étre transposée a I'impression 3D dans le
cas du gélifiant GalC7 (travaux d'Anais Chalard™®). Ces premiers essais ont été réalisés a
I'aide d'une plateforme motorisée en XY (mais pas en Z) en collaboration avec le LAAS. Un
équipement équivalent est en cours de développement au laboratoire des IMRCP (par Jean-
Michel Martin, service d'électronique de I'Institut de Chimie de Toulouse), afin de pouvoir
tester facilement diverses "encres” d'impression. Certaines particularités de I'impression des
gélifiants moléculaires (aiguille mobile, lit fixe, extrusion d'un liquide et non d'une pate,
contréle de la vitesse d'extrusion et non pas de la pression, extrusion a température ambiante)
font que la plupart des imprimantes 3D du marché "grand public" sont incompatibles avec la
technique et nécessite alors ce développement "maison”. Les travaux présentés constituent
donc les premiers essais d'impression avec ce prototype d'imprimante 3D "maison”, avec des

ajustements necessaires.
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Une modélisation en trois dimensions est tout d’abord dessinée avec un logiciel 3D. Dans

notre cas, nous utilisons Google Sketchup. Le fichier est ensuite exporté en format .STL.

NG/ Ol SBSCH L TBPIANOSE R G

)

10,0 mm

Figure 70 : Exemple de modélisation sur Google Sketchup Pro 2020

Dans un second temps, pour permettre son impression en couches, celui-ci est « découpé » en
utilisant un «slicer ». Ce second logiciel permet de diviser 1’objet dessiné en couches
horizontales a la maniére d’un scanner et exporte alors ce fichier en G-code, c’est-a-dire une
suite de commandes permettant sa réalisation. Nous utilisons, ici, le logiciel Repetier-Host qui
travaille via le logiciel Slic3r pour convertir les modéles 3D.

Une imprimante 3D a été montée grace a une carte de la marque Arduino. Celle-ci sert de
traducteur et permet de convertir les commandes en G-code issus de I’interface utilisateur, ici
le logiciel Repetier-Host, en impulsions vers les 3 moteurs de cette imprimante. Les trois
moteurs mettent en mouvements des vis sans fins sur 3 axes : I’axe X agissant de gauche a
droite, I’axe Y agissant sur la profondeur et enfin I’axe Z agissant sur la hauteur. Ainsi, un
point situé dans la zone de travail, comme une aiguille reliée a une seringue contenant du

gélifiant, par exemple, peut étre déplacé en trois dimensions. La surface de dessin a été
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définie dans un cristallisoir de 15 cm de diamétre, permettant un travail a partir de I’origine du

repére.

Z stage ﬁ
: ™, Teflon tube

.
[l

Syringe pump -----p---- PO i
Water bath

I‘-,‘ Blunt-tip needle
|¥ rl

Syringe
containing the Glass slide

gelator solution
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1
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1
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]
1
1

™ Motorized XY stage

Figure 71 : Schéma du montage d’impression 3D"’

Figure 72 : Photographie de I’imprimante 3D avec ses différents axes de travail
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L’imprimante 3D utilisée a été¢ fabriquée de toutes pieces. Dans cette partie, on cherche a
trouver un ensemble de conditions permettant I'impression du modéle 3D avec du gel. Ces

parametres sont nombreux, parmi ceux-ci on compte :

- Lanature et la concentration du gélifiant utilisé

- Le diamétre interne de I’aiguille sur la téte d’impression

- La distance entre I’aiguille sur la téte d’impression et le fond du cristallisoir
- La vitesse d’extrusion réglée sur le pousse-seringue

- Lavitesse de déplacement de la téte d’impression sur les différents axes : X, Y et Z

Afin de pouvoir définir au mieux les parametres a étudier et donc les variables, les travaux

précedemment reéalisés avec le GalC7 ont été analysé (these A. Chalard).

Dans cette étude initiale, le facteur limitant la bonne création du modéle 3D était 1’adhérence
de celui-ci au fond du support. Pour améliorer cela, plusieurs membranes poreuses ont été
testées mais c’est la membrane de polycarbonate qui permet la meilleure adhésion et qui a été

conservée dans les tests réalisés ici.

Les diagrammes suivants représentent des diagrammes d’adhésion du filament formé en

fonction de plusieurs parametres, dans le cas du GalC7 :

- lavitesse d’extrusion de 5 pl/min ou de 10 pl/min

- le diamétre interne de 1’aiguille, 0406 mm pour une aiguille de 22G ou 0,330 mm pour
une aiguille de 23G

- la distance entre I’aiguille et le fond du support de 0,5 a 5 mm

- lavitesse de la téte d’impression sur les axes X et Y de 2 a 6 mm/s
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Figure 73 : Diagramme d’adhésion du modele 3D en fonction de plusieurs paramétres, pour le gélifiant Gal-C7 a

2,5% massique’®

- lavitesse d’extrusion de 5 pul/min ou de 10 pl/min

- le diamétre interne de 1’aiguille, 0406 mm pour une aiguille de 22G ou 0,330 mm pour une aiguille de
23G

- ladistance entre 1’aiguille et le fond du support de 0,5 a 5 mm sur I’axe des abscisses

- lavitesse de la téte d’impression sur les axes X et Y de 2 a 6 mm/s sur I’axe des ordonnées

On constate que I’adhésion semble étre optimale pour une vitesse d’extrusion de 10 pl/min
avec une distance entre 1’aiguille et le fond du support de 2 mm voire moins. Sauf pour les
vitesses les plus grandes (6 mm/s), la vitesse de la téte d’impression influence beaucoup sur

cette adhésion, tout comme le diamétre interne de 1’aiguille utilisé.

2 - Protocole expérimental

Le modéle 3D qui sera utilisé par la suite est une serpentine dont la ligne du début et celle de
fin ont été allongées. Il est représenté dans la figure 70. Cela permet donc de réaliser un motif

en deux couches avec un passage de la premiére couche a la seconde en une seule ligne droite.
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Le choix de créer un motif en deux couches a eté décidé pour augmenter la visibilité du motif
dans I’eau déionisée. De plus, I’étude précédente avait montré une adhésion plus importante

du filament de la seconde couche sur celui de la premiere couche.

Le gélifiant utilisé dans cette expérience est le gélifiant GalC7 dilué dans du DMSO avec une
concentration massique de 2,5%. L'impression 3D de ce gélifiant est donc connue, mais avec
une autre machine. Ce gélifiant est disponible en assez grande quantité au laboratoire,
permettant alors de mettre au point lI'imprimante 3D sans gaspiller des gélifiants plus
précieux. Deux aiguilles ont été testées : une premiere aiguille de 22G, ce qui correspond a un
diamétre interne de 0,406 mm et une aiguille de 30G, ce qui correspond & un diamétre interne
de 0,140 mm. La distance entre I’aiguille et le fond du cristallisoir a été fixée a 1,9 mm. Enfin,
la vitesse d’extrusion du pousse seringue a été testée de 30 ul/min a 10 voire 5 pl/min et la

vitesse de déplacement de la té€te d’ impression a été testée de 2 mm/s a 6 mm/s.

Pour interpréter ces résultats, on objective quatre états possibles de la figure réalisée,

correspondant aux quatre états du filament définis lors des tests en wet-spinning :

- Laprise du gélifiant n’a pas lieu, la figure n’est pas visible.

- Lafigure est visible, mais le dép6t semble large et peu défini.

- Lafigure est bien visible, les contours sont définis et nets.

- La figure est fine voire discontinue, des « cloags » apparaissent.

- La figure n’est pas réalisée, un « cloag » empéche sa formation.

On traduit ensuite ces quatre états de la figure en couleurs assimilables a celles utilisées lors

de I’expérience du wet-spinning.
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Figure 74 : Diagramme de phases de la figure réalisée en 3D printing a I’aide d’une aiguille de 22G dont le
diametre interne est égal a 0,406 mm en fonction de la vitesse de la téte d’impression en mm/s sur 1’axe des

abscisses et de la vitesse d’extrusion sur le pousse seringue en pl/min sur I’axe des ordonnées.

e Enbleu, la prise du gélifiant n’a pas lieu, la figure n’est pas visible.

e En vert fonce, la figure est visible, mais le dép6t semble large et peu défini.
e En , la figure est bien visible, les contours sont définis et nets.

e En , la figure est fine voire discontinue, des « cloags » apparaissent.

e Enrouge, la figure n’est pas réalisée, un « cloag » empéche sa formation.

On constate, pour ce test réalisé avec une aiguille de 22G, que la vitesse d’impression de 6
mm/s semble trop élevée. En effet, aucune des figures n’a pu étre correctement réalisée. Les
vitesses d’impression idéales semblent étre 2 mm/s et 4 mm/s. De plus, on constate une
fenétre d’action assez large en ce qui concerne les vitesses d’extrusions, cette fenétre peut
notamment aller de 10 pul/min jusqu’a 30 ul/min. Toutefois, pour chacune des vitesses

d’impression, on constate des vitesses d’extrusion optimales.
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Figure 75 : Diagramme de phases de la figure réalisée en 3D printing a I’aide d’une aiguille de 30G dont le
diametre interne est égal a 0,140 mm en fonction de la vitesse de la téte d’impression en mm/s sur 1’axe des

abscisses et de la vitesse d’extrusion sur le pousse seringue en pl/min sur I’axe des ordonnées.

e Enbleu, la prise du gélifiant n’a pas lieu, la figure n’est pas visible.

e Envert foncé, la figure est visible, mais le dépdt semble large et peu défini.
e En , la figure est bien visible, les contours sont définis et nets.

e En , la figure est fine voire discontinue, des « cloags » apparaissent.

e Enrouge, la figure n’est pas réalisée, un « cloag » empéche sa formation.

Tout comme pour le test précédent, lors de ce test réalisé avec une aiguille de 30G, nous
avons pu constater une impossibilité de former une figure a partir d’une vitesse d’impression
de 6 mm/s. Toutefois, dans ce cas, une vitesse d’impression optimale semble se distinguer,
celle de 4 mm/s. C’est a cette vitesse que la formation de figures jugées « correctes » a été le
plus possible. L’aiguille étant plus petite que pour le test précédent, il a été plus facile

d’obtenir une figure avec des contours nets et définis.

Cependant, on observe dans le cas de lI'aiguille 30G que le motif est constitué d'une succession
d' "ondulations", au lieu d'étre des traits droits. Ceci est lié aux vibrations produites par le
déplacement des axes de I'imprimante, et qui empéche donc d'avoir un motif "propre". Cet
effet est beaucoup moins visible dans le cas de l'aiguille 22G. Ceci est peut-étre lié au fait que

le jet de DMSO est plus large, donc plus "lourd” et donc pourrait étre moins sensible aux
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vibrations. L'autre interprétation serait que le jet plus large prend moins vite au contact de

I'eau. Le dépdt a donc le temps de s'étaler de fagon uniforme avant de prendre en gel.

[ - o ' g BT et 4
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Figure 76 : Photographie de la figure en 2 couches réalisée avec une vitesse d’impression de 4 mm/s, une vitesse

d’extrusion de 20 pl/min et une aiguille de 30G

Figure 77 : Photographie de la figure en 2 couches réalisée avec une vitesse d’impression de 4 mm/s, une vitesse
d’extrusion de 15 pul/min et une aiguille de 22G
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Cette expérience est a mettre en comparaison avec les expériences de wet-spinning réalisées
précédemment. En effet, I’impossibilit¢ a obtenir une figure visible a des vitesses
d’impression élevées peut étre assimilée a la formation de amas visibles précédemment.
Lorsque la vitesse d'impression est trop élevee, la quantité de solution déposée par unité de
surface est plus faible, ce qui la rend moins visible et plus facilement dispersée par les
mouvements de flux autour de l'aiguille en mouvement. La concentration locale en gélifiant
n'est alors plus assez forte pour permettre la formation d'un gel continu. Il a d’ailleurs été
possible de voir les volutes de diffusion du DMSO dans I’eau faisant des mouvements

aléatoires.

Lorsque cette fois-ci la vitesse d’impression est diminuée, nous avons pu constater la
formation d’une figure plus ou moins définie et plus ou moins propre. Lorsqu’elle 1’était
moins définie, plus large, mais réguliere, cela pouvait étre assimilé a une prise de filament
tardive. Le gélifiant dispose alors de temps pour s’étaler au fond du cristallisoir avant de
gélifier.

Enfin, la formation d’une figure fine associée a 1’apparition d' "ondulations" peut étre
expliquée par une réduction du diametre de 1’aiguille due a une prise du gel plus rapide, avant

qu'il ait le temps de s'étaler uniformément sur la surface.

Ces expériences sur cette imprimante "maison” ont permis de valider pour la premiére fois le
fonctionnement de cet instrument pour I'impression des gélifiants moléculaires. L'impression
en elle-méme est donc bien validée, mais il reste a améliorer le systéme en trouvant comment
réduire les vibrations. Il peut s'agir d'un réglage mécanique des roues, des tiges filetées, du
poids du chariot portant la téte d'injection et I'axe z, ou bien d'un réglage informatique et
électronique lié a la qualité du slicer, a la finesse des impulsions données et au réglage des

accélérations.
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Conclusion de I’étude expérimentale :

Cette étude expérimentale, qui avait pour but de caractériser différents gélifiants moléculaires
saccharidiques en vue d’applications biologiques, nous a permis de définir des fenétres

d’action pour les utilisations prochaines.

L’¢étude en compression nous a notamment permis de définir un protocole de travail bien qu’il
ne nous a pas été possible de tirer profit des résultats obtenus. Il sera donc intéressant, par la
suite, de reprendre cette étude mais en utilisant préférentiellement la machine BOSE, plus
sensible que le rhéométre Anton PAAR, mais avec I'inconvénient de nécessiter 3 a 4 fois plus
de produit (gélifiant et protéines). Le but étant d’obtenir un matériau dont la résistance

mécanique serait similaire a celle du cerveau et plus élastique que le gel pur.

En ce qui concerne le wet-spinning des gélifiants G2 et G3, des fenétres d’action ont pu étre
définies en vue d’optimiser la caractérisation de filaments continus et stables que ce soit au
moment méme de leur formation ou lors de leur évolution dans le temps. Les études en
microscopie électronique a balayage nous ont tout d’abord permis de mettre en évidence
certaines tendances sur la structure microscopique de ces filaments mais la technique
permettant leur réalisation doit encore étre approfondie afin de permettre une meilleure
caractérisation de ceux-ci. Il pourrait alors étre intéressant de réaliser des microscopies
¢lectroniques a transmission de ces filaments afin de confirmer ou d’infirmer leur
organisation supposée linéaire ou radiale. La cristallisation des filaments, qui peut étre
percues comme un facteur limitant la culture cellulaire, peut étre précisée par des tests dans

des volumes d’eau différents. Ici, on rappelle que 50 pl de filament avait été formé dans 50 ml

d’eau mais que 40 ml de cette eau avait été retiré.

Il est possible de rendre ces gélifiants compatibles a la technique d’impression 3D via la
technique du wet-spinning. L’imprimante utilisée étant encore sous forme de prototype, il
semble intéressant de pouvoir définir les fenétres d’action optimales pour la réalisation de
figures plus ou moins complexes. Ces fenétres alors définies, c’est une multitude de
possibilités qui s’offre a nous pour le travail des gélifiants. On peut alors étudier 1’évolution
sur le long terme de ces figures, I’optimisation de celles-ci & la culture cellulaire par une
structuration plus ou moins complexe ou encore I’utilisation d’autres gélifiants comme les

gélifiants G2 ou G3.

139



Pour finir, cette étude a permis la caractérisation physique de ces gélifiants moléculaires
saccharidiques mais il est utile de rappeler que leur biocompatibilité est tout aussi importante
en vue de leur application en médecine régénérative. C’est pourquoi 1’évaluation de cette
biocompatibilité pourrait étre intéressante, que ce soit sur gels dits en « bulk », ¢’est-a-dire
formés par simple refroidissement comme pour 1’expérience de tests en compression ou sur

filaments formés par wet-spinning ou impression 3D.
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Annexes :

Nom Mots clefs Nombre d'articles
Collagéne Scaffold, Cell culture, collagen 1933
Chitosane Scaffold, Cell culture, chitosan 692

Polycaprolactone Scaffold, Cell culture, PCL 606
Alginate Scaffold, Cell culture, alginate 454

Soie Scaffold, Cell culture, silk 373

Acide hyaluronique Scaffold, Cell culture, hyaluronan ET Scaffold, Cell culture, hyaluronic 361
Acide polylactique-co-glycolique  |Scaffold, Cell culture, PLGA 290
Peptide auto-assemblés Scaffold, Cell culture, self assembling 239
Fibrine Scaffold, Cell culture, fibrin 238
Cellulose Scaffold, Cell culture, cellulose 230
Fibronectine Scaffold, Cell culture, fibronectin 223
Acide polylactique Scaffold, Cell culture, PLA 177
Polyéthylene glycol Scaffold, Cell culture, PEG 177
Laminine Scaffold, Cell culture, laminin 136
Agarose Scaffold, Cell culture, agarose 98
Polydiméthylsiloxane Scaffold, Cell culture, PDMS 84
Acide polyglycolique Scaffold, Cell culture, PGA 45
Polypyrrole Scaffold, Cell culture, Ppy 28

Les critéres de bases sont tous les mémes : articles écrits durant ces 5 derniéres années, sans les "review".

Annexe 1 : Mots clefs et critéres de choix utilisés pour comptabiliser le nombre d’articles évoquant les différents supports utilisés en culture cellulaire
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Nom

Mots clefs Nombre [Tri manuell Nombre final
Collagéne Neuron*, Culture, Collagen, - Breast, - Myocyte, - Stress, - Wound healing 135 0 135
Matrigel Neuron*, Culture, Matrigel* 49 9 40
Acide hyaluronique Neuron*, Culture, Hyaluronic*, - Delivery ET Neuron*, Culture, Hyaluronan*, - Delivery 50 13 37
Alginate Neuron*, Culture, Alginate* 41 5 36
Chitosane Neuron*, Culture, Chitosan*, - Delivery 39 4 35
Laminine Neuron*, Culture, Laminin*, Scaffold* 43 12 31
Polycaprolactone Neuron*, Culture, Caprolactone* 29 4 25
Soie Neuron*, Culture, Silk*, - Delivery 27 4 23
Acide polylactique [Neuron*, Culture, Lactic*, Poly*, - Delivery] - [Nombre d'articles traitant de PLGA] 17 0 17
Peptide auto-assemblés Neuron*, Culture, Self assembling*, - Hydrogel*, Peptide* 20 4 16
Polyéthylene Neuron*, Culture, Ethylene*, - Elect*, - Toxicity 22 7 15
Acide polylactique-co-glycolique |Neuron*, Culture, Lactic*, Poly*, - Delivery, Glycolic* 13 0 13
Agarose Neuron*, Culture, Agarose* 18 6 12
Cellulose Neuron*, Culture, Cellulose* 15 4 11
Fibrine Neuron*, Culture, Fibrin,- Delivery, - Toxic, - Hydrogel 12 2 10
Fibronectine Neuron*, Culture, Fibronectine*, Scaffold* 14 6 8
Puramatrix Neuron*, Culture, Puramatrix* 5 0 5
Polydiméthylsiloxane Neuron*, Culture, Siloxane* 3 0 3
Polypyrrole Neuron*, Culture, Pyrrole* 3 1 2
Acide polyglycolique Neuron*, Culture, Glycolic*, - Lactic* 1 0 1

Les critéres de bases sont tous les mémes : articles écrits durant ces 5 dernieres années, sans les "review".

De la méme maniére, une différence a été réalisée entre les articles évoquant 1’acide polylactique et I’acide polylactique-co-glycolique afin de ne trouver que ceux qui

évoquent I’acide polylactique. Le nombre d’articles évoquant 1’acide poly glycolique a ensuite été déterminé dans un second temps.

Annexe 2 : Mots clefs et critéres de choix utilisés pour comptabiliser le nombre d’articles évoquant les différents supports utilisés en culture cellulaire neuronale
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PETERS Salomé

Développement de nouveaux hydrogels supramoléculaires comme supports de culture des cellules du
systéme nerveux.

La médecine régénérative neuronale qui associe a la fois ingénierie tissulaire et biologie cellulaire consiste a
remplacer un tissu ou un organe lésé par un autre synthétique issu d’une culture cellulaire sur un support
nommeé scaffold. La matrice extracellulaire est donc essentielle puisqu’elle doit étre mimée au mieux pour
permettre une croissance optimale de cellules souches. De nouveaux gélifiants moléculaires saccharidiques,
pouvant servir de supports de culture, sont étudiés dans ce travail. Le gel de N-heptyl-D-galactonamide, issu de
cette famille, présente une résistance mécanique similaire a celle du cerveau et permet la culture cellulaire. 1l est
aussi treés malléable car il peut étre modelé en filament grace a la technique du wet-spinning. Dans ces travaux,
les propriétés mécaniques de ces nouveaux hydrogels sont testées et les conditions de formation des filaments

par wet-spinning sont évaluées. Enfin, les conditions optimales permettant leur impression en 3D sont définies.

Mots-clefs : culture cellulaire, hydrogel, impression 3D, matrice extracellulaire, neurone

Development of new molecular saccharide-based hydrogels as scaffolds for neural cell culture.

Neuronal regenerative medicine which associates tissue engineering and cell biology consists in replacing a
damaged tissue or organ by another synthetic, the result of cell culture on a scaffold. Extracellular matrix is
essential because we must perfectly mime it to let the stem cells grow better. In this work, we studied new
molecular saccharide-based gelling agents which may be used as scaffold. N-heptyl-D-galactonamide which
belongs to this family showed a similar resistance to the resistance of the brain and cell culture is possible on it.
Moreover it is malleable because we can shape coils with it due to the wet-spinning technique. In this work, we
tested the mechanical properties of these new hydrogels and we evaluated the making process of materials
created from these compounds using wet-spinning. Last but not least we defined optimal conditions in which

these agents are printed using 3D printing technique.

Key-words : cell culture, hydrogel, 3D printing, extracellular matrix, neuron
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