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A new idea comes suddenly and in a rather intuitive way. But intuition is
nothing but the outcome of earlier intellectual experience.
Imagination is more important than knowledg@owledge is limited,
whereas imagination embraces the emtioeld, stimulating progress,

giving birth to evolution.

Albert Einstein
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INTRODUCTION

Il existe plusieurs définitions possible&sTXQ ELRPDWpULDX ,0 HVW VRXYH(
domaines de la biologie et de la médecinefk un biomatériau est tout matérialc TRULJLQH
naturelle ou artificielle, comprenantWRXW RX SDUWLH G{XQH VWUXFWXUH
biomédical qui exécute ou remplace une fonction natusell/illiams a proposéune autre
définition: «un matériau non viable utilisé dans un dispositif médical, destinéeragir avec
des systénw biologiques» (Ratner, BD et al.,2004) Les biomatériaux participent a la
constitution de substitutgissulaires ou de dispositifs de diagnostiou de substitution
GYDVVLVWDQFH IRQFWLRQQHOOH /D SURSULpPWtpe 8éaaLQFLSD
WROpUp SDU OTRUJDQLVPH GH OYK{WH /D UpXVVLWH GH Of
biocompatibilité. La biocompatibilité représente la capacité du biomatériau a accomplir sa
fonction sans induireGeffet local indésirableur letissu hde mais en produisant une réponse
cellulaire approprice eteRSWLPLVDQW OD IRQFWLRQ TXTLO GRLW UHPS(

Les biomatériaux sontonsidérés comme éntes quand le matérial@ TLQWHUDJLW SDV
O TR UJD Q@IhmPe ldansle cas des remplacementgsdvalvescadiaques- bioprothése

valvulaire (Cribier A et al., 2002pu bioactisfinteractfs quand le mafriau interagitactivement

DYHF O THQ YtissURiG @adtinhedand/ le caseb implants de hanclébase de polymeére
reFRXYHUWYV G191 XQHG FIRVGRIdRE\(Protiesdde Furlon®) (Chandran P et al.,

2010) Les biomatériaux sorgouventutilisés dans les applications dentarehirurgicales et

dansla délivrance de produits médicamenteux (grace aldpssitifsintroduits dans le corps et

permettant d délivrer des substance®dicanenteusede maniére prolongée).

‘'qV OYDQWLTXLWp OHV KdePeB hétalligisyd omun® linkp@ms dendaifes
(Crubezy et al., 1998). Au début du X¥ siecclH OYfXWLOLVDW L R®Y BEHO [Fp UHD\P
métalliques &/ GH SRO\PqUHV D S mbilRles geffdRrEanceisQet Unesiieiure
fonctionnalité.Des vies ont été sauvées ou améliorées grace aux stents cardiovasculaires, aux

implants dentaires, ayprothéses de hanche ou aux lentilles de contact.



Le marchédes implants orthopédiques & X M R X Un@ §KiXdance trés rapidecause du
vieillissement de la population au niveau mondial. Dans les derniéres aané&tats Uns,

SOXV G1XQhplamOdaRa® ont éggosés avec uncolt total estiméde 5 milliards de

dollars(Liu Y et al., 2010www.researchandmarkets.chm

Malgré les avancées de la recherchexikte souvent degproblémesde biocompatibilité qui

doivent étre résoly DY D Q 9 pLixgHcainfhencer a implanter ces produits sur le marché et

gue ceuxci puissent étre utilisés cliniguemeile nombreux parametres doivent étre pris en

compte pour que ces matériaux soient les plus biocompatibles possibles avec le corps et ses
fonctions. lls sat testésn vitro etin vivo avant leur mise en servicees essaifn vitro sont les

essais primaired QGLVSHQVDEOH j OD YD Odt G péinret@nte far uieL RP D W p

premiére sélection avant de réaliser les essaiwo.

Les techniques a XHOOHYV GTREVHUYDWLRQ PLFURa&sER®Qgids, WHOO
photoniques ou a fluorescencepnt bien développées germettenta présent GYREVHUY HU

directementn vitro les comportements cellulairada surface des matériaux

Le travai0O SUpVHQWp GDQV FHWWH \ekcgutchksSinded/ ik hiokdté@alip O D ER
biomimétiques nanostructurées par des technidaéssers pulsés et leur évaluation de point de

vue physicechimique et biologique bfjocompatibilité, prolifération et différerciation
cellulaires) /H EXW YLVH j GpYHORSSHU XQH QRXYHOOH PpWKRGH
par des techniquede laser pulsé avancées (PLEPulsed Laser Deposition et MAPL-BMatrix

Assisted Pulsed Laser Evaporation). Ces techniques $¢eroK WLOLVpHV SRXU OD V\
V\VWqPH ELSKDVLTXH FRPSRVp GH QDQRSDUWLFXOHV GTK\(
GYIDGKpUHQFH W\SH ILEURQHFWLQH HW YLWURQHFWLQH GpS
meétallique permettra de maintenir lRJLGLWp PpFDQLTXH OfYK\GUR{\DSDWLYV
LQWpJUDWLRQ GDQV OH WLVVX RVVHX[ HW OHV SURWpPLQHV
SULQFLSDO HVW GYDFFpOpUH Ua farfhatienkdpd) tissusatl cahtddt dESHO O X Ot

implants.

Dans une premiere partiebibliographique nous nous intéresserom@& tissu osseuet au
SURFHVVXV G@el @Wissl e leR (hiomatériauxNous décrironsla matrice
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extracellulaire osseusensi queles particularités du minéral osselves process¥ GIDGKpUHQFF
cellulaire seront détaillé€Enfin, nous nos intéresserons auwkfférents biomatériaux existant
actuellementmais aussi aux méthodes deodifications de surface des biomatériaux qui
favorisent les irdractions cellules/matériaux qui permétent de développer des matériaux
biomiméiques.La deuxieme partieseraconsacrée a la présentatibes matériauxtiliséset aux
méthodesHW GLVSRVLWLIV G1pODER Ub WétHodgs @hysiedhmRiqgUEKdeV PLQF|
caractérisation des couches obtes seront expo®s et détaillées les méthodes physieo

chimiques decaractérisatiordes couches btenues ainsi que les essais de dosage, marquage,
guantification des protéines et les étud4isD G K gMe prd@)ifération cellulaire. Les résultats et
discusgns seront exposés damse troisieme partiedlu manuscritLe transfert PLD et MAPLE

et les mécanismes impliqués, la distribution des matériaux sur des substrats différents, la
stabilité, la rugosité et les compositions des nouvelles surfaeesnt préseées Des études
ELRFKLPLTXHV HW ELRORJLTXHV GpWDLOOpH#&garBM@ditUPHURQ
gue les dépodts PLD et MAPLE sont intacts et bioadtiés parties Conclusionset Références

bibliographiques compléteronte manuscrit.



1. ETUDE BIBLIOGRAPHIQU E

1.1. /9,17(5%$&7,21 '8SU,BSSEUX ET DES BI®MATERIAUX

IH VXFFqV G HinS fueRaSanBiQaAfibn fin nouveau tissu sont fortement dépendants du
matériau sélegnnp 8Q GHV IDFWHXUV OHV SOXV LPSREWBQWYV GL
UpJpQpUDWLRQ LQVXIILVDQWH GX WLVVX DXWRXU GX PDWpU
DWWULEXp j OTLQWHUDFWLRQ IDLEOH GX ELRPDWpPpULDX DYH
GIXQ LPSODQW GDQV XiQduiR ted Dréativis® BpedfigeD @ans le milieu
biologique. Les biomolécules et les cellylegssociéesaux propriétés intrinseques des
biomatériaux séleinnés déterminent la biocompatibilite 8 ORQJpYLWp GIXQ LPSODQ\

Un implant osseux idéal en orthopédie ou desttistdevrait réunir les caractéristiques suivantes:

i) étre ELRPLPpWL&GHURTAMSDEOH GYLQGXLUH OD GLIIpUHQFLD
FHOOXOHV HQGRWKpOLDOHV HW RVWpPpREODVWLY &Y HQ Y

facilementsynthétisé ou produit iii) étrerésorbabldorsque se produit la réaction ostéogénique;

iv) étredépourvu de propriétés immunogenegspouvoir étretransporé et entreposfacilement

et vi) étrevendua un codtaisonnable.

Les principes biomimétiques comipriv | OfLPSODQWRORJLH SRXUUDLHQW Up
implants. Les patients qui présentent des problemes difficiles, par exemple une qualité et une
guantité osseuse déficientpourraientEpQpILFLHU GIXQH PpWKRGH GH WUDLV
réeduFWLRQ GH OD SpULRGH GH FLFDWULVDWLRQ LQLWLDOH HW
OYLPSODQW

Les avancées en nanotechnologie permettent de développer des nouveaux biomatériaux qui
possedent des fonctions plus complexes. Ainsi, ilpessiblede fabriquer des matériaux qui

miment les propriétés physkcBKLPLTXHV GHV PDWpULDX[ QDWXUHOV HW
spécifiques avec les récepteurs membranaires des cellules cibles pour réguler la régénération, la

maintenance ou la destruction destis spécifiques.



Pour fabriquer des structures biomimétiques avec les attributs phydffcoPLTXHW estH O RV
essentiel decomprendre la biologida physiologie et @ufatomie du tissu osseux. kaction
VXLYDQWH HVW GpGL @iftolpgi® §D 3EuVOBSBUx Het AW mécanismes qui
interviemert dansle remodelageu dans les réparations des fractures osseuses.

1.1.1. TISSU OSSEUX MATRICE EXTRACELLULAIRE.

Le tissu osseux est un tissu de soutien dont la matrice rigideorstituée Gufi complexe

proténocalcique qui enveloppe les cellules osse(sst®ocytesdont le matériau principast le

collagene.Le tissu osseux guatre fonctions importantes: 1) mécanique (rle de soutien)

VXSSRUW ULJLGH GH OfYRUJDQLVP Hil ¥&gdnd @k Tohtiainted idt dux H QW (

déformations en remodelant le tissu osseux, 2) protections des organes videua atoelle

osseuse, 3) métaboliguel estun réservoir métabolique et chimique (homéostasie calcique) et
KpPDWRSRwWpPWLT X HleS cellNeS el Modlldaddadds P H

Du point de vue anatomique, on peut classifier le tissu ossewxseaompact IRUPp GTRV

haversien dense) ehos spongieux | R U P p aBdpRiv8. Le tissu osseux compose les os qui

se classent ems longs(radius, XELW XV & Edurts« SKD O D QJHas platsR X
PD[LOODLUH PDQGLEXODLUH IURQWDO Sbassifiewedtdsus 8QH |

osseux ertissu osseux primairet tissu osseux lamellaireLes tissus osseux lamellaires se

divisert en tissu osseuxaversien compachaversieralvéolaire et périostique

Tous les tissus osseux comprennent ehrepenteprotéique(composéale fibres decollageng,

une substance fondamental@natériel amorphe en apparence sans structucmmposéde

complexes glucidesprotéines unesubstanceninéraleosseuse LQVROXEOH DX S+ GH O(fF
qui conferea O T R Wur&tdpet les cellules osseusésn particulier, leostéocytegjui se logent

dans desavitésou lacunesdstéoplastéscreuséesians la maice.

Le tissu osseux primairest un tissu temporaire qui sera rapidement remplacé par un tissu osseux
ODPHOODLUH ,0 HVW FRQVWLWXp GH SDURLV GYpSDLVVHXU

limites irrégulieres en forme de sacs inteommuncants (canaux vasculairggjgurel).
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Figure 1: Tissu osseux primaire. A. Reconstructiagndimensionnelle B. Ostéocytegt

oskoplastes

Ce type de tissu osseux est le premier a se fooher le I°WXV DX[ GpSHQV GX FLC
(ossification endochomdle) oudu tissu conjonctif (ossification de membrane). Il subit des
UHPDQLHPHQWY LPSRUWDQWY DX FRXUV GH OYRVVLILFDWL
ODPHOODLUH 'DQV GHV FRQGLWLRQV QRUPDOHV LO QT\ D ¢
O %kde 14a DQV &HSHQGDQW LO HVW SRVVLEOH GYREVHUYH
OTDGXOWHdeDIA répRrationdes fractures, dans les ossifications ectopiques, dans
OfRVWpRVDUFRPH WXPHXU RVVHXVH RX GDQV OD PDODGLH

Le tissu osseuamellare SURYLHQW GH OYRVVLILFDWLRQ VHERQGDLUF
lamelle osseuseH VW QdpXdDe. dispnctendividualisable du tissu osseux. Elle est formée
GIXQH PDWULFH HIWUDFHOOXODLUH 0(& FR Prigtale, @D W XQH
cellules.Les lamelles se disposem¢ plusieurs manieres L HOOHV VIDFFXPXOHQW O
DXWUHV H[ WLVVX RVVHX[ SpULRVWLTXH DXWRMEOEHNK Y TDU
vasculaire haversien central (ostémnostéon) ou iii) elles remplissent les espaces séparant les
ostéons.Une juxtaposition desystémesde lamelles concentriqaeautour de O fdanéWt des

systemedntermédiaireconstituent ldissu osseuRaversiencompact(Figure2).

Les ostéocytessont répartiesrégulierement et établissent des relations avec les canaux
vasculaires (canaux de Havers dans le tissu osseux dense ou compact, cavités médullaires dans le

tissu 0sseux spongieux).



Chaque systeme de Havers (ostean€® D IRUPH G{XQ F\OLl pa@altlda GRi@&W O9YD[H
OD SLgqFH RVVHXVH ,0 VH FRPSRVH GT1XQ FDQDO FHQWUDO (

100 pm et des lamelles osseuses concentriques.

Figure 2: Tissu osseux lamellaire tissu osseux haversien compaét. Structure
ti GLPHQVLRQHOOH % &RXSH WUDQVYHUVDOH GfXQ V\V

Le canal est occupé par un capillaire, des cellules fixes et mobiles et une fine trame de fibres de
FROODJqQH /HV FDQDX[ GI{XQ JURV GLDPgQWUH HREWLHQQHC
lamelles ont unépaisseude 10 +13.5 um. Pour un systénae Havers, leur nombre varie dea8

15 enmoyenne Les fibres decollagéneont une orientationifférente G 1 X Q H @ DM 1D &eWw/H) H

qui augmente laésistancenécaniqualesosiones(Figure 3).

Figure 3: Ostéone: orientation des fibres de collagene dans les lamelles osseuses



Les ostéoplaste@acunes)dans lesquelles se logent les ostéocytes creusent les lamelles ou les
espaces inteO DPHOODLUH Vde |ldpali€atidn Bpésifigjvees lacunespar rapport aux

lamelles. Elles sont disposées en couches concentriques moins nombreuses que les couches de
lamelles.'"H FHVY ODFXQHV VIpFKDSSHQW GH QRPEUHX[ FDQDOLFX
interne ou externe, qui relient latknment les ostéoplastes. Les canalicules unissent les
ostéoplastes des rangées voisines ou de la méme rangée. Il y a degcarauxde Volkman)

G 1 Xi@meétreidentiquea ceux de Haversa direction transversale, oblique, qui ssent les

canaux centrap , OV VIRXYUHQW j OD VXUIDFH GH OD SLgFH RVVHX
canaux de Havers et de Volkman dessinent un réseau complexe parcouru par des vaisseaux

sanguinsKigure4).

Figure 4: Les canaux de Havers et de Volkman. Reconstructioh@ LPHQVLRQQHOOH G X

osseux haversien compacte

Le tissu haversieralvéolaire ou spongiewest le tissu osseux lamellaire dont les trabécules
(travees)séparent des cavités vasculaires volumineuses, irréguliéres, contenant des vaisseux et
de la moelleRVVHXVH KpPDWRJgQH ,0 HVW ORFDOLVp GDQV OfpSl

ou au diploé des os plats. Il dsfrmé par deslamelles osseusest cavités vasculairesLes
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lamelles sont en nombre variable (en général faible) associées en traméesarmb les
ostéoplastes, leurs canalicules et les ostéocytes. Les fibres de collagene ont plus ou moins la
PrPH RULHQWDWLRQ j OTLQWpULHXU GfXQH ODPHOOH HW S
vasculaires ont des tailles tres variables et irrégdieommuniquant largement les unes avec les

autres. Ces cavités contramW DX VHLQ G{XQ WLVVX FRQMRQFWLI OKkFKI

veinule etsouvent de la moelle rouge hématogene.

Un schéma bilan qui rassemble les caractéristiques les phmtantes des tissus osseux est

présenté dans le Tableau I.

Tableau |I: Schéma bilandes caractéristiques des tissus osseagmpact vs spongieux

Il'y a cinq types des cellules dans le tissu osselix les cellules ostéogéniqug®x.
mésenchymateusest @stéoprogénitce§ qui répondent aux blessures (fractures) en se
différencianten FHO O XOHV TXL IeR bsibhastedescRiMIies qui formenO | BW

synthétisentet secretentune substance neminéralisée elles se trouent G D Q V day Rs/



endroits oule métabolismeest éleveé 3) les ostéocytegui sont les cellules matures osseuses
dérivées des ostéoblastes (aprés la synthese du tissu osseux) qui maintiennent la santé du tissu
par la sécrétionefizymes spécifiques et le contréle duxV HQ X P L Q p&l&@ordélerd R V
aussile relargagedu calcium du tisswlans lesang; 4) les ostéoclastegui sont de grandes

cellules quidégradent l¢issu osseux HOOHYV VRQW WUqV LPSRUWDQWHYV GDQ
aussi dans la répation etle remodelage et 5)les cellules osseusesrdantegdes ostéoblastes

au repos, capables de redevenir ostéoblagtesje trouvent la surface dgresqueous les os

adultes; elle régulent la circulationde calcium et d@hosphorea Onférieur et & @ftérieurde

O T®Rpplegate, EJ, 1995Van De Graaff, KM,1998) (Figure 5). Les cellules bordantes, les
ostéoblastes et les ostéocytes sont des cellules ostéoformatrices tandis que les ostéoclastes sont

des cellules ostéorésorbantes.

10



Figure 5: Les cellules osseusesletremodelage osseux

/I MRULJLQH GHVY FHOOXOHY RVWpRIRUPDWULFHYV VRQW OHV FH
qui peuvent dériver aus®n cellules fibroblasgues, chondrocytes, musculaires Issgu
adipocytes. ks ostéoclastes dériveatix par fusion cellulaire de cellules mononuclées de la

ligne hématopoiétique monocytaire.

UneréparaionRVVHXVH GDQV OH FDV G pdetursdtaped NVIX tadturd- RP S U H (
HQWUDLQH XQH KpPRUUDJhilbt Banigliin gur $EEr&e\VdeR Son@lfiki@ F
attractantsHW G D Q J leR igraux\chimi@ttractants attirent sur place des granulocytes
neutrophiles et les macrophages éliminent localement les débris cellulHirdes cellules
mésenchymateuses les capillaires sanguins proliferent et forment un tissu de granulation (tissu
conjonctif richement vascularisg)lll) le tissu de granulation est remplacé par du tissu
cartilagineux qui comble le foyer de fracture formaatcal provisoire cartilagieux, flexible;

IV) le cal cartilagineux se calcifie et ses cellules meyrdes ostéoblastes (du périoste et de
OfTHQGRVWH SUROLIQUHQW IDEULTXHQW GX WeEktavoss&iVWpRwG
(minéralisé) est ensuite remodelé pa¥leRVWpRFODVWHY SRXU UHVWDXUHU C
(Figure®6).
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Figure 6: Les étapes de & pSDUDWLRQ RVVHXVH GYXQH IUDFW

Par définition une matrice extracellulaireMEC) estle matériau naturel idéal comme support
biologique pour la croissanaeellulaire.La 0 (& HVW G KD E L & ¥xhGddléebprQesU p H
FHOOXOHV K{WHV GX WLVVX RX GH OfRUJDQH HW VH WURXYF
avec le milieu adjacent (Bissell M al, 1987. Les constituants de la MEC sont synthétisés et
sécrétés par les cellules comme les fibrobladtss ostéoblastes des chondroblasted.es
moléculesstructurales efonctionnellesde la MEC fournissent lemoyensnécessaires la
communication des celluld®tesavec le milieu externe (Kleinman Hé al., 2003 Rosso Fet

al., 2004; Brown E, Dejana E, 2003). Evideent, la MEC est biocompatibpiisque ce sorés

cellulesqui produisentcettematrice La MEC fournit un milieu support ou catalyseur pour les
vaisseaux sanguins, le systeme nerveuyraphatique et assure thffusion desnutrimentsdu

sang vers les celluleBien que la MEC fournisse généralement un support mécanique aux tissus,

elle remplit également plusieurs autres fonctions. Des combinaisons variables des composants de

la MEC adapgnt la matrice extracellulai@des buts différest la solidité dans les tendons, les
GHQWY HW OHV RV OfpODVWLFLWp GDQV OHV FDUWLODJHV F
composition de la matrice, qui peut varier en fonction du M DWRPLTXH HW GH
SK\WLRORJLTXH GX WLVVX LQ bk UWHDH ¥ IV HF FANOUOROOHH GV OJIHH -6
IDLUH VLJQDX[ GH OfHQYLURQQHPHQW /HV FKDQJHPHQWYV
en permanence remodelés, dégradés et ttesiges localement, peuvent moduler les interactions
GIXQH FHOOXOH DYHF VRQ HQYLURQQHPHQW /D PDWULFH V

molécules de signalisation extracellulaire qui contrélent la croissance des cellules et leur
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différenciation. De plus, la matrice fournit une barriegetravers ou surajuele les cellules
SHXYHQW VH GpSODFHU HQ SDUWLFXOLHU DX[ VWDGHV S
morphogenese, le dernier stade du développent embryonnaire au cours duquel lesgéssss, 0

et parties du corps sont formés grace a des déplacements et des réarrangements cellulaires,
GpSHQG pJDOHPHQW HW IRUWH-PHDQW LEH DEQGKpUXH FGIH FE
intercellulaire. En conclusion, IaMEC posséde toutes lesaractéristiges idéalespour étre

utilisée eningénierietissulaire.

Certaines cellules sont spécialisées dans la production de cette matrice. Par exemple, les
fibroblastes qui construisengksentiel des tissus conjonctifs, les chondroblastes qui élaborent le
cartilage hyalin, les ostéoblastes qui produisdig €t les synoviocytes qui sont responsables de

la production du liquide synovial dans les articulationsMEC est composée fin ensemble de
polysaccharides et de protéines. Les polysaccharides sont desaghycoglycanes (GAG) qui

sont généralement reliés de facon covalente a une protéine pour former des protéoglgsanes.
GAG VRQW GH ORQJXHV FKDVQHYVY FRPSRVpHV GTXQLWpV GLVL
résidus glucidiques est toujours un glucide ra@mi (N-acétylglucosamine ou -N
acétylgalactosamine) et le second est habituellement un acide uronique (glucuronique ou
iduronique). Les GAG se répartissent guatre types principaux L acid€] hyaluronique

(d fiyaloide (humeur vitrée) et acide uroniqué@)la chondroitine sulfate, iii) fiéparane sulfate

et iv) le kératane sulfate. Aixception de ficide hyaluronique, tous les GAG sont liés de fagon

covalente a une protéine pour former des protéoglycanes.

Lesconstituants de lphase organiqué § X Q H o8qetusest élaborée par les ostéoblastes. Elle

est composée pour 90% de fibres collagenes paralleles les unes aux autres et pour environ 10%
de substance fondamentale qui se malec les fibres. Cette substance est constituée de
SURWpPRJO\FD Qidnde ranétéGI§ YiQtéines roollagenquH FRPPH r@diRey Wp R
OYRSREWLQH HW OTRVWpR F Déyblariatonde @avihih&ralisatipRI@QuwesG D QV Ol
glycoprotéines(des carbohydrates avec des domainetfs distincts pour la signalisatn
cellulaire) et les élastinegdes structures flexibles et instables mais qui détiennent des propriétés
deréversiblitt GI{XQH FRQIRUPDWLRQ j OTDXWUH
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Les fibresde collagéng( j P dib@etre €30 P Hiéhgueur)sont du type | et du type

V. &KDTXH ILEULOOH HVW XQ HQVHPEOH GH VWUXFWXUHV KpO
50 nm de diameétre et 300 nm de longueles fibrilles sont assemblées en fibres, eftgsnmes
assemblées en lamelldoutes les fibres ont, dans leur lamelle, la méme orientation, mais cette
orientation change iIXQH ODP HQ Q&4 fipre3 §1® oWageHe forment des structures qui
résistent aux forces de tensidflles sont aussimpliqguées GDQV OfDGKpVLRQ GHV R
(McCann TJ et al., 1997) et possatigne capacité de liaison au calcitmasforte.

La protéine norcollagénque la plus abondantetGH OD 0 ( SostBlowedtined fEllepossede

plusieurs sites de liaison poerC&* etle collagéneet disposeaussi Gufi potentiel deucléation

GH O1+$ ODXUHU 3/THRW VWERFDOFLQH prbtée ioladenie @P H

plus abondante. Elle est dépendante de la vitamine K et garde une affinité PetifHA tout

entenlQW XQ U{OH LPSRUWDQW GDQV OD PLJUDWLRQ GHV RVWp
une glycoprotéine impliquée dans la migration des cellules, darégldarisationet le dépot

minéral (de Oliveira PT et al.,, 2004JfRVW p R FD O FL Q He bbwt desfikovavduelr S R Q W L Q
spécifiques utilisés pour tzaractérisatiophénotypique des ostéoblastes matures.

Parmi ks glycoprotéinesmpliqguées |R UW H P H Quiiégbx€)lMai@ Ja fibronectine et la
vitronectine sont les plus importantes glycopmméi de la MEGavec des fonctions bioactives
GDQV O 1 De(pioiférdtiBnetla différentiation cellulairqHynes RO, 1990 Yamada KM,
Clark RAF, 1996 Webster TJ et al., 2001). Les deux contienngr@séquence de trois acides
aminés, argininglycine-acide aspartique (RGDdngagée dans les liaisons avec les cellules
(Yang F et al., 2005 Burdick JA et al., 2002)Les protéoglycanes influencent aussi le

comportement des cellules par le blocage des molécules RGD (Halpert | et al., 1996).

La phase miéralela MEC osseuseHVW FRPSRVpH G{XQH IUDFWLRQ DPRU
cristalline. La fraction amorphe contient divers phosphates calciques. La fraction cristalline, la

SOXV LPSRUWDQWH HVW FRQVWLWXpH 14PB]cfotl]e,VapaiitX [ G T K\C
hydratée ou phosphate de calcium cristalisé GX SRLGV GH OYfRV HVW G€ j OD
/I MRV FRQWLHQW GX FDOFLXP GH OYRUJDQLVPH LO UHSUp
réle primordial dans le métabolisme phosphocalcidpes. FULVWD X[ GT1+$ PDWXUH VH
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VRXV IRUPH GH WDEOHWWHY RX G{DLJXLOOWNGIgHQRrYLURQ
/IDQGLV HW DO /IHV FULVWDX[ QRXYHOOHPHQW GpSRVp!
(Landis et al., 1993; Kim et al1995). La taille des cristaux est contrdlée notamment par la

distance interfibrillaire du collagéne.

Adhérence cellulematrice. Molécules responsables de [I'adhérence a la matrice

extracellulaire.

'qV OHV SUHPLHUV LQVWDQWYV G e S@dnes\¢anidhucsQlaz1é6Q ELR
IOXLGHVY FLUFXODQWY YLHQQHQW VfDGVRUEHU j OD VXUIDFH
physicachimiquesdu matériau./ D G V R U SpteR&3 dedHIvides circulansur une surface

provoque un changemea¢ conformation qui acciibleur capacité de liaison aux cellules. Il est
vraisemblable que ce changement conformattd® DXJPHQWH OYDFFHVVLELOLWHpP
pour OD IL[DWLRQ .Gidelqu§d exsvpléSIQB8VRUSWLRQ GH ®uBesILEURQF
protéines ou peptides sur des surfaces solidesues édfetssontprésenés dans le Tableall ci-

dessous.

7TDEOHDX ,, [/9DGYVRU S#stdépendenite\deS prépéies ghifsitiimiques de la

surface
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Les interactions entre les cellules etnbatériau se font par des récepteurs membranaires qui
interagissent avec les protéines et autres constituants des liquides biologiques déposés a la
surface du biomatériau. La quglit GH O D G K pV LR @ mophdla@ieCeRutdigeletHa) O
capacité a pidérer et a se différencier (Anselme K., 2000¢scellulesont EHVRLQ GH VDWW

a une surface pour assukeur viabilité, croissance, migration et différenciation.

La MEC aide a assurer la cohésion cellulaire et tissulaire et constitue une tracherés a
OfLQWpPULHXU GH ODTXHOOH eéagV les He a0 lds/aufrés X édHo@iles L J U H
GIXQ WLVVX VRQW pJDOHPHQW PDLQWHQXHV HQ SODFH SDU
Toutes ces interactions sont dues a des ipegémembranaires spécialisédss molécules
GIDGKpUHQFH (OOHV MRXHQW XQ U{OH WUqV LPSRUWDQW |j
anatomique des tissu€es molécules sont caractérisées par leur capacité a interagir avec un
ligand spécifique des protéines de la MEC ou de la membrane des cellules voisines). Il y a
TXDWUH JURXSHYV SULQFLSDX[ GH PROpFiXlests&leciebiGlEsp VLR Q

immunoglobulinesiii) les cadhérinest iv) les intégrines

Les ®ectines sonfimpOLTXpHV GDQV ODGKpVLRQ GHV O\PSKRF\WHV
Elles sont aussi responsables de la régulation du guidage physiologique des lymphocytes dans le

lit vasculaire et jouent un réle important dans la mobilisation des leucocytes au site de
Gnflammation (Adler S et Brady HR, 1999).

Les immunoglobulines sont des glycoprotéines membraneireslubles, impliquées dans les
phénoménes de reconnaissance, de liaison et d'adhésion des ¢dlrggsuent un réle crucial

dans les interactions &a les cellules impliqguées dans le systeme immunitaire.

Les cadhérines sont des glycoprotéines impliquées dans les liaisons intercellulaires. Ce sont des
protéines transmembranaires qui sont dépendantes du calcium. Lorsque le calcium se fixe, il
entraineune modification de la conformation de la cadhérine qui permet de reconnaitetiene

F D G K p U L QHiixerW.essdadhéfineassurenta stabilitétet O fLP SHU P p &@ds€&aubWp GHYV

sanguins.
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Les intégrinessont des glycoprotéines membranaires igteragissent avec le collagéne, la
lamining la fibronectineet la vitronectineet sont les molécules d'adhérence les plus impliquées
dans lfhteraction avec la matrice extracellulaitees deux principales fonctions des intégrines
VRQW L O1D e eluleialaVEQ 8Vii)Gaftdénsduction de signaux de la MEC vers la
cellule. Elles sont composée&ufie portion extracellulaire etGufie portion intracellulaire,
représentées par uretéte» et deux«jambes» formant deux sousnitéstransmembranaise
associées de facon non covalente glRQ@ D S S H O @igure A WHumphries MJ, 2000).
Dansla partie extracellulaire Ja sous X Q L \Gbptientseptdomainesépétés, chacun contenant
60 acides amigs, tandis quda sous X Q L @dptientun seuldomaine de liaisarl. §issociation de
ces domaines forme un hétérodimére stable et la combinaison des deunrstssdétermine la
spécificité du substrat. Dans certaines saiges ., un domaine est associé et assure la liaison
du récepteur a son ligand, telles la fibronectine, la vitronectinkemaine, le collagene. La
portion intracellulaire est assez courte, et est reliée aux protéines du cytosquelette, en particulier
la taline, la vinculine et%ctine. Lssociation des domaines cytoplasmiques desisutés . et
maintient Ifhtégrine dns un état de repoBigure 7B gauché. La rupture de fhteraction entre
ces domaines déclenche un changement conformationnel mendgutigation du récepteur
(Figure 7B droite)Elle induit alors, une signalisation intracellulaire menant a plusiencsiéns
cellulaires, dont la survie idhésion et la miité cellulaire (Hynes, 1992 Le récepteur actif est
étiré, possede un sitefdlhésion du ligand dans un état conformationnel de haute affinité et un
site de coordination altéré au niveau du MID@&8e dfdhésion dépendadésions métalliques)
(Figure 7A) Des protéines cytoplasmiques additionnelles sont recrutées pour former des

adhérences focales.
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Figure 7A /D VWUXFWXUH GlfinpQrigs MQ 20pP UL Q H

Figure 7B: ([HPSOH GHLRYDEWX@BW QW pJUL @ihéredt®dHa mat® XOH QR
recoit un signal activateur extérieur ce qui entraine son activation et un changement de la

FRQIRUPDW ERI@® SixhtinBLQWEC

La chainH estcomposé de 1008 a 1152 acides aminéadis queO D F K Ranipiend770
acides aminés 4,23 « HWh3 « GIXQ SRLGV PBWpAREAZYKDY Bt 96 fkDa
respectivement), avec plusieurs combinaigmossibleformant 24 récepteurs différentSigure
8). Chaque combinaison du domaine extracellulaire varie en fonctiongpesiicité de liaison

et de la taille des sous unités.
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Figure 8. Sous XQLWpV . HW  @theirslcq@ribdimpailsors @ttassociation des
protéines spécifiquedigands)

Certaines intégrineQH UHFRQ QD LWHX®@ W LTOX® FRPPH OTLQWpPJULQH
TXYj OD ILEURQHFWLQH Dfibrargdting & | la 9itronédtindes ptofjéiced de la

MEC des tissus conjunctif9ans certaines cellulesomme les cellules épithéliales ou les
fibroblastes, on trouvaussi O L Q W pe) UduiQs 1i© & la lamininecomposant de la lame
EDVDOH TXL GpWHUPLQH O9YDUFKLW.H k&K dad intéymExdeH G 1XQ
ligands est dépendante de cations bivalents extracellulaires ffeoMie C&* $ OTLQWPpPULHXU
la cellule, les intégrines interagissent avec le cytosquelette. Leur nom dérive de leur fonction

elles forment la liaison entre la matrice extracediog et le cytosquelettg<intégration» entre

les deux). Pour leur interaction avec la matrice extracellulaire, les intégrines sont assemblées en
amas, formant ainsi un point focalfdhérence. Du coté inteltulaire, ces amas ponctuels
antéegrinesjouent OH U{OH GH DWRFQUPWHRKQWYH PROpFXOH GY{DGKpU
(Figure 9) et recrutent plusieurs type de protéines qui serveffitetmédiaires de liaison
(pontagekvec Ifctine(constituantdu cytosquelettetomme par exemple taline (230 kDa), la

vinculine (110kDa) et O.fctinine (10kDa). /HV LQWpJULQHY SDUWLFLSHQW GR
F\WWRVTXHOHWWH HW j OTDFWLYDWLRQ GH VLJQDX[ FHOOXOL

migration cellulaire et agissent de concert avec les récepteurs de facteurs saublegpler

19



OYDSRSWRVH OD SUROLIpUDW L Rmanéhvét Eobne@hetd,p200680SLDW LR Q
MRXHQW XQ U{OH SUpSRQGpPUDQW GDQV OYDGKHNUImREYP GHV FF
al., 201Q. / ®talement cellulaire résulte de changeits structuraux daytosquelette induits par

I'adhésion cellulaire et médiés par les intégrines.

Figure9: -RQFWLRQ GHV LQWpJULQHY DYHF OHV SURWPpPLQHV G
association au cytosquelette. Tal: taline ; Pax: paxilline ; Vinneuline (Giancotti et
Ruoslahti, 1999).

Cependant, les intégrines ne possédent fadidté enzymatique intrinseque. La transduction

du signal requiert le recrutement de molécules de signalisation, dakidss protéines kinases,

les lipides kinases,et petites GTPases et les phosphatases. De plus, plusieurs voies de
signalisation médiées par les intégrines sont également activées par les récepteurs des facteurs de

croissance.

1.1.2. BIOMATERIAUX INORGANIQUES ET ORGANIQUES

Les métauxreprésentend présentie choix le plus commun pouemplacertotalement odixer
O fdgra¢ea seropriétésmécaniquesecessaireau soutien de la masse corporel@pendant
les métauxainsi queles materiauxpolymeriquesprésentent des risqueS Tp F B EbES¢ G 1 X QH
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biocommtibilité réduiteavec le tissu osseux ale stress interneAinsi, la poseG TLP S@itQ WV
Vatcompager d fhterventions chirurgicales difficiles qui augmentent drastiquemerlés et

le temps de récupération.
Titane

Le titane esle métal le pluaitilisé en chirurgie orthopédiqgu&onintérétvient de sa grande

résistance a la corrosion, sa biocompatibilité, sa faible densité et son faible module élastique
FRPSDUp j GIDXWUHV P pW Dptésentdntin EnodDlé Elakkdvie Guivakid ds B Q H

i *3D FRPSDUp j OTDFLHU LQR] /| GRQW OH PRGXOH HV
PRGXOH pODVWLTXH G1H@.Y200a8r Qependaitle titandOpQsdddd¥y une faible
résistance au cisaillement et aux frottements qui entraif@rzation de débris, ce qui limite
OfLPSODQWDWLRQ j ORQJ WHUPH GH FHUW&uUe@ \enddhs OD QW V
améliorer les propriétés mécaniques du titane et sa biocompatibilité notamment en modifiant sa

surface.

La réponse biologiqyeF R P P Hie@t4tiBn et la migration cellulairgis-& Y LV Gifinxa@riau

est directement influencée par la topographie de surface (Flemming et al., 1999). Une rugosité de
VXUIDFH j OfpmRRKHOGOHUGURRSLTXH SHXW LQIOXHQFHU OfRV)
OYRVWpPRFRQGXFWLYLWp GIXQ LPSODQW *ULJRQ HWh DO

vtro OD UXJRVLWp GH VXUIDFH SHUPHW GIDPpOLRUHU OYDGKp
gue les Sa02 (Degasne et al., 1999), de favoriser ladpision de facteurs de croissance
impliqués dans la différenciation des ostéoblastes (Kieswetter et al., 1996; Hatano et al., 1999) et

la production de protéines de la MEC (Boyan et al., 1996).

Pour la modification des surfaces différentes techniquesténitilisées:

- traitementpar acide (acid etching) qui consistén@mergerles surfaces dans un acide fort
FRPPH OYDFLGH IOXRUK\GULTXH ODUWLQ HW DO -XRG
SHUPHW GYDXJPHQWHU GH IDoRQFWHLS @O ED RIFPRIFRSVOLWVLPE V O D\
(lwaya et al., 2008).
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- VDEODJH VDQGEODVWLQJ ODUWLQ HW DO TXL FRQV
GIDOXPLQLXP 3DSDGRSRXORWIORCWr d @l.,, 2004) o gncoie QlieisU
particules decarbure de silicium (Anselme et al., 20Q&)ur éviter une contamination de la
VXUIDFH SDU OYDOXPLQLXP

- OfYDEUDVLRQ HQ XWLOa habed@ariure deBiciubh YAr3direDeY &l 2000;
'"HOLJLDQQL HW DO & H W WIrHUn® Eugd3ité LiRiQireQibhddledi 8¢ G TR E
reproductible (Bowers et al.,, 1992) qui ne peut pas forcément étre olpanles autres
techniques.

- SOXV UpFHPPHQW OD PRGLILFDWLRQ GH VXUIDFH GX WL
neodymium: yttrium@luminium3garnet (Nd : YAG) (Hsu et al., 2007; Khosroshahi et al., 2009)

ou fusion laser sélective (Selective laser melting) (D. K. Pattanayak et al., 2816t

développée &HWWH WHFKQLTXH SHUPHW GIDXJ8 HQMSHAE. |IOHDU U X
mouillabilit¢ aiQVL TXH OYfpQHUJLH GH VXUIDFH

&HWWH OLVWH QTHVW ELHQ HQWHQGX SDV H[KDXVWLYH
Phosphates de calcium

Les phosphates de calcium sont des céramiques biocohagdtisontostéoconducts grace a

leur ressemblanceDYHF OD SKDVH P LUE pasfetH VE HD XOM\RLY OD SURSUL|
ELRGpJUDGDEOHYV 3DUPL O H Vhy&txiRagaite BN HH/W G@BliclickD@® FLXP  C
S KRV S KTOWR)Hontsouventutilisés comme matériaux de comblement osseux. Ils peuvent

étre utilisés sous forme de particules macidggg X VHV SRXU DPpOLRUHU OfRVW
biodégradation en augmentant la surface spécifique. En effet, la macroporosité favorise la
rHSRXVVH GH O TR \hvbes@nsaHderdom gDy aécldafres esaellules osseuses

(Knabe efd., 2009. lls peuvent aussi étre implantés sous forme de lledsille millimétrique

avec macroporosité interconnec{é¢eiss et., 2003).

Il existe de nombreuses autres formes de phosphates de caleaipluys importants sont

rassemblés dans [Eableaulll #MihailescuIN et al., 2010. Certains de ces phosphates de
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calcium, dontle DCPD (brushite), DCPA,2 &3 -TCP et ACP sont parfoisouvés dans les

tissus vivants dans des conditions normales ou pathologiques

Tableau |1l : Différents phosphates de calan: formules chimiques, rapport Ca/P et
solubilité
Composition Formule Rapport Ca/P Solubilité a37°C
(-log[Kpd)
Phosphate de calcium | Ca(H,POy), H,O 0.5 -
Monohydraé (MCPM)
Dicalcium  phosphat¢ CaHPQ 2H,O 1 6.63
dihydrag (brushite)
(DCPD)
Dicalcium  phosphat¢ CaHPQ 1 7.02
anhydre (DCPA)
Phosphate octocalciqu¢ Cas(HPOy)2(POy)4 5H,O | 1.33 95.9
(OCP)
R X WUl . RX 3R 1.5 25.529.5
SKRVSKDWK -
TCP)
Hydroxyapatite Cayo(PO4)s(OH)> 1.67 117.2
(HA)
Tétracalcium phosphat{ Cay(PO).0 2 37-42
(TTCP)

Cependant, les propriétés biomécaniques des biocéramiques phosphocalciquissblesnt
comparees a celles du tissu osseux, elles sont cessdritagilesquand elles sont soumises a

desforces de compression (Rezwan et al., 2006).
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/TLQJpQLHULH WLVVXODLUH HVW DSSDUXH UpFHERHQW FR
reconstruction de tissus ou organes détériorés, en prévenant les complications associées aux
transplants traditionnels (Langer R, Vacanti JP, 1993). Dans ces études, ordesépger ou

régéneéer le tissu détruit ouabimé en utilisant des substituts tissulaires qurnpettent de
PDLQWHQLU OD IRQFWLRQQDOLWp SHQGDQW OD UpJpQpUDWL

héte.
Protéines

Une protéine(polypeptide) est uassemldge de chanes G 1D F L G H UniDgaL dgp Naisons
peptidiqguescovaleites Chaque prtgine a une séquence uniq@{ D F L G H M.aBseduénhpeV/

des atomes sur la chaine est reconnue comme le squelette du polypeptide. Il y a passesles

des acideaminésqui ne sont pas impliqués datssliaison peptidique mais qui possedent des
propriéés spécifiques. Ces chaines latéradestivespeuventétrenon poléresou hydrophobes
chargéesnégativementou positivement./D VpTXHQFH GIDFLGHV DPLQpV HVW
structure primaire de la protéinelLe repliementde la chaine du squelette ppéptidique sous

IRUPH G KR Fadilettes FRQV Wdtnatiild s€cbndairede la protéine. Une
organisation (arrangement) 3D de la chaine polypeptidique représesteidture tertiaire

tandis que dans les caml XQH PROpFXOH SURWpPLTXH HdieWwhaire8) PpH G

polypeptidiquescette organisation est dénomméstlaicture quaternaire de la protéine.

/IHV SURSULpWpPYV ELRORJLTXHYVY GTXQH PROpFXOH SURWpPLTXH
les autres molécules. Par exemple, les anticeffigactent aux virus ouaux bactéries pour les

marquer etSUpSDUHU OHXU GHVWUXFWLRQ RX OHV PROpFXOHV GfY
ILODPHQWY GIDFWLQH 7RXWHV OHV SURWPpPLQHV VIDWWDFI
parfois tres fortes ou faiblemais toujous tres VSpFLILTXHV XQH SAURNpLQH VI
guelque moléculesparmides milliersd fwutres) La substanca laquellda protéine Vaftache (un

ion, une petite molécule atnemacromoléculegstappelée ligand (du mot latinligare, lier). La

capad@té de la protéiné se lier sélectivement mais avec une grande affinité au ligépendde

la formation de liaisons faibdenoncovalenes *desliaisonshydrogeéneioniques ou devan der

Waals +conjointementavecdes interactions hydrophobes favorabl€es liaisons faibles ont
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GH OD UpVLVWDQFH GT1XQH OLD lassBzpriésRyddn® plu@igutd (O OH

liaisons sont forméesimultanémen(Figure 10).

La région de la protéine associée au ligand est dénomme le site de liaison. desiseen une
cavitéala surface de la protéine qui est formée par un arrangement particafiglesaminés

Figure10: /{DVVRFLDWLRQ GX OLJDQG DX VLWH GH OLDLYV

1.1.3.PERSPECTIVES

/ITLQFRUSRUDWLRQ GH PRW L irwhe $sHREW I(aBgininZghydinemspRriate)W L1V FR
reconnus par les intégrineges récepteurs transmembranaires des celltieprésente stratégie

la plus connueSRXU OIYDXJPHQWDWLRQ GH OD IRQFWLép&DOLWp
cellulaire est toujourspécifiquede ladensité de surface des ligandsdasaffinités de liaison, et

est modulée paida co-localisationde ligands synergétiqgues (Maheshwari G. G et al., 2000

Benoit DS et al., 2005)Incorpoer des motifs peptidiques dégradablpar des ezymes
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protéolytiqgue (par exemple les motifs reconnus par les mégatiéases) est maintenant une

voie populaire pour contrbler labiodégradabilitédes biomatériauxavec des applications
concretesen remodelage et régénération des tissus (Mart RJ et a0§).2Récemment,

O 1L QFRU SiRtted ¥ompdO&AnS biologiques de la MEC memes GAGs.en particulier

| fiéparine, a fourni des résultats tres intéressants (Benoit DSW et al., 2007). Umeofpigrée

dans lebiomatériau [I@ffjarine est reconnue pas ldomaines de liaison spécifiques qui se
WURXYHQW GDQV OHV SURWpPLQHY LPSOLTXpHY GDQV OTDWW
vitronectine), la prolifération (le facteur de croissance de base des fibroblastels)
différentiation cellulaire RVWpRJpQLTXH OHV SURWpPLQHV PRUSKRJIpQj
développementsonduront tres probablement a la fabrication jet@f§élioration des scaffolds

en particulier de leur efficacité vivo. De plus, il y a eu des succés importarsngéniegie

tissulaire grace a @ufélioration des conditions de culturesn bioréacteurqui ont permis

G 1 R S Wia feoimétibil eta régénération de nouveaux tissayitro (Stevens MM et al., 2005).

/IH GRPDLQH GH OfLQJpQLHULH WL WahkaOub pdintcrieMiMdd XohH VH W
développementavec une activité de recherctrés importantequi sefocalise sur la mise en

oeuvre de biomatériaux biomimétiqueaméliorés Le niveau de complexité biologique qui

Qp FHV YV L WpiodBifdaws WiHsystemetrGLPHQVLRQQHO QYHVW SDV HQFRU
future de la communication entre les cellules mais als®®) I LOQOWHUDFWLRQ HQWUH OH
matrices aideront a développer des nouvelles stratégies capables de permettre la présentation
sous undorme correcte des bifacteursdu point devue biochimique,tempoel ou spatial.De

maniére similaire les applications cliniques des approches de structuration des surfaces
demanderont uneompréhensioraccruedes interactiongjui se passera O § L @&\sdbdtr&
surfacecellulaire. La vascularisation de constructions tissulaires larges reste enadrallenge

significatif et les nouvelles approchdsvront se baser su@nfjénieriedesinterfaces.De plus,
OfYXWLOLVDWLRQ GTXQ JyadniglesrgawquepdwraiP pevihpttid. dexXdrédr Q
OYLQWHUIDFH WERVX®HD IOYHR & DDJLLVFPDBIH

/1 DY D Q Fde RHeQhatche dans le domades matériauxwaaussi un impact positif. Dans
OTRUJDQLYV P Hur2 jneMace dvev ldauitessus comme le cartilage tesligamens

et tendons Ainsi, le développement de scaffolds appropré&sa obligatoire pour créer et
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améliorer les interactions aux interfac&e plus, un mélange de matériaux (organique et

inorganiqueerasans doutenieux capable de mimer la complexité biologique des tissus.

1.2. BIOMATERIAUX NANOSTRUCTURES

1.2.1.DEFINITION, COUCHES MNCES, NANOSTRUCTUHS

8QH FRXFKH PLQFH HVW XQ UHYrWHPHQW GRQW OfYpSDLVVHXI

a une dizaine de micrometres.devétements modifient les propriétés du substrat sur lesquels

ils sont déposésPour des tailles defirdre du nanomeétre, les caractéristiques €électriques,

mécaniques ou optiques des matériaux changenO fpFKHOOH QDQRPpPpWULTXH OL

despURSULpWpPV SDUWLFXOLqQUHV TXL SHXYHQW MXVWLILHU XC(

propriétés quantiqgues, maiXxa/ VL G{HIIHWV GH VXUIDFH GH YROXPH R
PRGLILFDWLRQ GTXQMSYRBIUK i WHHORHUOWTOHHB@ PVLIQH OTIDSS

G 1 K@nomene nouvegnlEn effet, a@6helledu millionieme de millimetrele rapport entre les

différentes forces ghteractions est différent du rapport fidhelle macroscopique. Les forces de

surface deviennent prépondéesface aux forcesfdertie En particulier.

1. Les forces dhertie et le poids varient avec le cube de la longueur caractéristique des

objets manipulés (forces volumiques)

2. Les forces de surface telles que les forces de Van der Waals ou les forces

électomagnétiques varient avec le carré de la longueur caractéristiqfidje; |

3. La force de Casimir(attractive entre deux plagues paralleles conductrices et non
chargées)est souvent non négligeablet les surfacesfrottent davantage que si elle

n §xistat pas(Capasso F. et al., 2007)

Les recherches ont démontré que tous les systémes vivants sont gouvernés par des mécanismes
PROpFXODLUHYV j OfpFKHOOH QDQRPpPpWULTXH (Q SDUWLFXOL

des tissues dépendent fortemest la structure de la MEC. Cette matrice est une structure

27



KLpUDUFKLTXH FRPSOH[H DYHF GHVsuQplusieubsxdreS fierahdé@u@Q LV D W L |
(du nm au cm).Parconséquer) les cellules humaines soeh interaction permanente avec des

surface nanostructurées (Kaplan % al, 1999. '"HV pWXGHV UpFHQWHV RQW FR
ELRPDWpULDX RUJDQLVpPp j OfpFKHOOH QDQRPpPpWULTXH HVW ¢
TJet al., 2008

Dans les tissus humainsitifs, les interactions protéiqugs OfpFKHOOH QDQR VRQW FU;
contdle des fonctions cellulairesommela prolifération, la migration etla production de la

MEC. Les particularités G HadSdptiondes protéinesdépendentaussi des propriétés de la

surface des biomatériaux inapitées] OTpFKHOOH hrQddepswibce Trxadillabilite,

rugosité ou charge) (Wilson Gt al., 2005 Les nanobiomatériaux présentent un nombre
supérieurd tomes etde particules cristallines a la surface de contattfournisent une

proportioQ VXUIDFH YROXPH SOXV pOHYpH TXH OHV ELRPDWpPULD
PLFURPpPpWULTXH '1DL O déindandtopogreptiie GriodifienteohQderablement
FDSDFLWp GIDGVRUSWLRQ GHV SURWpPLQHYV

Les stratégiesutilisées Grigeénierietissulaire biadhésivea @&hellenanométriquesontclassées

en troiscatégoriesnajeures

1. Unestratégiede contrélenanométriquale motifsadhésifqui possedenta bioactivitéde
la protéineparentale On peut ainsi mimer les espaces®@fientation de séquences de
liaisons cellulaires avec les macromolécules de MEC #&wedout derécapituer les
IRQFWLRQV GYXQH 0(& QDWLYH

2. Un patterningnanométriquede peptides pour unexpositionavecdes densités élevees
/IH QDQRSDWWHUDRVYQH P RCEDIENEDNM@IRIe peptides esilisé pour
exposerdes peptidesadhédis a une densité plus élevee que GDQV OfpWaDW QDW
OTLQWpULH X Undaikud€ gpsriReXddllulaimgus importante

3. /TLQJpQLHULH j OfpFKHOOH QD Q R PplhiviJdnds >ethdiEsls. SHSWLG
Une application importantecGH OfLQJpQLHULH QDQRPdaNpgitidesH HVW

multivalents adhésifsLes ligands multivalentseont utilisés pour promouvoir le
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clusteringet la fixation des intégrineafin destimule fortement les réponses cellulaires.
Il seradonc nécessaireG 1 X W DJ L QH pQ L H U L HpauDoQrir &gy Wédsitionsd
de constructions multivalentes tenant comptelu fait que les intégrines présentent des
GLDPQWUHV G 1M¥IRORQ, 199Q)P

1.2.2. APPLICATIONS

OrPH VILO \ D HX XQ HQWKRXVLDVPH JpQpUDOpaticuleeti V DSSC
desnanocouches XQH JUDQGH SDUWLH GHV DSSOLFDWLRQV FRPPH
G 1 X Qptflentiere génération> de nanomaté@ux passifs. Cela inclut les nanoparticules de

dioxyde de titane dans les crémes solaires, cosmétiques et certains produits alimentaires; des
QDQRSDUWLFXOHYV GH IHU GDQV OH SDFNDJLQJ DOLPHQWDLU
cremes solairegt les cosmétiques, dans lesllagesextérieurs, peintures, et dans lesrnis
GIDPHXEOHWHQWY QDQRSDUWLFXOHV GTR[\GH GH FpULXP L

carburant.

Le projet « The Project on Emerging Nanotechnologkehttp://www.nanotechproject.ory/

recense les différents produits contenant des nanoparticules et fontigsnsurotechnologies.

En 2007, ce projetidentifiait plus de 500 produits de consommation fondés las
nanotechnologiesEn 2008, le rapport nousdiquait que le principal secteur concerné par les

produits de consommation nanotechnologigéiest celui de la santé et des sports (vétements,
DFFHVVRLUHY GH VSRUWY FRVPpWLTXHV VRLQYro8uts)VRQQH(
VXLYL GH OTpOHFWURQLT X Hast¥mhilidrit 10% (aQdi &t Rideey caménd eT XL HQ

pellicules; matériel informatique; dispositifs mobiles et communication).

Un nouveau secteur prontr est la nanomédecine- @ffplication médicaé de la
nanotechnologie et de la recherche apparentée. Elle couvre les donadlengts de
| fdministration de médicaments sdasme de nanoparticule X V T X§Bigs applications
futures de la nanotechnologie moléculaPans le domaine des recouvremis avec des couches

nanométriques des biomatériaux bioactifs un exemple de sestés cas des implants de
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KDQFKH j EDVH GH SRO\PgUH UHFRXYHUWYV GTXQH FRXFKH
Furlong®) (Chandran P et al., 2010).

1.2.3.PERSPECTIVES

Les cdlules sont intrinsequemesensbles a leur environnemerita réactiondes cellulesa la

topographie (réaction au profil de la surfagee. rainures, stries, puits ou aux autres texfuess

bien établiea O pFKHO OH €P hRtéRe@mmenitdonfirméH | O | p rdtoh@iDdde

(Stevens MM et al., 2005). Des étudesnbreusesnt démontré les effets sur le comportement
FHOOXODLUH GX ddiébiapcehulie®@alla Gddu@fon des voies de signalisation
intracellulaire quirégulent @dtivité transcriptionelleHW O T H [ §adétigu¥ (Rifs A et al.,

1999) Une étude récente importeantSRXU OYLQJpQLHUBRH SWUWVRODBLUBM D/
différenciation cellulairede structuresanométriquesrganiséesle manieraléatoire versudes
strucuresordonnés. La différentiation des cellules HO&t la production du minéral osseux est
favoriséelorsque les strcturessont légerement désorganiseeO TpFKHOOH @RIRYRPpWUL"®
MJ et al., 2007)Les renforcementsle matériaux par desanophase (comme HA + nanc
composantsle collagene ou polyméres nanotubes de carbonapportentdes améliorations en

terme debioactivité etde propriétés mécaniques erodesflexion etcompressin (Webster TJ et

al., 2007; Huang J et al., 2005).

'"IDXWUH $iob &itrd@ Dpagiidphiea OfpFKHOOH QOTREFPHMWULIRTXBHYV SUR\
le comportement des cellules est complekes mécanismesousjacentsrestent encore a

élucider en considérant que les variations dépendent de la forme et dintessimanstructures

ainsi que du type de protéine e FHOOXOH /H GHVLJQ GHV mh2EgyweULD X[ Q
spectre entied 1 p F Ksidaddr@i&lpourinfluencer lecomportementellulaire (de 10nna P.

/91D GV R U S protdmse G tke¥importante pour urspectre largal &pplicationsnotamment
dans le domaine ddso-nanotechnologe /YL P PR E L O Lp/diéids®R I3 cGnbiEvwation de
leur activité apres OfLPPRELOLVDWLRQ SUpVHQWH XQ JUDQG SRWHQ
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fonctionnelles utilisablescomme biocapteurs ou dans le développement des matériaux
biocompatibles. Cependant, les interactions efgseprotéines et les surfaces ne sont pas

complétementélucidées Une compréhension approfondie des interfaces protéines/surfaces
solidesainsi T X feXn@itrise des conformations et orientations des différentes espéces pourraient

permettrede générer des surfaces ajustables en fonction des applications.

La possibilité G 1 D P er@& Rteractions entre les cellules et le biomatériau par modification de

A (qui est reconnu comme upsiomatériautres absorbant)avec des peptides RGB été
étudiée(Sawyer AA et al., 2005)En utilisant des cellules humaines ostéoprogénitricasété

montré que les motifs RGD seuls ne sont pas suffisants pour promo@dipPWDOHPHQW C
cellules.ConsidérantT XH O T+ $ eaReCGlé RGP est un milieurés absorbantn vivo pour

les protéines du séryrte comportement des cellules H@Rté évaluée/ X U @nhdiffeeavec

le RGD et recouverte avec dserum(RGD/FBS).De mareére tés intéressarg, les couches

RGD/FBS ont stimulépourdes concentrations réduitde RGQD OTfDWWDFKHPHQW HW O
des HOP par rapport aux structures HA/RGar contre, pour desoncentrationlevéesde

5*' ODWWDFKHP H @ \é&télnié/et fedrGe@lxnmeh/méme été empéchéur les

surfaces recouvertes avec RGD/FBS.

Le peptideRGD sur HA a présenté aussi un effet négatifvivo pour des applications
potentiellesenimplantologie (Hennessy KM, 2008). Ces résultats suggéiamt que, pour les

matériaux qui présentent une interaction forte avec le milieu tissulaire (caafie OfIDGGLWLR
RGD est défavorable par rappot &URFHVV XV HQGRJqQH OfMTDGVRUSWLRQ G

Dans dfutresétudes, des implants de titane ont été greffe ales polymeéres neadhésifs
basés sur @H{go(ethyleneglycol) et fonctionnaliséspar desligands spécifiques pour les
récepteurs intégrigues avec unedensité controléelLes biomatériaux qui présentent les
fragments FNIH.;,o de la fibronecting spécifque de OfL QW pJU loft Hhontré une
différentiation ostéoblastique des cellules ostéoprogénitaicgsienté par rapport aux surfaces
de titane owa des surfaceavecmotifs RGD. Ainsi, la fonctionnalisation des surfaces de titane
par des fragments FNHho a S HU P anvéli@ef O R Vé&yratRidgsVimplantsin vivo par

rapportj @utres structures.
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Deux autres types de surfaces ontaggmparésians une étude récente. Le premier a impliqué

des dépotaa OTpFKHOOH QDQRPpWULTXHYV @teneFskdiuskdilm tBidR FR P SD W
TXH OH GHX[LgPH D H[SORU ple pehidie¢RGD PouH &éianm TRV H @
cellulaire (Milburn C et al.,, 2009). Les deux surfaces ont démontré une amélioration de la
biocompatibilité. Les cellules sont bien @p HV HW O T Dé@udige\atoRrQet Dhnpt&vipe

La fonctionnalisation RGD de surface a présenté un meilleur résultat @HO GKpVLRQ H!
O p WD OHP H Qato@ttkvmd-PaOcorikr& B M | desddbuchesnanométriquesle titane a

étémis enévidenced plus long termegprésA8 heures de culture cellulaire.

Les interactions entre les protéines et les surfaces ont été exarkifre®sy OfDQJOH GH OfHI
topographie rfanacourburey en considérant ou non les effets chimiques (Roach P et @6).20
Desspheredle silice dadiametresl5-165 nm avec des surfaces hydrophiles ou hydrophobes ont

été utiliséescomme substratsiodeles Les deuxprotéinesF KR LV L HVARUWe S&vigueO

Bovine (ASB)et le fibrinogéne Lestendancegn W H U P H \ité@4]Iisbh € de valeurs de
saturationdes deux proteinesont similaires pour tous les diametreCependantsur les

courbures de grand diamétia, structureconformationelle G HASBY(une protéine globulaire)
adsorbéeapparaitmoins ordonnéeet staliisée tandisque lefibrinogéne (baciliforme) perd sa

structure secondaire€Ceseffets sontaugmentégar la chimie de la surfageuisque les deux

protéinessontdénaturéeparles surfaces hydrophobes.

Il apparait doncque les stratégies de Hionctionnalisation vont continuer de représenter un
FHQW U H n&afeur@avspds rétherchdsX WXUHV QRWDPPHQW SDU OfLQWpJU

caractéristiqueaux échellesnicro- et nane dansles nouveauscaffolds modeles.
1.3. LES METHODES DE SYNTHESE DESNANOMAT ERIAUX

Les premiers méthods pour fabriquer des couches mincggmnomeétriques) des mateériaux
inorganique<ttaientbaséesur la voie humide : une réaction chimique entre une solution et le
substrat. Les revétemer®¥/D (dép6t physique en phase vapesont des dépbts sous vida

les couches sont formées par la condensatignXdpitiere préalablement évaporé€ette

evaporation du matériau sourest GfRULJLQH WeKHKX@ LHRPEMGLEGHPHQW G1p(
Grace a cette méthode, on peut déposerésux, des alliages ou des céramiques. Les
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revétementCVD (dépots chimigue en phase vapewont aussi des dépdbts sous vioke les

couches sont formées par la condensation de gaz qui réagissent ou se décomposent a la surface
du substratll y a aussi ledépét chimique en phase vapeur assisté par plagRECVD -
PlasmaEnhanced Chemical Vapor Deposition) un procédé utilisé pour déposer des couches
PLQFHV VXU XQ VXEVWUDW |j SDUWLU GTXQ pWDW JD]HX]|
déroulent au cour& X SURFHVVXV DSUqV OD IRUPDWLRQ GYXQ SODVP
plasma est généralement créé a partir de ce gaz parfrégli@nces ou par une décharge
électrique entre deux électrod@&obkin and Zuraw, 2003)

/ITfpSLWD[LH SDU é3kbwMBP polrpMokciarLBeéam Epitaxyyonsiste a envoyer

un ou plusieurs jets moléculaires vers un substrat choisi pour réaliser une croissance épitaxiale.
Elle permet de faire croitre des échantillons nanostructurés de plusietis one vitesse

d gnviron une monocouche atomique par seconddfegDYDQWDJH GH FHWWH FURLVVD
de pouvoir obtenir des hétérojonctions nettes dans le cadre de matériaux multicouches. Une
croissance lente permet aussi de contrdler un dopage homogéne du matéaaire @nantage

important est la possibilité de mesures en temps réel effectuées pendant les croissances.
Cependant, une faible vitesse de croissance implique une atmosphére trés pure sans quoi les
LPSXUHWpPYV YLHQGUDLHQW FRQWdahméghgddhleOFquiFd€IB iRQcdhiEnO RQ G+
GIXWLOLVHU SOXVLHXUV V\VWgPHV GH SRPSDJH DILQ GH \
inférieure & 18 Pa (Arthur JR et al., 2002).

La pulvérisation cathodique (sputteringdstune technique qui autorise la synth@®e plusieurs
PDWpULDX[ j SDUWLU GH OD FRQGHQVDWLRQ GTXQH YDSHXU
VXU XQ VXEVWUDW /YDSSOLFDWLRQ GYfXQH GLIIpUHQFH GH S
DX VHLQ GYXQH DWPRVSKRWIDWDRQ! L PHX G HUIPHW DD DURLG FR
GILRQV GH SKRWRQV HW GH QHXWUH GDQV XQ pWDW IRQGD
pulvérisation est que les films déposés ont la méme composition que le matériau source.
/TLGHQWLW piguwe/entrekd. fiknP @t\Id dible pourrait surprendre du fait que le rendement

de pulvérisation dépend de la masse atomique des atomes dans la cible. Cependant, comme seuls
OHV DWRPHV j OD VXUIDFH GH OD FLEOH SHXYH®@&é&henWUH SX

laisse la surface enrichie avec les autres, ce qui compense efficacement la difétexles
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YLWHVVHVY GH SXOYpULVDWLRQ &HFL FRQWUDVWH DYHF OH
composant de la source peut avoir une presgeuapair plus élevée, il en résulte un film

déposé avec une composition différente de la source. Le dépbt par pulvérisation présente un
DYDQWDJH LPSRUWDQW VXU OfpSLWD[LH SDU MHW PROpPFXOL
D SRXU FRQVpTSXRHOOWLERL QERIMWLHXUH GIYLPSXUHWpPpV SDUFH
atteindre la surface du substrat dans le méme temps. Les méthodes de pulvérisation peuvent en
FRQVpPpTXHQFH XWLOLVHU GHV JD] DYHF GHV FRQFHQWUDWL
presion de vide pouvant étre tolérée par les méthodes de MBE. Durant le dép6t par pulvérisation

le substrat peut étre bombardé par des ions a grande énergie et des atomes neutres. Les ions
peuvent étre déviés avec une polarisation du substrat et le bombairgemieétre minimisé en
SXOYpULVDQW ORLQ GH OYD[H PDLV DX[ GpSHQV GH OD YLW

peuvent pas tolérer le bombardement et sont généralement traités par évaporation.

Le procédé soebel permet de fabriquer un polyméreonganique par des réactions chimiques
simples et a une température proche de la température ambiante (20 a 150 °C). La synthese est
effectuée a partir d'alcoolates de formule M(PB) M est un métal ou le silicium et R un
groupement organique alkyle 1.

La synthése so0HO FRQGXLW j OfpODERUDWLRQ j EDVVH WHPSpUDV
et denses dans lesquels des especes moléculaires organigues peuvent étre introduites. La richesse
des précurseurs sgkel permet le développement de nouveanatériaux hybrides organiques
inorganiques dont les propriétés optiques peuvent étre contrdlées a volonté. En effet, suivant la
nature des alkoxydes utilisés, il est aisé de maitriser les interactions entre le réseau polymérique

de la matrice sefjel et OH V\VWgPH PROpFXODLUH HQ IRQFWLRQ GX
matériau. La relative simplicité du procédeé, particulierement pour obtenir des produits a
composition tres homogene ou des revétements, rend cette technique attBetivque le

procédé selJHO SUpVHQWH EHDXFRXS GIDYDQWDJHV VXU OHV SU
PDMHXU UpVLGH GDQV OD JUDQGH WHQHXU HQ JURXSHV K

organiques qui sont indésirables pour certaines applications.
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La méthoded TH Q G X EaNriflg&ion (spin-coating) consiste a centrifuger une solution
GpSRVpH HQ H[FqV VXU XQH SHWLWH VXUIDFH %ULQNHU & -
GIrWUH IDFLOHPHQW PLVH HQ °XYUH SRXU Gebungéutas VWLV VH
sur les substrats plans de petites surfaces (quelqes $iiL. Q GTREWHQLU XQH FRXFK
utilise généralement un composé dont le solvant eétthy Y RO D W L O évhbdre BXbin6E RQF V {
SDUWLHOOHPHREWUBSMWQREDQ WD OW H F kKeéntrifuged est fiaftiQuBexemant R Q
XWLOLVpH HQ PLFURIDEULFDWLRQ DILQ GH FUpHU GHV FRJ
(Schubert DW et al, 2003Parmi les désavantages, on distingugualité pauvre des couches

qui sont souventon-uniformes ou nofmomogenes.

La méthode dérempage ttirage (dip-coating) consiste simplement a immerger le substrat dans

la solution contenant le « sol » et a le retirer dans des conditions trés contrélées et stables pour
REWHQLU XQ ILOP GYpSDLVIWVHXRQWRIK OQ #UBGIL TRIUGHGHDOWN p FR
- OD ILQ GH OfpFRXOHPHQW OH VXEVWUDW QdtteWechhigieR X Y HU W

est utilepourrecouvrir des substrats plans mais aussi des cylindres (Scriven LE et al., 1988).

Le procée aérosotgel (spraycoating) FRQVLVWH j JpQpUHU XQ EURXLOODUG
MXVTXYIYDX VXSSRUW Re LO VH GpSRVH &HWWH WHFKQLTXH F
géométrie complexe. Cependant son utilisation est plus difficile aUtettHQ °XYUH SRXU
grandes surfaces. Pour cette raison, une variante consiste a simplement utiliser un pistolet de
SHLQWXUH DpURJUDSKH SRXU OH GpS{W GX FRDWLQJ /HV
SURFKHV GTXQH FDELQH @&@rbss&idd. QaNpratpad insdtvébienD deVceke
WHFKQLTXH HVW Ode I8 sblutwrd GIXQH SDUWLH

Cette liste des méthod€3 THVW SDV. HIKDXVWLYH

La nouveauté dans le domaiest représentéa présent par legtudes récentes faitessir des

procdé hybrdes de dépodts de couches mindesstructures multicouches ou de couches hano
compositesSRXU GHYV DSSOLFDWLRQV QRXYHOOH¥¥méliQéeskaH G TR EW
pulvérisation cathodiqua déjaété combinée aux dépbts par arcs cathodiques pouriotes

couches minces avec des propriétés tribologiques amélioréedédd chimique en phase

vapeur assisté par plasnest associéa la pulvérisation cathodiquela pulvérisation a
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@Waporationpar faiscealélectron R Xév@agpratiorflash despolymeresa laPVD, etc Martin
PM., 2010).

Les techniquegnuméréesi-GHVV XV TXL Qs R&Bdndner«termique (spin
coating, dipcoating, soigel,) sont utilisées présentpour obteniraussides couches minces de
matériauxorganique comme legpolymeses oules protéines Cependant,Galitres seléveloppent
rapidement le porogen leachingMa PX et al, 200JLlou gas foamingMa PX et al, 2001 )phase
separation(Zhao F, 2002; Liu XH et al., 20Q4fiber meshingVacanti JRP RobertRS, 1998)
supercriticd fluid processingdGinty PJ, 2006)ou le3D printing (SherwoodlK et al., 2002

Dans le cas particulier deprotéines deux techniquesomplémentairesreprésententles

meéthodedes plus utiliges pour leurimmobilisationsur des supports solides. N&fjit desdépots
électrostatiquesoucheparcouche (electrostatic laydry-layer LbL) Decher Get al, 1992

Yang Wet al., 200) et LangmuifBlodgett(LB) (Blodgett KB 1934. Dans le caslu LbL on

utilise des couchealternéesde matériauxsolubles dansOfHDX DYHF GHV FKDUJHYV
négativesrespectivement tandis que LB estemployépour lapréparationde couches minces

sur dessupportssolidesSDU OH WUDQVIHUW GH FRXPHHYWIQWVIRGXEDIHY |
présent beaucoup Gafitrestechnique Grfimobilisation sont appliquéesHQ Y XH G{IDXJPHQV
@dhésiondes couchesur lessubstras. La fonctionnalisationde surfacesWu Z et al.,2009),

les interactionshiologiquescomplexegpar exempleentre avidine et biotinevareiro MMLM et

al, 2009 OYXWLOLVDWLRQ GHV SURWPLQHV § parnexempledess H DIHQ
SAMs (Selfassembled monolayers) &afitres matériaugBriand E et al., 2009; Ha TH et al.,

2007, les interactions chimiques par activation a laglutaraldehydeou le 1,4-Phenylene
diisothiocyanate(PDITC) (BetancorlL et al., 2006 Raj Jet al., 2009 Weiping Qet al., 1999

et lesméthodesG D G VR U S W L(Rr€es&nKL\ ¥tlall, 2B)bnt ététestéegpour trouverun
FRPSURPLV HW RSW L P ld¥rhHdridfirgdhig i Bir Ods\$ ippodide @nts

Une approchdres utiliséeDILQ GIDPpOLRUHU OuniropeftFe ¥ HecGuXremBi SV |
desmeétaux (le plus souvent, le titanegrdes couches minceke phosphatesle calciuma cause
deleur similarté chimique avec EDUWLH PLQpUDOH GH OfRV
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Latechnique utiliséeommerciaédmentavecgrand succepour des dépbts de céramiquesPa
OTpFKHOOH Qé&st)aRorBne aPplaBrvaRes avantages majeurs de cette technique sont
représentésS D Efficadté du dépbtainsi queparla flexibilite TXTHOOH S Ugrdlr® désd SR XU
grandes surfaces % LHQ TXH OfRVWPRFRQGXFWLY LaMPT RW ®HHV FIRRPXSHRKU
obtenues par cette technigaientété confirmés par de nombreuses étu@dsert WIA, 1994;

Lacefield WR 1998, 1999 Geesink RGT 2002, il existe encore des souaislatifs acette

technique. Les couchesLQGXLVHQW VRXYHQW GHV FRQWUDLQWHYV
métal/céramique, en méme temps que des-umifiormités structurales etine mauvaise
DGKpUHQFH GHV IDFWHXUV TXL VRQW j OTRULJLQH GH OD
GpFRKpVLRQ HVW VRXYHQW j OfRULJLQH GH SUREOQqPHV GH
retrait. Ainsi, les dépbts doivent présenter des épaisséufsHQYLURQ —P SRXU HV
limiter ces désavantage€ependantdes changementadésirablesen terme dephase de CaP
(phosphatetétracalcique oxyde de calcium, phosphatetricalcique) apparaissent due aux

grandes températuresitilisées. Il y aaussides problemes liés awontrole GH OpSDLVVHXU HYV
morphologie ainsi que des libérations departicdlegartir des couches qui pourraient initier
OTLQIODPPDWILis8@s.DXWRXU GHYV

Pourlimiter ces problémes, plusieurs études ont été dévedeppespires dans les derniers 20
ansSDU OTDSSDULWLRQ GH BépddeRauthes OaP \8UH de sukfateYdd WpsS H
implant Parmi les pluaitilisées sontla pulvérisatiorcathodique Yang Y et al., 2005 Sima LE

et al., 201Q Hao Jet al., 201}, le dépbt électrophorétiqu®ucheyne Ret al. 1990 Boccaccini

AR et al., 201), la pression isostatiqua la températuréHero Het al., 1994 Zhao Jet al.,

2000, le dépbtsokgel (Yang G 2002; Qu Jet al., 201}, le dépbt biomimétiqueMihranyan A

et al., 2009 Bracci B et al., 2009, le dépbtélectrolytique Lin DY et al.,, 201}, @Mctro
spraying Leeuwenburgh S@t al., 2005, le dépbt par ablation laser pulséapucmi C et al.,

2008; Bigi A et al., 2009, Sima F et al., 2011

Un des problémes majeurs rencontré loescdsdépds de couchs minces estla difficulté a
recouvrir des substrats de grande dimension tout en obi@esudiepots mon@u multicouches

précisetreproductibles
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1.3.1. APPLICATIONS

Les implants tels que les lentilles oculaires, les protheses articulaires de hanche, de genou,
GIpSDXOH RX HQFRUH GH FKHYLOOH WURXYHQW XQ EpQplILFI
exemple, on distingue une rigiéisupplémentaire des polyméres, une activité antibactérienne,

XQH DXJPHQWDWLRQ GH OfLQGLFH GH UpIUDFWLRQ XQH S
RSKWDOPLTXHVY HW VXUWRXW XQH UpVLVWDQ SHegja®etVXUH H
al., 20, Tiainen VM, 2001) ,0 HVW pJDOHPHQW SRVVLEOH G{XWLOLV
UpGXLUH OD IRUPDWLRQ GYfLRQV PpWDOOLTXHV |j SDUWLU Gl
Ces espéces chimiques, principalement issues du nickel, sont, en etidertgmnes de contact

les plus répandus.

Des implants cardiovasculaires revétus de DLC tels que les valves cardiaques artificielles ou les

stents sont déja disponibles commercialement (Hauert R.,.2003)

Il devient donc trés important de combiner les ni@atr inorganiquestorganiques mais aussi

de trouver les méthodes de synthése de couches miM@Fp FKHOOH QDQRPpPWULTXHV
HVW QpFHVVDLUH GYDYRLU GYXQ SDUW XQH PpWKRGH DGpTXIL
ainsi qufine autreteK QLTXH SRXU OYLPPRELOLVDWLRQ &rfadiguelFWH HW

1.4. BIOMATERIAUX ETUDIES DANS LA THESE

1.41.CE5%$0,48(6 '"1+<'52;<A&BITE

/I MK\GUR[\DSDWLWH +$ IDLW SDUWLH GHV D3&eMewusVv TXL |
abondant sur terrel HA ed chimiquement similaire a la fraction minérale des os et des tissus

durs. Il fait partie des matériaux classés comme bioactifs, ce qui signifi§ soutiert la

croissance osseuse e®dtéoaintégration (sans se décomposer @e dissaidre dans des

applications orthopédiques, dentaires et maxgiciales.
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La nature chimique defiydroxyapatiteestfavorablea la substitution, ce qui signifie quexiste
des hydroxyapatites nostoechiométrique Les substitutions les plus courantes concernent le
carborate, le fluorure et le chloruigui substituedes groupes hydroxydetandis quedes défauts

peuvent également exister résultantunehydroxyapatite déficitaire

/IHV DSDWLWHYV H[LVWHQW SULQFLSDOHPHQW VRXVId@@D IRUPH
les phosphates de calcium évoluent en milieu naturel vers la forme apatitique la plus stable. Les

apatites sont des minéraux de formule générale 3(M@.)sY 2

~\

ou :
Me est un cation bivalent (EaSF, PiF*, B&", etc.)
X0, est un anion trivalenPQ,*, SQ, VO,>, etc.)

Y est un anion monovalent (CIOH ou F 2Q SDUOH DORUV GH FKORUDSD\)

fluoroapatite.

Figure 11: Représentation de I'hydroxyapatite.

/ID FULVWDOOLQLWpPp GpFULW O YRUJDeQtéevdangd Rille &6 3sa gukéteV WD O
'‘DQV OTRUJDQLVPH OD IRUPXOH GH Of+%$ HVW WUQqV ODUJHF
ODFXQHYV 8QH VXEVWLWXWLRQ FRXUDQWH FRQFHUQH OH UH
LRQV FDUERQDWHYV EdrRoQrat¥d. W Degste J tyPds+@e substitutions par les
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carbonates : 1) la substitution de type A, ou les groupessOi substitués par des groupements

COs?%, et 2) la substitution de type B, ol les groupeg P®nt substitués par des groupements

COs* (Penel et al., 1998))DQV OTRV PDWXUH HQYLURQ | GX PLQp
majorité par de lasubstitution de type B (Antonakos a&t, 2007). Ces substitutiorinduisent
OYDSSDULWLRQ GH GpIDXWV HW GH GLVWiRalX.LRQW GPHFIVGOIT D
W\SH $ OH UHPSODFHPHQW GTXQ LRQ PRPRYQOHQWUSOIDSQI
GTXQH ODFXQH 'DQV Of+$ GH W\SHPQ@ p&@ Dn yroupe/OPLCAZEW LR Q G
SULQFLSDOHPHQW OD F UipdaWWdeR G &5 deX QH GaDdhangerhems sont

observés au niveau des spectres Raman réalisés sur le mR&dMHX[ /D EDQGH #
groupement PQest la bande la plus affectée par la substitutiondeSH % /TLQWHQVLWp

bande augmente avec le taux de substitution (Pegle| £098)et la concentration en GO
6WUXFWXUH FULVWDOORaEttED SKLTXH GH OfK\GURJ[\D

/I MK\GUR[\DSDWLWH DSSDUWLHQW DX IDURQEHO GGH VABRWIH HG €
P63/m.Les paramétres de maille des cristaux soatb = 9,432 Aetc =6,881A /HV DQJOHV .
HW VRQW pJDX[ | [fadiblesté@a@PPH HQWUH

La formule chimique Cg(PQy)s(OH), LQGLTXH OD PDLOOH pOpPHQWDLUH GH
diffraction de rayons X et par diffraction de neutrons ont également déterminé les coordonnées
GHV DWRPHV GDQV OD PDLOOH /9DSDBWKXWHY HXMOHWWHQ WRLHR
phosphate (P£J) disposés en deux couches par maille dans lesquelles ils constituent des
arrangements hexagonaux. La disposition de ces couches de tétragdrés @& WHOOH TX{LO
perpendiculairement a elles, deux je&xH WXQQHOV /H SUHPLHU FRwWQFLGH D
structure. Ces tunnels sont occupés par les ions calcium notés Ca(l). lls sont coordinés par neuf
DWRPHV GTR[\JgQH DSSDUW HQIR@auxi&Emejed, denkISsHkesl @tidest2
aveCcOHV D[HV VpQDLUHVY GX UpVHDX HVW ERUGp SDU GHV DW
Ca(ll). Les axes sont occupés par les ions hydroxyle. Les ions calcium Ca(ll) sont coordinés par
VL] DWRPHV GYR[\JqQH?* eBpanunvibp Wytlrdxy&oltl tthe c8dtdinance globale

de 7(Figure12). Le diametre de ces tunnels (0.3 nm) est supérieur au diamétre du premier jeu.

, OV FRQIqUHQW DX UpVHDX GHV DSDWLWHYV GHV SURSULpWpPV
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Figure 12 : Représentation schématique des quatre hesi hexagonales formées par les ions

Ca(ll). Les tunnels sont occupés par les ions Ca(l) et OH.

‘1.4.2.PROTEINES MULTIFONCTONNELLES DES MATRICES
‘ EXTRACELLULAIRES

La fibronectine contribue a la fois a organiser la matrice et a favof§grérence des cellglé

la matrice extracellulaire. La fibronectine, constituée de deux-wuitss . et  (poids
moléculaire d'environ 23kKDa chacune) réunies par une paire de ponts disulfure, forme un
réseau fibrillaire. Grace afipissage alternatif deflRNm, le méme geém est a Brigine de
plusieurs sousnités. La protéine est essentiellement une association de trois types de domaines
(I, 1, Iy qui se répétent plusieurs fois. Les différents domainesdisposenten sites

d fhteractions spécifiques avec fide part lesconstituants moléculaires de la matrice
extracellulaire (formation fine trame) et @utre part les cellules (parfftermédiaire des
intégrines). Un site important pour la fixation des intégrinedaeséquence argininglycine-

acideaspartique (RGD)jui se situe dans le domaine kl(Figurel3).

41



Figure 13: La fibronectine: structure modulaire.

La combinaison de modules de type I, 1l et Il est représentée pour un seul des deux brins du

dimeére

La protéine est libérée dans le milieu extracellelgious forme globulaire soluble. Le contact

DYHF OHV LQWpJULQHY OLQpDULVH OD PROpPFXOH TXL SHXW
composants de la matrice extracellulaire. La fibronectine joue un réle important dans le guidage

des cellulesdrs des migrations embryonnaires chez lestiei (gastrulation et migration des
FHOOXOHYVY GH OD FUrWH QHXUDOH /I TLPSRUWDQFH GH OD ILI
expérimentale chela souris les embryons dépourvus du géne de la fiectine ne dépassent

SDV OH QHXYLqPH MRXU HPEU\RQQDLUH j FDXVH GYXQ GplLF
GX WXEH QHXUDO HW GHV YDLVVHDX[ VDQJXLQV &KH] OTDG.:

central dans les processus de cicatrisatatefiick LV et al., 2005

La conformation de la fibronectine en solutiGhfpBsétéencoredéterminé. Les techniques de
sédimentation, de diffusion de lumiere, et de microscopies électronique et a force atmmique

fourni desordres de grandeur des diffétes formes de la protéir{Eigure 14) Ainsi, la forme

compacte aurait un rayae 10 a 15nmtandis quecelui de la forme étendue serait environ le
GRXEOH /D ORQJXHXU GH FRQWRXU GYXQH FKDvV@Qriin,GH PRG
WDQGLV TiKg ¥dypeptidiile dans laquelle les modules sont entierement déroulés

atteindrait 600nm.
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Figure 14: Ordres de grandeur des dimensions de la fibronectikai-dessus, a gauche,
cCRQIRUPDWLRQ FRPSDFWH GH OD ILEURQ HFaMdbieHa ferfi® SUqV -1
étendue de la fibronectinéBenecky et al, 1991 Les dmensions des conformations compaste

et étendus sontcalculées de manierapproximative G 1 D $B&neéky et al, 1991; Rocco et al,

1984; Erickson et Carrell, 1983; Williams et al, 198Roteliansky et al, 1981) leslongueurs

GH FRQWRXUV GYXQ PRQRPqUH GTDSUqV (ULFNVRQ HW &DUU
HW DO HW GT1XQ PRQRPgqgUH GDQV OHTXHO OHV PRGXOHYV
2000).

Les valeursdonnéeddans la figure 14efletentune moyenne des valeurs de la littérature, qui

varient selon les auteurslestechniques utilisées.

La vitronectine est une glycoprotéine de 75 kBai se trouve aussi dangsl matrices
extracellulairesElle est constituée dé59 acides aminé@-igure 15) Environ un tiers de sa

masse moléculaire est composée par des hydrates carbonés. Elle est parfois clivée aprés
OYDUJLQLQH SRXU SURGXLUH XQH YLWURQHFWLQH HQ GH.:
des ponts disulfres. La protéine est une association de trois types de domainesioipameN

terminal Somatomedine B ¢B9), ii) un domaine central avec une homologie hemopexine
(protpLQH TXL Olibi¢ BYKYPHGH OTKpPREOREQ®H OH@WSiBRW YV P H
oxydatif) (131-342) et un domaine terminal C (34%9) qui cong&nt aussi une homologie
KHPRSH[LQH $ OTH[FHSWHR@LO GRPRERAH VWUXFWXUH j KL

élucidée. Deux groupes ont présenté dans la littérature des invessgatectroscopiques RMN
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(information sur la structure db dynamique des protéines) (Kamikubo Y et al., 2004;
Mayasundari A et al., 2004)(OOH VWLPXOH OYDGKpUHQFH OD PLJUDW
nombreuses cellules (Schvartz et al, 1999)favorise notamment O {DGKpUHQFH *UJHYV
Robey, 1994) et la différenciation (Salasznyk et al, 2004) des ostéoblastes. Reconnue par le
UpFHSWHXU SULQFLSDO GHW RMWsfzR EO®, VIBLR)V elleOfolu@iV p JU L Q
pJDOHPHQW S D U WopéntirgHUeuacrhBe @ I matiice

Figure 15: La vitronectine: structure modulaire.

1.5. METHODES DE SYNTHESE UTILISEES DANS LA THESE

1.5.1.DEPOT LASER PULSE (PULSED LASER DEPOSIION - PLD)

La dépositionparlaserpulsée(Pulsed Laser DepositiotPLD) est e technique dsyntheseale
couches minces avec des avantages reconnues dans le cas du tramsfiétudescompliquées

La PPWKRGH RIIUH OD VR XS@hvuehts Gidced $ung ahiple B@ieraiel
morphologiesdes surfacedissesaux surfa@srugueuses et poreuses et en méme tgrapsaetie
contrélede la compositiordesmatériaux G H O { D RuRctisgaHind(Zeng H et al., 2000 Un
point fort du PLD est la conservation de la stoich#yia complexe de phosphates de calcium
apresle transfet surdes supports(Mihailescu et al., 2010\eleaV et al., 2007 Sima F et al.,
2007).
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A la base d PLD ondécouvre OH S UR FahlstidrXeseG I/Y{DEODWLRQ ODVHU G{TX
VROLGH HVW OH SKpQRPgQH GTH[SXOVLR QatenGifiDaddeqg H G T X C
laser intense. Il est un processus de-pohXLOLEUH WKHUPRG\QDPLTXH EDVp
OfpQHUJLH GX IDLVFHDX S phén@nienésbDi WepdéveldppedROLLBMH UB WV W L F
expulsion, transfert et collection sont trésmplexes. Une représentation schématique du

processus egiroposéalans laFigurel6.

Figure 16 : ReprésentatiorschématiqueG Hab@fon laser etdeformation du plasma

En kref, une impulsion laser focaliséur une petite aire de la ciblgldcéedars une chambrde

réaction sous vide oenatmosphere contrblée) provoque la fusion et la vaporisation du matériau
GDQV OfHR RistcalQQ@YEpSHQGDPPHQW GH OYDQJOH GH FRQWDF
cible, un nuage gazeux dense de substance se fogrpendiculaimentala surface. Ce nuage

V 1 D S PlHIMO ldseret contiem des photons, deélectrons des ions, desnolécules des
FOXVWHUV &hidMtHds tfesidaNicules solides. Toutes les especes dans le plasma

sont collectées et assbl@essousforme df X @Qouche mince sur un substrat paralléle a la cible.

Pour la description et la compréhension des phénomenes il est néaespaneourir lesetapes

de 1)propagationet absorptiordes ondes électromagnétiques (faisceau laser) damsiériau

solide 2) formation et propagation du plasma laser 3) formationet croissanceale la couche

mince sur le substrat
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Propagation et absorption des ondes électromagnétiques dans le matériau solide

/ID SURSDJDWLRQ HW O 1D Endgnétguet BaQs GhHVieR 9@ HékimOlésF W U R
équations de Maxwell

1) )

(Q LOWURGXLVDQW OHV VXEVWLWXWLRQV RQ REWLHQW OfpT

®3)

ID FRQGXFWLYLWp pOHFWULTXH 1 GDQV OHrafi@idh GHV PL

monochromatique

4

I fpTXDWLRQ GH SURSDJDWLRQ GHYLHQW
5) (6)

ou les termes complexes

@)
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VRQW OD FRQVWDQWH GLpOHFWULTXH O OfLQGLFH GH UplU
Explicitement.

(8)
KV{DSSHOOH FRHIILFLHQW GYDWWpPpQXDWLRQ

La solutiondefpTXDWLRQ GH SURSDJDWLRQ HVW XQH RQGH SODQH

©)

ou s est le veteurde la vitesse de phagen obtient ensuite la solution

(10)

JITLQWHQVLWpP GH OTRQ@Ha iHOyakneSteh&ralle UL 8a@éQde Q0 whleur
instanWDQpH GH OJLQWHQVLWDp 280nRKDPS pOHFWULTXH , a (

(11)
Pour la propagation sur la direction Oz

(12)

Dans le cas deséramiques (HA)JOYDEVRUSWLRQ GX UD\RQQHPHQW pOHFW
des fréquences de résonance selon un des processus sujvaesstransitions interbandesles

photons avec une énergi€ supérieureila largeur de la bande interditg $ont absorbés, ce qui

provoque le saut des électrons de la bande de valence vers la bande de conduction, tandis que

O 1D EVRUSW L ReRecAiHe¥neRgic Y PaQs¥ quegyESe fait avec un@robabilitéfaible

par destransitions multi-photoniques i) OYDEVRUSWLR @leS KiRd& Qec dXd

énergie K < Ey sont absorbéspar les phonons optiques qui produisentdehauffementdu
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réseau cristallin et iii) la photeexcitation sélective(pour les compogs moléculaires) +
OYDEVRUSWLRQ VH IDLW SRXU OHV IUpTXHQFHV GH UpVRQDQ

molécules.

I NMDEVRUSWLYLWp GHV GLpOHFWULTdes VnpHret®s ek i¥sRdéfaMp H S D |

ponctuels qui introduisent des niveaux énergétiques dans la bande interdite.

Suitea OYLUUDGLDWLRQ GTXQ PDWpULDX SDU OH IDL\DEmDX ODV'
le cas des nelP pWD X[ OfpFKDXIIHK&HQMNa @groduttipry tHddmique de paires
électrontrou et par conséqued OfDXJPHQWDWLRQ GH OD GHQVL&p GH S
OYDXJPHQWDWLRQ GH OYfDEVRUSWLYLWp GX PDWpULDX 4XHO
GITXQH Gdmissanee déseuil conduit a la modification ou méme a la destruction de la
surface irradiéeCe seuil dépend de plusieurs facteuisla fluence du faisceau laser,(ff =

dW/dS +OD GHQVLWpP VXSHUILFLHOOH GY;piRlal hatiteHtiuGnBtétidd) H[SULF
cble(@ FDXVH GHV YDULDWLRQV GH OYDEVRUSWLYLWpPp HW GH
matériaux)ou iii) la rugositéde la surfacerradice OYDEVRUSWLRQ G{XQH VXUIDI
amplifiéepar degéflexionsmultiplesau niveau d microrelief de la surface, ce qui a un effet de

diminution du seuil de destruction).

Pour une densité de puissance laser incidegtéw G: G6GW OITDWWpPpQXDWLRQ

pénétrant la surface de la cible se fait selon la loi de LarBleent:

(13)

ou W est la densité de puissance pénétrant la surfasg(Btreprésente la partie absoetéla
profondeur zPour un modéleut OfpQHUJLH ODVHU VXU XQ pOpEze&W GfpSI

transformée intégralement en chaleur, on a

(14)

dfRe RBEt obsery HU T &ndrgieOdptique absorbée par un é€lément dz décroit

exponentiellemeravec la profondeur
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Le bilan énergétique par unité de tentppet par unité de surfacd$S DX QLYHDX Gdd OfpOpP
HVW H[SULPp SDU OfpTXDWLRQ VXLYDQWH

(15)

ou ¢, est la chaleuspécifigjuea SUHVVLRQ FRQVWDQWH GX PDWpgtet DX HW P

(16)

- OH IOX[] GH FKDOHXU Td¥%lprapdstionnél Bt\del s€n§ pippde ldQdhadient de

température dans la cible. Le coefficieptreprésente la conductivité thequie.

$LQVL XQH IRUPH SOXV VLPSOH GH OfpTXDWLRQ GHYLHQW

(17)

Pour unmatériauthomogeéne Tky, = 0. On note

(18)

" VIDSSHOOH OD GLIIXVLYLWp WKHUPLTXH /fpTXDWLRQ Gt

tridimensionnel devient

19)
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Dans le cas des faiseeahomogenes, la distribution de température est uniforme dans le plan z
= ct. etpourrat se calculera SDUWLU GH OfpTXDWLRQ SRXU OH FDV
conditons L OfYpSDLVVHXU GH OD FLEOH / HW OD W&htOOH GH

beaucoup plus grandes que la longueur de diffusion thermique

(20)

pour z =0 au moment t.
HW LL OH IDLVFHDX ODVHU HVW DHEHVRWEPH GDQV XQH FRXFKI
Un modele pour le calcul de la distribution de la température dans une cible irradiée est présenté

dans la figure suivanté&igure 7).

matériau In _
cible faisceau laser
]
ds B —
|
L "\ A

Figure 17 : Schéma pour le calcul de la distribution de température dans une cible solide

irradiée par i faisceau laser
Formation et propagation du plasma laser

Si la densité de puissance laser est au dessus de la valeur de seuil, une certaine quantité de
PDWLqUH DXWRXU GH OfHPSUHLQWH GX IDLVFHDX VXU OD V
OfpwPMGBLIHW GH YDSHXU /H UpVXOWDW GH OD PDWLQqUH YDSES
/fpPLVVLRQ WKHUPRWRQLT X Hle§ 8quations \d® RichaMstn etpargmulH SD U
Saha

A présent ilexisteplusieurs modeéles sur la formation du plasnsgilaUne des théories les plus
utilisées a été élaborée par Singh et Narayan (Singh RK et Narayan J, 1990). lls considérent que
SHQGDQW XQH LPSXOVLRQ ODVHU DX YRLVLQDJH LPPpGLDW
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OD VXLWH GH OTPpNKLHOQWUH G YQIER Roarscérise @ar & XoSfoieny P D
HW OD WUDQVIRUPDWLRQ GH OfpQHOIIH SDKQHNURIQUEN 8 Q p\QAD

(21)

ou Z, n et T sont respectivement la charge ionique moyenne, la densité ionique et la température

du plasma.

/I Y DOLPHQWDWLRQ HQ pQHUJDHQEXSBOWVEDUHUW IMLWXUHPEK & C
par les particules provenant de la cible. Ainsi, les températures typiques dans le plasma
atteignent 1. % DXHUOH SHQGDQW, n§ MifeSde Qnedtirkal@ de¥Y RW KH
particules est enregistréeix extrémités du plasmau(la densité des particules tend vers zéro).
/IfYH[SDQVLRQ GX SODVPD HVW IRUWHPHQW DQLVRWURSH RU!
Suite & une expansion rapide T@° cm/s), la densité des porteurs de charge diminue
rapidement avec la distance ainsi que le plasma devient transparent aux extrémités. Une seule
régionlocaliséedu plasmagui est au voisinage de la cible {2.0-1 mm) esttres absorbante
SHQGDQW OfLPSXO Vigire)B @dbpvéddote laDs@uU¢tufedn regionsdu matériau

FLEOH VRXV O 9D fwétrdreGiodstndtds. |, @rdgion $ T XL Q T &ffédiéeld DV

dans laquelle la cible reste ét&tsolide; Il. larégionB qui représentée matériauen fusion;

lll. la région localiséeC composéepar le plasmadense et absorbante2gion appeléeaussi

couche Knudsen) et I\VarégionD (peu absorbant€omposéeG 1 X Q Sraxé&fi¥ P D
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Region B

matériau RegionC i
cible + RegionD faisceau laser
|
Région A
_

Figure 18 : Schéma de la structure emégionsdu matériaX VRXV OTDFWLRQ GTXQH L
laser. A. rédpn en état solide B. région fondue; C. lacouche Knudsen et D. le plasma
raréfié en expansionLes régions A et B composent la atiandis que les régions C et D

forment le plasma.

Suitea OYDGHr@wILP S X0V 2R eafdetdidu matériaBuHW OIYDOLPHQWDWLRQ
cessent. Ainsi, le plasmdéveloppeune expansion rapide erégime adiabatiquedécrit par
@@Juationthermodynamique

(22)

ou représentée coefficient adiabatique.

/ITHITHW GH OYH[SDGQGYKRQSDOQVYRPWIRSRLW VXU OHV FRXFKHV
collecteurplacédevant la cible. Egénéral les couchedéposéegpar ablation laser se disposent

en contours concentriques correspondantragions Géfjaleépaisseusur la couchéFigure19).
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Figure 19: SchémaGH OYH[SDQVLRQ GH SODVPD HW&uULtBMgd RQ GH |

initial de formation du plasmagZ, la longueurinitiale de plasmaR, tle rayon de plasma qui
coincideaveccelui du spot laser, h(r,t)=h( W OH SURILO GH OD FRXFKH U

respectivemenOD FRRUGRQQpH iV O PLFIVORHQISIDE ISDeOal., 1993)

Formation et croissance de la couche mince sur le substrat

Les particularités des couches minces formées sur les sumtasts devant le plasma et
parallelea la cible sontinfluencéespar lesparamétresles dépbtstels que la fluence laser, la

pression dans la chambremaction la distance ciblsubstrat ou lé&empératurelu substrat.

/IfpSDLVVHXU GH O préfeRdOR akimimSaR veptre (la normaeO fHPSUHLQWH C
faisceau laser sur la cible) et diminue vers les bords selon une gaussienne en fonction de
OfpQHUJLH GX IDLVFHDX ODVHU GH @dlecéld. L DO simEHonv SRW F
présenttdH SDU 6LQJK HW DO PRQWUH TXH OfpSDLVVHXU PD
avec la température du plasma (c@s6LUH DYHF OfpQHUJL Ha Gaxissidhhey FH D X

devient en méme temps plus abrupte et plus é{fieigeire20).
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Epaisseur de la couche (u.a.)

Figure20 'LVWULEXWLRQ GH OfpSDLVVHXU GH OD FRXFKH PLQF

(b) la distance ciblecollecteur (reproduite apres Singh et al., 1990)

La distribution G Hép@i§seuestinfluencéeaussi par la distance cib X E V Wepds¥éuad |
centredécroitavec @figmentation de la distall WDQGLV TXH @largitl DaXcaltheHQQH V!
devient ainsi plus uniforme eépaisseurUne étudeest montréedansla Figure 20. La loi qui

présentda dépendancee la distance (entre la cible et cadicteu) H Vipais§euest du type

ou p est un coefficient quiaractériseO D Q D Wexpahsidbdd p@gmadar ex.p=3 pour une

expansion 3D et p=1 pour 1CBxpérimentalement, on a trouvé que la valdwicoefficient p

dépend de la taille du splatser £pour un spodegranGH WDLOOH OfH[SDQVLRQ G>
avoir un aspect unidimensionnel tandis que sa diminution implique une expansion plus sphérique
FRQILUPDQW OYDQLVRWURSLH GX SODVPD

Les modifications de composition des couches minceswoésepar PLD se maintiennent dans

un intervalle étroit, ce qui permet de trouver les paramétres expérimentaux optimaux pour les
élimineroules GLPLQXHU j GHV YDOHXUV DFFHSWDEOHYV /ITDEODWL
les plus utilisées pour obtetdi GHV FRXFKHV PLQFHVY DYHF GHV VW°FKLRF
GIXQH FLEOH VROLGH FRPPH VRXUFH GH PDWpULDX

Commecas concretGILQWHUDFWLRQ GX IDLVFHD Kousdpégdtdnsim&¥ HF X QH
étude du traitememgar DEODWLRQ G{XQ prR&KAVErWnlas6r R @xoatrf #hlisée
sousair a une pression de 1 atmosph@takata K et al., 2007) 7URLYVY ORQJXHXUV GTRQ
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193 nm, KrF- 248 nm et XeF+351 nm) ont étéitiiséesSRXU OJLQYHVWLJIJABWLRQ G
ORQJIJXHXU GHAfRQRIEB N OYDEODWLRQ HW OD PRUSKRORJLH GH C
photochimique a été mise en évidence quand on utilise les lasers ArF el EnFobtient des

formes de fonds plats dans la cavité ablatée avec des bordsidfieis Au contraire,une
ablationthermiqueVIREWLH QW uGIIDQM O HHHADVFG XVH GH OD ORQJXHXU
ainsi TXTXQH FDYLWp WUqV UXJXHXVH J/HV YDOHXUV GH VHXL
trouvaient & 0.8, 1.5 et 6 J/€mour ArF, KrFet XeF, respeciH PHQW 2Q QRWH TXTXQH
la cible compacteet plate estnécessairepour une ablation correcte et contrélable en vue
GYREWHQLU GHV FRXFKHV PLQFHYVY ELHQ KRPRJgQHV XQLIRUF

/IIDQDO\SY/BDEPD DSUQqV O91DE O Dapré\R Q & WUDHGAEDAV fRr€z €05/ H U
différentes (1, 1.5, 2.6 and 3.5 J/&@na été effectus par imagerie CCD intensifiée et
VSHFWURVFRSLH R SanNdH, X393G% pnfaga&viredrsipéedans les quatre cas ont

montréla présencedes deuxcompasantes (fronts) émissivesséparéesians le plasmapresun

retard G T Xr@sttlerriere Gnfpulsion O D V Hritensit GH OfpPLVVLRQ UHODWLYH
compaantesdépend fortement de la magnitude de fluence et ensuiteitdesesGfH[SDQVLRQ
Les spetresenregistrés ont relewaux fluences réduitedes espéces moléculaires prédominantes

par rapport awespéces atomiques. Par contre, aux fluenceséfguses, les espéces atomiques
deviennent prépondérantes. Aussi, les composants du premier froiasde sont en majorité

des atomes tandis que des radicaux moléculaires excités forment le deuxieme front.

Récemmentuneaméliorationde laméthodePLD pour lesdépdtsGH FRXFKHYV PLQFHV G
titane aété proposégKatayama H et al., 2009). La nouvellgethodeVIDSSHOOH DEODWL]
assistégoar laser (LALA tlaserassisted laser ablation). Dans ébtgdes daux faisceaw laser

VRQW XWLOLVpVY XQ SRXU OYDEODWLRQ GH OD FLEOH +3$ HW
la croissance de lacduKH /fDVVLVWDQFH @emis a XPLPgpFcH. RWDWIYW UREY GH C
qui est devenue plus cristalline et plus adhérebependantla qualité des couches obtenues

varie DYHF OH WHPSV GYLUUD GlePMICIRIY PDQNHNHGE TR H#EUV R Q

synthétisees.
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'HV WUDYDX[ GH OfpTXLSH /63, GH %XFDUHVW VXU OHV PpWK
PRQWUp TXH FHWWH WHFKQLTXH SHUPHWWDLW GH UpDOLVHU
une diminution des contraintes résidueltEns la couche de céramig(ielea et al., 2007)
'I{DXWUH SDUW LO D pWp GpPRQWUp SDU GH QRPEUHX[ DXW|
cellulaire et la régénération osseuse sur des implants en modifiant leur topographie et leur chimie

de surfacePDLV pJDOHPHQW YLD OfDGVRUSWLRQ RX OH JUHIIDJH

On voit Gnférét assez importanudPLD pour GHV GpS{WV GH FRXREXdeRL QFHV G
méthodese soit bien développée, les nouveau lasepkis stable en énergipour chaque

impulsion ou dfutres adaptins nous fournissent constammer@fitres possibilités
Gafnélioration.

‘1.5.2.EVAPORATION PAR LASER PULE ASSISTEE PAR UNE MATRICE
‘ (MATRIX ASSISTED PULSED LASR EVAPORATION- MAPLE)

, O eQpias étonnant que les couches minces dénmmaak organiqgues ou polymeres présentent au
PRLQV XQ GHJUp GH GpFRPSRVLWL R uh lhtep YW LEY Ic&i€E DS UQ\
photochimiques et photihermiquesde la décompositiordes polyméreD SUqV O PR &EO© DWLRQ
étudiéesSuitea OTDEVRQ SSWXQH LPSXOVLRQ ODVHU 89 OD PROpPFXO
un état électronique de hawinergie qui peut résultenune dissociation des liaisons chimiques

(la décomposition photochimique) ou ii) détruite dans les vibrations du réseauepanalaur
considérable cédée par les molécules aleatdlaa décomposition photthermique). La
décomposition photochimique est t@ufiait probable dans IprocddéPLD a cause de@fergie

des photons UV quest plus élevée que ®nergie des liaisons chigues dans la plupart des
matériaux organiques. Les décompositions doot de méme déterminées par la structure
FKLPLTXH GH OD PROpFXOH RUJDQLTXH &oftbleMesSooRuitst X RL L C
REWHQXV DSUqV 0O YL QMVasku/ferGifie @oléddle@mganigDés LD W LR Q

Pour un groupe réduit de polymeres comepoly(tetrafluoroethylene) (PTFE) & PMMA la

radiation UV absorbée cause une simple dépolymérisation -finertmique qui est réversible
(Blanchet, G. B. (1993a), AppPhys. Lett. 62, 479, Blanchet, G. B., and C. R. Fincher (1994), J.
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Adv. ODWHU 30XV VRXYHQW RQ WURXYH TXH OfLQWHUDF
organiques condui la perte totale o@ ladécomposition des groupes fonctionnels par photo
thermalisation owjuela photochimie est responsablela modification substantielle du matériau
debase(Chrisey DB et al., 2003, Pique A, 2007

/IM(YDSRUDWLRQ /DVHU 3XOVpH $VXAsésistatdis8di bsexX Evepdyddiad U L F H
+MAPLE) a étédéveloppée comme une variation de PLD et intreduit Pique et al., 1999)

pour déposer des matériaux organigues/polymériques avec une décomposition thermique ou
chimigue minimale. Dans ce processles biopolymeres (biomolécules) sont dissous dans un
soOYDQW TXL DEVRUEH GDQV OfpWDW JHOp DX FRQWUDLUH C
(Rodrigo K etal, 20056 % XEE 'O HW DO $LQVL OYLQWHUDFWLRQ
PDWpULDX DFWLI HVW UpGXLWH Saussk lbsdrdéd pérfla @udtiicéL H G X
cryogénique. Il y a une similaritéudMAPLE avec le MALDI (Matrix -Assisted Laser
Desorption/lonization) (Karas M et al., 1988Tanaka K et al., 1988), une méthode de
caractérisation spectroscopique de la massléculaire de polymers. Cependant, les matrices

utilisées en MALDI sont complexessdSRLQW GH YXH FKLPLTXYHGWHBVRITUHQ
applications de dépots.

Dans le MAPLE, le solvant et la concentration en solution sont séleads afin que le
biomatériauG TLQWpUrw SRO\PqUH RX SURWPpPLQH VRLW FRPSOqWt
sans particules (impuretégfin TXH OD PDMRULWpP GH Gfip@oddtbde H GX |
initialement par les molécules du solvantnein pas par les molécules du biomataridJn

schéma illustrant le processus a été proposé par Rifigure2l).

Figure 21 : Schéma du processus MAPLE. Image reprodui@fpres Pique A, 2007.
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Comme dans le processus PLD conventionnel, les deux molécules, du solvant et du biomatériau,
QULWWHQW OD FLEOH DSUqV OfYLUUD Gla>sWfade QaQ@ible/domdiem X U X Q +
habituellement -6 wt % du biomatériau déposé. Ainsi, il est entouré et protégé par une large
guantité de solvant ou matrice. Cette configuration rédudetariorationthermiquemais aussi

photonique du biomatériau en solution pendant la volatilisation laser. Au contraire, les molécules

de la matrice (solvant) absorbent la radiation laser et quittent rapidement la surface
(évaporabn). Idéalement, les matéles de biomatériatsont entrainées dans la plume
G&flaporationdes molécules de la matriet, par collisionavec cellesi, délogentla cible

refroidie. Ensuite, apres le transfert, les molécules du biomatériau sont déposées sur un collecteur
(substrat)qui est placé parallaieentj OD FLEOH /YHIILFDFdépépd GeHnadiBreGp SRV |
inverseet proportionnelle au carré de la distance citidecteur. Par optimisation des conditions

des dépbts MAPLE, le processus pourrait permettre le transferbiateatériau sans

décomposition significative.

&HSHQGDQW GqgW OAPRE SIodJ siMulaio@s @& dynamique moléculaire sur
OIDEODWLRQ ODVHU GHRQPODWPEPROWB P \RIBQOQHAXHVpVXOWDW
sont des clusters de biomolési entourées par des molécules de la matrice solvant expulsées
ensembldltina et al., 2001)Ces cas sont plus fréquentsx DQG OH VROYDQW HVW LQH
pas en majoritt B ORQJXHXU G R @®ensxEs\ddsdt, sn\par@clidippogriésersa

impulsions nanosecondes, un rdedde vaporisation explosive a été propokékkinaki O. et

al., 2007).

$X FRXUV GIXQH YDSRULVDWLRQ H[SORVLYH RQ FRI®BVLGqUH
la température qui corresporadla pressionextérieue GfpTXLOLEUH OfpWDW WKH
métastable) Kokkinaki O. et al., 2007). Dans cet état, le potentiel chimiquegept plus éleve

gue le potentiel des vapeurs,. (Kelly, R et al, 1999 Debenedetti Ret al, 1996 Martynyuk

M., 1974). Cepadant, la transformation (vaporisation) demande la génération de bulles qui est
OLPLWpH SDU OH WUDYDLO QpFHVVDLUH SRklgua®(i.eRAPDWLRC
WHQVLRQ G HebeheddniiPHW. D O $LQVL OTpQHUJLH OLEUH S
EXOOH:VIpFULW
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(23)

ou 5 UHSUpVHQWH OH UD\RQ GH OD gEIX Gobsthntel BatimaMHDE LR Q G
température de saturation du liqaiet R, . VRQW OD SUHVVLRQ GDQV OfLQWp
pression extérieure du liQud HVSHFWLYHPHQW 'DQV OfpTXDWLRQ DX
UHSUpVHQWH OfMpQHUJLH QpFHVVDLUH S&Xll, I©deuxierieRAd WLR Q
travDLO GLULJp FRQWUH OHV IRUFHV GHYV e@raikemenpuQe HW OH
IRUPDWLRQ GH OD EXOOH 3RXU XQ UD\RQ 5 &H Wpow urOH WHUI
rayon R suffisamment largd) * , nécessaire pour conduire développemende la bulle. Le

UD\RQ SRXU FHWWH FRQYHUVLRQ HVW GpWétahRue@ge BDU OD |
bulle.

(24)

HW SDU O ftipefrxodydéarEiquel ©

(25)

ou Psar est la pression de saturation de la phase liquide. Ce rayon est donné comme rayon

« critique» et pour ce cas

(26)

Ainsi, le taux auquel des bulles homogenes aux dimensions critiques sont géhgeEstsdecrit
par:

(27)
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ou
(28)

(N_ est le nombre de molécHlV OLTXLGHV VXU OTXQLWp YROXPH HW P HV
GDQV O fpmesiguk Ra@eurst D Q G- P3J dépendente la température, la formation
GIXQH EXOOH FULW L TXidtetpétatufe EGakinbld\(deRdHa@ushe) atteintdeet

son évolution tempeile.

La température de la surface de cette couche descend rapideladint de OfLPSXOVLRQ OD'
résultat duefroidissemenévaporatoire (Figre 2).

Figure 22: La dépendance de la température de la surface de la couche en fonction de temps

pour les fluences indiquées

Pour un surchauffagefaible », la réductiorde O i@ kbre sur la modification de la phase est
insuffisante pour compenser la limitation de la tension de surfacep&t conséquentle
GpYHORSSHPHQW GH OD EXOOH V{DUUrWHant da fluend@ V & H S
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(température),1descend etPy-P.)> DXJPHQWH WDQGLV TXH - MA&RBIOLILH IR
surchauffage suffisant, due aux nombre de bulles interconnectées et a leur pressiorl élevée
apparait une éjection du matériau violente. Parce que J augmentaaniérefortement
exponentide OfpMHFWLRQ GX PDW pdLdwtainVseuil.S UeR Gaxidlyses
thermodynamiques (Kelly R et al., 1998insi que des simulations MDzhigilei L. V. et al,

1997, 2000, 2003)pnt assoct le seuil aecla limite (la température T maxate) a laquelle le

liquide devient assez instablgour TXfLO VH G pdpbhrasemend eOune mixture
OLTXLGH JD] L H VDQV OD GHPDQGH GfXQH pQHUJLH EDUUL
un critere de stabilitéSkripov Y. P, 1974,Debenedetti P.1996) qui apparait a ~0.8Tcydc

est la température critique du composé

(29)

En conclusion, la vaporisation explosive fournit une méthode physique strgateeptégour
OfpMHFWLRQ DX[ WHPSpUDWXUHV EDVVHV de$imaiic€&SRO\Pql
cryogéniques. Ainsi, on a une justification solidie ce qui est obserwéguliérenentdans &

MAPLE : les meilleurs résultats (en termes de morphologigeebmposition) sont obtenus dans

le cas des solvantswelatiles» (solvants qui absbent fortemenaa OD ORQJXHXU GYRQGH
XWLOLVpH 30XV FRQFUgWHPHQW OfpQHUJLH PLQLPDOH \
YDSRULVDWLRQ H[SORVLYH HVW OLpH j OTpQHUYh¢linGgRKpVLY
Y. G. et al, 2001 Ainsi, pour les solvants volatiles» (des solvants aux énergies cohésives
basses), la vaporisation explosive pourrait étre effectuée aux fluences (températures) réduites
assurant en méme temps une influahegmiqueou photochimigue minimale sur les polyngre

Il y a égalementine justification cohérenfgour OYpMHFWLRQ GHYV \wBtWpparD X[ PRL
vaporisation explosive. Dans ce cas, les biomatériaux sont expulsés dans des clusters des
solvants (matrice). Une hypothese dans ce sens est présentéta ddgction Résultats et

Discussions.

Les étudedgle la littératureont clairement démontré le potential MAPLE pour le dépodts de

macromolécules organiques, polymeres et biopolyméres ou méme des virus, protéines, cellules
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ou compaants tissulairesous formes intactes et fonctionnelles (Chrisey DB et al., 20081

PK et al., 2003; Cristescu R et al., 2006a; Doraiswamy A et al., 2007; Cristescu R et al., 2006b;
Cristescu R et al.,, 2005; Cristescu R et al., 2084na F et al., 2011D Des couches de
poysaccharides §ima F et al.,, 2011CCristescu R et al., 2006ajle protéines sanguines
(Doraiswamy A et al., 2007) ade collagene (Cristescu R et al., 2004) ont été produites pour des
applications dnsle diagnosic ou dans la délivrance contrélée de imachents. La méthode
pourrait aussi permettia fabrication de micro/nanpatternsde biomatériaux (Patz T. M et al.,
2006; Doraiswamy A et al., 2006 Zergioti | et al., 2005Sima F et al., 2011)Davec des
applicatiors dans les domaines désocapteurs capteurschimiques, analyses biochimiques et
microbiologiqgus ou pour desapplications thérapeutiques (systemes de délivrance des

médicaments, fabrication de protheges ingpfants).
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2. MATERIELS ET METHODE S

2.1. MATERIAUX

21.1. &(5$0,48(6 'f+<'52ARATITE (HA)

/ HA synthétique est souvent utilisée sous forme de poudres, de blocs poreuxgramudes

pour remplir lesdéfauts osseuxCeuxci peuvent survenir lorsque de grangestiesGTRY RQW G€
étre supprimées (cancers des 0sS) ou lorsque des augmentations soseglisaécessaires
(reconstructions maxilldaciales ou applications dentaires)y + $ournit une architecture et

permetle remplissage rapide diéfautpar la formation dbs et offre une alternative aux greffes
osseuseslle peutétre intégrée dana stucture osseuse eermetd { D F F pl® gudrisdh par

rapport a la situationu aucune charge osseu§z Htisde.Les reYTr WHPHQWYVY GITK\GURJ\L
sont souventéposés suttes implants métalliques (le plus souvent en tjtalieges de titaneu

aciess inoxydables) pour modifierleV SURSULpWpV GH VXUIDFH 6DQV OH U
peut quelquefoisprésente une réactionde WHOOH PDQL@QJH PGdpDUIAB H U
environnants/ H UHYrWHPHQW Gf+$ YD IDYRULVHU O@XHR UUBRMWMULR Q 1
HW OfLPSODQW

Le matériel utilisé dans nos études a été& HA synthétigue commerciale de grande pureté
(Calbiochem Merck KGaA)avec une capacité de liaisonG{ D O E X P L @eH85H Ry/g € H

Q\DN de 2167.6 pg/gCes propriétés sontels importantes dans la chromatographie pour la
SXULILFDWLRQ GHV SURWPpPLQHV RX GHV DFL GH\UuBEeFOpLTXHYV
[T+$ XQ VLWH FDOFLXP mehtsadides @tlud seXphodph&e @iHinteragit avec

les groupementV. EDVLTXHV GHV SURWpPLQHV &HV VLWHV VRQW VSp
des aminoacides odes peptides et ne modifient pas les propriétés physiques, chimiques ou
biologiques des protéines ou des acides nucléiques adsorbés. La poudoaractigseepar

FTIR avant utilisation
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La JUDQGH FDSDFLWp GITDGVRUOBKNGRE® [\®F D0WILRWH LSHU/P FBWM G
WUDLWHPHQW GHV ELRPDWpPULDX[ SDU DGVRUSWLRQ GH FHV
des cellules et par la méme laMiv VH GH FRORQLVDWLRQ GH OfLPSODQW
protéines de la matrice influe en effet directement sur la prolifération et la différenciation et

FRQVWLWXH OfpWDSH FULWLTXH GH OD FRORQLVDWLRQ GYXC

[2.1.2. FIBRONECTINE, VITRONECTINE

/IfLQWpUrwW GH OD ILEURQHFWLQH HW GH OD YLWURQHFWLQH
UpVLGH QRQ VHXOHPHQW GDQV OHXU FDSDFLWp j @8 RPRXYF
fonctions de régulation de nombreux processus cellul@vesein des tissus conjonctifs en

général et du tissu osseux en particulier.

la ILEURQHFWLQH HVW SXULILpH j SDUWLU GH FU\RSUpFLSL)
protocole mis au point au sein du laboratoire ERRMECe (Poulouin et al, 1999yotocde

permetla synthésede grandes quantités de fibronectine, pure a plus de 95% en masse. Le
cryoprécipité, conservé ab0°C, est solubilisé 3 heures dans un tampon Tris 50 mM
(Trishydroxymethylaminomethane, Research Organics, USA), NaCl 150mM (Research
OrgDQLFV 86% S+ FRQWHQDQW PO GY('7$ (WK\OHQH
Research Organics, USA), chélateur de cations divalents inhibant les métalloprotéases a zinc et a
calcium, et 1 mM de PMSF (Phenylethytsulfonylfluoride, SigmaAldrich, USA), inhibiteur

des protéases a serine. Le cryoprécipité, solubilisé dans un rapport de 30g pour 150mL de
tampon, est ensuite centrifugé 10 minutes a 10 000 g et le surnageant conservé. La purification
VXU FKURPDWRJUDSKLH GYDIILQLmMieMds éBantudlicc@eétradatfois DILQ
protéolytiques, tout en évitant la précipitation de la fibronectine a 4°C. La fibronectine purifiée
HVW ILOWUpH j OfYDLGH GTXQ ILOWUH —P VRXV DWPRVSKqgl
Tris 50mM, a une commtration de 1.5 g/L. La pureté de la fibronectine est de 95 a 98% selon
OHV SUpSDUDWLRQV 3UpDODEOHPHQW j FKDTXH VpULH GYH[S

sur un filtre 0.2 pm.
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La vitronectine est purifié@ partir decryoprécipité de plasa sanguin humain par affinité a
O 1 K p Sdprigd_dgpiétion de la fibronectinedsfutres protéinesJn protocoledérivé decelui
deYatoghoetalSHUP HW O  RiEMddt@é\pLrig @B%dth masse.

2.1.3.AUTRES MATERIAUX

Titane

Le titane est surtout uilé en chirurgie orthopédique et pour réaliser des implants dentaires.
/ITLQWpUrwW GX WLWDQH UpVLGH GDQV bbotnebiodorgpatidilitd, s LV WD Q
IDLEOH GHQVLWp HW VRQ IDLEOH PRGXOH pODVWIihdxXH FRPSD

Le matériauutilisé dans nogtudesa été le titaneommercial(Dentaurum GmbH3¥ous form de
pastillesde 12 mm diametre etle 1 mm épaisseur. Pour la croissance de la surface active, les
disques de Ti ont été polis mécaniquement et ensuite saurnisaitements chimiques par acide
(Giordano C et al., 2004).

Albumine de sérum bovin

I TDOEXPLQH GH VpUXP ERYLQ $6% HVW XQH SURWPpPLQH H[WL
en biologie./1$6% FRQWLHQW DFLGHV DPLQpPpW3DRDE.Ellexe@tH P DV V'
XWLOLVpH FRPPH DJHQW GLOXDQW RX EORTXDQW GDQV GH Q
(Enzyme/LQNHG ,PPXQRVRUEHQW $VVD\ OfLPPXQRKLVWRFKLPL

Elle est également utilisée comme nutriment dans les cultureselides eucaryotes et
PLFURELHQQHY 'DQV OD WHFKQLTXH GH GLJHVWLRQ SDU L
VWDELOLVDWLRQ GH FHUWDLQHV HQ]J\PHV GH UHVWULFWLR
O 1D G K p Vin®/Qe @im&ériel de laboratoire. El¢avantage de ne pas interférer avec les

autres protéines, qui ne nécessitent pas sa présence.

65



Sa grande utilisation est due a sa stabilite, aBdaV H Q F H darffsHiéIndmbYeuses réactions
biochimiques et a son faible colt. En effet, elle est digp® tres facilement et en grande
quantité car elle provient du sang de bovin purifié qui est un SOUR G XLW GH OJLQGXVWU

2.2. METHODES

‘2.2.1.SYNTHESE DE COUCHESMINCES D HA PAR DEPOT LASER PULE
‘ (PULSED LASER DEPOSIION - PLD)

Le dépdt laser pulsé (pukd laser depositiortPLD) est une technique de synthese de couches
minces. Elle permet REWHQLU GHV ILOPV G XQWH AFKHIRPG MIULH TR O R
uniformité) que ceux obtenus avec@dtres meéthodes de dépdt comnfievaporation ou la

pulvérisaton cathodique, plasma spraying, procédégsb| etc.

La méthode consiste diriger un faisceau laser pulséir une cible constituée du matériau a
déposer. Apas le contact du faisceau laser avec la cible, de la matiér@uvacher pour venir se

déposesur le substrat placé en face dmpact laser.

Dans nos études, nous utilisons un systeme laser pulsé LambdaPhysik/Coherent Radiation
COMPEXPro 205a excimere . U) QP 2 QV FDRhoieEeygHenGeIRSpUH
de 1450 Hz. Le faisceau efacalisé sur la cible par une lentille cylindrique extérieure de MgF

Pour leconttle GH OD GLUHFWLRQ GX SODVPD OYDQJOH GX FRQW
établi a 45. La cible est tournée avec une fréquence de 0.04 Hz pour éviter la pémétrat

matériel. Le substrat sur lequel le matériel est déposé est placé paellilda cible et chauffé

pendant les manigatiors. Les processus de chauffagedetrefroidissement du substrat sont

contrblés avec des pentes constantes de tempérpturen dispositif Eurotherm 21460n peut

DXVVL FKDQJHU OYDWPRVSKqUH GDQV OD FKDPEUH GH UpDEF

inertes(Figure A).
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Figure 23 : Schéma du processus PLD

SRXU pOLPLQHU OD SRVVLELOLWp GriX QuketeFde @a¥ penda@tDeV LR Q |
processus de dép6t, la chambre de réaction est aigeD Y D Q Wa b pasxidn résiduelle

de 10° torr, en utilisant un syséme de pompage de vide élevé, compd3dfie pompei vide

préliminaire Alcatel SD2033 et urmpe turbo-moléculaire Alcatel ATP400. Pour maintenir
constante la pression dynamique pendant les mkatiprs, on utilise un dispositifle réglage fin

de débit de pressiaiKS50 (MKS Instruments GmbH)

Avant OfLQWURGXFWLRQ GDQV O DesFsHamRibobsHsulstiat dgnbD retioydR Q W R
avec G Haledl éthylique etG HeaD §onisée dans un bain ultrasons Transsonic T310.

Les cibles ont été préparéepartir de lgpoudre dHA Calbiochem (Merck KGaA, 391948). La
poudre est press@&4 MPa avec ua presse hydraulique Bernardo WS 10 dans une matrice 20
mm SPECAC. La pastille est soumisesuite aun traitement ddrittage a400 °C pendant 6 h
dans un four Carbolite 1100.

Les couches mincesfg$ RQW pWp REWHQXHV SDU 3/' B a8wg20a0LUUDG
impulsions. Les films ont été déposés sur des substrats de titane cha4®®S$Cidans une
DWPRVSKqUH GHaYap@ssikrude 3BPHIDMAT. Une image du plasmaftiA est

présentée dans FEgure 2.
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Figure 24 : Image du plasmaiA dans la chambre de réaction pendant les mangtions PLD

Aprés les dépbts BA, tous les échantillons sont sourdisintraitement thermigusousvapeur
G 1 H éndars ha400 °C (Figure 5).

Figure 25: Schéma du traitement thermique apres dépétsdr pulsé

2.2.2.CARACTERISATION DES COUCHESMINCES DHA PAR MICROSCOPIE
ELECTRONIQUEA BALAYAGE, MICROSCOPE DE FORCE ATOMIQUE,
ET DIFFRACTION DE RAYONS X

Les études MEB ont été accomplies grace aun microscope €lectronique a balayage
environnemental FEI modef@uanta 40@ouplé a ursysteme dinalyse E[3. La résolution du

microscopeest de3.5nm en haut vide et environ 5nm en modds faibleet environnemental

Dans les analyses AFKMultimode avec Nanoscope IlIA ou Nanoscope Digital Instrument,
Santa Bdpara) une finepointe de diamant a été montée sur un bras cantilever et mis en contact

avec les surfaces. Lesouvementslu cantilever sont détectés par un rayon lgseest réfléchi
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sur le cantileveversun photedétecteurqui permet de repérer sa as. Une structurgube
piézoélectriquea étéutilisée pour maintenir une force fiiteraction constante entrgthantillon
et la pointeDans le plan XY la résolution est principalement limé&@ar le rayon de la pointe
qui est souvent de 10 nanométrd.a résolution verticale (Z) fst pasdirectement liee a la
pointe, et peut étre d€hrdre de M5 nanomeétre (B A).

Les étudesde diffraction X (DRX) ont étéeffectuéesavec un appareil Rigaku, Ultima IV
(radiationCuK, 3RXU OfDQDO\WH OHV VSHFWUHV RQW)m#e HQUHJ
OTLQWHU Y Bagds de Gdlettempsparpas de §).

2.2.3.SYNTHESE DE COUCHES MINCES DE FIBRONECTNE ET DE
VITRONECTINE PAR EVAPORATION PAR LASER PULSE ASSISTEE
PAR UNE MATRICE (MATRIX ASSISTED PULSED IASER
EVAPORATION - MAPLE)

La limitation de la technique PLDPéside GDQV OHV PpFDQLWRBIE Ve 2§ dd&sODWLR
PROpFXOHV SOXV FRPSOH[HV SRO\PqUHV RX PDWpULDX[ R
destructiordes liaisons chimiques, impliguant un changement de composition du film obtenu. La
techniqgue MAPLEa permis de passer outeette limitation, permettant le transfert des

substances organiques et polymériques.

Figure 26 : Schéma du processus MAPLE
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Commele PLD, la méthode consisetn OYDEODWLRQ GH OD VXEVWDQFH GDQV
HQ XWLOLVD Qaviasef hlsé€l bhadd dndhluR @aitementryogénique de la cible pour

assurefla protectionGH OD P D W L tptsHiu @dnsf@rilieprohtdiiel a déposese présente

sousforme solidea une concentration de ~5%, dissous dans un solvant (la matrice) puis congelé

et maintenua bassetempérature avec un dispositif de refroidissement (cogkgure ).
SHQGDQW Ofdr laseDpslk,Déy cdrPlexes formés par des molécules organiques ou
polymériques protégées par les molécules de solvant sont expulsés vers le substrat. Le solvant
YRODWLOH LQHUWH DEVRUEH OD ,PusWRIULWSDGH G XpPBW p UK H3
avaQ W Gédyatnidpar le systeme de pompage. Les molécules organiques sont ainsi déposées

sur le substrat qui est maintenueedpérature ambian{€igure Z).

Figure 27 : Ablation de la cible cryogénique et transfert protégé de la matiére suulssat

Nous avons déposé par MAPLE des couches mil&ds$ g&buminede sérumbovin), de FN
(fibronectine) etle VN (vitronectine),surles couches mincesfA synthétisées par PLD.

Quelques photos de la cible avant, au cours et a leefiffd U U D (adeBuvt gréQentésur la
Figure 3.
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Figure28: IPDJHV GH OD FLEOH FU\RJpQLTXH DYDQW DX FRXU\

Les conditionsde dép6ts de®fh par laser pulséet des protéinepar évaporation laser pulsé
assistée par une maticryogénique sont regroupées dans le TabMairdessous.
Tableaul V : Conditionsdedépétpar PLD et MAPLE
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‘2.2.4.CARACTERISATION DES COUCHESMINCES DE FIBRONECTINE ET
‘ DE VITRONECTINE PAR MICROSCOPIE DE FORCE AOMIQUE

Pour caractériseles couches de g RW p L Q H \Multtripb#lg Givec Nanoscope IV (Digital
Instrument, Santa Barbara)été utiliséen modeTapping. Ici, le cantilever oscille rapidement
comme un diapason, tapotant légérement sur la surface. Dans ce mode de fonctionnement,
OTDPSOLWka&eHleHaApo@r® oScillante sont utilisés péwaluer latopographie de la
surface. Ce mode est trasilisé car il est idéal pour les échantillons délicatsomme des

membranes humidescar elle évite les forces latérales entre la pointe et la surface

2.2.5.CARACTERISATION DES COUCHESMINCES DE FIBRONECTINE ET
DE VITRONECTINE PAR SPETROSCOPIE INFRAROUG PAR
TRANSFORMEE DE FOURIER

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier (IRTF, en anglais Fourier transform
infrared spectroscopyFTIR) est ue techniqgugermettantO {DFTXLVLWLRQ GH VSHFWU
$X OLHX GTHQUHJLVWUHU OD TXDQWLWp GTpQHUJLH DEVRUE
YDULH PRQRFKURPDWHXU OD OXPLgUH LQIUDURXJH SDVVH
trDYHUVp OTpFKDQWLOORQ OH VLIQDO PHVXUp ittsoWWun¥ Q LQWH
transformée de Fourier, on obtient un spectre identique a celui obtenu par une spectroscopie

infrarouge conventionnelle (dispersive).

Cette méthodeest basée su OH SULQFLSH GYDEVRUSWLRQ GHV RQGHYV
liaisons chimiques eSHUPHW GYIYDFFpGHU GLUHFWHPHQW j OYLQIRUP
FKLPLTXH HW j OTRUJDQLVDWLRQ FRQIRUPDWLRQQHOOH HW \
dX UD\RQQHPHQW ,5 OHV PROpPFXOHV GH OfpFKDQWLOORQ C
vibrationnel, a des fréquences de vibration caractéristiques de chaque groupement moléculaire.

&HWWH PpWKRGH GY{DQDO\VH YLEUDWL R HeuOéfreadsgiWw QR Q
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TXDQWLWDWLYH /HVY VSHFWURPQWUHYV -PHWXW O WOAMP\Q >XQARWP
OfpQHUJLH GH OD UDGLDWLRQ TXH OfpFKDQWLOORQ DEVRUE
chimiques et une évaluation de leur conceinnaOn peut interpréter également les spectres en

WHUPHY GITRULHQWDWLRQ GH FRQIRUPDWLRQ HW GfRUGUH \

Les spectromeétres IRTF sont moins chers que les spectrometres conventionnels, la construction

GILQWHUIpURP SWNXHVIDPANDG TXH FHOOH GH PRQRFKURPDWH
VSHFWUH HVW SOXV UDSLGH HQ ,57) FDU OfLQIRUPDWLRQ
VLPXOWDQpPPHQW XQH PHVXUH DX PR\HQ G{XQ DB&®RBUHLO GL
eleduUH GHX[ PLQXWHV DYHF XQ DSSDUHLO ,57) &HOD SHUPH

analysés et moyennés ensemble, ce qui améliore la sensibilité.
Un spectrometre IRTF comporte essentiellement cing parties (Fgure

I. une source lumineusgui dans nok cas est avegn spectre continu entré500 et 350

cm?;

i. XQ GLVSRVLWLI SHUPHWWDQW GH JpQpUHU OHV LQWHUIp

iii. XQ FRPSDUWLPHQW pFKDQWLOORQ TXL SHUPKpéfteGYIDFFXH
échantillon) dépendant de la beique spectroscopique employée et le modendsures

utilisé (réflexion ou transmission);

iv. un détecteur ou capteur photosens(biéérence de potentiel par absorption de photons)
comme les détecteurs MCT. Pour une plus grande sensibilité, les déteetaype MCT
VRQW UHIURLGLYV j OfYfD]RWH OLTXLGH

V. un convertisseur analogigue numérique qui interroge le détecteur a des intervalles
réguliers et transforme le signal analogique en un signal numérique manipulable par le

systeme informatique.

Unschéema d XQ VSHFWURPqQWUH LQIUDURXJH j WUdaQlsHRKEPpH GH
29.
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Figure29 6FKpPD GH SULQFLSH GYXQ VSHFWURPQWUH LQIUDUTF

Nos analyses ont étéaliséesHQ PRGH WUDQVPLVVLRQ C64D(I)ﬂ2)‘ﬂdrrb WHUYDC
par unappareil FTIR Shimadzu 8400%ssociéau microscopeAlM -8800 au détecteur MCT
UHIURLGL j O Do Rswlttion dahX kesSdéux cas a ded cni’. Les dimensions de

O 1 R X Y dthib\We Xds3 ies investigations microscopiquesdedix50 unf.

72.2.6. ESSAIS DE MOUILLABILITE

/ID PHVXUH GH OYDQJOH GH Fde@\D DS SHUWPH G 1X 0 OL O XDGWH. R
VXUIDFH SDU PRXLOODELOLWp /D PpWKRGH FRQVLVWH j PH\
GTXQH JRXW ¥uHIle GubStRty p¥ec la surface du substrat. Elle permetaldaler

O 1 p Q H Wurfake db Hguide ou du solide/ D P H V X lahylecdd c@nfact permetidcéder a

I'énergie libre dine surface. Elle permet aussi la discrimination de la nature polaapadaire

des interactions afhterface liquidesolide. On peut ainsi déduire le caractere hydrophile ou
hydrophobe dine surface.

/IRUVTXIXQH JRXWWH GH OLTXLGH HVW GpSRVpH VXU XQH VXI
la goutte au point de otact et la surface solide est app81€®Q JOH GH FFRQ§2M.FW
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Figure 30: SchéemaG 1 X Q He d&l)uMle sur une surface solide. HVW OYDQJOH GH FRC
69 OD WHQVLRQ LOWISHIOFLBO O NV RHGWH.ROLIFWEHH IDRLODH
tension interfaciale liquidevapeur.

Laforme df XQH JRXW W H un eblide\eXt wéig patl 3@drametres : la tension interfaciale
solideOLTXLGH 6/ OD WHQMYPGHXQUWHE&IDHW OB WRHQAMEAHRQ LQ!
YDSHXU /9

Ces trois grandeurs sont rebgear I'équation de Young :
(30)
6HXOHV /9 HW V R Q WeorBéhvex¢¢DdsiOrndsessda® Javoir des relations

VXSSOpPHQWDLUHYV SRXU HVWLPHU OHV LQFRQQXHV 6/ HW C
ont été développés pour déterminer ces inues.

/ID PHVXUH GH OTDQJOH GH FRQWM@maorQR XYV IRXUQLW WURLV \

1. 6L RQ XWLOLVH OYHDX FRPPH OLTXLGH GH PHVXUH GTIC
caractere hydrophobe (grand angle, faible énergie de surface) ou hydrophile (petit angle,
grarde énergie de surface) de la surface.

2. 6L RQ XWLOLVH SOXVLHXUV OLTXLGHYV GH UplpUHQFH GLI
la surface, tout en discriminant les composantes polaires ou apolaires de cette énergie en

utilisant des modeles comme dalie Good Van Oss ou celui de Owens Wendt.
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3. 6L RQ PHVXUH OYfK\VWpUpVLVY HQWUH OYDQJOH j OTDYDQF
obtient des renseignements sur la non homogénéité physique (rugosité) ou chimique de la

surface.

Pour nos étudesiousavonsutilisée XQH JRXWW HuERIGIDSKRYXPM YD IDLGH GTXQH
VXU OD VXUIDFH GH O {RdueBIDWLOORQ j DQDO\VHU

Figure3l 6FKpPD GX PRQWDJH SRXU OD PHVXUH GH OfDC

/ID PHVXUH GHténfidaQpadirtdes images capées par un PC via une caméra. Un
logiciel a pernis de numériser le contour de la goutte par traitemefmadjes. Il détermine
ensuWHD QJOH GH FRQWDFW JUKFH j GHV PpWKRGHYV GTLQWHUSR

Le VI\VWgPH PRWRULVp SHUPHW G H avaricéeret uHetraR teVaxgouttd/ GIDQJ

2.2.7.ESSAIS DE PROFILONETRIE

Les couches de protéines ont été analysées au profilométre sur un modele Veekcd Tiekta
Celukci est un profilométrele contact(avecstylet) basé sur une palpation physique entre une
pointeen diamant et la surface a mesutar stylet qui consiste en une fine aiguille de diamant
GT1XQ GLDPQgWUh4lai& doucemenP la surface, alors que la déflection verticale est

mesurée en continlLes variations dans la topographie de surface provagaemouvement
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vertical du stylet qui est détecté par un capteur différentiel variable linéaireajteurassociéa

OD SRLQWH PHVXUH OD S RMNeLsadépta@e WdrizdhvalembPrd (dxe=X)OsRrUav T X
surface, ce qui permet ainsi d'établir teff) Z=f(X) de la surfaceLes mouvements verticaux du
VW\OHW VRQW WUDQVIRUPpV HQ VLIQDX[ pOHFWULTXHV SU
Apres amplification, les signaux sont convertis en données digiRdes.les matériaux fragiles

le profilometrede FRQWDFW GLVSRVH GI1XQ FRQWU{OH GH OD IRUFH C

/I TDSSDUHLO QRXV D SHUPLV GTfREWHQLU GHV SURILOV GH VX
horizontale et verticale. Lésolution de fhstrument dépend du rayale lapointedu stylet, et

peut étre aussi fine duXnm@nometre de hauteukinsi, le profilometrenousoffre une résolution

verticale maximale deD | R du@dndmétreavec un déplacement vertical maximal de 1 mm. Ce
profilométrede haute précision nous a servi a y3ak la topographie et la rugosité de surface. Il

VH SUrWH SDUIDLWHPHQW j OfDQDO\WH GH VXUIDFHV DYHF XC

‘2.2.8.DOSAGE ET MARQUAGE ES PROTEINES PAR
‘ IMMUNOFLUORESCENCE H DOT BLOT

La détection in situ de la fibronectine ou de la vitronectine adeodst réalisée par
LPPXQRIOXRUHVFHQFH &H PDUTXDJH UHSRVH VXU OfDIILQL’
SULPDLUH SRXU OH OLJDQG GYLQWpPUrw LFL OD ILEURQL}
reconnaissance du ligand est ensuite amplifié par uitogms secondaire, reconnaissant
OYDQWLFRUSYV SULPDLUH /TDQWLFRUSV VHFRQGDLUH HVW FFR
GX FRPSOH[H OLJDQG DQWLFRUSV 'DQV OH FDV GY{XQ PDUTX
fluorochrome qui permet sastalisation en microscopie a épifluorescence. Le principe général
GIXQ LPPXQRPDUTXDJHigtté3®y LOOXVWUp VXU OD
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Figure32: BULQFLSH GH OYLPPXQRPDUTXDJH IOXRUHVI

6XLWH j OTDGVRUSWLRQ GH OD ILEURQHFW 39 nTRAGYL WURQH
GDQV OH WDPSRQ GTDGVRUSWLRQ /HV pFKDQWLOORQV VRQ
polyclonal @ lapin antiFn (ou antiVN) plasmatique dilué au 1/50 dans le tampon de saturation.

lls sont ensuite rincés trois fois 10 minutessglntampon de saturation et incubés 45 minutes en
SUpVHQFH GYXQ DQWHUdgERdU &apin Godplé& EETCUANtIEOgSVIIE778, Sigma

Aldrich) dilué au 1/100 dans le tampon de saturation. Enfin, ils sont rincés deux fois 10 minutes
dans le tampon H VDWXUDWLRQ SXLV PDLQWHQXV LPPHUJpV GDQV
PRPHQW GH OYREVHUYDWERQHYD IREKRHUBYFHQFHIBXGH GI1XQ
SDVVDQWH /HV SKRWRV VRQW SULVHV j OfDLGH Gfo¥Q DSSDU

connecté au microscope a fluorescence (Leica Microsystems, Germany).

Western (Dot) Blot. Le protocole suivant a été utilisé pour mettre en évidence les protéines dans
le surnageant ou sur différentes structubss goutes (2, 3 ou 6 ul) de la solot surnageant

sont déposéesur un papier de nitrocelluloske blocage des sites nespécifiquesest réalisé

avec une solution de TBI&it écréemé 3% TWEEN20 0.1 v.\pendant3 x 5 min.L frificorps
primaireestensuite ajoutdl estdilué au1/10000dans50 mldesolutionde TBS-lait écrémé 3%
TWEEN20 0.1 v.v.,pendamd5 min a température ambiantdA) sousagitaton mécanique.

Trois fincagesde 5 min avecdu TBSlait écréemé 3% TWEEN20 0.1 v.v. (en abondarsoej
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ensuite réalisé/ 9 D Q W Lsedendi&redilué au 1/10000dans50 ml de solution de TBS-ait

ecremeé 3% TWEEN20 0.1 v.\est ensuite incubé avec la membraeadant30 mina TA sous

agitaton mécaniqueApres degincages avec du TBRit écréemé 3% TWEEN20 0.1 v.v. (3 x 5

min), unringcage avec deD TH D X &tfan\pouoéinpiner les tracede lait La membrane de
nitrocelluloseest ensuite immergégans la solution révélateur (0.5 ml réa&t (basé suila
phosphatase alcaline) 0.5 ml réatift B dans 50 mte tampon révélateurt agité douement
MXVTX{DX P Rfpdriddl deGI couleur Finalement,la réactionest arrété avec une
VROXWLRQ GYfHDX GLVWLOgemantoryY DILWDWLRQ WUDQTXLOO

72.2.9.QUANTIFICATION DES PROEINES PAR BCA

La méthode BCA (BC Assay, est un dosage coloriméjtie de protéines, basé sur l'acide

bicinchonique.

Principe: OHV SURWpPLQHYV UpGXLVHQW OfYLRQ GH FXLYUH &X ,,
bicinchoninique est un réactif colorigene hautement spécifique pour le Cu(l), qui forme un
complexe pourpre ayamne absorptionoptigue maximale a@&nm (lu entre 540 et 590nm).

/ ®absorbance est proportionnelle a la concentration de protéines (Smith P et al., 1985).

Usage:le BCA est utilisable dans une gamme de concentrations de 0.5ug/ml a 2mg/ml selon les
formulaions, et est beaucoup plus linéaire que l'autre dosage colorimétrique largement utilisé au
laboratoire, basé sur le Coomassie (méthode de Bradford). Il présente en outre 2 a 3 fois moins
de variations de signal selon le type de protéines. Il faut cepeméaliser une gamme
d'étalonnage avec une protéderéférence JpQpUDOASBIHQW O

6RQ XVDJH D pWp SRSXODULVp SDU OH IDLW TXTLO VIDFFRPP
classiqguement interférentes avec le Bradford, notamment nombreux déte(§®S), les

lipides, les acides nucléigues. Ses limitations concernent les échantillons contenant des agents
réducteurs ou chélatantsGdli la nécessité de combiner des méthodes de dessalage (dialyse,

précipitation au TFA) pour enlever ces substances).
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Protocole utilisé pour la désorption des protéines déposées sur des substrats de Bitiagim
avonsutilisé du Tris 10mM, EDTA 1mMi4 °C pendants heures (de Bartolo L et al., 2002). Les
concentrations de protéines désorbées (FN, VN, et ASB) en soritoéténormaliséespar la
surfacedes échantillonpour obtenir les quantités déposées par unité de sydale Ensuite,

le dosageBCA est réalis§Thermo Scientific) Une courbe étaloméalisée a partir d®©  $ 6%
tracte puis les donnéesontcollectéesdans le milieu extrait a partite toutes legastilles.Les
deux courbes étalons utilisées pour la quantification®®B, la FN et laVN respectivement

sont présentées-diessousKigure 3).

A B

Figure 33 : Les courbes étalons disées pour la quantification de (aYA$B et (b)de laFN et

la VN respectivement.

72.2.10. REPONSECELLULAIRE AUX COUCHES MINCES

2.2.10.1. CULTURES CELLULAIRES

Les cellules utilisées lors de cette étude sont des cellules ostéoprogénitrices humaines (HOp)
préparées a partde moelle osseuse. Elles sont cultivées damsilieu ISCOVE (Sigma 13390)
modificationdu milieu ' XOEHFFR ,VFRYHfV ORGLILHG 'XOdMMHHEFFER TV O0HG
avec 10%(v/v) de sérum de veau foetal, 1%(v/v) de glutamine et 1%(v/v) de pénicilliee et d

streptomycine. Les cellules sont cultivées a 37°C, sous atmosphére humide a 5% de CO

80



Lorsque les cellules sont a confluence, elles sont décrochées par une solution de 0.25%trypsine
dans EDTA pendant 5 min a 37 °C.

/ faction G Hen@yfine esinhibéepar @jfHut de 15 ml de milieu de cultucemplet (avec sérum)
Les cellules sont ensuite cukes par centrifugation a 1200rpm pendant 5 minutes. Elles sont
HQVXLWH UHVXVSHQGXHY GDQV GX PLOLHX VDQV VpUXP SRXL

2.2.10.2. 7(676 '1$'+(6,21 B3HBUN OMARQUAGE

L fctine est une protéine-giobulaire tres importante pour firchitecture et les mouvements
cellulaires. Elle est présente dans toutes les cellules du.ddrpdilament dctine, ou
microfilament, est un homopolymére®dtine de 42 kDa. ®stun constituant essentiel du
cytosquelette des cellules eucaryotes, ainsi que des fibres musculdiatmel représente ainsi
environ 5% du total des protéineide cellule typiquelontla moitié estassemblée en filaments

d fictinetandisque Ifutre mdtié est libre dans le cytosol sous forme de monomefgstide
(Alberts et al. 2002) L ®ctine sous forme de filaments est parfois appelée actine F (Fibrillaire),
tandis que la forme monomérique est appelée actine G (Globulaige}ine G globulaire se
polymérise en actine F (filament§ttine) /D SRO\PpULVDW lcéh@neGece parfubd=W L QH
phase de nucléation pendant laquelle des diméres (ou trimegesine sissemblent. Cette
étape est lentet défavorable thermodynamiquemesi la concentratioen monomeres fictine

est supérieure a une concentration critidgee monomeres §issemblet en filaments a partir des
noyaux préformés. @st IBtape dglongation des filamentsette étaperapide est souvent
appelée phase de polymérisation, bien gdidiihe filamenteusene soit pas un véritable
polymére (les monomeéres ne sont pas liés entre eux par une liaison covalente afinsein d
filament). Une fois formés, les filamentsfdtine sont a ®quilibre entre dissociation des

filaments aux extrémités essociation de monomeres aux extrémités.

A | fine des extrémités, notée (+) ou extrémité barbue ou encore en brosse, les constantes
cinétiques soniG  ®¥r@re de grandeur 10 fois supérieur a cellesflgre extrémité, notée)(ou
extrémité pointue. EnoW UH OHV PRQRPqUHV DathnB) Fdrégsents eD firthjodté $7 3
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GDQV OHV FHOOXOHV YLYDQWHV RQW SOXV WHQGDQFH j SF

actine). Lfctine associée a un filament a tendance a hydrolyser son ATP. Cette propriété est,

DYHF OD SRODULWpP GX ILODPHQW | t@oﬂeru@ﬂbqaﬂglamx SKpQR
treadmilling). En effet, fxtrémité (+) va avoir tendance a capter en trés granderithajle

| ATP-actine, favorisant par conséquent la polymérisation a cette extrémité. En revanche,
| gxtrémité {) étant moins active,§ctine du filament qui en est proche a passé plus de temps
sous forme filamentaire, et est majoritairement sous forf®@-actine. En conséquece, a

| gxtrémité {) | Bquilibre est déplacé vers la dépolymérisatidapendant, aucune massgst

transportée macroscopiquement. Ce processus permet la réalisﬁtirmodeur moléculai|1e]ui

permet a certaines cellules de se déplacer au mofemnlamellipode Dans les cellules, la

formation spontanée de noyaufidtine est tres défavorable.

La vinculine est une protéine membranaire et cytosquelettique présente notamment au niveau des
plagues didhésion focale. Comme la taline offctinine, elle permet la liaison entre les
intégrines et le cytosquelettefdtine.Elle est don@assoiée a | fdhésiorfocale qui fait partie
desjonctions adhérentes, des complexXeXL QXFOpDULVHQW OHV ILODPHQWYV
entre le milieu externe, la membrane cellulaire et le cytosquekaitet(al. 1998 ainsi que la

migration cellulaire Les complexe formant lesadhésions focales consisten Of{DVVRIELDWLRQ
protéinescommela vinculine, O.factirg, la paxilline, etla taline.

La phalloidine est une protéine purifiée patir de levures,qui est capable de se lier
SSPFLILTXHPHQW DX][ |LOD P Hi@weV3)GahipechahtQshl dépalgn@risarion. U H
Cette propriété de liaisQ D Y attfneOQuf permet @tre utilis& en imagerie cellulaire afin da |

visualiser.

Figure 34 : Structure chimique de la phalloite
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Le DAPI (4',6' Di Amidine2-Phényl IndoletFigure35) est XQH PROpFXOH TXle VILQWQ(
brin GT1$'1 & i M&Wguer fluorescent excité par la lumiere Uptésentantune forte
fluorescence bleuquandil est liea ADN. Il permet de rendre visiblle noyauen bleu sous

microscope a fluorescence.

Figure 35 : Structure chimique développée du DAPI

Un fluorochromeou fluorophoreest une substance chimique capabfmkttre de la lumiere de

fluorescenceaprés excitation. Ce sont des substances composées de pl{rsdgans<

aromatiquegconjuguésou encore de molécules planes et cycligues qui possedent une ou
plusieursOLDLVRQV &
L fitilisation de fluorochromes en bagie moléculaire est plus récente que cedls idotopes

radioactifs. Elle a fivantage de donner des résultats immediat s@ffranchissant des temps

d ®xpositionlongsrequis pour la technique par radioactivité fluorescence a le désavantage de

ne pa étre permanentaptamment quand le fluorophore est exposé a la lum@eL QWHQVLWp G
fluorescence dimimiDYHF OH WHPSV MXVTXYj] GHYHQLU LQGpWHFWDEC(

Les fluorochromes sont utilisés dans plusieurs marquages immunologaydesiétrie en fluk

immunofluorescenge Les plus utilisés sont Ieinphycoérythrine (PE), la |Fluorescéing

isothiocyanatgFITC), la gamme fAlexa Fluoy la]Protéine fluorescente veftgreen fluorescent

protein, GFP).

La FITC (Fluorescein isothiocyanate) est un dérivé fluorescentlauleres@ne fonctionnalisé
avec un groupe-Nl=C=S) réacfiaux groupes amines des protéines cellulabess notre étude,

il est conjugué a lphalladine

Le TRITC est undérivé de rhodamin@une famile de composés organiques hétérotricycliques

fluorescents basés sur la fluoronge molécule construite sur le squelette rhodamine de base
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(3-désoxy4,12-diaminc-8-phénytHluorone) fonctionnalisé par un groupe isothiocyanate (

N=C=S) Elle est réactiveux groupements amine giprotéines.
Une liste compléte ddiorochromesonjugués est donnée dans le TabMau dessous

TableauV : Liste des fluorochromes conjugués

Microscopiea fluorescence

La microscopie en fluorescencéou en épifluorescenck est une technique utilisant un

microscop optiqueettirant profit du phénoméne dieiorescencget dgaphosphorescengau lieu

de, ou en plus defibservation classique pEéerxion ou absorption de la lumiere visible

naturelle ou artificielle On peut ainsi observer divers objets, substances (organiques ou
LQRUJDQLTXHYV RX pFKDQWLOORQV GfRUJDQLVPHV PRUWYV
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La|fluorescencecHVW OD SURSULpWp TXH SRVVgG HWgadres svarL QV FRL
absorbé des photons de plus haute énergie. La magies en fluorescence repose sur la
IRUPDWLRQ GYXQH LPDJH SDU GpPWHFWLRQ GH FHWWH OXPLqg!
peut donc visualiser directement des substances fluorescentes. Pour des substances, des cellules,

des molécules non fluorestes, il est nécessaire de les marquer par des substances appelées

fluorochromegqvoir plus haut) comme par exemple|2API|qui marque BADN et fluoresce en

bleu.

De nombreuses techniques de quaage peuvent étre utiliséean marquage simple se fait par
affinité entre un fluorochrome et la molécule a marqu&funomarquage direct ou indirect

fait intervenir un anticorps marqué@ilfsation de protéines de fusi@ui consiste a introduire

dans la cellule a observer un géne de protéine recombinante fluorescente (par transfection ou
infection), la protéine synthétisédevient alors fluorescentele FLIP (Fluorescence Loss in
Photobleaching et le FRAP (FluorescenceRecovery afterPhotobleachig) qui consistent a

irradier une zone dont la fluorescence va disparaitre. Ces techniques permtiatierdla
diffusion des molécules marquées, en effet si des molécules se déplacent la fluorescence se

répartira etc.

On peut exciter les substancesfiescentes par urexcitation monophotoniqué®©n utilise pour

cela une lumiére @xcitation dont la longueur d'onde excite directement le fluorophore. Donc, la
fluorescence émise peut provenir de toulipaisseur de Bchantillon traversée par le faisceau

d gxcitation. /H PLFURVFRSH FR @liiiraD®OflusiddddhetVproletiant des régions

non focalegyrace aun sténopdou un iris confocal) placée devant le détectepbkervation de
signaux de fluorescenc&ns le microscope confoa@posedoncsur cing élémentsune source

de lumiere pour I'excitationyn fluorophoredes filtres pour séparer les photongndission des
photons dgxcitation,un sténopéun détecteur pour transformer le signal lumineux des photons
en signal électrique/ { H [ F an\nidiphotoniqueconsiste en §bsorption quassimultanée de
plusieurs photons fixcitation d{ine longueur d&®nde proche &n multiple de MExcitation
optimale a un photon. On utilise pour cela un laser pulsé dans des fréquences proches de
| fhfrarouge.Dans ce cas, seul le point de focalisation du faisceau laser est excitateur (densité de

photon suffisante pour couplerghergie d'excitation). Bien souvent les applicatiales
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OTHI[FLWDWLRQ RohD mitée& RWaR Qitros¢die biphotonique (&t@mn du

fluorophore par deux photons).

Dans nos études, nous avons utilisérdesoscops optiques classique. Ce type de microscope
est fat passer la lumiére excitatricmit par |®bjectif (microscopie a épifluorescencsoit par
entdessous le spécien. Ces appareils possédent di#ses interchangeables sjposé soit dans
descubes sur une tourelle rotativeoit sur une tirette selon les fabricanBesdispositifsfiltrent

la lumiére allant vers®bjectif et allant vers $bservateur ou le captewgelon les fluorescences
recherchéedls comportent 2 filtres et un miroir particulierdichroique» qui réfléchit certaines
longueurs dhnde et qui est traversé par d'autidsts la source se trouve le filtrefocitation.
Du ooté observateur se treel le filtre barriereLes dispositifs interchangeablessnt répertoriés
selon les lumiéres d'excitation: ultraviolet, violet, bleu, vett. Un shéma @ fonctionnement

d fin microscope a épifluorescerest présenté date Figure36.

Figure 36: SFKpPD GX IRQFWLRQQHPHQW GTXQ PLFURVFRSH

Protocole de marquagé&s H 1L O D P H Q, de\fa Grit ife/éti d®rtdyaux

Les échantillons ensemencés a raison de 17 000 cellules par pastille, sont retirés au moment

choisi(3 heures 1 jour,3 jours et 7 jours respectivemeritg milieu de culture esnsuiteaspiré
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puis on fait des lavages en PBS (3 x 5 mihps cellules sont ensuite fixéesavec du
paraformaldeide (2% dans du PBS, 300uL dans chaque puits) pendant 38 tenpérature
ambiarte suivie parmune perméabilisation des membranes cellulaires ake€riton X100 (0.2
dans du PBS, 300uL dans chaque pufsnhdantl5 min & TA. Le blocage de sites non
spécifiquesse fait avecO 1 $ 6% dans du PBS) 15 m&TA. Apres3 lavages, la phalidine
coupléeau TRITC (chaude a 37C) HW R X O D Q/iNdulimB th8ple ® KyMBant ajoutés
sur les cellulesAprés 45 min G L Q F XEIYWLIR Qilieuest aspiré puises cellules sont
incubées avec Isolutionde DAPI (chaudea 37 °C) duranflO min a TA.

Apres 3 lavages en PBs échantillonsont placésur des lamelles microscopiquesraintés

avec une gote de glycérol/PBS (5(0) pour les études de microscopie en fluorescence.

2.2.10.3. ETUDES MORPHOLOGIQUB (7 '1$'+(5(1&( &WLAIRE PAR
MICROSGCOPIE A BALAYAGE

Protocole de préparation des échantillons pour MEB

Les échantillons ensemencés a raison de 17 000 cellules par pastille, sont retirés au moment
choisi (4 heures 1 jour, 3 jours et 7 jours respectivemeh.milieu de culture est aspiguis

des lavagest TA en PBS (3 x 5 minkont réalisésLes cellulessont ensuite fixéeavec le

fixateur électronique (paraformaldgte 2%, glutaraldgjde 4% dans du NaRO,) pendant30

min aTA.

Aprés unringage Gafi moins 2 h dans du tampon N8, (17%),les cellules sondéshydrates
GDQV GHV EDLQV VX3®%H Y0¥ -180%G PBPO-FIRMEO(avec B bains de 5
minutes pour chaque alcool) suivie p@&HV E HMRY (examethyldisilazane) 50% (avec
alcool éthylique 100%) et 100%, (bains de 10)miMfHMDS est ensuite retirét laise évaporer

sous la hotte jusqu'a déshydratation compléte.
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2.2.10.4. TESTS DE PROLIFERATON AU MTT ET PAR COMPTAGE DIRECT

Le test MTT est une méthode rapide de numération de cellules vivantes. Le réactif utilisé est le

sel de étrazolium MTT (bromure de-@},5dimethylthiazoi2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium)Le

cyce GH WpWUD]JROLXP TXLO FRQWLHQW HVW UpGXLW SDU OD
cellules vivantes actives, en formazan. La couleur du milieu passedalgaune au bleviolacé.
/ITLQWHQVLWp GH FHWWH FRORUDWLRQ HVW SURSRUWLRQQH

du test mais aussi a leur activité métabolique.
Protocole

Les cellules sont ensemencées sur les échantillons, a raison dedell@@8 par puits, dans du

milieu, puis placées a 37 °C. Au momechosi (4 heures 1 jour, 3 jours et 7 jours
respectivement), les échantillossnt résupérés et placgans une plaque 24 puits propre. Puis,

on ajoute 1 mL de MTT (MethylThiazoleTetrazoh ou bleu de Thiazole, Sigma M5655), 10X

dilué dans du PBS chaud (&j}. Les plaques de cultures sont placées a 37°C pendant 3 heures

au bout desquelles la solution de MTT est éliminée par aspiration. Les cellules sont lysées par 1
PO GY +&O 1 CPOANRSGWHRSDQRO DQK\GUH OLEpUDQW DLQ\
déshydrogénases mitochondriales. On agite 10 min pour homogénéisation.

La densité optiquéue a 570 nm est proportionnelle au nombre de cellules vivantes ayant adhéré

aux différents substrats.

2.2.10.5. TESTS DE DIFFERENCIATON
Dosage de Igphosphatase alcaline (PAL)

La phosphatase alcaline (ou PAL) est une enzynfist&dire un catalyseur biologique, une
substance capable §tcélérer une réaction chimiqué& § HONh® enzyme hydrolytique, qui
déetache legroupements phosphates en positieretc3: de plusieurs types de molécules telles
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gue les nucléotides, les protéines et les alcaloides. Ce processus est appelé déphosphorylation
Comme leur nom fhdique, les phosphatas alcalines agissent a des akpé&ieurs a 7(milieu

alcalin).

Les phosphatases alcalines sont normalement présentes dans le sang, et sont en partie éliminées
par la bile. Les PAL osseuses sangments dans le sangans le rachitisme etfistéomalacie

entre autres:DQV OTRV O RB@]\AMW XL FDWDO\VH OD IL[IDWLRQ GX
tissu osseuxll est le marqueur de la formation osseuse le plus fréquemment .utllipéut

manque quelquefoigle sensibilité et de spécificité notamment dest€éoporoseCependantle

dosayje de la phosphatase alcaline osseuse constitue un marqueur biochimique sensible de

| fugmentation du remodelage osseux

Cette méthode utilise duritrophenylphosphate comme substrat. Eonditions optimiséesal
PAL SUpVHQW H n8libnzatal@st a FeEclon déransphosphorylation suivarnte

31

ou: 4-NPP = 4Nitrophénylphosphate,-BIPO = 4Nitrophénoxide, AMP = Amino-2-méthyk

1-propanol

Au pH de la réaction, le-ditrophenoxide a une couleur jaune intense. Le réactif contient

égalementunsy WgPH GH WDPSRQ GYLRQ PpWDOOLTXH TXL JDUDQW
RSWLPDOHV HQ ]JLQF HW HQ PDJQpVLXP /H WDPSRQ GYLRQ
GIDXWUHV LRQV SRWHQWLHOOHPHQW LQKLEEstVéiHIEY SRXYD
PHVXUDQW OH WDX[ GI{DXJPHQWDWLRQ GH OTYDEVRUEDQFH j

PAL dans le sérum.
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Protocole

Les échantillons ensemencés a raison de 17 000 cellules par psstitlegtirés au moment

choisi(7, 14, 21jours respectivment)puis transférédans une plaque 24 puits propipres des

rincages avedu PBS chaud (37C), on ajoute dans chaque puits 150 uL de Triton X100
(0.5%dans H20), 150 pL de solution substrabeincubea 37 °C pendant30 min.On ajoute

ensuite150 pL de solution blocagavant demesure a O f{DEV R U S W L R€} cpntrole) P

(sans échantillongont faitsGDQV GHV SXLWV VpSDUpV SRXU QRUPDOLVHL

Dosagedu procollagénedetype |

Le collagenefait part de lafamille des|protéinesfibreusesde la matrice degissus conjonctifs

Ces protéines ont pour fonction de conféreljtisusune résistance mécanique gtirementlLe
FROODJgQH QYD SDV VDetSKOMNVHANV GIRXW DXHR/L AHED © XIOMRBKQHH VI HI

molécule précurseysrésent dars les cellules, le procollagen€elui-ci est constitué de brins

plus longs, rallongés par des structures polypeptidiques supplémentaires, de 15 kDa du c6té
aminoterminal et de 30 kDa du c6té carboxyterminal. Ces structures portent le nom de
propeptides. AO TH[W U p P L-wrmirfale exiskiit des ponts disulfsiietercaténaires a role
VWDELOLVDWHXU /HV SRQWVYV VRQW LQWUDIRDdsteddddLUHYV |
guantitative de la synthése de collagéne a été rapportée par Taubman et al {iLa7atisé

une analyseadio-immunologgue compétitive pour le procollagerde type | (PIP) en utilisant

des anticorps pgtlonaux. Lorsqufin ostéoblaste est en activité il produit une molécule de
collagéne de type | qui va étre incorpmi@la masse ossise. |l libére en méme temps une
molécule @ propeptide aminoterminale et C terminalke.est donc possible dedoser ces

marqueurs de la formation osseuse pamaéthodesmmunologiques.

/IH NLW XWLOLVp 7DNDUD O. HVW E D §uage/ ehymatkn Pp WK R G
vitro (enzyme immunoassayEIA) pour ladéterminationquantitativedu PIP dans leplasma
humain, bovin ou canirdans lesérum,ou dans desgxtraits cellulairesgessurnageantsu des

fluides biologiques. Le principeu kit est basésur une méthode sandwich qui utilise deux
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anticorps monoclonaux de souris aAtP pour détecter le PIP par une procédurestee. Un

des anticorps monoclonaux a été ragir la surface des puits dans une plaque et bloqué contre

les liaisons nospécifiques. Lesechantillons les contrdles standardst les anticorps antIP
marquésa la péroxydasg(POD) sonsimultanémengjoutésdans les puits de la plaque et ensuite
incubés 3HQGD QW QdgRIP ésiiddmdntiBogpsanti-PIP (phase solideyur une face et

tagué paun anticorpsant- 3,3 32' VXU OTDXWUH |laHDDUgisbriswhstRQGHG,Q W U H

et tetramethylbenzidine) induXQH FRORUDWLRQ j OTLQWHQVLWp SURSRU
SUpVHQWH GDQV OfpFKD QWweéenea.Re PH Wst QuantHfie paxMaJrHéstre déd V S H
OYDEVRUEDQFH HQ XWLOLVDQW XQ OHFWHXU GH SODTXH (,$
peut étre déterminée par comparaisavec lesabsorbances spécifiques des contrdles standards
reportéesur in graphique standartle schémale principe de la procédure Elést présenté <i
dessougFigure J).

Figure 37 : Schéma & principe du testEIA pour la détection d procollagene
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Protocole

Les échantillons ensemencés a raison de 17 000 cellules pidle,psgnt retirés au moment
choisi (14 et 21 jours respectivement). On transféresfgscimenglans une autre plaquet on

gardele milieu de culturééchantillon)

Les matériels a notre disposition fournis par leskit:
1. Une plaque de 96 puits recanspar OTDQWLFRUSV P R&iRAFROR@IBre] PXULQ
de blocage
Un tube (2) qui contient un anticorpsnjuguéau PODIlyophilisé;
Un tube (3) qui contient la solution standard (640yoghiliséde PIP standard).

Un tube (4) qui contient une salut tampon pour la dilution du tube 3;

a r w0

Un tube (5) qui contient la solution substrat (hydrogeemxydase +

tetramethylbenzidindans une solution tamponnée).

Onajoutel00 plde VRO XWLRQ GH OYDQWLFR Wans & RaQud. Enxge 82' SDU S
ajoute —O GH OfpFKDQWirecOurr®la @agu® aved\UH filsthesif D | L @vitery
@aporationLa plaqueest ensuite incub&e37 °C pendanB heures. On retire le surnageant par
aspiration ebn continue avec des lavages (4X) avec @5PA la fin, on retourne la plaque et

on la tapevigoureusemengur une serviette en papier propre. On rajoute 1LQMuii$ de solution

substrat ebn fait une autre incubation®A pendantl5 minutes. Omjoutela solution stop ebn

mélange doucementallecture de la densité optigdeit se fait rapidement (pour la protection
FRQWUH OD OXPLqUH HW OYDEVRUEDQFH GH OD VROXWLRQ F

'RV D J Ho@ddcahgOC)

L Hstéocalcine(OC) est une protéine necollagenque spécifique degtissus osseuxCette

hormone trouvée dan@et lgdentingest sérétée par Igestéoblastgst favorise la fixation du
calciuma lalsubstance fondamentaleO § H Q V HshpEb@iResGtit lequiels se fixent les sels
minéraux pour former différents tissus conjonctif$f2& FRQWLHQW GHX[ RX WURL

carboxyglutamates, a une massoleculaire de 5900 Da et est conmar étreune protéine

avecune forteaffinité au calcium et dépendante de la vitamine K. Elle est donc souvergeutilis
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comme marqueur des ostéoblastes. Les trois résidus glutamateksonsidusarboxyles et
formHQW XQH SRFKHOTHds ssSlidihRaHWtrice@$seuse. Pendamémbolismele
O 1 ROC esdlifhéréde la matrice osseuse p&@dtivité des enzymes. Au cours delilzérationde
Of2&CFMRY GDQV OH V Désitlusgubant@XdeD P& BEhipoXiEs(Glu-OC).
3DU FRQVPTXHQW QOdng &sahysdlusled)geuxHf@imés] Glécarboxyée) et Glu
(décarboylée) et constituée par des spécimens moléculaires dimetieysou fragmenteés.

Le kit utilisé (TakaraMK146) estégakmentbasé suta méthode ElAet utilise unanticorps de
rat GLULJp FRQWUH OD S D U \@dt ldnti&onds H WikeLirQebféddt ceSriiniDeleras:
012& ERY Ligpih. Bepl@ Hin antiorps monoclonal spécifiquiespositions 21 et 24 des
résidusGlu-OC est utili® pour une détection plus sensible dans les surnageants ou les fluides
biologiques. Le principe du dosageest basé sur une méthode sandwich similaireelie
précédemment décrite pola détection d procollagéneUn schéma du principe teprésenté

dans laFigure 3.

Figure38 /H VFKpPD GX SULQFLSH (,$ SRXU OD GpWHFW
Protocole

Les échantillons ensemencés a raison de 17 000 cellules par pastille, sont retirés au moment
choisi (14 et 21 jours respectivement). On transféresfgcimenslans une autre plaque @t

conserve le milieu de cultuféchantillon)
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Les matériels a notre disposition fournis par leskit:

1. Une plaque de 96 puits recouvept O 1D Q W L F R U $ antiFOR QeRat -OrRaf@ el
de blocage

2. Un tube (2)qui contient un anticorpsnonoclonal AntiGlu-OC conjugué au POD
lyophilisé;

3. Un tube (3) qui contient la solution standaBah@y lyophilisé deGlu-OC de rak

4. Un tube (4) qui contient une solution tampon pour la dilution du tube 3;

5. Un tube (5) qui contignla solution substratt¢tramethylbenzidinelans une solution

tamponnée).

On ajoue —O GH OYpFKDQWLOORQ VROXW laRRque YUsOXWLRQ VV
recouvre la plague avec un film adhéBifYy DQW GH O fpe@dantEhdles. Trbdeve le

surnageant ebn procéde a dekvages (3X) avec du PBS. Quide la plague en la tapant
vigoureusement sur une serviette en papier absorbant. On rajoute 100 pl/puits de la solution
anticorps conjugué au POD @t agite. On recouvre de nouveau lagiepar unfiim avant de
OTLQFXEHU | I7eugHO) @Meensuitele surnageardvant de fairdes lavages (4X)

avec du PBS. On retire toute trace de liquide par tapotage sur une feuille absorbante. Ensuite, on
rajoute 100 ul de solution substetton incubea TA pendantl5 minutes. Finalement, on ajeut

la solution stop ebn mélange doucement. La lecture de la densgitique se fait rapidement

DSUqV OD ILQG45G6N.IHVVDL HW
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3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. CONSTRUCTION DES BICQ@CHES HYBRIDES HA/PROTEINES DE LA
MATRICE EXTRACELLULAIRE PAR PLD ET MAPLE

Le butdela these est de créer une structledype implantapable de mimdescaractéristiques

du tissu 0sseux/ TLQWpJUDWLRQ G KHynh&tiqué dars|eBs8 DsdeLXWidndrait en

IDLW GH VD FDSDFLWp GTDGVRUSW MRDnGHetZl) ROOSKIpAdH V VpULT
et al, 2001)u de séquences peptidiquéSdgvich Siet al., 2009|Addison WNet al., 201). La
PHLOOHXUH DGKpUHQFH GH SUpFXUVHXUV RVWpREODVWLTXH

ainsi directement corrélée a une adsorpfilus importante de fibronectine et de vitronectine sur

la céramique, cette adsorption impliquant la reconnaissance de récepteurs cellulaires spécifiques
(Wilson CJ et al.,, 2005 De plus, une inhibition compétitive de la reconnaissance de la
fibronectine € de lavitronectine (avec des anticorpAnti- .V intégrine) GLPLQXH OfpWDOH
FHOOXODLUH VXU OfYK\GURJ[\DS OMatsWitd etPal) [2000F Ranfirmahty OH V
OTLQWHUYHQWLRQ GH PpFDQLOMRVLEHHQ 8 X®HD (Gt &ilbilit SOpd-H KLUTHK
GH OTK\GUR[\DSDWLWH

/IH U{OH HVVHQWLHO GH OD FKLPLH GH OIDopiB)H@rh@rﬁet‘fétXU OfDG
al., 201} peut étre agmenté parOD WRSRJUDSKLH ,0 HVW FRQILUPp TXY
OfpFKHOOH QGabafide PV G V RXBAéInEYQcdpediti PEet al., 2010) ainsi que la

réponse des cellules et bactéinAss(eIme Ket al., 201].

Notre objectif est de réaliseles revétements bioactifs qui interagissmimaniergpermanerd
avec les cellules osseus€®tte structureestagesur le titane, le matériau le plus appréside
SOXV XWLOLVp GC@pQce aCseRJuakté&sR&paaigueset de biocompatibilité
incontestable. & RPPH GpFULW SU pyhgapRieHIQQV WO R W colickg] X Q H
intermédiairea permis O  DdPgii@n des surfaces de titaridous avonsloncchasi de recouvrir
le titane avec une couche nanostruetdr G 1+$ S D @ve@ uih protocole bien maitrisé

(Mihailescu IN et al, 2010 Sima F et al, 2011Epour mimerles caractéristiques da phase
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minérale de la matrice osseuka nouveautée nosetudes a été le recouvrement de la structure

Ti/HA par une couche de protémavec un potentigles  RUW G {DW W D FAKinsiPge@ W DX W
DPpOLRUHU OfLQW p dlesDi@patR gar GIAPLE fie RiBoDdatpatietvitronectine,

deux protéines de la rmice extracellulairaeconnues pour leur capacaeaccéléererOTDGKpVLRQ
des cellules osseusamt été faits surOD FRXFKH L QR Wdlr @imEddels Srfctubes

bicouches TiI/HA/FN et Ti/HA/VN respectivement. Une représentation schémadiguees

bicouchesest montrée dans Egure39.

Figure 39 : Structure G T ¥rlant basé sudu Ti recouvert pardescouches hybrides HA

nanometrique tprotéines en interaction avec le tissu osseux

SRXU pYDOXHU QRV VWUXFWXUHV et @Qinsi\hauskxousLglivéldeh® G DY
nos études des structures TiI/HA/ASB (ASB est connue comme une protéine inttees
G TLQW HgdDleskdllR€d) obtenuparle méme protocole (dépbts de HA par PLDGAEB

par MAPLE).DesstructuresTi/HA et duTi ont aussi été utilisés comme contrble

3.1.1.75%$16)(57 HA PAR PLD SUR DES S8PPORTS DE TITANE
ANALYSE DE LA MORPHOLOGIE ET DE LA COMPOSITION DES
&28&+(6 '+9%

Les premiers tests se samincentrésur la recherche dgzarametreoptimauxde dépbts de
couckes PLQFHY QDQRVWUXFWXUpHV GT+$ Scbidiqdéd ‘(c@tposSiteh, QW GH
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morphologie) mais aussurleur comportement en interaction avec les cellules. Le but était de
WURXYHU XQH FRXFKH Gf+%$ GIXQH ERQQH TiKre€) lcapabl® RUSKR
de permettre une conformation correcte de la protéine projetée par MAPLE au dessus. En méme
temps,notre objectif étatGIDYRLU XQH U X J&MVd avyrh€& Rapjanid{pdud &videH

le facteur morphologidans les interprétationdtérieurespendant les études biologiques sur les

structures bicouches.

Dans nos études récentes, nous avons observé un comportement différent des cellules humaines
ostéoprogénitrices en fonction de la morpholo@iég] X Q H VGKA. | EnFnirbdifiant la porosité

du substrata recouvrir nous avons punettre enévidenceune morphologidifférente de la

FR X FKHdéeplises par PLBima F. et al., 2009). Cettelégere modification a tout de méme
modifié O 1 D G Kde¥ teRulzs HOPSima F. et al., 20H). Suitea cette observationnous

avons cherchén protocolgpermettant de conservene reproductibilité assez importante dans la
SUpSDUDWLRQ GHV FHQWDLQHYV GTpFKDQWLOORQV

LalittératureTXL FRQFHUQH OHV FRXFKHV PLQFHV GYf+3%$ RBEWHQXHYV
a pernis de choisir facilement les meilleurs parametres pour nos études. Aimsiétudea

concernén particulierfDGKpVLRQ GH FRXFKHV PLQFHV GT1+$ REWHQXH
excimere KrF*, Dans etteinvestigation | TL QW H U Y D @dHe<G&phisEins bintdhu par la
modification du nombre §mpulsions était de 170 a 1500 nfre(nande®radas J.M. et al.,

2001) La morphologie degouchestaitcomposée généralement par des particules sous forme

de grains et de gouttelettes. Pendantriassance de la couche les particules augamesriten

taille et en nombrece qui masaait partiellement les gouttelettes en développarg structee

colonnaire La couche la pludine était composéeplutét par des phosphates de calcium
amorphes. La cot KH G THQ Y L U RBapaisseur@entenait déj& HHAD fandis que les

couches épaisses étaient compos€&e$A et de phosphate alpha tricalciqu®es tests de

griffures sur la couche mince déposéet montré un résultaintéressant Une défaillance

cohésie a été observéSRXU OHV FRXFKHV WUqV PLQFHV W®D&EEGLV TXT
observéegour les couches plus épaisdesur cette raisoOnQ RXV DYRQV FKRLVL GTXWLC
PWXGHV GHV FR X F KduMr&sgrteQird Hofe stabilit® aubstrat.
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' { Diresparametresmportans sontla fluencelaseret latempératuralu substratDes couches
PLQFHYV o %té $éaliséesar PLDa température ambianterais fluencedifférentes 4, 5
et 6J/cm (Katto M, 2007) La quantité de pgtcrisW D X[ @t pl$s importante au fur &t
mesure que la fluence laser augmebliee autre étude montréque lacombinaisorde laPLD
avec un traitemernthermiquea 300°C a le potentiel de produides couches mincesfitiA pures,

adhérentes et cristallingsii ne se dissolvent pas dans un milieu simulé (Dinda GP et al., 2009).

Des lesannéex2000, OTDFWLYLWp HW OD PRUSKR GREL&alGEdN e HO O X O |
FRXFKHYV PL débHgiéasgar BLD dans des conditiondifférentes(Ball M.D. et al.,

2001) DeuxsériesG 1 p FK D @QWietOORQ BUpSDUpPV j SDUWL enGtitisdht EOHV G
trois fluences différentes: 3, 6 et 9 JemUne troisiéme série était représentée par des
échantillons traités a 578C pour améliorer la cristallinitéles couches. Des ostéoblastes
SULPDLUHVY RQW pWp FXOWLYpHV VXU OHV VWUXFWXUHV RE
ILODPHQWY GYDFWLQH D pWp H[DP aQaijage DD VRHLF U RINDARABLLYH
cellulaire a été trouvéaugmentéesur les structures traitées thermiquemebes cellules
présentaientXQ PHLOOHXU DWWDFKHPHQW HW XQ HniéukdeiinigzLVDWLR
gue sur lesstructures noriraitées De plus, les résultats ont énélioréségalement avec la
fluence.UneauJPHQWDWLRQ GH OYDFWLY Laétg tiotveelopmduttiotHded Y HF O L
la phosphatase alcaline a étdiileurs étudiée et rapportée aux conditions de dépdEsn

définitive, les VX UIDFHVY RSWLPDOHYV I8 Rolifdratofi D&y dsObakiesPoHt @/ H W
mises erévidencesur les structures HA obtenueldluence de& Jen¥ (la plus élevéedt traités

a575cC.

Nous avonsaussicherché dans nodépodtsde couches minces de HA par PLD un régime qui
nous permeéait GFEWHQLU X Quie Wohbe Qualite @ point de vue de la rugosité,
reproductibleG T X QH V avVQ KO- ¥xaothil composition reste inchangééous avons tenté
GITRSWLPLYVH U f2kivmudffiant leFfpErgm&iaser le plus important, Buence.Nous
avonsobsevé une modification drastique de la surface avec la croissance de la fiDanskes
images MEB de la Figur4Q, il apparait queds coucheformées aux fluences basses présentent
beaucoup dfrégularités (gouttelettegjui disparaisserdux fluences e plus élevéesSerra Pet

al (1998 ontdémontré la présence de deux corsgus (fronts) émisés séparés dans le plasma
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Gf+#ecXQ UHWDUG GTXQH PV GHUULqUH OfLPSXOVLRQ ODVHU
les deux compsets dépend forteménde O L Q WHH Quehdd et ensuite destesses
dfH[SDQVLRQ /HVY VSHFWUHV HQUHJLVWUpPVY RQW UHOHYp GH'
especes atomiques aux fluences réduiWwD Q Gaux fllieddes plus élevées, les especes
atomiques deviennéprépondérantes. Aussi, les composants du premier front de plasma sont en
majaité des atomes tandis que des radicaux moléculaires excités forment le deuxienungont.
fluence OD GHQVLWpP GH OfpQHUJLH VXU ODuVHKuIid® EHdlelrUUDGLp
supérieur (Eqg. 163 la surface de la cible et unaporisation meilleure donatériauEq. 16, 18 et

&THVW obr lagDdlideRopissance decouches GHA sur les substrats de Ti se fait
par la condensation des espéces atorsidaasle cas desblations auXluencesélevéestandis
TXIDX[ 10 XHQ eetbvhtdligsGded §kaHdés particules (especes moléculaires) qui arrivent

sur la surface.

Figure 40: Images MEB de la coche GHA obteriue par PLD sur Taux différentes fluences
laser: (a) 2, (b) 3, (¢) 5and (d) 7.5 J/cm2
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ID FRQWLQXLWp ehisép BUKIEsHsUrfacdstl dhitenues aux flencesles plus
élevéeq7.5 J/cni, le maximum possible avem laser KrF*, COMPEXPro 205 La rugosité de
cessurfacesmesuréegpar AFM a étémaintenue scrupuleusement dans un intervalle de4G@0
nm. Une imageAFM typique est reproduite dans la Figute dans les modes profondeur et
phase respectivemer@®n distingue ainsi une surface homogemec unestructureen «choux

fleurs», mmposée pann assemblage de gouttelettes (Sima F et al., 2R11D

Figure 41 : Image AFM de la caiche GHA obtenue par PLD sur Ta une fluence de
7.5J/cm2

Figure 42 : Spectre DRXde la caiche GHA obtenue par PLD sur Ta une fluence de
7.5Jcm?2
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Les échantillons Ti/HA ont ét®oumisa untraitement thermiquen Y D S H X U pen@dhigibax

400 °C. Le chauffage du substra400°& SHQGDQW OHV PDQLSXODWLRQV 3/' "
thermique est un régime plus doux auetui utilisé paBall M.D. et al., mais qui nous a permis

GH FRQVHUYHU XQH FRPSRVLWLRQ Brypadire) DRAN B erisigit GHV F
GHV FRXFKHV GT1+$ HVW QGRQIegpelGeb Qicg cardctdristigutesH O +$ VRQW

identifiés.

3.1.2.LE TRANSFERT LASER [ESPROTEINES PARMAPLE: MECANISME ET
DISTRIBUTION

Le mécanisme d transfert laser

%LHQ TXH OY9 BBSMAPIEE AitDoieh &/éhcé dans les derniéres années, un protocole
expérimental général pouffllp M H FevtanRf€t ete dépbt de polymeéres (biomolées) doit
encore étre établi. La difficulté consiste dans la variété des matériaux mais aussi dans leur

complexité structurale et compositionnelle.

ID FRPSUpKHQVLRQ GX P pF Dqcore intitéeG pidddit WhL RéQanidrive
photothernque est souent évoqué (Chrisey DB et al.,, 2003 illustré par le terme
«évaporation? GDQV OfYDFURQ\PH @é®én(] RRQP RGEFOH OTpQHUJILH
absorbée par la matrice (le solvant gedé)convertie en énergithernique, ce qui produit la
vaporisation deOD PDWULFH HW OfpMH i# CRQédaritn@ Berfoir @xphgXi® H G LV
guelques aspecthi MAPLE mais Gafitres ne sont pas encore compris. Par exemple, dans le cas
des solvants qui ne sont pssnsbles DX[ SKRWRQV 89 O fp&uesystlghi@dt GHV EL
attribuéej OTH[SXOVLRQ GH Sdd Ragiidnid/ te phnidt/3e[ désVkholécules méres
PpFDQLVPH SKRWRFKLPLTXH 8Q PpFDQLVPH DOWHUQDWLI
VSDOODWLRQ &HSHQGDQW FHW it |& BaQ ted)laders WLRQue THV W
du faible stress induit (pression développée réduite) dans ladibiaodelede bouillonnements
explosfs basé sudes simulationsen Dynamique Moléculaire a été proposé en considérant les
phénomeénes thermodynamiquewpliqués(Zhigilei L.V et al., 2003)Dans ce cgonasuppog
gue lavaporisatiomormale est trop lente pour étre significative aux échelles de t&isO TRUG UH
desnanPLFURVHFRQGHV $LQVL OD WHPSpUDWXUH GXiev\VWqPH
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avec la fluence laser en produisant une région surchauffée. A une certaine température une
vaporisationlexplosion) violente se produquand le systeme edjectéde la cible sous forme de

gaz et gouttelettes.

Dans nos expérimentes MAPLE le solvatilisé estde O {HD X Ga.séMtiarOe&t gomplétée

par du TRIS etdu NaCl pour la stabilisation de la protéif@omme connu etcommeon voit

dansla Figure43 O THD X eQQWDNEIMFRDVNE HRUWHPHQW j OD ORQJXHXU GYR!
(248 nm)tands quele TRIS, le NaCl ou les protéines absorbghiis énergiguement. De plus, on

observe que les solutior®ngeléessont les plus absorbanté®s probablement cause des
absorbances supplémentairkées auximperfections aux LQWHUVWLFHYVY @H&DLU RX

crevassedans la cibleyelée(Petrovich DK et al., 2002)

Figure43 /HV VSHFWUHYVY GY{DEVRUSWLRQ GHV PDWpULDX[ HQ V

$ SUHPLgUH YXH GDQV FH FDV OfHDX QTHVW SDV @l VROYD
pas la meilleureEn effet,dansle MAPLE, le solvant esggénéralementhoisi tres absorbant a la

O R Q J X H X Uch@sJERQUE tlihe protection supplémentaire du matériau organigudaet
prévention de sa décomposition chimigq@ependant,DYHF O H® 30olvamR, &eRaines

études ont demontret expliquéle transfert protégé de matériaux organig(@gorgy E et al.,
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20094) etmémela conservation deD L Q W pld ldfongtpnhWeé des structures immobilisées
sur divers collecteurSima F et al., 201D, Gyorgy E et al., 200®).

Une absorptionmulti-photon a ététtribuéea GHV P D W U IlghidassGt§H D XLQWHUDFWL
avec un faisceau lasgr OD ORQJXHXU GYfRQGH GH QCtpeddagptKL 1 HW
OYHIILFDFLWp G1pMHF WaRaét&ttbwWweReRWquPp XIdsHablé&Gdde Odhss

expérences GDQV GHV FRQGLWLRQV FRPSDUDEOHV GYLQWHQVL\
POHFWURQLTXH GH OD PDWULFH JHOpH Hdiedeus phiatenx étsviH SDU )
donnéquele seuiO G Y pP LV V-El&onBeRdd/ R glace ede 10 eV (Rodrigo K et al.,
2005;Delahay P et al., 1981¢e processus devient dominant pour mésnsitédaserdoublées

(Rodrigo K et al., 2005)Cependant, poulesintensitédaser similairesanos étuHV O fpMHFWLF
GHV PROpF X O pluiot GtfibLbexaur Yovkhations §ixcitonspar absorption multiphoton

dans & proximité des imperfections /fpQHUJLH GadttransiiseaikRr@l¥culesG TH D X
faiblement liées qui seédorbent mais ce processu§ BUUrWH DSUQV TXHLTXHV LP
(Bergeld J et al., 2006).

/9D E O D W LiRe@rido&a’t\VduRsi exclue. Elle se prodaitdesintensitéscomparable a nos
études maipour destpaisseurs (profondeur) de surface irradiée de 1nm seulement (Ellegaard O
et al., 1998). Pour des épaisseurs de gdus— P O fthertigua/disparait completement (Nishi

N et al., 1984).

En définitive, mus proposons pour nosxpérenes un modéele GTLQWHUDFowWdeRQ PL[WI
PpFDQLVPHV G Y DhovhBdgdresVioRtQmplidaé€jEsenaliev RO et al., 1994)es

molécules de protéines et temponet les clustergpotentiels(groupement derotéines+sels

formés pendant la congélatiopjésentsdans la solutiorcongeléeabsorbent leur surface(la

couche superficielle) @flergie du faisceau UV FH TXL IDLW FKDXIIHU OHV PF
limitrophes eta OD VXUIDFH GH OD FLEOH $ XQH SUHVVLRQ G\QDP
DUULYH j ERXLOOLU j OD WHPSpUDWXUH GH drigpéeFKRPEUH $
normaledela cible enportant des molécules de protéines@tamporsurles collecteurs placés

devantou parallelement a la cibl¢Gyorgy E et al., 2009ASmausz T et al., 2009).
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A une distance deéparatiortible-collecteur bierétablie a une fluence laser €t ure pression

dynamique dans la chambre deactionoptimales, lesmolécules G 1 H DnK aspiRéespar le

systeme de pompagdférentpendant quéesmolécules clusters dgrotéineset de tampomui

se sondéveloppées dans la matrice irradiée arrietronensentur le collecteur (Leveugle E

et al., 2007. Apres un certain nombre finpulsions O D P @ifférénkksmoléculescommence

a VI RUJDQ lalarldalegcehod/ detusters edormantune couche mince. Cette organisation

dépend du type de substirdé sa température mais audsscomposants de la matrid@ans nos
expérences une température de 3W maintenue pendant les dépdsus vide permet
GYDPpOLRUHU OYDGKpVLRQ GHYV GIR O SRUMHIV OHW DIXQ TKILP B FW R
protéinesala surface des collecteutdn schémalu dispositif de dépot MAPLEstprésentésur

la Figure44.
La distribution des protéines sur les collecteurs

Pour trouver les parametreptimaux GH GpS{WV HW HQ YXH GTDPpOLRUHU
collecteurs, deexpérencescontroles ont été effectués sur du papier de nitrocellulose (reconnu

pour son affinité aux protéines). Les molécutestéiquesexpulsées de la cible ont airdtié
rassembléesur des surfaces (aires) de nitrocellulose similaires aux caitectilisésdans les
étudeaultérieues (silicium carré ou titane rond) / f{DLUH UHFRXYHUWH SDU OHV PR
a été révélée apres un protocole de marquagelagetutionde Ponceau S (Salinovich O et al.,

1986). Dans les figures suivantsit présenésdeux cas de distributior@stravers demasques

differents Dans un premier caf~igure 43) on a utilisé un masque rectangulaire avec les
dimensionsdes plaquettesde silicium (10x10 mf). Une distance optimalele 3.5cm a été
trouvéecomme cc® SURPLY HQWUH OfHIILFDFLWp GH GpS{W HW O1XQl
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Region A

\Region B

I

Figure 44: Région A: la représentation schématique dquocedéMAPLE. Une solution
tamponprotéine estongelédormant une cible solide (gauche). La cible est maintenue
réfrigéréeavec le dispositif deefroidissementFRQVWDPPHQW UHPSOL DYHF GH O
faisceau laser irradie la cible (awlessus, centre) en expulsant le matériau qui est ensuite
dirigé vers le substrat. Région Ba révélation Ponceau S de la proté@rransférégFN) sur le

papier de nitrocellulos&é traversun masque rectangulaire.

Dans le deuxiemeas (Figured5A) ona sélectionné un masgpermettant@rfimobiliser quatre
supports de titane ronds de diametres 12 mm. Pour trouver les conditionstribeitins
optimaleson a aussfait des essais swes échantillonsle nitrocellulose. On observe que pour
une distancede 4 cm, on arriveéx recouvrir une aire assez importante avec une distribution
homogened PDWpULDX 2Q EpQ plLF ldelprBda€) yuatre ¢thanfjibns daps\ubel H

seuleexpérenceMAPLE.
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A B C D

Figure 45: Révélationpar lePonceau S de la protéine transféré&3B) sur le papier de
nitrocellulosea traversun masqueprésentantquatre ronds de 12 mrdediametre: le masque
utilisé (A), révélation deO T$MUDQVIpUpH GHOIQrd/nv B X258 mB/iQl (C) et 1

mg/ml (D).

On voitsurla Figure 45 quela quantité de protéine transférée est plus importante (intensité plus

forte de la couleur) quand on augmentedacentration de la protéine dans la solution mére.
/ITH[SOLFDWLRQ HevivdnsteR QI3 pabon8dntude molécules protéiques a chaque
impulsion laser. b limite de détection du marquage Ponceawsus une membrane de
nitrocelluloseestsensible pouune quantiténférieure 250 ngde protéine transférée. On estime

gue nousarrivons acette limite dans Igpremiercas (Figure45 B). A partr GfXQH FLEOH G
concentration 0.1 mg/mhous obtenons quatre ainemdesde 12 mmde diamétre recouvertes

par ces couches homogenesrdeinsde0.25ugdeprotéine ASB).

Pour détecter des quantités plus réduites de protéines sur nitroceillfensdrait utiliser des
révélations aprés marquageec desanticorps pafclonaux ou monoclonaux spécifiqudss

protéineautilisées

En conclusion, enutilisant des masques spécifiques O HVW SRV YV WWED¢gioBTREWHQ
recouvertespar de protéines aukords biendélimités apresle transfert par MAPLE ce qui
représentaun avantage majeur de méthodepar rapport aux atgs, enparticulier cellesqui
XWLOLVHQW CéthantMldthéd) VLRQ GHYV
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‘3.1.3.STABILITE DES PROTEINES TRANSFEREES PAR ETUDES DE
‘ MOUILLABILIT E

La mouillabilité des surfaces (le caractere hydrophilehgdrophole) influence OfDGKpVLRQ
cellulaire. Des études avedes fibroblastes ont démontré que les cellules sont bien étalées et
SUpVHQWHQW GHYV plusEemitsGiuey safides Mydraphilds geer les surfaces
hydrophobes(Altankov G et al., 199).

Nos essais de mouillabilité sur les structures PEDPLD/MAPLE ont mis en évidence un
comportement hydrophile de ®iles substrats recouverts papport au Ti nu. Dans le cas du Ti
desangles de contaate 93 +95 degrésont été mesurémndis que pour les autres structues

valeurs G 1 D Q J O HbgaMédup lgI@sibles. Une GLPLQXWLRQ WUqV LPSRUWDQ\
contactest observéen recouvrant le Tiseulementavecla couche inorganique A (20.6 et

31.44 respectivemergour deux structuresimilaires) mais aussi apréle dépbt degprotéires

5 SRXU OD )1 SRXU OD 91LebWngles de®dhiatis Gbfedbsipour

les structures Ti/HA/FN, Ti/HA/VN et Ti/HA/ASB sont quasiment similair@s.89 30.36 et

25.77 respectivement) et raisonnablement reproductifBe§ X Q p FK® Q WL XRWER 3

25.87 30.36vs 31.92et 25.77vs 39.10. On peu ainsi considérerque le facteumouillabilité

Q 1L Q Wid pe¥deHr@niére majeurgans laréponsecellulaireau coursdes étude# vitro a

effectuer.

Pour une évaluation préliminaide la stabilité des couches protéiques sur les substrats de Ti et
Ti/HA, nous avonsnesurée D XVVL OYDQJOH GH FRQWWRHRWG GHXX H KA HQY
méme région (surface) apres le séchage de la pre@iécepermet dsimuler le comportement

de b couche organiquéans lemilieu de culturecellulaire.On observaunevaleur similaire de
OYDQJOH GH FRQW @DO&MN suXTWHA iMals pak Xurskeduéhes de Fn sur.The

plus, uyneGLPLQXWLRQ FRQVLG p laykE AdHcoBtabe O Disey éh @\HEndagpad O
séchage dans le cas des structures Ti/HA/VN. On peut so@pEilbd nE Xjfiaxtité de VN est
dissoutedans la gotie et réorganiséa la surfacependant le séchag®n voit cependantine

affinité plus forte de la FN que de la V&r les couches $A ce qui signifie probablaent
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TXTXQH TXDQWLWp LPSRUWDQWH GH Qd3 valeurRs\Wilgehdesl délVW VW |
contacts sontollecées dans le Tabledl ci-dessous.
TableauVl: VDOHXUV GHV DQJOHV GH FBROQI¥¢ BdraMtWMos MiMdigGR XWWHV G

Structure | Angle de contact G 1 X| Le deuxiéme agle de contactsur la| Angle de contact G X
premiére structur€) premiére structure aprés séchéiye | deuxiéme structurg)
Ti 95.78 88.46 93

Ti/HA 20.60 15.44 31.44
Ti/HA/ASB 25.77 21.54 39.10
Ti/HA/FN 25.39 24.49 25.87
Ti/HA/VN 30.36 21.54 31.92

Ti/FN 52.78 33.89

Ti/VN 13.39 10.29

Ti/ASB 40.39

Quelques images enregistrées pard&arsont présentées dans la Figuse 4

Figure 46 : Images des gottH V G 1 H DsXsWvfacks @Hi et Ti recouvert par HA et

protéines
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‘3.1.4.RUGOSITE DES SURFACESPAR PROFILOMETRIE ET ETUDES PAR
‘ MICROSCOPIE OPTIQUEDES PROEINES TRANSFEREES PAR MAPLE

Les tests suivants omoncernéles essais de profilometriet les investigations optiquedes

structures transférée€esinvestigations ont été faites sur des structures de protéines déposées

par MAPLE sur Silicium.Le Silicium a été choisa cause d& D UXJRVLWp UpGXLWH G
guelques nm) (Figre 47).

Figure 47 : Rugosité moyenneu Silicium mesurée paprofilométrie On voit que le z

maximum est de 9 nm

Nous avons observé une coudinés homogenemais rugueuseDYHF XQH pSDLVVHXU G
45314 nm apres transfetSDU 03$3/( GIXQH FLEOH TXL FRQWH@DLW VH
(Figure 48 B, C). A partir du nombre dimpulsions laser utilisss D X F R XiheVse@d|
expériHQFH LO HVestingRIve\EhalisSetr de fiepd R\HQQH GH O SXOVH 8¢
petitequantitéexpulségyar une seulempulsionet déposée sur un collecteur gdlle représente

un avantage tres important du processus MAPLE par rapport aux autres méthodes de dépots en

solution.
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Figure 48 : Images optiques des couches de FRKa) etdetampon(b) obtenues par MAPLE sur
Si. Profil sdes couches de FN eedampon O 1 p S D esthvelsluxéd par profilometrigc)

Dans le cas des couches de protéines sur Si, nous avons mis en évidence des couches
homogénes, avec des petites gouttelettes disposées dans une configuration aléatoire pour les
structures recouvertes avieckFN (Figure 8 A, C) et des tapis plutét noaniformes pour les
recouvrementpar laVN (Figure ®). Lesprofils présentésurles Figures 47 et48 mettenten

evidence des couches rugueuses pouddes structureprotéiqguesDans le cas des couches de

FN, la hauteur des gouttelettes visibles dans les images optiques a été évaluée paépiofilom
etestiméeentre quelques HQWDLQHV GH QPIgRI® hv(Eiddnd B/ \C& e de
gouttelettes est habituel pour ldépotsMAPLE (Rodrigo K et al. 2006; Leveugle E et al.,

2007) On voit dans laFigure 47A que dans le cas des couches de K¢, gouttelettes sont
immergéesdans une matrice compacte et homogene qui forme des couches minces sur toute la

surface des substrats aprés le transfert MAPR& contre, pour les couches de VN, les
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gouttelettes sont plus larg€igure MA) et leur distributionQ § H V Womsd@Ne sur la surface

(Figure ®B). On doit mentionner que la présence de ces particules pourrait représenter un
bénéfice dans des applitaRQV ELRPpGLFDOHV SDUFH TXYfHOOHV DXJP
FRQVpFXWLYHPHQW OD FDSDFLWp GHV LPSODQWYV GH VYDFFU

Figure 49 : Images optique dia couche deVN (a) obtenue par MAPLE etan profil (b).
/ITpYDOXDWLRQ G I fai§ pasdedrayireésXinesiaitgs\Wans le dépdtes fleches en
B). On estime une épaisseur de 500+120 nmaprrespondel un dépot d®.3+0.08A pr

pulselaser.

3.2. ETUDES STRUCTURALES ET MORPHOLOGIQUES DI COUCHES
MINCES

‘3.2.1.ANALYSE PAR FTIR DE LA STRUCTUREET DE LA CONFORMATION
‘ DES PROEINES APRES LE TRANSFERT MAPLE

Les spectres FTIR des couchmstéiqguesobtenues par MAPLE soobmparésvec les spectres

des couchedéposées pardrop-cast» D GV R U SW L Rt®@d&shXit@mprotReiqueyousles

spectes sonprésentéslans led-iguresb0 et 51. Nousavonsidentifie desbandesGY{DEVRUSWLRQ
1631, 2990 and 3186 ¢iDans la littérature le pia 1631 cm' correspond aux bandes amides |

de la structure secondaire deptatéine(Goormaghtigh E et al. 994 ; Bandekar J, 1992)
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Le pic & 2990 crit correspondD X[ YLEUDWLRQV &+ DQG &+ -XQJ &
pic & 3186 crit est attribué awbandesamides A etj @bforption de D superposéesu

«stretch» de OH (Jung C, 2000). On observe gues Ibandegprincipalesprésentgs dans le

spectre ds couches «ropcast> se retrouvent dans le spectre declauche FN ou VN
respectivementdéposées par MAPLE &THVW OD FRQILUP déaVmhdifcatters O TDEV
détectables et significativele la structug dela FN et de la VNapres le transfert MAPLE.

Les ptcs supplémentaires \isles dans le cas des couches Hhsdrtiondans lafigure 50) a
1645, 1653, 166@t 1668 cm' respectivemensont une indicationGufi degréélevéde structure
secondaire degratéines lls sontattribuésaux structuresles protéineaon-ordonnée$1645 cm
1) hélicealpha(1653 cm™) et structuresournées+bouclesdes 4 acides amingdifférentes de
feuillettes (1668 cnt). Ces bandes sont absentes dans le spectaldpast» et peuvent
indiquer XQ QLYHDX G R d&y@®nevddsailaR@4tivité biologique. Des structures
secondaires similaires oatétrouvéespour la fibronectine deétée ou nordeutrée (Benecky
MJ).

Les études FTIR donneaussi des informains sur la conformation de la protéines bandes
de vibrations amides sensibles a la conformation du squelette peptidique ont été&vitierce
par JundJung, C, 2000kElles sont listées dans le Tableall.V

Tableau Ml : Les vibrations des groupemmides dans les protéas ;

Dans le Tableau dlessusla bande Amide | est la plus sensible a la structure secontligira;
un chevauchement avda bande de KD ce qui nécessitdonc habituellementine étudedans
OfHDX GBRW pWwhtH ,IDQEHEBPLGH ,, HVW VHQVGEQM P DHPKRK
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durantle GpSOLHPHQW GHV SURWpPLQHYVY WDQGLVY TXH OD EDQGH ¢

est trés sensible a la structure.

Une protéine compacte montre une bande amide | structurée avec eppp URLWYV WDQGLV
protéine étendue présente un spectre large autour de 1650mencaractéristique des structures
nonrordonnéespu OD EDQGH DPLGH , HVW a@i§okmbiket(MWr¥r@dIURREER,VVLEOH
1999).

Figure 50: A. SpectresFTIR pour la couche FNtampon par« drop-cast» et B. Spectres
FTIR pour une cowche FN-tampon déposée par MAPLE (Sima F et al., 2011A)

Le pic & 1616 cm pourrait représentenne petite quantité digrégatsde FN lyophilisés qui

existent aprés le transfert MAPLE. Il est connu que la lyophilisassonOY{DEVHQFH GH
cryoprokctants peuvent causer des modifications spectrales attribuées PIAFDEVHQFH GH'®
P RO p F X O HY feghhbgements structurasecondaires de la protéine (van de Weert M et

al., 2001).CependantOD EDQGH G D EV R U S Wirépesénte @awreyvél piiincipaleF P

gue la structure de la Fdstmaintenue intacte.

Il faut noterici T X feki€e des sensilités différentes de bandesamides aux modifications
VWUXFW XU D O Hhé&tedsde GROIW O OH V HibterSr&aibh cor@dte et une bonne
déterminationdes changementslans la structur@rotéiguesecondairenon seulemet la bande
amide Imais égalemenles bandes amides Il et lll. Cependant, les amides Il et Il tsest
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faiblesdans nos spectret Q R XV Q fid3puRe®discrimirer. Il a été montré qeicesbandes
ne correspondent pas toujodrsleschangements strtiraux des protéines (van de Weert M et
al., 2001).

La poursuitedesétudes FTIRa concerndes couches de VN obtenues par MAPLE. Les spectres

de ces structures protéiques sont aussi comparés avec les spectres des«arogheEsst».

Tous les spectresont présentéslans & Figure 51. Les mémesbandesGTDEVRUSWLRQ G
protéine intact®nt été identifieepour les couches VN drop-cast» et VN par MAPLE a 1631,

2990 and 3186 cth /D FRQFOXVLRQ SUpOLPLQDLUH HVWubiX¢i OHV F

dénaturation en solution ausseénque pendant le transfert MAPLE.

Figure 51 : Les spectres FTIR pouune coucheVN-tampon par« drop-cast» et VN-tampon
déposée par MAPLESIma F. et al., 2011B)
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3.2.2.ANALYSE DE LA COMPOSITION PAR MICROSCOPIE FTIR [ES
COUCHES DE PROEINES SUR SILICIUM ET SUR LES GODUCHES
0,1&(6 'T+$

SRXU XQH YpULILFDWHRIQ c@iposdifirde? IstrRctifetGAR ainsi que des

structures de FN sur HA, des études de microscopie FTIR ont été effectuées pour la premiere
fois dans la littérature sudes structures obtenues LD et MAPLE On présente dans la

Figure52 les spectres 3D des structurésfA (Figure52A) obtenues sur Si€ Si est transparent

aux IR) mais aussi sur les structur8sHA/FN (Figure 52B). Il estainsi SRVVLEOKHNe&G TDYRLL
confirmation physicechimique GH OD SUpVHUYDWLRQ GH OfXQLIRUPLWQpP
surfaces plus grandes que ce gaitir les couchesGHA ainsi que pour les couches de FN sur

HA.

Figure 52 : Les spectreSD AIM FTIR pour une coucheHA sur Si(gauche)et FN-tampon
déposée par MAPLE sur une structure Si/H#@roite). Le vert représente une absorption faible

tandis que le rougeeprésente un@bsorption élevée
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3.2.3. ORGANISATION DES COUCHES MINCES B PROTEINES A / £CHELLE
MICROSCOPIQUEPAR INVESTIGATIONSAFM

Les analyses AFM orété conduies en mode tapping dans lequel un contact intermittent avec
O 1 p F K DegtWilis@ O pefet le balayage de la surface éiminantle risqle de détérioration
de la couch@rotéique Des imagegnregistrées en profondeur pour des airffvestigations de

[ B sont présentées dana FFigure 53 pour des structures Ftdmpon ou tampon seul

déposées par MAPLE.

Les investigations AFM ont étéitilisées SR X Bval@afion GH O TR UJ R Q@sHdlleN LR Q
microscopiquedes couchesléposéepar MAPLE. Si la profilongétrie a été conduite sur une
ligne de 500 pnde longueur les études AFM étaient limitéesine DL U H G H seflilemént.
'‘DQV O 1L P DHd¢re®3HorOWIt des couchedensesde FN-tampon, régions qui ne se
trouvent passur lesimagesde O pFKD QW L Cs@uR @ntrd/ DeB 34giQns de couches
SURWPLTXHVRQEBIDHMM. qURHU P p GfidrementedydéskeH de tampon et

Gafjrégatet constituant la couche matrice.

Les objets plus larges visiblemtammentdans le cas Wtampon dépsé par MAPLEet qui
présentent un profil carré (visualis@elquefoiscirculairea cause d FD Q W L @y bBbdt G 1
probablenentdes cristaux de sels provenant du tampair flechessur la Figure 53). Les petits
objets similaires présents dans les coadiapon ainsi que dans les couchest&iNpon sont

des cristaux de sels plus petits.
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Figure 53 : Image AFM de la couche FNampon €n haut agauche) et du tamponefr haut a

droite) aprésle transfert MAPLE. En bas agaucheil est mis enévidercele profil AFM pour
OfLPDJH GH O-manmpéhdidessusOn estime unaliffétrence deKD XWHXU GTHQY LU
nm entre les régions les plus élevées et les régieasplusbhasses attribuéerespectivement

aux régionsrecouvertes dé&N et aux régions quine sont pas recouverteEn basa droite on

voit Gnfagea plus faible grossissememécouvrant larégion (carré blanc)illustrée en haut a

droite OfpFKHOOH GH OD SURIRQGHXU HVW PRGLILpH SRXU YF
dans les images. Oremarqueles angles droits desontoursdes particulescaractéristiques

spécifiguesaux cristaux de selsfigchessur les figures) (Sima F et al, 2011A)

Des analyses similaires ont été conduites aussi sur les couches de VN sur Si. Dans ce cas, on
observeune quantité plus importante de sdéposée avec la VN X 1 D Y H E Cet[zffetlest

sans doute lié da concentration de VN plus basse dans la cible combiné avec la masse
moléculaireplus faiblede la VN par rappor laFN. La matricede selsuniformémehn distribuée

sur la surfacepourrait agir FRPPH XQ PpGLDWHXU GTR&audd géwvoeV¥ LRQ HW
stabilisation de la protéingla surface. Les calculs de rugosm@ntrentdes valeurs éleveee
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Rms(100.6 nm etde Rz (1um) qui sontaussi reliés ala grandequantité de sels dans la couche

matrice VNtampon.

UneimageAFM caractéristiqugour des aires fhvestigations dd0x10 P estprésentéeur la
Figure 3A pour des structure¥N-tamponLH SURILO $)0 SRXU OfLYNBJH GH O

tamponestprésenté sur Ieigure54 B.

Figure 54 : Image AFM de la couch&/N-tampon @) etprofil AFM (B) SRXU OfLPDJH GH C
coucheVN-WDPSRQ 2Q HVWLPH XQI57K&nX \éhtiedés régioHQes pluR Q
élevées et les régiomss plusbassegSima Fet al, 2011B)

3.3. ETUDES BIOCHMIQUES ET BIOLOGIQUES DES COUCHES MINCES

La caractérisation biochimique des protéines déposées a été faite par dosages colorimétriques
dot-blot et par visualisation directe des réseaux moléculaires en immmamuage.La
vaidDWLRQ GH OYDGKpVLRQ GHV FHOOXOHV RVWpPpRSURJpQLW
humaine sur les substrats revétus Ti/HA/FN et Ti/HA/VN a été réatisérilture statique_es

surfaces ont été comparépar rapport auxsurfaces contrdles fonctionises avec ASB
(TI/HA/ASB) ou HA (Ti/HA). Des quantifications cellulaires ont été réalisées au cours du temps

et la visualisation des protéines cellulaires impliquéesvda®@ TfDGKpVLRQ D&EWAE QH Y L
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SRVVLEOH JUKFH j GHV W H Bdefgée. TLa HorpBofogie RAIQdare GixrResH
biomatériaux recouverts a été analysée par microscopie électronique a balayage. La prolifération
cellulaire a été calculée a partir du dénombrement des cellules vivantes par le dosage MTT.
Enfin, la différenciationdes cellules osseuses sur les biomatériaux fonctionnalisés a été
TXDQWLILpH SDU OHXU DFWLYLWp SKRVSKDWDVH DOFDOLQH I

type I.

‘3.3.1.DETECTION DES PROTEINB TRANSHREES PAR
‘ IMMUNOFLUORESCENCE H DOT BLOT

Détection de la FN

Les images de fluorescence ont mis en évidence des agrégats fluorescents visibles sur toute la
surfacedéposée (FiguremA) et des régionprésentant destructures fibrillairegFigure % B).

Les contréles pour les liaisons n@peFLILT X HIVMOQIERT X I XQH IO XRiLIGIVFHQFH
FRUUHVSRQGD Q W(résutatOnon? kWO Hpv$ 3RXU DFFRPSOLU OH SU|
marquage des protéines il est nécessd@eréaliserdes manipulations répétitives avec des
immersionsdans desolutions liqudes pour la saturation des surfaces, des lavages et rincages
fréquents sous urfaible agitationainsi quele marquage avec les anticorps spécifiques. Toutes

ces interactions avec les surfaces déposées peexpglijuerles non homogénéitéobservées

dansla distribution dda FN sur la surface. Tous ces facteassociés ane adsorption inégale

sur la surface somd mettre en relatiooDYHF OJRUJDQLVDW L gézedariignt HQWH
rapportée (Pellenc D et al., 2006). Cependant, la présentzepietéire sur la surface a été
FRQILUPpH SDU XQH UpYpODWLRQ DSUgV FRQWDFW GLUHEF
nitrocellulosepuis par une révélatioclassiquedesWestern blat en utilisant le protocole décrit

dans la Section Expérimentale.
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Figure 55: Les images de microscopie en fluorescence des structledaFN aprés transfert
par MAPLE et immunoemarquage: régions avec des agrégaie FN (A) et structures
fibrillaires deFN (B). Barre: P

La vérification des suppositions-dessus a étgccomplie pate transfert MAPLE de molécules

de FN conjuguées antérieurement FITC afin G&Yiter les artefacts produits pdes lavages et
ULQoDJHV VXU OHV VXUIDFHV upisemorapkidiorescentd (RigasBUYDW LR
A et B) confirme notre hypothése sur la réorganisation des molécules protéiligiesont
préserges dans les Figres B A et B deux cas de concentrations différerted=NFITC (0.25

mg/ml et 0.5 mg/ml). Nous avoh UHPDUTXp TXH @efdDodddernirglion RIsVdepaq
(cible MAPLE) fournit une quantité plus importante du matériau sur le substst aT X 1 X QH
distribution plus homogene et uniforme. Les particoleservées sues images de microscopie
optique (Figure 8), de diametre de quelques micraf0-25 um, sont retrouvées dans les
agrégats fluorescents (Figur6 A et B). Notre opinion est que les spots plus fluorescents
représentent des zones phichesen protéine probahbieentassemblégautour descristaux de

sels. Cependant] semble queles dépdts MAPLEdonnent plutGles couches homogenes de
matrice protéingampon tandis que les selsnnent unelistribution inhomogende la FNsur le
VXEVWUDW GDQV @dopcast Bchls6deafteScaplliares(Figure % C).

Nous considérons que les particules protéengon pourraient constitueGHY SRLQWYV G{DQF
de la couchele matrice apres le transfert MAPLE. Les points fluorescents de la Fagusent

prédominants dans certaines pif @ OD PDWULFH QTH[LMeW H FFDOOWMH GYREDBE
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GpVRUSWLRQ GDQV OH PLOLHX OLTX inaiqudgeles BtXitiwwesGl¥ SUR W |

FN déroulées (Figures®B) suggéerent un comportement de prédisposititafiarillation.

Figure 56: Les images de microscopie en fluorescence des structures FN conjugudel§ C
WUDQVIpUpHYVY SDU 0$3/( GIXQH VROXWLRQ GH PJ PO $ H
mg/mlFN drop FDVW & /IfpFKHOOH GH P

'PWHFWLRQ GH OD 91 HW GH O1%$6%

Le protocR O H G { krfarg¥agedrsuivi poua VN et AA$B comprend comme précédemment
décritdes immersionslans desolutions liquides pour la saturation des surfaces, des lavages et
rincages et le marquage avec les anticorps spécifiquasouveau,toutes ces intactions
peuventétrg OfRULJLQH GHV LQKRPRJIJpQpLWpPYVY GDQV OD GLVWULE

Les images de fluorescence dans les cda @bl et QA$B montrent ausda présence @grégats
fluorescents réorganisés sur la surfdegures A et B). On y saisit la concordance avec les

études de mouillabilitéeda Section 3.1.3 qui ont mis é&widence une diminution considérable

GH OD YDOHXU GH OTDQJOH GH FRQWDFW DSUgatavseE&KDJH GD
la réorganisation dia VN a la surface pendant le séchalges contrdles pour les liaisons Ron
VSPpFLILTXHY QTRQW IRXUQVYSpXH |ODXIH-E&RUGIVIFHWQIFHH B R Q
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Figure 57: Les images de microscopie en fluorescence des structures apres le transfert par
MAPL ( HW O 1 trRargda@dR régions avec des agrégads VN (A) et structuresGABEB
(B). Barre: P

3.3.2.CONFIRMATION DE LA VIABILITE, '( /JYADHERENCE ET DE LA
PROLIFERATION DES HOP SUR ES COUCHES MINCES HBRIDES
PAR MTT

Le test du MTT est un indicateur deqLQ W pdlluai®w pHW GH OIYDFWLYLWp PLW
assimilable a une mesure de la vitalité cellulaire.test permet une quantification rapide et

sensible de la viabilité et de la prolifération cellulaires

Pour une quantification correcte et pertitgrH OHV UpVXOWDWY VRQW UDSSRUW
FXOWLYpHV VXU OH WLWDQH QX /H 7L QYHVW SDV REOLJDW
comme le matériau contr6le dans nos études. Nous avons utilisé un milieu cellulaire IMDM pour
stimuleg la réponse des cellules. On voit dans la Figueles courbes de viabilité et de
prolifération des cellules HOP cultivées sur les structures Ti, Ti/lHA (HA), Ti/lHA/FN (FN),
Ti/HA/VN (VN) et Ti/HA/ASB (ASB) pendant 1, 3, 7, 14 et 21 jours respectivememt.

distingue au premier jour des comportements cellulaires différents entre les structures. Aprés un
MRXU GH FXOWXUH OHV FHOOXOHV DGKpUHQW WUqV UDSLGF
VRLW UHFRQQXH FRPPH XQH SURW nd@ddntlaQ HremieHjouOwhy FR XF
DGKpVLRQ SOXV LPSRUWDQWH GHV +23 TXH VXU OHV )1 HW 91
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2Q QH SHXW FHSHQGDQW SDV FRQFOXUH DX SUHPLHU MRXU C
OfHUUHXU VW D Q<=de cutureg8liulginé, les@&ldds cultivées sur les couches de FN

HW GH 91 GHYLHQQHQW OHV SOXV SUROLIpUDWLYHYV WDQGL
G1$6% HW GT+$ UHVWH FRQVWDQWH RX PrPH GLPLQXH 8QH
SWUXFWXUHYV HVW YLVLEOH DX MRXU DYHF XQH SHWLWH FU
SRXU OD 91 8QH DXJPHQWDWLRQ SOXV pYLGHQWH GH OYDFW
VWUXFWXUHV +$ )1 HW 91 SDU U DrastiiRatd ¥onj aSsts I6arhogdnes MUR X U

les différentes couches avec toutefois une prédominance pour les structur&sc¥Nélai on
FRQVLGqQUH TXIXQH GLIIpUHQFLDWLRQ GHV FHOOXOHV +23
observation est soutenue par une adipitliférative trés élevée (confluence des cellules sur les
supports), notamment pour HA, FN et VN. Cependant ceci doit étre confirmé par des tests
spécifiques de différenciation.

(Q FRQFOXVLRQ LO QTYH[LVWH SDV | OfHf&ehBaNes BiQct@és OD 91
Ti/HA, Ti/HA/FN et Ti/HA/ASB. Les tendances sont similaires pour tous les échantillons. On
distingue de plus une prolifération plus élevée des cellules cultivées sur tous les échantillons par
rapport au titane.

Figure 58 : Viabilité et prolifération des cellulecultivées en milieu IMDMde 1 a 21 jours

mise en évidencpar MTT
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3.3.3.MORPHOLOGE DES HOP PARMEB

La morphologie des cellules HOd été analysée par microscopie a balayAgees 7 joursde
cultureon peutconfirme que lestH O O XOHV + 2n\(Miguvé B)@tHb @3k rentun contact
intime (Figure60) avecles surfaces fonctionnalisééles protéines en particulier pour les
structures recouvertes avied-N. Dans ce cas, on distingue des filopodesdesesn nombre

et ancrés dans les couchiesFN. On remarque aussi sur les images MEB a fort grossissement

unestructuredescouche protéines tres poreuse, bien différet¢ela structure d€H.

Figure 59: Images MEBdes cellules HOP sur les structurés) Ti/HA, (B) Ti/HA/ASB, (C)
Ti/HA/FN et (D) Ti/HA/VN aprés 7 jours\uegénérak)
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Figure 60: Images MEBdes HOPsur les structuregA) Ti/HA, (B) Ti/HA/ASB, (C)
Ti/HA/FN et (D) Ti/HA/VN aprés 7 jours\ue de déta)l

125



3.3.4.DE021675%$7,21 '( /HE6,21 (7 '( HNALEMENT DES HOP
SUR SILICIUM ET SUR LES COUCHES MINCES HNBRIDES PAR
IMMUNOMARQUAGE

Dans une premiere étape nous avons utilisé comme substrat le silicium simple pour tester la
fonctionnalité de l&N GDQV GHV WHVWYV G 1&midyraLgre@hdidgdandimierD L U H V
leV HITHWV GH OD UXJRVLWp j OfpFKHOOH QDQRPpPpWULTXH VX
le comportement cellulaire. Avant leur recouvrement, les substrats de silicium ont été nettoyés
dans des bains ultasiques consécitv G D F &fEBoRé LOLTXH HW GYpuBX XOWU
VpFKpV DYHF GH OTD]RWH GTXQH SXUHWp pOHYpH

/I TREVHUYDWLRQ GH OYDWWDFKHP HQWIlichid Yecbunedt@ue©ddéVa +23 D
FN et comparé@ux cellules cultivées sl silicium nu ou sur duverre borosilicaté. Le marquage

GHV ILODPHQW Via @HalokWwel €@ijugDee HBexa Fluor 594 nous a permige

visualierle F\WRVTXHOHWWH WURLYVY KHXUHV DSUqVcatgdt@e¢HPHQF!
de O 1 BsiBrkgpcourt terme était de tester si la FN déposée par MAPLEgitoaccélérela

SKDVH LQLWLDOH GTDGKpVLRQ FHOO Xd@bdantrdia fanstionvaed FK H P H (

de la protéine projetée.

/H F\WRVTXHOHWWH G 1D F Wsht@uéclal MBAC, Iqest BQuitd sgen®H U P D Q
OTDGKpVLR &urfMHROOXD WIXWHDFH $ @ftide esMIVI@ DR P @{RGKpVLRC
LQIOXHQoDQW GLUHFWHPHQW OfRUJDQLVDWLRQ GHV ILODPH
analyse microscopTXH GHV SDWWHU Q VpéhtfourhiQubeRrifoQiatisn Guadative L Q H
surOfLQIOXHQFH GHVY PDWpULDX[ WHVWpV VXU OYDWWDFKHPH

Aprés trois heures de croissance sur le verre borosilicaté, les cellules HOPegrsEsiformes
caractéistiques rondes et une coloratiessentiellemende @dtinecorticale (Figuresl A). Les
ILODPHQWY GYDFWLQHYVY VRQW SOXV pYLGHQWVnG[Biguke OH FDV
61 B). Cependantles cellulesrestant rondes, un comportement mmal aprés cet intervalle de

temps. Par contre,sur les échantillons de silicium recouverts avec FN par MARidtis
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observons ds patterns de filament§ D Fpatall@léset bien étaléslansle cytoplasmeallant

de la membrane d@oyauxala membrane plsmatiqudFigure6l1 C).

Figure 61: CRORUDWLRQ GHV ILODPHQWYV GYDFWLQH GHV +23 HQ
verre borosilicaté, (b)e silicium et (C)le silicium recouvertpar la FN conjuguée FITC par

MAPLE. Les cellules ont été fixées, permélidres et colorées par phalloidine conjuguée a

@Q\fexa Fluor 594 (roug¢ SRX U UpY p OEeEn@ydD brwdtélbrés par le DAPI (bleu).

Sur C Il la FN conjuguée FITC peut se voir en vert (les fleches). Les échelles st#?00 (1),

100 (I1) et 50 (1) um respectivement (Sima F et al, 2011A).
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La FN indut OD IRUPDWLRQ GH ILODPHQWYV GIDFWLQH ELHQ RU.
adhérent, se développent et proliferent sur la surface recowléstieois heures aprés leur
ensemencement. De plussicellules exposentesfilaments denses et en tensigai semblent

ancrés dans les couchasFN-FITC (Figure6l1 C Il tles fleches indiquent la coloration verte
spécifigue FN).Ceciconfirmedoncla conservation de la structure de la fonctionnalitédes

molécules protéiquedéposéepar MAPLE. Ceci peut étre mis en relation avec ce qui a été
observé par MEB pour les cellules HOP cultivées sur les couches de FN déposées par MAPLE

sur les structures Ti/HA (Section 3.3.3).

Ces études ont été poursuivps des études approfondies par immunomarquage et microscopie
de fluorescence sur les structures bicouches HA/protéine. Les structures Ti/HA/FN et Ti/lHA/VN
ROQW pWp XWLOLVpHVY SRXU WHVWHU OD IRQFWLRQQDOLWpPp Gl

cellules HOP et comparées aux structures contréles (Ti/HA/ASB, Ti/HA et Ti).

Un cytosquelette cellulaire normal et une bonne densité de cefinlexé observéapres 1, 3 et

7 joursdeculturesurtous les échantillons. Les cellules cultivées surdestementgle FN etde

91 PRQWUHQW GHV @Riqu@s\per 16 iz GingyacldsQbstratlusvisibles aprés

1 jour que les cellules cultivées sur HA ou ASB (indiqués par des fleches sur les FRJ&eS 6

et Figures 8 E). Les cellules cultives sur la FN présentede plus longs filopodeqFigure &

F). Une tendance au détachement est observée au microscope de fluorescence pour les cellules
FXOWLYpHV VXU OHV Uftehad/ddPdHRQWwezsoh Burtes Vddoudarments avec

FN lescellules forment aprés 7 jours des clus(@igure & H) alorsque sur les recouvrements

avec VN elles forment un tapis homogégégure & F). Les flamentsGTIDFWLQH VRQW W
paralléles et bien étaléssur tous les échantillonsAinsi, les cellules IDP adkgrent, se
développent et proliferent suoutesles surfaces de Ti recouvenes Par contre les cellules
exposentesfilaments G { D F W Ldé@nldesSelus ¥paisurles couche&N.

'YLPDJHV UHSUpVHQWDWLYHV VH WU RXMYESNMHACGTVRQAVASBI$SQQH[H
TiI/HA/EN, Ti/HA/VN et Ti respectivement pour les intervalles de temps 1, 3 et 7 jours.
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Figure 62 : Coloration despoints de vinculine (AJE) etdel LODPHQW\BOFMHFWL QH V
HOP ensemencéesur ASB(A,B,C,D) etFN (E,F,G,H). Les cellulessont fixées,
perméabilisées et colorées po@dtine parla phalloidine conjuguéeau TRITC (rouge)et
pour la vinculine avec un anticorps anttinculine conjugué au FITC (vert) Les noyauxsont

colorés par le DAPI (bleu).
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Figure 63 : Colorationde | L O D P H Q W VAEG PFfFatdes@adihts devinculine (B,E) des
HOP ensemencéesur HA (A,BC) etVN (D,E,F). Les cellulesontfixées, perméabilisées et
colorées pour@dtine parla phalloidine canjuguéeau TRITC (rouge)et pour la vinculine
avec un anticorps antvinculine conjugué au FITC(vert). Les noyauxsont colorés par le
DAPI (bleu).
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Pour une cevisualisation de la FN déposée par MAPLE avec le cytosquelette cellulaire
ILODPHQWM nGyRhix Binhil@ind abix études de la Section 3.3.4 nous avons fait des
immunomarquages antfN an utilisant le protocole décrit dans la Section 2.2.8. Ainsi, les
échantillons de FN ont été analysés apres 1, 3 et 7 jours pour-lowlsation de la FNtedes
cellules. De maniére surprenante, aprés un jour en milieu de culture on ne voit pas la FN
plasmatique déposée (pFN) mais une fibronectine cellulaire (cCFN) secrétée dans la MEC qui
apparait plus dense autour des noyaux (en vert sur la Figutddurl). Aprés 3 et notamment
7 jours en culture (Figuredh la cFN se développe en formant un vrai réseau grace auquel les

cellules communiquent et se développent.

Figure 64 : ColorationdelacFN HQ YHUW HW GHV ILODP He&3¢eNle&STDFWLQF
ont éte fixées, perméabilisées et colorées pQuftine parla phalloidine conjuguéeau TRITC
(rouge) HW SR XU OD ILEURQHFWENXbBnj$gDaaud-TC QrEvt) LleRndyauvx D Q W L
VRQW FRORUpV DX '$3, EOHXdes/ibyaux edelhldRN Sht SOfep&sdes Q H
VXU OD GHUQLqUH OLJQH GTLPDJHV
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Pour comparer, on a essaye de voirG@p YHORSSHPHQW @uiteOdudiurés XU G
Ti/HA et Ti/[HA/ASB). On a observé ainsi que la cFN est trés réduite (Figyrdafis ces cas ce

qui signfie que la pFN déposée par MAPLE stimule la sécrétion de cFN.

Figure 65: ColorationdescFN HQ YHUW HW GHV ILODPHQWY GYDFWLQH
Ti/HA/ASB, Ti/HA et Ti. Les cellules ont été fixées, perméabilisées et colorées gadtine

par la phalloidine conjuguéeau TRITC (rouge) HW SRXU OD )1 SDU-FRTDQWLF|
conjugué au FITC (vert) Les noyauxVRQW FRORUpV SDU OH '$3, EOHX [/HV
HW GH OD )1 VRQW VXSHUSRVpHV VXU OD GHUQLqUH OLJQH G

Un effet similairea été mis en évidence dans dé#sdesin vitro sur des cellules ostéoblastes

MG63 cultivées sur des surfaces de Ti recouverts par FN. Dans ces études, aprés 4 jours de
culture cellulaire, les ostéoblastes en contact avec la pFN déposent des quantitéstiespde

cFN sous formes des patterns spécifiques bien organisées dans la MEC deposée sur toute la
VXUIDFH FXOWLYpH 3HJXHUROHYV 0 inHi%o d @ vivo ont indiguB XW UHV
aussi que la pFN peut induire une stimulation de la séoréellulaire de cFN. Cette stimulation

est appelée chimiotaxie qui est le phénomene par lequel les organismes cellulaires dirigent leurs
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DFWLRQV HQ IRQFWLRQ GH FHUWDLQHY HVSqQFHV FKLPLTXHYV
al., 2007). Dans notreas concret, les cellules HOP secretent plus de cFN en réponse a
OTLQWHUDFWLRQ DYHF OD S)1 GpSRVpH

3.3.5. QUANTIFICATION DES AIRES ET PERIMETRES CELLULAIRES

Unequantification des aires et périmetres cellulazr@sé faitesur les cellules HOP ensemencées

sur silicium recouvert avec de la F&t comparéesux cellules cultivées sur le silicium dei

verre borosilicaté. Ags calculdes dimensions cellulaires, on obse"XH ODLUH HW OH S|
des cellules sur les couchds FN déposées par MAPLEont trésaugmenés par rapport aux

contrbles. Dans I&igure66, son présengsles histogrammes des aires et périmétres calculés. Les
calculs sont faits sur un nombre de 10 cellglesdes images 20XLes cellules ont triplé leur
périmetreapresensemencement sued structures Si/FN tandis que leur aire est doublée par
rapport aux contréles. Comme résultats similaires dans la littérature, on trouve une augmentation
GH OYDLUH FHOOXODLUH GDQV OH FDV GHV FHOOXOHV HQC
déposée paadsorption en solution sur différents multistructures (Wittmer CR et al., 2007). Une

autre étudeecellules mésenchymateuses cultivées sur des codelrdé VXU GHV VXEVWUDW
RX Gf+$ D PLV HQ pYLGHQFH XQH IRUPH F Hlete %¥ienDdéfinH SRO\J
ainsi que des aires et périmetres cellulaires plus larges une semain®dpreQ VHP B RHPHQ W
FN (DolatshahiPirouza Aet al., 2010). Un cytosquelette similaire a celui Eiggires 61C et66

a été trouvé pour des cellules ostéoblaBtX HY SULPDLUHV GpULYpHV GH OfR)
ensemencemensur des formes intactes de FN par rapport a des molécules de FN fragmentées
(Dalton BAet al., 1995). Sur les molécules intactes de FN, ces auteurs ont observé un étalement
cellulaire impoWDQW DYHF GHV ILODPHQWYV GIDFWLQH ELHQ pWHQ(
TXIXQ GpYHORSSHPHQW PLQLPXP GHVY FHOOXOHV D pWp REVF
TXH OTLQWHUDFWLRQ DYHF OHV GRPDLQH¥la@dhsénNailohdd&R Q FHO
la structure intacte de la FN, est obligatoire pour un étalement optimal de la cellule. Par
conséquent, il apparait que les structures de FN transférées par MAPLE présentent des patterns

fibrillaires intacts (non dénaturés) avec desdmes de liaisons cellulaires fonctionnels.
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Figure 66 : Histogrammes des aires et périmetres cellulaidesHOP 3 heures aprés
OYHQVHPHQFHPH Q We MXddp@éty par RMAFIEN Silicium (Si/FN)

comparéesux cellules sur Silicium (Sietsur YHUUH ERURVLOLFDWp &75 /D EI

pPWp FDOFXOpH FRPPH OfHUUHSia FeV®,Q@DNW G GH OD PRI

73.3.6.EXPRESSION DES MARQBURS DE DIFFEERENCIATION

Les ostéoblastegui sontresponsables de BRUPDWLRQ GH O YR Y unedsyRtbédeD FW p U L
intense de protéines de la matrice et3dJ p V H Q F bctivid phQsdhatase alcaling?AL)

membranaireimportante En culture, la différenciation cellulaire eévaluéepar le niveau

G I Dite\We la PAL et parOTpYDOXDWLRQ GHXQWHDNYVWREGBIHEULOODLL
(type 1) minéralisée.

/IHV DVVHPEORUptoteimIGPDGKpVLRQ UpDOLVpPV GmEefndgteitH WUDY
GIHQYLVDJHU XQ WUDLWHPHQW GHV ELRPDWpULDM][ SDU D
G 1D XJ P H @éteHdeellufabeGCependant, I DGKpUHQFH FHOOXODLUH DX[ SUF

influe aussidirectement sur larolifération et la différenciatiodes cellulesHW FRQVWLWXH O
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FULWLTXH GH OD FR O R(@rs&rmeN2060iDats IR Pdéwhnphire Quia FN
possedenotammentun roleimportantdans la différenciation et la survie des ostéoblafles.
méme, la VN est connue polavorise aussila différenciation des ostéoblastalasznyk et al,
2004)

3.3.6.1. ACTIVITE PHOSPHATASE ALCALINE DES HOP CULTIVEES SUR
LES COUCHES HYBRIDES

La phosphatase alcaline a été tesipees14 et 21 joursde culture des HORur tous les
échantillons etnormaliségoar rapport au blanc (solution PAL seulemédhRiyure67). OrPH VILO
existe une activité PAL suous les échantillonshone voit pas de différences importanggses

14 jours entres ledifférentescouches déposéesans la limite des erreygrs

Figure67: /Y1DFWLYLWp SKRVSKDWD YV HapeelR BtQLjQuks d&ukure &IHV +2 3
les échatillons FN et VN comparéeaux contréles (Ti, Ti/HA et Ti/[HAASB). Une
normalisation a été faitgar rapport au blanqsolution PAL seulement).
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Par contre, apres 21 jours, les valeurs PAL des échantillons FN et VN sont plus élevées que les
contrbles Ti/HAet Ti/HA/ASB mais restent sous les valeurs duc€& qui confirme que la FN et
la VN induisent aussi la différenciation des HOP. On peut noter ici que les contrdles corrects de

nos essais sont les échantillons Ti/HA et Ti/lHA/ASB.

Une estimation du rappor8$/ 077 QRXV IRXUQLW GHV LQIRUPDWLRQV V

cellule. Leshistogrammes de ce rappsant présentésans laFigure68.

Figure 68: Le rapport PAL/MTT (Activité phosphatase alcaline normalisée sur le nombre de
cellules)des HOPapresl14 d 21 jours deculture sur les échantillons FN et VMomparéaux
contrbles (Ti, Ti/HA et TI/HAASB). *FN vs ASB (p<0.05) ** FN vs HA (p<0.005)

On trouve unrapport PAL/MTT plus élevapresl4 jours pour les structurd$A et FN par
rapport aux structures ASet VN. Les cellules présentent en moyenne dans cegneaactivité
PAL plus importanteApres 21 joursde FXOWXUH RQ GLVWLQJXH XQH DXJPHQV
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par rapport au délai 14 jours pawusles échantillonspotammentpour les structures FNar
rapport aux structures H&AASB. 2Q QRWH TXIXQH GLPLQXWLRQ GH OYDFW
VLIQLILHU OH GpEXW GIXQH DXWUH SKDVH GDQV OD GLIIpUHC

3.3.6.2. SECRETION DE COLLAGHEE DE TYPEI ET '( /YOSTEOCALCINE
PARLESHOP CULTIVEES SUR LES COUCHES®YBRIDES

Pour vérifier ces hypotheses de formation de matrice extracellulaire et de minéralisation, il est
QpFHVVDLUH GH TXDQWLILHU OD VI\QWKqVH GH SURFROODJ(qC

HOP ensemencées sur toutesskesctures

Figure 69: Sécrétion deprocollagéne de type (coll I) par les HOP aprés14 et 21 jours de

culture sur les échantillons FN et VIdomparéeaux contréles (Ti/HA et Ti/HAASB).

Dans laFigure 69 les valeurs de procollagéne de typsoht plusélevées dans les cas timites

les structuresétudiées par rapport au Ti. Aprés 14 jours, les valeurgprdeollagenedes
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échantillons HA et ASB sont plus élevées que FN et VN. Par caesaapports changeapres
21 jours,quand les valeur&N et VN deviennentplus élevées que les contréles Ti/HA et
Ti/HA/ASB, ce qui confirme que la FN et la VN induisent ugerétion de procollagene de type
| plus abondante.

Le rapport procollagene/MTT (sécrétion de collagene normalisée par cellule) suggere une
secret RQ UpGXLWH SDU FHOOXOH SRXU OHV VWUXFWXUHV +8%
contre,apres 21 jours la sécrétion de collagéne diminue fortement pour atteindre une valeur
similaire sur toutes les surfac@sgure 70). On note ici que la quantite collagéne synthétisé

par cellules diminée entre 14 et 21 jours est cohéecavec le fait que le collagene ash

marqueur précoce de différenciation.

Figure 70: La sécrétion derocollagene de type | patellule HOP (coll/MTT) aprésl4 et 21
jours deculture sur les échantillons FN et VN par rapport aux contréles (Ti, Ti/HA et
Ti/lHA/ASB).
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Un marqueur GH GLIIpUHQFLDWLRQ SOXV WDUGLI HVW OD V\Q

histogrammes de synthese de ce marqueur sont préseriggigure71.

A B

Figure 71: A. 6\QWKqgVH GIfRVWpRFDOFLQH 2& DSUqV HW MR X1
échantillons FN et VN comparée aux contrbles (Ti/HA et Ti/IHA/ASBY% /D VpFUpWLRQ G
par cellule HOP (OC/MTT) apres 14 et 21 jours de culture sur lesathlons FN et VN par

rapport aux contréles (Ti, Ti/HA et Ti/HA/ASB).

Onvoitsurla FigureZ TXTLO QY\ D SDV G Hcabves lgntdeHed EdHantiNobs) @igure
71 A). Par contre, le rapport OC/MTT (sécrétion de collagene normalisée par)cslglgere

une sécrétion réduite par cellule pour les structures HA, FN et VN a l4gaunmapporta

O 1 $ 8&@mme pour le collagéne, ytateau semble atteint pour tous les échantillons apres 21
jours (Figurerl B).

On doit mentionar que les dosages paoflagene et ostéocalcinent été faits sur le milieu
récolté. Une quantité importantes moléculesnotammerdans le casallf2& TXL D XQH DIILQ
importantepour leCa, a pu resteimmobilisée sur la surface des échantillawvec HA ce qui

pourraitexgiquer les valeurs plus élevées dans le aa$idbar rapport aux autres structures.

"IDXWUHV pWXGHV RQW GpPRQWUp TXH PrPH VJLO QYH[LVW
derniers stades de différenciation cellulaire, une couche de FN est tres itnparnanles
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SUHPLgQUHV SKDVHV GITRWRWIIRL QSDPUBBWLRGOOH LQGXLW XQ
pour la cFN (Jimbo R. et al, 2007).

(Q HILTHW OfYRVWpPRLQWHJUDWLRQ HVW GpILQLH SDU OYDQFU
tissu osseux awWRXU GH OfLPSODQW VDQV IRUPDWLRplagH WLVV
(Albrektsson Tet al., 2001). Du point de vue clinique, il y a deux étapes trés importantes dans le
SURFHVVXV GTLQW pJure WdpR ¢ stafhiks@tion pré@itz Q8tbméecanique) et

XQH DXWUH GH VWDELOLVDWLRQVHFRQGDLUHBergumlETOLWp E
HW DO /IHV GXUpHV GH FHV pWDSHV GpSHQGHQW ELHQ
GDQV OHTXHO RQ LQW WrGepdgentatihHn PIBOIARe\Wune3 poXsible phase
critigue dans le processus de réparation osseuse est présentée sur |2Fgeierdcessus peut

rWUH HIWUDSROp j OD UpSDUDWLRQ RVVHXVH DXWRXU GTXQ L

Figure 72 : Les étapes de la réparation odsX VH G T X Q.HPokklleF&prédemtation des

étapes de stabilité mécanique, stabilité biologique et phase critique

/I MfpWDSH GH VWDELOLWpP PpFDQLTXH GpEXWH GgqgV OJLQWUR
stabilité est fonction ensuite du remodelag¢ O TRV /D GHX[LgPH pWDSH GH VWD
UHSUpVHQWpPH SDU XQ FRQWDFW GLUHFW GH OYRV QRXYHDX
stabilité primaire est ainsi completement remplacée par la stabilité secondaire quand le processus
est compet. EHSHQGDQW j XQ SRLQW SUpFLV OD VWDELOLWp G
pendant la transition entre la stabilité primaire et la stabilité secondaire (phase critique).
%HDXFRXS GILPSODQWY FqQGHQW DX FRXUSRXH FoHW @/\M pWWU DWW |
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OfLPSODQW 5DJKDYHQGUD 6 HW DBt VRXWHQRVYV Bg¥iih XSORNMDK/ \
laquelleles couches de protéines FN et VN déposées par MAPLE sur des structures de type
implant SHUP HW W U D L H Qéhut@¢|1B priepsEecprdialrd. O H
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4. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Des revétements bioactif& {K\GUR[\DSDWLWH HW GH SURWpLQHY GH O
peuventinteragr avec les cellules osseusa# été déposés par des méthodes lasde gitane,
matériau le plus LUOLVp GDQV [foyrRddjMaitesSmésdniduest debiocompatiliité

incontestables.

Une couche intermédiaide phosphate de calciumété utiliségpour OfDPpOLRUDWLRQ GHYV
de titane. Nous avons choisi de recouvrir le titaaeune coucheQDQRVWUXFWXUpH Gf+$
les caractéristiques da phase minérale de la matrice osseeisééposépar PLD, un protocole

bien matrisé dansnotre laboratoirdSima F et al., 2011E; Mihailescu et al, 2010; Nelea et al.,

2007).

Nous avons trouvé pournd GpS{WV GH FRXFKHV PLQFHV GYf+$% SDU 3/" XC
TXL QRXV D SHUPLV GTREWHQLU XQH VXUIDFH GH ERQQH TX
370 QP UHSURGXFWLEOH G{XQH VWUXFWXUH j OTDXWUH

rede inchangée.

La nouveauté de ces études a été le recouvrement de la structurebidhde par PLPar une

couche de protéiseDYHF XQ SRWHQWLHO WUqV IRUW GTDWWDFKHPF
OTLQWpPpJUDWLRQ GH OfLPSODQfWron&tihg etle @tfoledting,Dddux0$3/( G
protéines de la matrice extracellulaire reconnues pour leur capaaitéélérerOTIDGKpVLRQ GH
cellules osseuses, oftie réalisées subD FRXFKH L QR pduddnsiitédessiraciures

bicouches Ti/HA/FN eTi/HA/VN respectivement.

Dans nos expéncesMAPLE, le solvant utiliséa été de O THD X eGlaVvsalution@ gté

complétée padu TRIS etdu NaCl pour la stabilisation de la proteinefHD X GLVWLOOpPH QFf
SDV IRUWHPHQW j OD O R@gloyé KB, 283 tGndis Gute TRISVIEINACI

ou les protéines absorbeahd maniereplus importante De plus, ora observé que les solutions
congelées étaienplus absorbantes trés probablement a caz4§ D E V R Ui&gV abkQ V
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imperfectionsadesbulles GTD LU R&désciethsses dans la cildengelée (Petrovich DK

et al., 2002)Nous avons ainsi propos€ Q PRGgOH G YL QéNtke leDaisvealRa3erel W H
matrice cryogéniqueot GHV PpFDQLVPHV GHdnBgémrel SantLiREIquésk (ks
molécules de protéingsle tamponet lesclusters protéineampondans la solutiorcongelée
DEVRUEHQW j OHXU VXUIDFH OfpQHUJLH GX IDLVFHDX 89 GH
GTHDX OLP W sUR8d&d¢ a bleWA une pression dynamig spécifijue OfHDX DUULYH
bouillir a la températurambiante $LQVL OHV YDSHX&¥lahfirhBledeMdRilpeN GLULJ
en enportant des molécules de protéinesiettamporversdes collecters placés en face de la

cible.

La fibronectine et atWURQHFWLQH DLQVL TXH OfDO&KmskEaglde @H VpUX
cible et collectés sur des surfaces de nitrocellulose similaires aux collecteurs utilisés dans les
études ultériews (silicium carré ou titane rondjfDLUH UHFR XY Hduleg lde Srotéine8HYV PR C
a été révelégar un protocole decolorationavec une solution de Ponceau St a permis de

trouver unedistancecible-collecteuroptimale de 3.5 cmFRPSURPLYVY HQWUH OfHIILFDF
O 1 X QL IR d&dtibiot H

Dans le cas deouches de protéingsansférées par MAPLEur Si, nous avons mis en évidence

des couches homogénes, avec pkties gouttelettes disposées dans une configuration aléatoire
pour les structures recouvertes al@déN et des tapis nooniformes pour les mwuvrements

avec laVN. Dans le cas des couches de FN, la hauteur des gouttelettes a été évaluée par
profloméeWULH HW HVWLPpH HQWUH TXHOT Xaplus kel Q WibleQ HV GH
gouttelettes sontmmergées dans une matrice compacte et homogenérme des couches

minces sur toute la surface des substrats apres le transfert MAPLE.

LTpYDOXDWLRQ GH O fTRUJDSsapigDepat REM deOchpdhésHIEpOddesPdaF U R
MAPLE a mis en évidencdes couches FHiamponet VN-tampondenses. Entrées régions de
FRXFKHYV SURWPLRRIBY H\XOW DIRRWLIRA KB T X @émpeseX B tampob \atU L F H
Gafjrégats. La matrice est distribuée uniformément et pourrait agir comrradshiateur> (agit

comme régulateur chimiquepur les moléculedJne quantié plus importante de sels déposés a

éte trouvee avec la VN par rapport a la FN. La cause la plus probable de cette différence est la

143



concentration de VN plus basse dans la cible combinée avec une masse moléculaire réduite de la

VN par rapport a la FN.

LesspectresG 1D EV R U S W&t sR@tuire® prdieiqueteposées par MAPLE ont &émparés

avec les spectres des couckedrop-casts» (déposées par immersion dans une solutioes

mémespics G T D E V Rdg $a\rbtRige intacteont été trouvégpour les ouches VNet FN

obtenues par drop-casts» et transféréepar MAPLE & 1631, 2996t 3186 cm'. La conclusion

de ces étudesst que les couches de \fi¢ présenterducune dénaturatiogue ce soit au cours

du dépbt par drop-cast» ou pendant le transfefMAPLE. Des pts supplémentaires visibles
seulementans le cas des couchdsFN déposées par MAPLE soimdicatifs Gufi degré éleve

de structure secondaire des protéine SHJUp G YR bhet&ssakte O WLRWLY LWpaELRORJ|
EDQGH G {DE V&esuSI9BL Bn®, eF ¢liruvrelspond k. bande Amide, lla plus sensible

a la structure secondajmeprésente la preuve principale gaesdtructurs de la FNet de la VN

sontmaintenus intactes lors du transfert par MAPLE

La préservation de la structude ces deux protéines apres transfert MAPLE est également
confirmée par des immunomarquagesdes agrégats fluorescerstsntvisiblespour la VN et la

FN sur toute la surfacet autourde régionsou des structures fibrillaires ong&té mises en
évidence(pour laFN). Pour éviter le risque firtefactdiés auxlavages et rincagetessurfaces
recouvertes pendatgs immunomarquages, de FN conjuguée antérieuremeat FITC a été
déposée par MAPLE /TR E V H U Ycbusheser@or€phis fluorescers confirme le transfert

des molécules protéiquddne quantité plus importante du matériau sur le subamat L T XX QH

distribution plus homogene et uniforreeus forme de couches minces ont été obtenues.

La premiereREVHUYDWLRQ GH O9YDWW D &&fdife du@insiliGuiivre€odv@rO XOHV  +
parde la FNdéposé par MAPLE et comparaax cellules cultivées sur le silicium du verre

borosilicaté. Aprés trois heures de croissance sur le verre borosilicaté, les cellules HOP
présenentdes formes caractéristigs rondes et une coloratidh Hacnfcorticaletandis queds
ILODPHQW ibiesy d=FsiessfoHt plus évidents dans le cas des cellules cultivées sur le
silicium. Despatterns ddibres G 1 D Foaf&ll€éset bien étaléslansle cytoplasmeallantde la

membrane denoyauxa la membrane plasmatique sont visibles sur les échantillons de silicium
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recouverts aveta FN par MAPLE ce qui confirme la conservation de la structurdeda

fonctionnalité des molécules protéiquiEposées

Des études pk approfondies par immunomarquage et microscopie de fluorescence ont ensuite

été réalisées sur les structures bicouches HA/protéine. Les structures Ti/HA/FN et Ti/lHA/VN ont
pWp XWLOLVpHV SRXU WHVWHU OD IRQFWLRGQ Bbwed tép GHV F
cellules HOP et comparées aux structures controles (TABB/ Ti/HA et Ti). Uncytosquelette

cellulaire normal et une bonne densité de cellolgstté observémpres 1, 3 et 7 jourde culture

surtous les échantillons. Les cellules culégésur les nétementsle FN etde VN montrent des
SRLQWYV GdubexsKhsivat RReQ visibles apres 1 et 3 jours ainsi que de longs filopodes. Une
tendance au détachement est observée au microscope de fluorescence pour les cellules cultivées
surles HYrWHPHQWYV GT1+$ VHNMOGN lew 2ued fdrmedt thprésK Ujours des

clusters esur laVN un tapis homogene.

La morphologiedes cellulesapres 7 joursde culture FRQILUPH TXH OHWerét3 VIipWD
présengntdes contactmtimes avedes surfaces fonctionnaliségarles protéines, en particulier
avecles structures recouvertes avaé¢N. Dans ce cas, on distingue des filopodesdersses et
ancrés dans les couchds FN. On observe ausgiar MEB une structuretres poreuse des
surfacese&couvertes par leapuche GH SURWpLQHY ELHQ GLIIpUHQWH GH OD

Les études de prolifératicet différentiation cellulairauggérent une prédisposition des HOP a la
prolifération induite par les revétements VN et a la différentiationuséienparies revétements
FN.

/IHV HIITHWYV VLJQLILFDWadhésiurxdih profifErstiod DHsénS dhaxs\Wos études
sont tres importantpour la premiére phase de stabilité mécaniq@e] X Q L P $0dou@hls /
HA/protéinesdéposées par laspourraient permettre deduire cette phasPar contre, ece qui
concernela difféerenciation cellulaire, nos résultats ne mettent pas en eévidefitetsl

significatifs de la présence de la fibronectinedela vitronectine.

'‘DQV OH FDGUH Gt lofna@riRosseuy, LURE préoccupation importante doit

toujours représenter le contréle du comportement des cellules osseuses sur les matériaux a plus
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long terme (prolifération et différenciation), comportement sur lequel les protéines de la matrice
extracellulaire, comme la FN ou VN, jouent un réle prépondéranivo HW TXTLO FRQYLHQ
GIpWXGLHU HQ XWLOLVDQW DXVVL GIDXWUHV WA\SHV FHOO X(

Comme perspective immédiate, une meilleure immobilisatienla ou degprotéine sur la

surface solide doireprésenter un des intéréts majeurs dassprocédés de dépots faudrait
étudieraussila cinétique de libération de la protéine immobilisée a la surface et cosrotela

avec les réponses cellulaires. De plus, un marquage avec des anticorpsonzanxo@st

obligatoire pour réussir a interpréter lesegode signalisation impliquées ddes interactions
cellule-protéines Ainsi, un meilleur controle de la rugosité et/ou de la mouillabilité des surfaces
substrat pourrait fournir unhangementonformatiomd qui DXJPHQWHUDL&WeQd DFFHV V
sequence RGDpour OD |L[D W L &@e®lbus@riHno@ng des traitements chimiquédes

couches ligand interédiaires)et thermiques(par laser opar chauffage classiqueles surfaces

afin G 1R E W Hapbagdapki® étinechimie andliorées capablesle réaliser le compromis entre
OTLPPRELO levraittieR QelaHadhformation de la protéine traasfe De plus, en
appliquantdes masques spécifiques micerngues sur le substral, O HVW SRénvddsOH G TR
microspots de préinesavecdes gométries diverses pour une évaluationparallélecouches vs

microspots

Une autre direction a suivppurrait FRQFHUQHU OD UpDOLVDWLRQ GTXQH FR
SURWPLQH LPSOLTXpH GDQN(omdn§ 0L K \ou RW@) EtHdp@Xines
ostéoinductives (facteursedcroissanceGH OJRIVEORD SSTLQGXLUHIROMJAdERUPD WL
cartilage. Nous propo®ns aussi le dévelopement de la techniguMAPLE versla MAPLE
combinatoire,inspirée de la PLD combinate afin de synthétiser des matériaux organiques
FRPSOH[HV HW LQQRYDQWVY HW GYLGHQWLILHUPouOitthe GRVDJH
application specifique. Dansla MAPLE combinatoire, un faises laser espartagg endeux

faisceaux qui irradient deux matiaux différents (M1 et M2) comme dans la Figure S1. On

obtient ainsi ungradient de compositiomle 100% M1 (par exemple FN ou VI)100% M2

(facteur de croissance) (Figure S2).
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Figure 1S: Schémadela technigueMAPLE combinatoire

Figure 2S: Cartogrgphie du gradient de composition des structudEposées

'"{DXWUH SDUW LO HVW QpFHVVDLUH GH IDYRULVHU OYDGKp
GHV LPSODQWYVY HW HQ PrPH WHPSV GH FRPSUHQGUH OHV P

cellulaireaiF OD WRSRJUDSKLH HW OD FKLPLH GH VXUIDFH YLD O
biomolécules.

Finalement, OTREMHFWLI [GWHUHPSFHURBXYDUW XQH VWUXFWXUH FRPSH
G 1 X@drhk plus sophistiquéepermettante réaliser unednne interface avec le tissu ossetix

de mimer le micoenvironnement cellulaire natif/ LG pH ainside® ¢r&ér une interface
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tissulaire intelligente basée sur des biomatérigugsentantun gradient compositionnel,

structurel et fonctionnel.
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6. ABBREVIATIONS

Symboles et abréviations utilisées
ASB (BSA): Albumine de Sérum Bovitang. Bovine Serum Albuminae)

AFM: Microscopie a Force Atomique

BCA : (Bicinchonique Acid Assay) - dosage colorimétrique des protéines, basé $wide
bicinchonique.

CaP: Phosphates de calcium (ang. Calcium Phosphates)

cFN: fibronectine cellulaire (de la matrice extracellulaire)

DAPI: 4',6' Di Amidinc2-Phényl Indole

DMEM : milieu minimum essentiel de Eaglang.Dulbecco modified Eagle's minimal essential

mediun) : il continentapproximativement qu& UH ITRLV SOXV GeEldeslamwimEPgue HYV HW
dans la formule originale et de deux a quatre fois plus de glucose

DRX: Diffraction de Rayons X

EDS (EDX): Analyse dispersive en énerdang.Energydispersive Xray spectroscopy)

EDTA: Ethylene Diamine Tetraacetic Acid
ELISA: Enzymelinked Immunosorbent Assay
FBS:VpUXP |°W [Qa(bglEeRa‘YhLerte serumn

FITC: Fluorescein isothiocyanate

Fn: Fibronectine

FTIR : Fourier Transform Infrared Spectroscopy

GAG: glycosaminoglycanes

HA : Hydroxyapatite

HOP: Human Osteoprogenitor

IMDM: milieu minimum essentiel dEagle éng.Dulbecco modifiedscoveminimal essential

mediun) : il continentapproximativement qu& UH ITRLV SOXV @GEldeslamwmEPgueHV HW
dans la formule originale et de deux a quatre fois plus de glucose

MAPLE : Matrix Assisted Pulsed Laser Ep@ation

MEB : Microscopie Electronique a Balayage

160



MEC : Matrice Extracellulaire

MTT : Methylthiazoletetrazolium

NaCl : Chlorure de Sodium

OC : Ostéocalcine

PAL : phosphatase alcaline

PBS: Phosphate Buffer Saline

pFN: fibronectine plasmatique (purifi@le plasma sanguin humain
PLD : Pulsed Laser Deposition

RGD: séquence peptidique Argini@ycine-Acide Aspartique
Si: Silicium

Ti: Titane

Tris: TrisHydroxymethylaminomethane

TRITC: TetramethylRhodaminesothiocyanate

UV : ultraviolet

Vn : Vitronectine
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7. ANNEXES

Annexe |: Images de microscopie de fluorescence pour la visualisation du cytosquelette
cellulaire (GHV 1L O D P H Q péivts Gofdk &€ iQcHlve et noyaw®@s HOP ensemenceées

sur HA ASB, FN, VN et Ti Les cellules ont été fixées, permdiaBes et colorées pou@dtine

parla phalloidine conjuguéau TRITC (rouge) epour la vinculinegpar @ufticorps antvinculine
conjuguéauFITC (vert). Les noyausont colorés aDAPI (bleu).

Annexe Il: Articles publiés ou en cours de publications
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