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Préambulegéneral

Lesaléas et les épreuves la vie ont amené I'étre humain & trouver des méthodes toujours plus
efficaces pour remplacer uissu, unmembre ou un organe disparu. Pour pallier les déficiences du
corps humain, l'utilisation de prothéses a été largement exploitée. Les premiciessgsode
membres remontent a I'Antiquité et on les retrouve dans plusieurs textes anciens. Elles ne
comportaient aucune articulation, elles étaient rigides et sculptées dans le bois, n’offrant qu'un support
pour favoriser les déplacements. Dés le °Xdfede, les mains articulées faites de fer forgé
apparaissent. A cette époque, ce sont les horlogers et les serruriers qui se spécialisent dans la
fabrication de prothésest il n'est pas étonnant d’apprendre que le développement de ces nouvelles
prothéses estoncomittant avec le perfectionnement des automatsexemplesnettent en évidence
I'intérét de la forte coopération entre laechnique» et la médecine de I'époquktravers les siécles,
I'association de la technologie et de la médecine ont permis de faire des progrés incontestables, au
point de pouvoir suppléer complétement un organe ou une partie du corps. Les stratégies
thérapeutiques visant a pallier un défiahétionnel ou a remplacer une partie défectueuse du corps
humain s’étendent a d’autres organes, et les matériaux qui les constituent ainsi que les technologies
mises en ceuvre pour les fabriquer sont de plus en plus perfectiBnréstte année olympiquequs
voyons par exemple pour la premiére fois un courewarCRistoriusamputésous les genoux a onze
mois, s’élancer sur la piste de I'épreuve du 400muni de deux prothéses en carhaaex cotés des
coureurs dits yalides».

La mise au point d’unceur artificiel par les équipe du professeur €atier et de la société Carmat
estaussiun exemple retentissant. Ce cceur artificiel, d’'un colt estimé 8QBeuros a débuté les
phases d’essais clinique cette année et permettra peut étre un jour iedés g vivre durablement

sans avoir besoin d’'une greffe.

On peut légitimement se demander si I’'homme pourra un jour étre complétedpamé par la
technologie et quelles exeront les limited.orsqu’il s'agit de réparer des tissless méthodes ledys
courantesactuellesconsistent en des greffes de tissus autologues ou issus de dobhasutsrniéres
stratégies thérapeutiques développées se sont orientées vers I'utilisation de biomatériaux bioactifs,
associant une greffe de cellules et des biopolymeéres servant d’échafaudage pour la confection des
nouveaux tissus in vitro. Ces constructions, associant éléments naturels et artificiels ont donné lieu a
des produits aujourd’hui commercialisés, tels que Apl@yraé I'entreprise Organogenesis, \ante

aux EtatdJnis, qui associe des cellules de peau a une matrice de collageneqoélérer la
régénération de parties de peau endommagées.



Ces stratégies s’étendent aujourd’hui a la recherche sur les thérapies perrebu, organe qui
conserve encore une part d'inconnu, voire de mysédréont la Iésion entraine de lourds handicaps

pour lespatients.

C’est dans ce contexte passionnant que s’inscrivent mes travaux de these, visant a étudier les
interactions entre des matériaux ingénierés et addisles neurales, afin de créer une prothése
cérébrale pour la reconstruction tissulaire. Cette thése, premiére initiative du groupe de recherche
nanobiosystemes du LAAS dans ce domaine, se trouve a la croisée de plusieurs disdglines
physique et laechnologie, la chimie des matériaux, la biologie cellulaire et la neurochirurgie. Ayant
une formation en physique, je me suis captivée pour ce sujet, qui m'a permis de mettre a profit mes
connaissances et compétences en physique au service d’'un projetrtemt des aspects d’études
fondamentales et d’'autres plus applicatifs. J'ai également acquis de nouvelles connaissances et
compétences aupres de partenaires de différents horizons, associés autour de ce projet commun et sans
qui cette thése n’aurait pexister. Ces partenaires sont 'INSERM (unité 825, équipe d’lsabelle
Loubinoux) et le CIRIMAT (équipe d’Emmanuel Flahaut).

Ce manuscriest composé de deux parties, qui peuvent étre abordées de maniére indépendante

- La premiére partie est consacrée a I'étude in vitro des interactions entre des cellules neuronales, et
notamment de cellules souches neurales adultes humaines, et des facteurs physiques et chimiques, aux
échelles micro et nanométriques. Cette partie tdébar une revue détaillée de la biologie du neurone
et de son développement sur une surface. Le lecteur non spécialise di@maine y trouverkes
informations pour une meilleure compréhension des chapitres suivants. Le lecteur biologiste, pourra
s'il le souhaite débuter sa lecture aux chapitres suivants, qui présentent les résultats obtenus.

- La deuxieéme partie de ce manuscrit est de nature plus appliquée et traite de la réalisation d’'une
bioprothésepour le cerveau du murimuis de sn implantationavec I'oljectif de reconstruire une
partie de tissus cérébraux Iésés suite a un traumatisme. Le lecteur davantage intéressé par les issues
applicatives de cette thése pourra se reporter directement a cette deuxiéme partie et y découvrir les

résultats de @s premiers essais in vivo menés chez le rat.



PARTIE 1Etude des interactions entre des
cellules neuronales et des surfaces ingenieréees

aux echelles micro et nanomeétriques.
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Introduction

La cellule, élément unitaire des organismes vivams, un systeme complexe, qui entretient de
nombreuses interactions avec son environnement. Les cellules ont, pour la plupart, besoin de créer des
liens avec un substrat afin de survivre et de se développerfdEnselils quelques types cellulaires
particuliers, comme les globules sanguins ou les spermatozoides, sont capables de survivre dans un
milieu purement liquide. Dans les tissugs cellules adhérent a des protéines de la matrice
extracellul&re (par exerple la laminine) et elles se connectent les unes aux autres afin de constituer
des tissusLe comportement des cellulgsest déterminé. Les cellules n'ytquas de liberté d’action
Elles ne peuvent pas migrer, et elles établissent des contacts qu'a des endroits bien précis. Dans de
telles conditions, la forme et les fonctions qu’elles acquierent sont tres reproductibles d'une cellule a
I'autre, assurant ainsi une cohésion pour former des tissus répondant a une organisation fonctionnelle.
L'acquisition de ces formes et fonctions egiragrammée et les mécanismesis en place pour les
acquérir impliquat une cascade de réactions biologiques. Il est difficile de comprendre ces
mécanismes de maniére générique car ils sont masqués par la multiplicitéechegiomis et par la
variabilité des situations biologiques.

Pour mieux comprendre le fonctionnement des cellules, et également pour mettre en évidence
certaines de leurs capacités invisiblesiin, on les cultive in vitro dans un environnement diffédmt
leur environnement raturel». De nombreux procédés permettent de créer et moduler cet
environnement en fonction des questions biologiques auxqguelles on souhaite répondre. En particulier,
on peut jouer sur les propriétés des surfaces sur lesquelles les caindesultivées. Plusieurs
parametres sont engagés dans le contr6le des interactions entre les cellules et une surface. Parmi ces
parameétres, on trouve la topographie a différentes échelles, y compris nanométrique, et la nature
chimique de la sfmce des substrats. L’élasticité ou la rigidité des surfaces influencent aussi la
capacité des cellules & adhérer, migrer, se multiplier et se développer. D’une maniére globale, la
fonction et la forme des cellules sont le résultat d'un ensemble de sideayses spatial, chimique,
topographique et mécanique. En leur donnant une surface de croissance qui combine de maniére
déterminée et intentionnelle certains de ces signaux, on peut observer certains types de
comportements, voire méme les contrdler. Les techniques de micro et nanofabrication permettent de
fabriquer des surfaces dont on maitrise finement le relief topographique ainsi que les propriétés
chimiques, mécaniques et électriques. L'observation du comportement de cellules cultivées sur ces
surfaces ingénierées est riche d'enseignements et permet de répondre a certaines questions
biologigques. D’'un point de vue applicatif, ces connaissances aménent a sélectionner et a mettre au
point des biomatériaux répondant & des besoins précis, qui peuvent étre par exemple de fournir aux
cellules des surfaces qui soient permissives pour leur développement.

Dans la perspective @ fabriquer une prothése comportant des facteurs topographiques et/ou
chimiques, favorisant I'adhérence et le développement de cellulebeso neuralesjous étudions

dans cette premiere partie manuscrites interactions entre différents types de cellules neurales et
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des surfaces ingénierées aux échelles micro et nanométriqueseRomwus fabriquonsles surfaces
comportantdesindices topographiques et chimiques. Pour créer des surfaces pertinentes en fonction
des questions biologiques auxquelles nous souhaiépmdre, j'ai rapidement acquis de nouvelles
connaissances en biologie, appris a cultiver des cellules neurales ainsenqaalyser leur
comportement.

Dans un premier chapitrepus expliquongjuelques notions élémentaires de biologie, qui aideront
le lecteur non familier avec la biologie cellulaire & comprendre la suite des travaux réalisés. Les deux
chapitres suivantséthillent lesdeux stratégies expérimentales développées afin de woeuprendre
comment des cellules neurales, et des cellules souches adultes en particulier, interagissent avec des

facteurs topographiques et chimiques présents a la surface d’un matériau
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Chapitre 1 —Concepts fondamentaux sur
I'Interaction entre une cellule et une
surface : cas du neurone

Dans ce chapitre, nous proposons en premier lieu une vue d’ensemldensurone et son
fonctionnement Ensuite, nous présentons les éléments clés alegl@ qui nous permettront de
comprendre comment une cellule interagit avec une surface. Puis, nous montrons comment
l'utilisation de surfaces ingénierées a différentes échelles a permis de découvrir de nouveaux
phénoménes sur le comportement des cellldafin, nous exposons les problématiques qui nous ont

particulierement intéressés pendant ces travaux.

1. Informations sur les cellules et leur développement in
vitro

1.1 Le neurone, vue d’ensemble

a. Le neurone, role et morphologie

Depuis le début du XXe siécle (1906) et les travaux du chercheur espagnol Santiago Ramon y
Cajal, on sait que la piece maitresse du systeme nerveux centtal mstirone Cette cellule
spécialisée est apparue tres tot au cours de I'évolution : on ee thex les vers, les insectes ou les
mollusques. Le cerveau humain en comporterait environ cent milliards.

Les neurones organisés en réseaux forment le socle des fonctions motrices, perceptives, émotives ou
cognitives. Ces réseaux sont caractérisés parguande plasticité, ils évoluent constamment. Les
connexions entre neurones peuvent se renforcer ou disparaitre, et de nouvelles connexions peuvent
étre créées. Ce phénomene de plasticité permet notamment I'apprentissage et est a l'origine de la
mémoire.Tout en ayant des spécificités moléculaires, morphologiques et fonctionnelles, les différents
types de cellules nerveuses ont une structure de base semblable a celle des autres cellules. Ce sont des
cellules eucaryotes. Elles comportent un corps cellulamatenant un noyau, un réticulum
endoplasmique, un appareil de golgi, des mitochondries ainsi que les autres organites nécessaires au
fonctionnement d’'une cellule.

La spécificité des cellules nerveuses vient de leur spécialisation pour la communication
intercellulaire. Cette propriété se manifeste dans :

- leur morphologie générafprésence de dendrites et d’un axone)

- la spécialisation de leur membrane pour la signalisation électrique

- la complexité de leurs contacts synaptiques.
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Leur particularité morphologique générale tient aux expansions cellulaires, appelées arborisations
dendritiques (ou arborisations neuritiques dans le cas de neurones en dévelopfemmeste).deux

types de prolongements, les dendrites et I'axone, quinaglissent des réles biologiques différents

(voir Figurela). Lorsque le développement des neurones n’est pas terminé, on ne peut pas distinguer
'axone des dendrites et on parle alors deewrites» et d’arborescence neuritique pour désigner
l'ensemble de ces prolongemen#sutour des corps cellulaires (aussi appelésomas»), ces

prolongements plus ou moins longs s’étendent, leur permettant derster a d’autres neurones.

Les dendrites et le corps cellulaire sont les récepteurs du neurone, ils regoivent et intégrent des signaux
provenant d’autres neurones du réseau. L’axone constitue le pdle émetteur, il transmet le signal depuis
son originesur le corps cellulaire vers les neurones suivants. Le mécanisme par lequel I'axone
transmet un signal est le potentiel d’'action. Il s’agit d’'un signal se propage depuis son lieu
d’origine, le segment initial de I'axone (ou cbne axonique) au niveau du corps cellulaire, jusqu’a
'extrémité de I'axone. Au bout de I'axone, un groupe de contacts synaptiques s’établit avec d’'autres
cellules. La communican entre neurones s’effectue via des synapses, jonctions cellulaires ou le

signal est transmis le plus souvent par voie chimique.

Figure 1 : Schémas illustrant la morphologie des neurones. :aschéma des différentes partie d’'meurone.b :
représentation des différents types de morphologie que peuvent avoir les neurexesnples d’arborisations dendritiques

de neurones que 'on trouve dans différents tissus.
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La gamme des configurations de Il'arborisation neuritique va d’une petite minorité de cellules
compktement dépourvue de dendrifesqu’a des neurones dont I'arborisation neuritique est tres
développée. L&igurelb et c montre des exemples de configurations neuronales. Ainsi, la géométrie
de l'axone et des dendrites différe selon le type de neurones. Il existe par exemple des neurones
multipolaires qui ont un long axone et plusieurs dendrites, des cellules l@potair ont un axone et

un dendrite ou encore des celluleenxT», ou cellules @seudadnipolaires» qui ont un unique
prolongement qui se divise en deux.

Le nombre d’afférences que recoit un neurone donné dépend de la complexité de son arborisation
dendritique. Les cellules nerveuses qui n'ont pas de dendrites ne sont innervées que par un petit
nombre d’'autres neurones, voire par un seul. En revanche, celles dont I'arborisation dendritiqgue est

plus élaborée recoivent une innervation d’un grand nombre de neurones.

b. Les autres typesellulaires du systéme nerveux

Les études histologiques effectuées ati™l8iécle par CajalGolgi, et leurs successeurs ont
montré que le systéme nerveux n'est pas seulement composé de neurones, mais également d’'une
variété d’autres cellules, ditescellules de soutien. Contrairement aux neurones, ces derniéres sont
incapabés d'émettre des signaux électriques. Dans le systéme nerveux central, elles sont
essentiellement des cellules de la névroglie, aussi appelées cellules gliales. Leurs fonctions de soutien
contribuent a maintenir les neurones en |'état d'’émettre des sigiayparticulier, elles participent au
maintien de I'environnement ionique des neurones, a la modulation de fréquence de propagation des
signaux nerveux, a la modulation de I'action synaptiqueG&k cellules servent d’échafaudadans
certains cas du développement ne[2hl

Dans le systeme nerveux central adulte, il y a trois types de cellules gliales qui sont

- les astrocytes ils maintiennent un environnement chimique adéquat pour la production de
signaux nerveux [3]

- les oligodendrocytesils déposent autour de certains axones gaiae de myéline. Il s'agit
d’'une enveloppe riche en lipides, ayant des effets importants sur la vitesse de condymbimtitz|
d’action.

- les cellules de la microglieelles jouent essentiellement le réle d’éboueurs en enlevant les

résidus cellulaires lors d’une Iésion ou du remplacement cellulaire.

‘on entenghar «échdaudage» une structure, qui peut étre de nature biologique (un ensemble de cellules par exemple)
ou de nature synthétique (biomatériau par exemple) qui sert de support pour la croissance de cellules.
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Figure 2 : schéma représentant les morphologies des cellules gliales (astrocytes, oligodendrocytes, cellules de la

microglie).

c. Le cas particulier des cellules souches neurales adultes

Les neurones matures et différenciés ne peuvent pas se diviser. Cela e magnifour autant
gue tous les neurones qui forment le cerveau adulte ont été produits au cours du développement
embryonnaire En effet, dans les années 1980, Fernando Nottebohm et al. mirent en évidence la
production de nouveaux neurones dans le cerveau de canaris ddiiltds]. Ces cellules
nouvellement formées émettent des axones et des dendrites et s’'intégrent dans des circuits synaptiques
fonctionnels. Ce phénoméne a depuis été observé dans le cerveau adulte de souris, de rats, de primates
et de 'hommell s’agit toutefois d’'un phénoméngeu fréquent
Comment le cerveau peilit a I'age adulte, produire de nouveaux neurones si les neurones qu'il
contient ne peuvent pas se divi®eka réponse a été apportée par la découverte de cellules souches
neurales dans lame sous ventriculaire, qui produit les neurones durant le développement du cerveau.
Au début des années 1990, l'isolement et la mise au point de cultures spécifiques de cellules souches
neurales, notamment par la formation d’agrégats cellulaires en suspension (aussi appelés
« neurosphéres) ont représenté une étape importante (&s cultures ont permis de démontrer que
ces cellules posséitnt les propriétés intrinséques des cellules souches, a sévaiapacité de
conserver leur caractére immature au cours des divisions (autorenouvellement) et de générer plusieurs

types de cellules (multipotence).

La différenciation de ces cellulesughes peut ainsi donner, en fonction des signaux auxquels on les

expose, des neurones ou des cellules gliales (astrocytes ou oligodend(eoytegjure 3)
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Figure3 : Image d'une neurosphére (prise au microscope optique a contraste de phase) et des trois types de cellules qu'il est
possible d'obtenir aprés avoir intda différenciation : neurones, astrocytes et oligodendrocytes (images prises au

microscope optique a fluorescend@lapres[7].

Les celluls soucheglu cerveau sont situées dans des niches, des régions qui rassemblent des
conditions trés particuliéres pour leur maintien en vie. Ces niches ont une organisation trés complexe
qui permet aux cellules souches d’interagir avec d’autres types de cellules, vascalagrsmple et
de recevoir des signaux moléculaires précis tels que des facteurs de croissance, des morphogénes ou
encore des facteurs d'adhésion maintenant les cellules dans un état d’immaturité et contrélant leur
entrée en différenciation. Les trois principales niches sont la zonevesatngulaire, la région du
gyrus denté dans I'hippocampe et le canal central de la moelle épiniére [8]

Endehors des niches, il existe un ensemble de cellules dites progénitrices neurales. Contrairement aux
cellules souches, cellesont une capacité de prolifération limitée et peuvent seulement se différencier

en un nombre de types cellulaires restright

1.2 Le cytosquelette, la charpente dynamique des cellules

Les cellules eucaryotes ont des dimensions comprises entre quelques micrométres et plusieurs
dizaines de micrometres. Pour qu'une cellule survive et se développe, des nutriments doivent lui
parvenir depuis I'extérieur a travers la membrane plasmique dété®ts du métabolisme cellulaire
doivent s’en évacuer. Pour rendre ces échanges possibles, les membranes sont percées de canaux et de
pompes ioniques trés sélectifs. D’autres molécules de la membrane servent de capteur et permettent a
la cellule de recenir et d’émettre des signaux avec son environnement.

Les cellules eucaryotes sont capables de prendre différentes formes, d’organiser leurs composants

et de réagir a I'environnement. Cette derniére capacité nous a particulierement intéressés au cours de
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ces travaux de these. Cette faculté met en jeu le cytosquedietta cellule, un réseau de filaments
protéiques structurant qui s’étend a travers le cytoplasme.
Le cytosquelette est une structure tres dynamique qui est continuellement réorganisée au fur et a
mesure qu’une cellule change de forme, adhére, migre, se divise et répond a son environnement. Il est
construit a partir de trois types de filaments protéiques filaments intermédiaires, les microtubules
et les filaments d’actine. Chaque type itgnfient a des propriétés mécaniques spécifiques.

Dans les paragraphes suivants, nous décrivons la structure et la fonction des trois types de
filaments afin de comprendre comment une cellule se développe sur une surface et se déplace. Nous

montrons ensuit comment ces filaments sont organisés dans le cas particulier du neurone.

a. Les filaments intermédiaires

Les filaments intermédiaires peuvent étre comparés a des dwaiesigure 4). lls mesurent
10nm de diametre et sont constitués de nombreux brins torsadés entre eux, ce qui leur donne une
grande résistance a la tractidls. sont répartis un peu partout dans la ¢ellroir Figure4a). Leur
principale fonction est de permettre aux cellules de résister aux contraintes mécaniques, notamment de
traction, auxquelleslles sont soumises. En s’étirant et en distribuant localement les effets des forces
appliquées, ils empéchent les cellules de se déchirer [10
On trouve des filaments intermédiaires dans le cytoplasme de presque toutes les cellules. On les
regroupe en trois catégories

- les filaments de kératine dans les cellules épithéliales

- les filaments de vimentine que I'on trouve notamment demtissus conjonctifs

- les neurofilaments dans les cellules nerveuses

Chaque type cellulaire ne semble posséder qu’un type de filament intermédiaire cytoplasmique.

Figure4 : a. Représentation dd#aments intermédiaires dans une cellule. Hmage prise au microscope électronique en
transmission d’un filament intermédiaire.Image prise au microscope optique en fluorescence d’un filament intermédiaire
et schématisation de sa formelrdage prise au microscope a fluaresce d’'une cellulde lignéeBPAE (Bovine Pulmonary
Artery Endothelial cell) (marquage avec un anticorps primairevangntine et anticorps secondaire fluorescent Alexa
568nm bley. L'appareil de Golgi a été marqué avec un anticorps primaireGRRIL® couplé a un anticorps secondaire

fluorescent (Alexa 488nm, vert). Le noyau apparait en rouge. D'Hes
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b. Microtubules

Dans toutes les cellules, les microtubules ont un réle d’organisateur. Ce sont de longs tubes de
protéines, qui peuvent rapidement se dissocier & un endroit et se réassocier a un autre. lls ont un
diameétre de 24nm et sont les filaments les plus rigideytdsquelette (voir Figurg). lls sont formés
de diméres de tubuline HW
Les microtubules se développent a partir d’'une petite structure située prés du centre de la cellule et
appelée centrosomevdir Figure 58). En s’étendant vers la périphérie de la cellule, ils créent a
l'intérieur de celleei un systéeme de rails le long duquel les vésicules, les organites et d'autres
composants peuvent se déplacer. Le microtubule comporte une polarité structureliedicdegtie sa
structure a une direction définie. Cette polarité permet de définir la direction du transport
intracellulaire[12].

Les microtulnles en croissance font preuve d'une grande instabilité dynamique. lls subissent ainsi
continuellement des remaniements rapides, fondamentaux pour leur fonction. Dans une cellule, le
centrosome envoie constamment de nouveaux microtubules dans touteseddisndi puis les
rétractent, comme pour explorer I'espace. Cependant, si I'extrémité d’'un microtubule sortant du
centrosome est stabilisée de fagcon permanente en se fixant a une autre molécule ou structure cellulaire,
il ne pourra pas se rétracter. Cedtabilisation sélective conduit & une réorientation de I'ensemble des

microtubules et transforme la cellule en une cellule fortement polarisée.

Figure5 : a. Représentation demicrotubules dans une cellule. Hmage prise au microscope électronique en transmission

d’un microtubule c. Image prise au microscope optique en fluorescence d'un microtebstdiématisation de sa fornae.

Image prise au microscope a fluorescence d’'une cellule embryonnaire de(s@migsage avec un anticorps primaire
spécifiqgue de la tubuline alpha et anticorps secondaire fluorescent Alexa 488nm, vert). Le noyau de la cellule apparait en

rouge D’apres[13].
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c. Filaments d’actine

On trouve des filaments d’actine dans toutes les cellules eucaryotes, ils jouent un role essentiel
dans de nombreux mouvements, particulierement ceux qui impliqguent la surface cellulaire. Sans
filaments d’actine, une cellule ne pourrait par exemple pas ramper sur une surface. Les filaments
d’actine sont fins (diamétre d’environ 7nm) et flexiblesii Figure6). lls se trouvent essentiellement
a la périphérie desellules (voir Figure 6a). Commeun microtubule, un filament d’actine a une
polarité structurale. Un filament d’actine est instable par nature, il peut se dissocier & partir de ses deux
extrémités. Cette capacité a s’assembler et a se désasseshhiécessaire a de nombreuses fonctions
remplies par les filaments d’actine, comme pour la locomotion cellulaire. Nous reviendrons sur ce

point plus spécifiguement dans le paragraphe 1.3.

Figure 6 : a. Représentation des filaments d’actindans une cellule. blmage prise au microscope électronique en
transmission d’'un filament d’actine. Image prise au microscope optique en fluorescence d'un filament d’'atine
schématisation de sa formé. Image prise au microscope a fluorescence d’'une cellule épithél@imjuage avec un
anticorps primairspécifique de I'actine et anticorps secondaire fluorescent Alexa 546nm,.Diegegs[14].

Les filaments d’'actine peuvent adopter différentes configurations, comme illustré Figula 7 :
filopode, lamellipode ou fibre de stress.

- Les filopodes sont des extensions fines et rigides. lls permettent a la cellule de sonder son
environnement local. En particulier, I'extrémité d’'un axone, appelé cone de croissance, envoie des
filopodes pour tester son environnement et détecter la voie lpngpEe a son développement (voir
paragraphe suivant pour plus de détails sur cette structure).

- Les lamellipodessont larges et plats, semblables a de finsllets. lls donnent la direction du
mouvement de la cellule.

- Les fibres de stresssont des amas épais de filaments d’actine. Elles servent notamment a la

contraction cellulaire.
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Figure7 : Organisation des filaments d’actine dans une cellule fibroblastique de coeur de poussin.

d. Le cytosquelette du neurone

Les neurones sont des cellules eucaryotes qui étendent de longs prolongements podes:tablir
connexions dans le systeme nerveux. Ce sont des cellules fortetagiséps.
Comme les autres cellules, les neurones ont un cytosquelette gussistomposé des trois polymeéres
suivants: les microtubules, les filaments intermédiaires, les filaments d’gcigpectivement en vert,
violet et rouge sur I&igure 8)

- Les filaments intermédiaires se trouvent en grande quantité sur toute la longueur des
neurites &xones et dendrites). lls apportent un renforcenr@etne a ces extensions cellulaires
longues et fines. Dans les neurones, les filaments intermédiaires sont nommés « neurofilaments ».
Dans les cellules gliales, les filaments intermédiaires sont constitués de la protéine GFAP (glial
fibrillary acidic prdein)’.

- Dans le neurone, les microtubulege I'axone (pble émetteur) pointent dans la méme
direction. lls servent de rails pour le transport de molécules synthétisées dans le corps cellulaire
nécessaires au hiveau de I'extrémité de I'axone et notanpoante fonctionnement synaptique.

- L' actine s’organise plut6t a la périphérie des neurones, en réseau. A I'extrémité du cone de
croissance, I'actine forme des filopodes, tres dynamiduessboutons synaptiques (voir schérdast
g Figure 8) contiennentégalementun réseau d’actine dense auquel sont ancrées les vésicules de

neurotransmetteurs.

2 Le marquage en fluorescence spécifique des ces deux types distincts de filaments intermédiaires permet de distinguer
les neurones des cellules gliales (astrocytes notamment).
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Figure 8 : Constitution et organisation du cytosquelette des neurones. @omme les autres cellules, les neurones ont un
cytosquelette composé daécmotubules (représentés ver), de filaments intermédiaires (représentés en violet), de filaments
d’actine (représntés en rouge). lmage optique en fluorescence du cone de croissance d’'un neurone, qui migre en réponse a
des indices chimiques pendant le développement du systéme nerveux. Les microtubules (marqués en vert) émanent de
'axone et le réseau de filaments d'actimearquée en rougdprme une structure en forme de feuillet, comportant des
filopodes en extension a son extrémité. Barre d’échelle = 20ppesadendrites et 'axone sont composés de microtubules,

de neurofilamentd. Le cone de croissance coanfe des filaments d’actine en réseau et des filaments d’actine organisés en
filopodes, fines protrusions se trouvant a I'extrémité du cone de croissahes.microtubules sont composés de dimeéres de
tubuline, torsadés entre eux, formant un tublee$neurofilaments sont flexibles et étendent de courts bras qui repoussent les
autres neurofilaments. ilaments d’'actine. lls sont organisés en réseaux brartpésivant aduter différentes géometries.
D’aprés[15].

1.3. Les mécanismes d’adhésion, de migration et de développement
in vitro des cellules et du neurone en particulier

a. Les interactions entre les cellules et leur environnement

Une cellule est exposée dans son environnement a des centaines de molécules de signalisation
différentes. Cellesi peuvent étre libres dans le milieu extracellulaire, faire partie de la matrice
extracellulaire, qui joue le role d’échafaudage (de support) pour les cellules et les composants
primaires extracellulaires des tissus, ou bien encore elles peuvent étre liées a la surface de cellules
voisines. Les cellules sont capables de détecter et de répondre a une pléthore de ces signaux, qui sont
biochimiqueset biophysiques, sur une grande échelle de longueur. Les interactions avec |'extérieur
générent des signaux essentiels pour la réalisation de nombreuses fonctions cellulaires telles que la

migration, la prolifération, la différenciation ou la mort prognaée (appelée apoptose).
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L’information a laquelle les cellules réagissent peut se présenter sous différentes formes, et la
communication (ou l'interaction) commence souvent par la transformation des signaux d’'une forme en
une autre. Par exemple, des indicegcaniques sont transformés par la cellule en indices
biochimiques. De nombreux signaux extracellulaires agissent par l'intermédiaire de récepteurs
membranairessitués sur la surface de la cellule, ce qui aboutit a un changement de comportement de
la celule. Le récepteur accomplit la premiére étape de la transduction du:sidibain signal externe
et en réponse, le transforme en signal interne. Cela implique une cascade de réactions a l'intérieur de
la cellule. Le message passe d'une molécule dmalssgtion intracellulaire a une autre, chacune
activant ou engendrant la molécule de signalisation suivante, jusqu’a ce gu'une enzyme du
métabolisme soit mise en action, amenant par exemple a ce que le cytosquelette soit déformé ou a ce
gu’'un géne soit divé. Par cette série de mécanismes, on dit que la cellofpond » a son

environnement[14].

f Communication entre les cellules
Dans leorganismes mukcellulaires, le systéeme de communication entre cellules le plus courant

consiste a envoyer des signaux dans tout le corps, en les sécrétant dans le courant sanguin.

Il existe n autre procédé deommunication intecellulaire,dit de «signalisation paracrine». Dans

ce cas, les molécules de signalisatiéorétées par les cellules n'entrent pas dans le courant sanguin
mais diffusent localementa travers le milieu extracellulaire, restant au voisinage des cellules qui les
ont sécrétées. Elles agissent comme des médiateurs locaux sur les cellules voisines et influencent leur
comportement [14]

Cette signalisation joue un réle important pour la cellule. En effet, il ne suffit pas qu’une cellule ait des
aliments pour qu'elle se diviseramdisse ou méme mive. Il faut aussiqu’elle regoivedes signaux
chimiques d’autres cellules, le plus souvent de ses voisines. La plupart des molécules de signalisation
extracellulaire qui influencent la division, la croissance et la survie cellulaires sont des protéines
solubles dans I'environnement extracellulaire sécrétées par d’autres cellules, ou des protéines liées a la
membrane d’autres cellules ou a la matrice extracellulaire. Parmi les protéines qui agissent comme des
signaux favorisanta vie des cellules, on tmee les facteurs de survigui inhibent essentiellement

I'apoptoseetles facteurs de croissancgiyi stimulent la croissance cellulaire

f Perception des propriétés mécangde I'environnement des cellules
Les cellules du corps sont soumises g@rmanence a des contraintes (pression sanguine,

contraintes liées aux mouvements). Cetliegarient de quelques Pascals (contraintesisillement a

la paroi vasculaire) au mégrascal (contrainte sur le cartilage de la hanche). Ces contraintes sont
susceptiblesl'influencer les propriétés de la cellule (physiologie, synthése, expression de genes...) au
méme titre que les modifications biochimiques.

Si les effets biologiques des contraintes mécaniques sont relativement bien léécritécanismes

expliquant ces phénoménes restent mal connus. En effet, les effets constatés ne sont pas toujours les
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mémes d’'un type cellulaire & un autre. Il est cependant admis que le phénoméne de réponse a des
contraintes mécaniques se déroulent eraBe&16], [17]:

- la mécanointégration des signaux physiques externes. Cela peut induire des modifications
de la conformation des récepteurs membranaires, initier ou inhiber I'adhérence de la cellule, modifier
les tensions internes du cytosquelette de la cellule.

- la mécanotransduction : les forces externes a la cellule se propagent et ont une influence
sur des structures spécifiques. Le signal mécanique est traduit en signal physiologique a l'intérieur de
la cellule. La structuration et l'orientation du cytosquelettefonction de contraintes mécaniques
externes ont été mises en évidence. L'existence de récepteurs aéasites est aussi un exemple
qui montre que les forces externes sont traduites a I'intérieur de la cellule.

- la réponse cellulaire,commepar exemple la régulation d’'un géne, la libération de facteurs

autocrined ou paracrines, I'expression de récepteurs spécifiques.

b. L'adhérence cellulaire

La majorité des cellules sont des cellules qui doivent s’ancrer et qui nécessitent d'adhérer soit a la
matrice extracellulaifesoit & d’autres cellules [18JPour adhérer, les cellules sont équipées de
récepteurs d’adhésion. Ce sont deg@nes transmembranaires qui lient le milieu egetulaire au
cytosquelette.

La famille des «adhérines est impliquée dans les adhésions entre celluks «intégrines»
sont un autre type de récepteurs membranaires d’adhésion, impliquées dans le cmmibalet «
matrice extracellulaire »[19], [20]. lls font notamment partie du complexe supraéculaire appelé
adhésion focale. Ces sites adhésifs localisés permettent I'équilibre mécanique entre les forces de
contact issues du milieu extracellulaire et les forcegmges par les cellules. Les intégrines réagissent
aux signaux mécaniques et chimiques, provenant de l'intérieur ou de I'extérieur de la cellule, qui leur
commandent de maintenir lsdiaisors & d’autres molécules ou au contraire de les 18@1dy [22],

[23]. Les intégrines créent des liens et puis les suppriment lorsque la cellule se déplace (voir
paragraphe suivaj.

Afin d'étudier le comportement des cellules, et en apprendre davantage sur leur mode de
fonctionnement, les cellules sont cultivées in vitro, sur des surfaces. In vitro, avant I'attachement des
cellules a la surface, une couche interfaciale de protéinde biomolécules du milieu de culture se
forme par adsorption sur la surface et cela influence 'attachement des celluld3e[24is, omme
nous l'avons expliqué précédemment, les propriétés physiques et chimiques de la surface peuvent
modifier le développement des cellules. Nous verrons par la suite que l'utilisation de surfaces ayant

des propriétés déterminées a permis de mieux décrire et comprendre le fonctionnement des cellules.

3 Signalisation autocrineen réponse a des facteurs sécrétés par la cellule elle-méme

4 La matrice extracellulaire est un réseau complexe de polysaccharides ou de protéines (par exemple le collagéne)
sécrétés par les cellules. C'est une composante structurale des tissus qui influence aussi leur développement et leur
physiologie.Elle donne par exemple la force aux tissus de soutien comme les os. Les cellules peuvent étre reliées entre elles
par l'intermédiaire de la matrice extracellulaire ou bien s’attacher I'une a 'autre directement.
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c. La migration cellulaire

La migration cellulaire est une fonction biologique fondamentale car elle est impliquée dans un
grand nombre de processus, autant physiologiques (embryogénése, réponse immunitaire ou encore
cicatrisation) que pathologiques (cancer, arthrose, ostéop{ée)

De nombreuses cellules migrent en rampant sur une sy#@Leselon un procédé qui comporte
qguatrephases\oir Figure9):

a. La cellle émet des extensions vers sofront», ces extensions sont les lamellipodes. La
polymérisation de I'actine au niveau du front pousse la membrane plasmique vers l'avant (il se crée
ainsi une protrusion) puis de nouvelles régions d’actine sont formées (au niveau du front de poussée).
De nombreuses cellules émettent aussi des filopodes, notamment au bout du lamellipode

b. Quand les lamellipodes et les filopodes atteignent une partie de surface favorable, ils s’y
attachent et y adhérent, puis, grace aux protéines transmembranaiégrires>, de nouveaux
points d’ancrage sont créés entre les filaments d’actine et la surface.

c. Le reste de la cellule se tire vers I'avant en s’appuyant sur ces points d’ancrage. Une contraction
a l'arriere de la cellule pousse le corps cellulaire vers I'avant. De nouveaux points d’ancrage sont créés
a l'avant, et les anciens a l'arriere de la cellule sont libérés au fur et & mesure que la cellule rampe.

Pour tirer son corpgellulaire en avant, la celluletilise des contractions internes. Ces
contractions dépendent de I'met et de son interaction aveesdprotéines motrices, appelée myosines.

Les myosines utilisei¥nergie d’hydrolyse de I'ATP pour se déplacer le long des filaments d'actine.
Elles servent ent autres a faire glisser des filaments d’'actine adjacents les udegsais les autres,
créant ainsi une contraction. Il a été montré que les myosines peuvent développer une force de 1.3 a
3.7pN[27], ce qui est environ un ordre de grandeur inférieur a la force développée par un filopode en
migration (19pN) [28]

d. Un nouveau lamellipode $ermea I'avant de la cellule et le méme cycle se répete, déplacant la

cellule vers I'avant.
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Figure 9: Principales étapes de la migration d'une cellule sur une surface. La cellule émet des extensions d’'actine
appelées lamellipodes. horsque la surfacest jugée ¢avorable» pour I'adhésion par la cellule, des points d'ancrage se
créent au niveau du lamellipode.Le reste de la cellule se tire vers I'avant, a partir de ces points d’'ancrage. Les anciens
points d'ancrage a l'arriere de la cellule sont libérés et la cellule rampe vers I'aviantcallule émet un nouveau filopode

et le cycle recommence, permettant le déplacement progressif de la cellule. Schéma d’apres [29]

d. Théorie de la tenségrité

Comme nous venons de voir a travers les exemples du phénomene d’adhérence et de migration
cellulaire, le cytosquelette joue un réle essentiel dans I'action et la réaction de la visHasés des
stimuli mécaniques externes. Plusieurs équipes de chercheurs ont développé des modéles pour décrire
comment le cytosquelette agit pour traduire les stimuli mécaniques de I'environnement cellulaire. La
théorie la plus souvent retenue estecdl la tenségrité. Le modeéle de la tenségrité explique comment
la structure du cytosquelette cellulaire est modifiée géométriquement par les forces transmises a
travers la surface de la cellule. Ingber propose un modéle ou les microfilaments et lasboiesot
forment une structure detenségrité Sdans la cellule, les microtubules travaillant en compression et

les microfilaments étant en tensi@9], [31].

5 Le mot tenségrité vient de la contraction deersile integrity». Il est utilisé & I'origine en architecture, pour décrire la

capacité d’'une structure a se stabiliser par le jeu des forces de tension et de conguiesgiogpartissent et s'y équilibrent.

Les structures établies par la tenségrité sont donc stabilisées, non par la résistance de chacun de leurs constituants, mais par la
répartition et I'équilibre des contraintes mécaniques dans la totalité de farstruc
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Cette théorie est importante, car en effet, on sait qu'un grand nombre d'enzymes et d'autres
substances commandant la syntheése des protéines, la conversion de I'énergie et la croissance sont
solidaires du cytosquelette et donc une modification des caractéristiques géométriques et mécaniques
du cytosquelette aura une influence sur les réactions biochimiques, modgigémks activés, et donc

les protéines fabriquées par la cellule.

e. Le développement du neurone

Nous décrivons ici le développement d’'un neurone mis en culture in vitro, a partir de neurones
primaire$. Les phases du développement sont semblablesgsocultures de lignées neuronales.
Cellesei ont été bien décrites, notamment lors d’études menées sur des neurones d’hippocampe de
rats [33, [33].
La Figure 10 présente la morphologie du neurone en développement. Au départ, les cellules sont
plutbt sphériques. Quelques heures aprés avoir déposeé les cellules en culture sur des surfaces (boite de
pétri, lamelle de verre), celles-développent des lamellipodes tautour de leur corps cellulaire
(phase 1).
La dynamique de l'actine joue un rdle crucial dans le développement du neurone et de ses neurites
[34]. Certains lamellipodes vont subsister et se renforcer, d’autres vont subir des effondrements, leur
croissance va s'arréter et ils se rétractent. Les lamellipodes qui au contraire sont maintenus vont étre
consolidés, et deviennent les cones dissance des jeunes neuritphdse 2 Les causes de ces
effondrements ou au contraire renforcement sont complexes et multiples. Des molécules tfophiques
qui facilitent la subsistance des cellules sont mises en jeu. Au cours de ce stade de déveldppement
molécules trophiques influencent aussi la survie et la différenciation des cdMada. suite, aucun
nouveau lamellipode ne s’étendra. Le nombre de neurites restera le méme dans les phases de
développement suivantes.
Puis, progressivement, lasurites se développent. Parmi eux, un neurite va se développer plus vite. A
partir de ce stade, on dit que le neurone est polgise 3) Ce neurite constituera plus tdiakone
du neurone et on parle de polarisation axonale.
Quelques jours plus @y les neurites se différencient en dendrites ou en axone. A celatade,
population de neurones adultes est mise en place et les signaux trophiques régissent maintenant la
formation des connexions nerveuses et tout particulierement I'étendue des @vheraabnales et
dendritiques ghase 4. Le stade dans lequel les neurones sont capables d’établir des connexions

fonctionnelles entre eux n'arrive que quelques jours plus tard (10 a 12 hasg ().

5 0n appelle cellule primaire une cellule qui provient directement de tissus d’une biopsie ou d’un prélévement.
" Les facteurs trophiques (du grec trophé&, nourriture) sont des molécules qui régulent la survie, la croissance et la
différenciation des cellules.
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Figure 10 : Schématisation des étapes du développement d’'un neurone in vitth.Au début, la cellule est sphérique et
émet des lamellipodes dans toutes les directior@eains lamellipodes sont inhibés et d’autres se développent, donnant des
neurites.3. Un neurte se développe plus vite et sera le futur axonked.neurites se spécialisent et deviennent soit des
neurites, soit un axoné&. Le neurone devient mature au bale plusieurs jours. Les épines dendritiques apparaissent.
D’apres|[8].

f Le cOne de croissance, une structure exploratrice
Le cOne de croissance est une structure particuliere qued’touve quedans les neurones et

plus particulierement a I'extrémité de I'axone en développement. Il a globalement le méme réle que le
lamelipode des neurites en formatithns’agit d’une structure extrémement mobile qui explore
I'environnement extracellulaire, en fonction duquetldfinit la direction de croissance iktguide

ensuite I'allongement de I'axone dans cette direction. Il comporte également de fins prolongements
(lesfilopodes).Ces filopodes seofment etse rétractentomme des doigts quesdéploieraient pour

aller sonder leur environnement. Ainsi, le cdne de croissance cherche activement les indices
susceptibles de guider les étapes suivantes de la croissance de I'axone.

Lesforces mises en jeu par les filopodes d'un céne de croissance sont de I'ordre de 3pN lorsqu'il est
en croissance et de 100pN lorsqu’il adhére a une surface[38%] Pour d’autres types cellulaires,
comme les fibroblastes ou les cellules épithéliales, ces forces sont 1 a 2 ordres de grandeurs plus

grandes.

Figurel11l: Structure du céne de croissance d’un neuron&. schéma du neurone. &chéma du cone de croissance, de son

lamellipode et des filopodes, finextensions d’actine. amage en fluorescence du céne de croissance.
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Le comportement complexe du céne de croissance durant I'allongement de I'axone suggere la
présence d’indices spécifiqude différentes natures (chimiques, mécaniquesguisant le cone de
croissance a se déplacer dans telle ou telle dird@®n[38], [39] (voir Figure12 et Figure13). Ces
indices comprennent un grand nombre de molécules intenvdaas les contacts de cell@eellule
et de la motilité. On peut par exemple citer le groupe dalgéaules d’adhérence cellulairElles
constituent un excellent substrat pour les cénes de croissance. Les plus notables sont les laminines, les
collagens et la fibronectine. Les intéiges, qui sont des récepteurs d’adhésion (que nous avons déja
décrts au paragraphd..3b que I'on retrouve sur les cbnes de croissance se lient spécifiquement a ces
molécules. Cemolécules ont largement été utilisées pour orienter in vitro la croissance des neurites
et des axonefl0], en les déposant sélectivement a certains endroits d'une surface, en utilisant la

technique de microontactprinting notamment(Voir paragraph@).

Figure12 : Schéma illustrant les étapes qui déterminent le comportement du cone de croissance en fonction de la

perception d'indices externes.

Figure13: Schémas représentant le comportement du cdne de croissance en fonction de facteurs externes. A. Structure
du cone de croissand®. Réorientation du cdne de croissance en présence de facteurs répuR#ésrientation du cone de

croissance en présence de facteurs attractifs. D'ffitps
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2. La croissance du neurone sur une surface ingénieree

En biologie, de nombreux composants de I'environnement cellulaire et de la celluteéeite
présentent des dimensions couvrant les échelles micro et nanométriques. Par exemple, le diametre
d'une fibre de collagéne est de -@m et la longueur des dealles est comprise entre 1 et 100um.

Ainsi, il est apparu pertinent d’'intégrer des facteurs aux échelles micrométrique et nanométriques sur
les surfaces servant de supports de culture aux cedifited’étudier les interactions cellule/surface.
Depuis unevingtaine dannées, les techniques de miahkwication se sont développées et
perfectionnéesElles sont devenues de plus en plus performantes aftréde des surfaces aux
géomeétries micro et nanométriques bien définies pesr utilisations en interaction avec le vivant

[42], [43], [44].

Les surfaces ingénierées ont montré leur intérét pour trois types d’utilisation

- en imposant aux cellules des conditions précises et reproductibles, elles ont permis de mieux

comprendre certains phénomeénes fondamentaux du fonctionnement des cellules.

Par exemple, la technique de lithographie douoaicko-contact printing> [45] est couramment
employé pour créer des micspatrons adhésifs pour les cellules [48]7]. Elle pemet de créer des
motifs «chimiques» en deux dimensions, avec des molécules issues le plus tsdeven matrice
extracellulaireLa variation de la géométrie et de la surface de ces 1patrons a permis de moduler

le comportement cellulaire [48fle mieux le décrire et de mieux comprendre le fonctionnement et la
migration des cellulept9], [50] ou encore a aidé a réaliser des modéles prédictifs du comportement
cellulaire [51]. Il est méme possible d'acheter directement des surfaces comportant des micromotifs

afin de réaliser des expériences de culture cellulaire [52]

- I'utilisation de surfaces ingénierées rend possible le contrdle de la localisation des cellules en
croissance, de leur nombre et aussi de leur forme, permettant ainsi de les intégrer a des systémes plus

complexes, comme par exemple des puces électroniques.

Par exemple, I'équipe de Peter Fromherz a créé une microtopographie sur des puces comportant des
transistors. Cette topographie joue un réle dages » pour des neurones qui sont mis en culture sur

les puces afin de maintenir en place les corps celiglaies neurones au dessus des composants actifs

de la pucg53].

- I'ingénierie de surface est aussi utilisée pour améliorer les performances de biomatériaux, qui

peuvent étre implantés in vivo [5455].

Par exemple, McKenzie et al ont montré que la nanostructuration de la surface de polymeres
composites a pour effet de diminuer la formation de la cicatrice gliale qui se développe habituellement
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autour detels matériaux lorsqu’ils sont insérés dans des tissus cérébraux. En effet, ils ont montré que

'adhésion des astrocytes pouvait étre diminuée grace a cette ingénierie d’échelle nanoiélrique

De nombreuses technigues ont été et sont mises en ceuvre pour fournir aux cellules des surfaces de
croissance ingénierées. L'ingénierie de surface développée peut comporter des indices desdifféren

natures : chimique, physique, biologique ou encore une combinaison des trQi§g8j/]59].

Dans ces travaux de thése, nous nous sommes intéressés spécifiguement aux interactions entre des
cellules neuronales et des facteurs physiques topographiques. Toutefois, il convient de garder a I'esprit
qgue les facteurs physiques sont souvent associés a des facteurs chimiques, méme si cela n'est pas
toujoursapparentEn effet, par exemple, le milieu de culture des cellules comporte une multitude de
molécules, qui interagissent avec la surface. De plus, la plupart du temps, les surfaces sont recouvertes
de protéines de la matrice extracellulaire pour favoriser I'adhérence des cellules. Ainsi, la surface qui

comporte des facteurs physiques comporte aossient des facteurs chimiques.

Le fait que les cellules répondent a des facteurs physiques dmiétannement a été observé par de
nombreuses équipes de recherche. Déja en 1912, Harison dbgaevdorsque les cellules étaient
mises en culture sur une toile d’araignée, callemdaptaient lewrformes et leursnouvemerg en

fonction de la géométei de la toile d’araignée. Il montrait ainsi que le matériau solide sur lequel
poussaient les cellules avait une grande influence sur la morphogénese et le mouvement des cellules
[60]. En 1945, Paul Weiss, de l'université de Chicago, décrivait qugualage par contastest une
méthode basique que les cellules utilisent pout migrer de leur point de départ (leur source), jusqu’a
leur desnation[61]. Quelques années plus tard, en 1964, Curtis et Varde de I'université de Glasgow
ont utilisé la topographie pour contrbler le comportement cellulaire [B2]L987, dans cette méme
université, le professeur CWilkinson a l'idée d'utiliser la photolithographie pouwcréer des
microsillons sur des surfaces de plastiqgue et filise la croissance de fibroblastes sur cette
topographid63], [64].

Tous &s travaux démontrent I'existence d'interactions entre la topographie et les cellules et que le
phénoméne de guidage par contact peut avoir aussi un effet sur I'adhésion, la morphologie, la
migration et la différenciation des cellules [6%}epuis, ce phénomene a été largement repris et
analysé de maniere plus détaillée par la communauté scientifiqpeeditférentsarticles font toujours

référenced degjuestions d’interactions entre la topographie et les cellules.

Cependant, prés de 50 ans aprés ces premiers articles, un certain nombre de questions restent toujours

ouvertes, notamment en raison de la grande variabilité des réponsedresliul

Dans cette partie d’étude bibliographique, nous nous intéressons prioritairement aux résultats obtenus
avec des cellules neuronales. Néanmoins, noésns aussi intérét & des recherches qui ont été
effectuées sur d’autres types cellulaires aBnpdendre en compte la complexité et la variabilité des

réactions biologiques.

32



De nombreux travauxdocumententles effets de substrats comportant une microtopographie, et
relévent I'importance des dimensions de la topographie et des revétements des surfaces réalisés avant
la mise en culture des cellules. Ces étugleséressent notamment au comportement de cellules qui
n’étendent pas de prolongements, comme les fibroblastes ou les ostéoblastes mais qui fournissent une
réponse de la cellule dans sa gldigaliCes travaux ont pu montrer que généralement ces cellules

s’alignent selon I'axe des motifs géométriques de la surface du substrat.

Dans les paragraphes suivants, nous allons voir que la réponse des neurones a la topographie apparait
plus complexe queetle-ci. Nous avons vu au paragraphe 1 que les neurones sont des cellules
particulieres qui étendent de longs prolongements, les neurites, depuis le corps cellulaire et aussi que
les neurones sont par essence des cellules qui communiquent entre ellas, Becprps cellulaire et

les neurites n'ont pas forcément le méme comportement. Ces spécificités laissent d'ores et déja
envisager que les neurones, ne vont pas réagir comme les autres types cellulairesayraphie de

surface.

2.1 Interactions entre les neurones et la micro topographie

Dans le systeme nerveux aussi bien en développement que mature, les neurones ont une grande
capacité a explorer leur environnement et a répondre a ses caractéristiques. Cette faculté est possible

grace notamment au céne de croissance, que nous avongldéstiés paragraphes précédents.

Face a la multitude de travaux mengsr les interactions entre les neurones et des indices
microtopographiquesnous avons souhaité ici nous concentrer essentiellemedéstiravaux menés

en utilisant des surfaces quamportent des topographies anisotropes, avec une forte directionnalité.

En effet, certainement en raison de l'importance de guider la croissance des neurones pour des
stratégies de réparation de moelle épiniére ou de nerfs périphérigues endommagss] norgbre

de recherches s’est intéressé a cultiver des neurones sur des substrats comportant des microsillons
linéaires, qui présentent une forte anisotropie. Ces structures alternent des zones que I'on appellera des

« plateaux » qui sont en relief, avec des zones en creux, que I'on appellesilides x.

En plus du guidage de la croissance des cellules neuronales dans une direction établie, un grand
nombre d'autres effets a été montré, comme par exemple la diminution de I'architecture neuritique, un
nombre réduit de neurites, une longueur de neurites augmentée, et une polarisation accrue en fonction
des différents paramétres géométriques des strucfmas.qualifier la réaction des cellules a ces
structures, les neurites ont principalement été gbsePour celde développement des neurites a été

étudiéen considérariescritéres suivants

le nombre de cellules développant des neurites ou des dg86hg§7]

le nombre moyen de neurites par cellule [68]
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la longueur moyenne des neurites d’'une cellule, [69]bien la longueur du plus grand neurite

ou axone [67pu bien encore la longueur totale des neufit@p

Toutes ces études laissent penser que I'on pourrait, grace a la conception d’'un substrat approprié,

influencer voire prédire leur développement.
a. Lamicrotopographie affecte l@hésion et la morphologie cellulaires

Parce que la morphologie est étroitement liée a la fonction, la détermination de I'effet de I'ingénierie
de surface sur la croissance et la morphologie cellulaires indique I'efficaciténdidmiau et de sa

géomeétrie pour promouvoir une réponse spécifique ou désirée.

Pour qualifier l'orientation des neurites, l'alignement de ces derniers avec la direction de la

topographie est observé et quantifié. La encore, les méthodes d’analysesstiigéariables

Miller et al par exemple ont simplement fait une analyse binaire des neuslighé» ou
«nonaligné» [59].

Sorensen et al ont préseat® observateurs volontaires des images optiques de neurites ayant
poussé sur des substrats comportant des microsillons &3 observateurs ont noté
I'alignement sur une échelle de 1 a 5.

D’autres analyses, plus poussées ont par exemgdeind systématiquement I'angle entre la
direction du motif topographique et le neurite au niveau de son émergence du corps cellulaire
[68].

Les données angulaires des neurites peuvent aussi étre quantifiées par une méthode circulaire
statistiqug72].

Johansson et al onta&ué I'alignement global d’'un champ entier d’observation en utilisant la
méthode de la transformée de Fourier, qui indique I'angle qui est le plus représenté sur

'image [73]

Ces différentes méthodes ne facilitent pas les comparaisons directes entre les différents travaux. Elles
permettent cependant d’évaluer d’'une maniére quantitative comment les neurones réagissent a la

topographie.

Ainsi, plusieurs études ont montré que lorsque des neurones sont cultivés sur des surfaces comportant
des microsillons, la réponse des neurites est d’autant plus marquée que les sillons sont profonds (ordre
de grandeur des profondeursle 0,2um a 4um) [59][74], [64], alors gu’aucun effet de la
microstructuration n’est observé lorsque les sillons ont une profondeur inférieure & 0,2um. Dans les
études qui utiliset des sillons ayant une profondeur submicronique (plusieurs centaines de
nanometres), les neurones issus de noyaux de la racine postérieure interagsssdrien avec les
plateaux qu’avec les sillons. Il a été montré que I'augmentation de la profatedesitlons améliore

I'alignement des neurite$9]. L’angle avec lequel un neurite en croissance approche une structure
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anisotrope(plateau ou sillonyicte si le neurite tourne poumuire l'indice topographique ou bien

passe adlessus déindice topographique pour garder sa direction de croissance initiale. Par exemple,

Li et al [75] ont utilisé des sillons de différentes profondeurs, allant de 2,5 a 69um. Les largeurs des
sillons sont comprises entre 50um et 350um. lIs ont montré que lorsque les neurones corticaux
embryonnaires de murins sont mis en culture sur llEmsiles moins profonds (2,5 et 4,6pum), les

axones passent au dessus des structures et ne sont pas orientés. En revanche, pour des profondeurs de
22 ou 69um, les axoneg sléveloppent dans la direction d#sictures, aprés étre entrés en contact

avec eles. Cependant, pour une profondeur intermédiaire de 11um, environ la moitié des axones
traverse les structures en passamtdessusalors que l'autre moitié répond a la topographie en

s’alignant dans la direction des microsillons.

Figure 14 : Influence de la profondeur des sillons sur le nombre d’axones qui traversetgs sillons. a images des
cultures de neurones de rats sur un substrat de PDMS comportant des microsillons de 11pym de profdhad@utiob du

pourcentage d’axones qui traversent un sillon en fonction de la hauteur du sillon. [F&prés

Une autre étudegalisée cette fois avec des cellules de la lignéd2P& montré que la réponse des
cellules dépend aussi de la largeur des microsi[g8is Mahoney et al ont utilisé des structures faites

de polyimide (sur les murs» des #lons) et de verre (sur le fond» des sillons). La profondeur des

sillons est toujours de 11um et leur largeur varie de 20 & 60um. Les auteurs montrentcqlieldéss
s’alignent mieux a la topographie lorsque les sillons sont étroits. lls ont aussi mis en évidence que les
neurites étaient plus longs mais moins nombreux lorsque les neurones étaient cultivés sur ces surfaces

microstructurées que lorsqu’ils I'était sur des surfaces non microstructufees Figure 13.

Une interprétation de ces effedse I'on trouve dans de nombreux articles repose suaitl@die le
lamellipode et le filopode sentent la présence et les propriétés du support et établissent des contacts
avec sa surface. Des forces de traction sont générées par la cellule, elles dépendent de la formation des
microtubules et des filaments d'a qui forment le cytosquelette des cellules. Ces forces permettent

la croissance des neurites. Plusieurs auteurs ont émis I'hypothése que losquiilcpntact aveen

relief de la surface tel que la paroi d’un microsillon, le développement du céne de croissance ainsi que
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I'orientation des microtubules et dBements d’actine sont limitése qui expliquerait I'orientation

des neurites dans la direction des midiass [38].

D’autres études complétent ces observations. La traduction des propriétés physiques de la surface se
fait par I'intermédiairedesintégrines(voir Figure 15), qui, comme nous I'avons vu précédemment
sont des récepteurs membranaires d’adhésion impliqués dans le corntalttie«natrice

extracellulaire».

La topographie du substrat influence I'organisation, I'arrangement et la distribution des intégrines. A
travers une série de signalements internes a la cellule, déclenchée par les interactions entre les
intégrines et la surface, I'activité et I'organisatidu cytosquelette sont modifiés, ce qui modifie enfin

la morphologie et la fonction de la cell§i#s], [77], [78].

Figure 15 : schéma représentant le mécanisme d'implication des intégrines dans la réaction déclenchée par la
topographie du substrat de culture. Comparaison entre un substrat sans topographie et avec un substrat comportant une

microtopographie. D’aprés [79]

Bien que la grande majorité des travaux qui €étudient I'organisation des cellules sur des surfaces
comportant des microsillons montre que les neurones s'alignent aux structures, d'autres types de

réactions ont été reportées.

En particulier, il a éténontréque des sillons de dimensions submicrométrigueasrent généraine
orientation des neurites qui est non plus paralléle aux structures mais perpendiculaire (cas de cellules
neuroblastiques du systéme nerveux cewmtaiurin)[80]. Le méme phénomeéne a été observé avec

des cellules de I'hippocampe de rats [81drsque les cellules se trouvent face a une discontinuité
topographiue,elles peuvent soit passer-dessussoit la suivre. Il apparait que ce choix dépende a la

fois des dimensions de la microtopographie et du tgpelaire.
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Figure 16 : Images MEB de neuroblastes cutivés sur des sillons de 1um de largeur et de 0,5um de profondexs

neurites de ces cellules neuronales s’orientent perpendiculairement a la direction des microsillong8Dfapres

Les études décrites-avant montrent I'influence de la topographie sur la morphologie et I'adhésion

des cellules et il apparait que la réponse des cellules a la topographie dépend des dimensions, de la
géométriede celleei et de la nature des cellulesePétudes complémentaires devront encore étre
menées pour mieux élucider le mécanisme biologique mis ea |&chelle moléculairalans ces
interactions et essayer de dégager une compréhension générale de la réaction des caligedevis-

la topograple. Nous retenons toutefois de cette revue bibliographique qu'il sera important au cours de

ce travail de s’interroger en permanence sur la généricité des comportements obsauvésninaire

sur leur spécificit&is-a-vis de la lignée cellulaire étudiée
b. Latopographie affecte la différenciation des cellules souches

L'utilisation des cellules souches en médecine régénérative a un grand potentiel. Cependant,
I'incapacité a contréler de maniére précise leur devenir cellulaire apres leur différenciation est souvent
une limitation pour leur utilisation thérapeutique. In vivo, le microenvironnement de ces cellules
comporte des indices biochimiques et biophysiques qui déterminent leur différenciation. Pour tenter de
diriger la différenciation des cellules stes in vitro, des facteurs de différenciation spécifiques a
chaque type cellulaire sont utilisés. Pour apporter d’autres indices que ces indices chimiques aux
cellules, certains auteurs se sont attachés a mimer I'environnement extracellulaire quev®imtro

vivo [82]. Dans cet objectifa microstructuration de biomatériaux a été utilisée pour fournir des
indices physiques aux cellules souches. De nombreux brevets argumentant des protocoles de
fabrication de surfaces, permettant de stimuler la différenciation de cellules smwmhales
progénitrices ou mésenchymateusestel ou tel autre type de cellules ont été dépbagis par

exenple [83], [84]).

Une autre approche ne consiste pas a mimer I'environnement extracellulaire mais a essayer de
comprendre comment les cellules souches réagissent a une microtopographie de surface, afin ensuite

de l'utiliser pour optimiser la différenciation de cellules $mscen un type de cellule particuligb].
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Peu de travaux reportent I'étude de l'influence de la microtopographie sur le comportecethiiee
souches neuraleglultes humainesertainement car il est difficile d’avoir acces a ce type de cellules
primaires. Wang et al ont étudié l'effet de la porosité de différents films de chitosan sur la
différenciation de cellules souches neuralés.ont montré que cette derniére peut moduler la

différenciation et la prolifération des cellules souches.[86]

Il sera donc important au cours de ce travail d’étudier le comportement de cellules souches confrontées
a une topographie de surface contrblée et d’évaluer si leur comportement est similaire ou trés différent

de celui de lignées cellulaires.
c. Latopographie affecte laigration cellulaire

Etant donné que la motilité cellulaire joue un rdéle important dans des processus comme la
morphogénesdq87], le développemenembryonnaire ou le développement de cand88, la
découverte des phénoménes qui la régulent représente un grand enjeu. De nommbareuarttaitilisé
des surfaces micrimgéenierées avec des topographies asymétriques pour tenter d’apporter de nouvelles

données expérimentales sur ce phénorfttdie

Il a par exemple été montré pour de nombreux types cellulaire, dont les fibroblastes, les cellules
épithéliales ou encore les nenes, que la migration a lieu le long des microsillons , [B]], [92].
La migration de cellules épithéliales serait méme plus rapide sur les surfaces tanmgdes

microsillons que sur des surfaces plaio&s .
d. La topographie affectBexpression des genes

Il a étémontréque la topographipeut influencer I'expression des génes dans certains types cellulaires
[94]. Cela a été observé pour des fibroblastes mis en culture sur des surfaces comportant des
microsillons. En effet, sur ces surfaces, certains génes sont moins exprimés que lorsque la surface de
culture est plane[95]. Les genes concernés seraient ceux impliqués dans la machinerie
transcriptionnelle, dans la régulation de la sécrétion de protéing®@&hb’activation de la sécrétion

des protéines Rho peatson tour déclencher la polymérisation de I'actine ainsi que la formation de

faisceauwet donner des filopodes. Cela paussiamener a la formation d’intégrines.

2.2 Ingénierie combinant des indices physiques et chimiques

Les interactions entre les cellules et leur environnement sont multiples. In vitro, les cellules ne
répondent pas seulement & des indices de nature paysigis sont également influencées par des
facteurs chimiques, pouvant avoir une origine biologique (molécules sécrétées par d’'autres cellules par
exemple) Nous venons de voir qu'un grand nombre d’études s’intéressent aux interactions entre la
topographe et les cellules, mais peu de travaux reportent les effets combinés de la topographie et
d’indices chimiques. Pourtant, in vivo, ces différensesirces d’'information pour la cellule sont

indissociables.
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Par exemple, des signaux biochimiques, comme le facteur de croissance NGF (nerve growét factor)

la laminine ont montré qu’ils exacerbent les effets de la topographie E67¢ffet, lesneurones
répondent plus fortement & la topographie en présence de ces composés. Par exemple, la présence de
laminine sur une surface comportant une microtopographie augmente I'adhésion et I'alignement de
cellules de ganglion spindline autre étude s’est intés2e a diminuer la quantité de N&fdessous

de la concentration optimale lors de la culture de cellules de la lignée PC12 sur des surfaces
microstructurées. Alors que les auteurs n’observaient aucun effet de la topographie sur les cellules
lorsquela concentration en NGF était élevée, la diminution de la concentration a laissé apparaitre des
effets de la topographie (orientation des cellules dans la direction des microfifijnBYitland et al

ont par ailleurs montré pour des cellules nerveuses que les facteurs chimiques sont plus efficaces que
des microsillas lorsque ceugi mesurent moins de 500nm de profondeur.[&r revanche, lorsque

les microsillons sont plus profonds, c’est la topobiamui dicte le comportement des cellules. Ces
exemples mettent en évidence une sorte de compétition entre la présence de facteurs biochimiques et

la topographie.

D’autres travaux suggérent que les indices topographiques et biochimiques jouent difitagtsns

la direction de la croissance cellulaire, et que ces différents moyens pourront amener a adapter les
propriétés des matériaux pour créer des réseaux neuronaux. Gomez et al ont cultivé des neurones
embryonnaires de I'hippocampe de rats sur uniace comportant des microsillons de 2um de large

et 0.4um de profondewur laquelle a été fixé du NG&8]. lls ont pu montrer que la topographie a un

effet dominant sur la polarisation des neurones (détermination de I'axone parmi les neurites) et que le
NGF a un effet prépondérant sur la longueur de I'axone (il est plus long en présence de NGF).
Combinés, ces deux types d’indices améaane forte polarisation et a un axone plus long.

f Situation de caultures de plusieurs types cellulaires
Certainesttudes se sont intéressées a des situations-ddtaces, ou plusieurs types cellulaires sont

cultivés sur la méme surface [98100]. Ces études sont pigulierement intéressantes car elles créent
une situation dans laquelle les cellules interagissent particulierement entre elles, ce qui est plus proche

de ce que I'on peut trouver in vivo.

Par exemple, Sorensen et al ont d’abord mis en culture des astrocytes sur une surface de
polycaprolactone comportant des microsillons de quelques micrométres de profaiidells ont

obtenu une monocouche d'astrocytes sur laquelle ils ont ensuite mis en culture des neurones. lls
montrent que I'alignement des neurones est moins rigoureux lorsque la surface comporte cette couche
de cellulesque lorsque la culture des neurones est réalisée directement sur la surface de

polycaprolactone.
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2.3 Interactions entre les neurones et des facteurs a I'échelle
nanometrique

Nous venons de voir que les cellules réagissent a une microtopographie d’échelle micrgnaéimique

les dimensions sont comparables a leur tall@ue leur cytosquelette joue un rble primordial dans ce
phénomeéne. Nous avons également déesitbmposants du cytosquelette qui percoivent, intégrent les
signaux extérieurs & cellule Ces composants ont une échelle nanométrique et il apparait donc
pertinent d’étudier comment ces composants réagissent et intéegrent des signaux topographiques ayant

le méme ordre de grandeur qu’eux et comrfeenbmportement de la cellule en swdifié.

Une topographie est définie comme une topographie nanomefdgsqu’au moins une de ses trois
dimensions (largeur, hauteur, longueur) est de dimension nanomeétriquératasx réalisés en
utilisant une topogphie submicrométrique de queés centaines de nm ne sont pas considérés ici

comme étant des travaux réalisés avec une topographie a I'échelle nanométrique.

Il existe plusieursméthodes pour fabriquer des surfaces ingénierées a I'échelle nanométdibe
Cependant, pour étudier les interactions entre les cellules et la nanotopographie, les techniques mises
en ceuvre doivent permettre de structurer des granmtses (au moins plusieurs Rra faible codit.

Cet aspect est d’autant plus important si I'on doit équiper des surfaces de biomatériaux constituant des
bioprothéses de grande taillE02]. La grande majorité des travaux qui étudient les interactions entre

les cellules et des facteurs nanotopographiques utilisent des surfaces présentant une nanorugosité qu'il
est aisé de produire sur une grande surfd¥epuis quelgues années, la compréhension des
mécanismes qui conduisent une cellaleéagir face a des indices nanométriques fait I'objet d’'une

intense recherche.

Pour pouvoir générer une nanotopographie sur de grandes suBped¢s et al ont développé une
approche basée sur 'atssemblage de micellds copolymeres dibloc contenant de I'permettant
de créer des surfaces recouvertes de plots d’or avec différents espasameatir besoin d’utiliser

la technique de lithographie électroniqi®3](voir Figure 17.

L'utilisation de telles surfaces a plus tard permis a I'équipe de Spatz d’étudier le réarrangement des
intégrines lors de I'adhésion cellulai®@omme nous I'avons vu précédemment, les imégriet les

points focaux d’adhésion sont des acteurs de premier plan pour la traduction d’événements extérieurs a
la cellule vers la mécanique interne de la cellule. lls font le lien entre ces indices et le cytosquelette de
la cellule, qui en conséquentgit et se réarrang&patz et al ont notamment montré qu'il existe une
distance maximale entre des plots adhésifs a ne pas dépasser pour permettre la formation de
regroupements d’'intégrines (clusters) et leur activateite distance se trouve entre B8at 73nm
[104](voir Figure 17.
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Figurel7: Images de cultures de cellules ostéoblastes de la lignée MC3T3 sur des surfaces comportant des plots d’or a
différents intervalles de distance. Le nombre de cellules ayant adhéré sur les surfaces est important tant que la distance
entre les plots ne dépasse pas 58nm. D’aprés.[104]

D’autres travauyplus récentent également mis en évidergpee I'adhésion des cellules qui se fait par

lintermédiaire s intégrines est influencée par des facteurstopographiquegl01], [23], [105].

Les processus mis en jeu dans les interactions entre les cellules et les structures nanométriques
peuvent étre directs (résultat direct de linfluence de la topographie) ou indirect (résultat de
I'interaction entre la nanotopographie et les éléments du ndéetulture). Les travaux de Brunetti et

al reportent que les cellules neuronales sont sensibles a la rugosité d'une surface d'or a I'échelle
nanométrique, crée par gravure chimique humide [108} auteurs ont montré que I'adhésion et le
développement des cellules neuronales de la ligné®Y&Y sont influencés par la nanostructuration.

En effet,la désorganisation des points d’adhésiemais la cause d'une cascade de sigatibn
moléculaire a l'intérieur de la cellule amenant méme a la oestcellules. D’autres travaux ont
montré au contraire que la rugosité d’'une surface peut améliorer I'adhérence de cellules neuronales

[107], [108] et méme inflencer le phénotype de cellules souches [1Q2D] [111].

Toutefois, il apparait délicat de distinguer les effets de la topographie de ceux dus a une adsorption de
molécules chimiques contenues dans le milieu de culture. De nombreux travaux reportent 'influence
de la nanotopographie ou de la nanorugosité sdsdigption de molécules, telles que I'albumine de
serum bovin [112]ou la fibronectine [113]

Parmi les différentes techniques mises en ceuvre pour réaliser une nanotopographie sur des surfaces,
I'utilisation de nanotubes de carbofdTCs) est apparue comme présentant de nombreux avantages.

En effet, ces objets de diamétre nanométrique et de forme allongée possédent une grande surface
spécifique. lls sont aussi de trés bons conducteurs, ce qui peut avoir un intérét pour stimuler
électriquerent les réseaux de neurones in vitro ou in vivo s’ils sont intégrés a des électrodes de
stimulation ou d’enregistrements intracraniens [114§ peuvent également étre fonctionnalisés

chimiquement, en leur greffant différentes molécules.

Dans la suite de ce paragraphe, nous examinons comment les nanotubes de carbone peuvent étre

utilisés comme substrat de culture pour I'étude de I'adhérence et la fonctionnalité des neurones.
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a. Les nanotubes de carboatleurs différentes configurations

Les nanotubes de carbone sont constitués d'un ou plusieurs feuiltptzptiéne enroutade fagon a
former un tube. lls peuvent comporter une seule paroi (on lesmaitheparoi»), deux parois (deux
feuillets enroulés sur eemémes, on les nommedeubleparos ») ou encore plusieurs parois (plus de

deux feuillets enroulés sur em¥&mes, on les nommemultiparois») (voir Figure 18)

Leurs propriétés électriques dépendant de leur structurés gbeuvent avoir un comportement
métalliqueou semiconducteur. Legpropriétés physiquedes nanotubesde carbongconductivité,
propriétés chimiques, solubilité ...) dépendent égalerdenteur chimie de surfacgnodifiée ou
intrinséque, liée a la méthode de synthé&piés leur synthéseg$ nanatbes de carbone peuvent étre
fonctionnalisés, soit de maniére covalesigi de maniére nooevalente pour obtenir des réponses
cellulaires particuliérefl 15], [116][117] (voir Figure 19)

Figure 18 : Le nanotube de carbone estine structure tubulaire, obtenue a partir d’'un feuillet de graphéne enroulé

dans le sens de la longueut.es nanotubes de carbone monoparoi ont un diamétre proche de 1nm et une longueur
micrométrique, voire sulmillimétrique. Les nanotubes multiparois comportent plusitimss concentriques et leur diamétre
varie en fonction du nombre de tubes qu’ils comportsmit éntre 5 et 50nm). &Représentation schématique de la structure

de nanotubes monoparoi et multiparoisirbages prises au microscope électronique a transmiggsicanotubes biparoi et

mutliparois.

Figure 19 : La fonctionnalisation des nanotubes de carbone est utilisée pour améliorer leur dispersion dans une
suspension, changer la charge de surface, ou délivrer des molécules spécifiqlies.fonctionnalisation covalente

implique une modification chimique du tube, en attachant spécifiquement des groupes chimiques sur des sites de défauts de
la structure atomique du tube. La fonctionnalisation non-covalente repose sur des interactions hydrophobes et un

recouvrement des tubes avec des polymeéres ou des surfactants appropriés.
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b. Les NTCs en tant que substrat pour la culture de neurones

f Influence des NTCs sur I'adhésion et la morphologie des neurones
La premiere étude qui reporte dalture de cellules neuronales sur des nanotubes de carbone a été

réalisée par Mattson et al, en 20[I8]. Cette équipea cultivé des cellules de Hippocampe
d’embryons de rats sur des nanotubes multi parois bruts (sans purification préalable) non
fonctionnalisés. Les nanotubes ont été déposés sur des lamelles de verre compodépdt
préalablede polyéthylene immine (PEI). Sues substrats, les neuronests@stés en vie pendant 8

jours. lls n'ont pas développé d’arborisation neuritique aussi complexe que sur la surface contréle (une
lamelle couverte de PEIRQuelques années plus tard, Hu et al ont démontré que la croissance des
neurites était moins développée sur les surfaces comportant des NTCs fonctionnalisés par rapport aux
surfaces contrdles (boites de pétri en polystyréne) [Tf)endant, en modifiant la charge portée par

les nanotubes en les fonctionnalisant avec différentes radi€a®OH, PABS, EN), ils ont montré

gu'il est possible d’'obtenir différentes arborisations neuritiques. L’'arborisatiopaesiulierement
développée lorsque les NTCs ont été fonctionnalisés avec des molécules chargées pogiimiement
Figure 20.

Figure20: Les nanotubes de carbone multiparois s'avérent étre des surfaces permissives pour la culture de neurones
issues de I'hippocampe de rats (aJnéme si I'arborisation des neurites n'y est pas aussi complexe que sur le ¢gntdle

est une lamelle de verre recouverte de PEI (polyéthyléne immine). Images prises au microscope électronique a balayage.
D’aprés[115].

GalvanGarcia et al ont obtenu des résultats différents de Hu et al en utilisant des nanotubes purifiés
[119]. En effet, dans leur cas, les NTCs se sont avérés favorables pour I'adhésion des neurones et les
extensions neuritiques obtenues sont comparables a celles obtenues sur des substrats contrdles. Une
hypothese pour expliqguees différences est que les NTCs ne sont pas préparés de la méme maniere
dans ces différentes étud@kegré de purification, fonctionnalisation chimique, configarasur la

surface, ...).
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Ainsi, ces travaux ont ouvert la voie & de nombreuses autres études visant & mieux comprendre les
effets des différents types de NTCs sur les types cellulaires neuronaux d’'une part pour ensuite les

intégrer & des biomatériaux ou a des systémes de mesure électrophysiologiques d’autre part.

La compatibilité des NTCs pour la croissance des neurones a été démontrée par plusieurs groupes
[120], [121], [122]. Les NTCs représentent un substrat efficace pour l'attachement et le
développement des neurones [143R4]. Dans certains cales NTCs sont présentés aux cellules

sous forme de tapis denses, dans lesquels les NTCs sont désorfémuise’X et Figure 2p

Figure 21 : lllustration des contacts étroits existants entre les neurites et les faisceaux de nanotubes de carbane.
Image MEB d’un neurite sur un tapis de NTCs.Ilnage MEB d'un neurite qui estancré» dans le réseau de NTCs
(filaments blancs). Zoom sur le carré en pointillés. Le neurite a été colorisé artificiellement en violet, aprés la comparaison

avec une image prise au microscope a fluorescence. Lesifitafolancs sont les NTCs. D’apf&24].

Des travaux postérieurs ont fonctionnalisé des nanotubes multiparois avec det M€s-faaturs
neurotrophiques en utilisant une fonctionnalisation chimique duagpee. La nature carbonée des
nanotubes est alors éerantée » par cette fonctionnalisation. La méthode de fonctionnalisation
covalente assure une meilleure stabilité dans le tempdagsimple incubation sur les NTCs. Les
neurones ont montré un développement correct, comparable a celui obetnu sur une surface controle
[125]. Dans d'autres études, la configuration topographique des NTCs est encore difi&eNECs

sont synthétisés in situ, verticalement au plan du substrat, a partir de précurseurs déposées sur la
surface[126] (voir Figure22). Dans la majorité des cas, cette configuratiam drosse> des NTCs

semble favorable pour I'adhérence des cellules.
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Figure22: Substrats de croissance pour la culture de cellules comportant debarsses» denanotubes a. Schéma de la
configuration des nanotubes, qui ont été synthétisés in situ, par croissance par CVD (Chemical Vapor Deposition, dépot
chimique en phase vapeur) et qui ont ensuite recu un traitement chimique pour former un réseau a trois dimenagms. b

prise au MEB des substrats obtenus. D’aft28].

Certains groupes de recherche ont développé des méthodes pour créer des motifs de NTCs sur des
surfaces non favorables pour la croissance des neurones. Ces surfaces, présentant donc des zones anti
adhésives et des zones avec des NTCs, favorables pour l'adhérence des cellules, ont permis

d’organiser la construction de réseaux neuronaux in Mi2d], [123] (voir Figure 23)

Figure23: Image optique de neurones primaires de rats cultivés sur des surfaces comportant destifs de NTCs en
forme de disque réalisés par dépdt sélectif du catalyseur de NTCs et par croissance in situ. Les neurones sont sur les disques

de NTCs et les neurites s’étendent d’'un disque a un autre (fleches noires). [L’2pfes

Nous pouvons retenir de ces différentes études que les NTCs peuvent interagir avec les cellules en
culture de maniére trés diverse en fonction de leur configuration (tapis ou brosse), de leur
fonctionnalisation de surface (vierge, chargé, aminé...), voir anéenleur conductivité électrique.

Cependant, certains mécanismes restent encore non élucidés.
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f Influence des NTCs sur la culture de cellules souches neurales
Les cellules souches neurales sont des cellules multipotentes qui peuvent se différencienes eeur

en cellules gliales. Elles représentent un grand intérét pour I'ingénierie tissulaire, leurs interactions

avec les NTCs ont été peu étudiées.

La croissance et la différenciation de cellules souches neurales dessoutes substrats de NTCs a

étt démontrée par Jan et Kotov en 2007 [1P8ns cette étude, les cellules souches sont ensemencées
sous forme de neurospheres. Les ogpineres ont adhéré aussi bien aux substrats de NTCs gu’aux
substrats contréles (lamelles de verres recouvertes d'une couche de-gonithine) et la
différenciation ainsi que le développement neuritique obtenus sur les deux types de surfaces étaient
conparables. Lorsque les NTCs sont recouverts de laminine;ctelverent également favorables

pour la différenciation des cellules souches neurales.

f Influence des NTCs sur les propriétés électrophysiologiques des neurones
Les propriétés de conductionrinséques des NTCs ont conduit certainnombre de chercheurs a

étudier I'impact des NTCs sur les échanges électrophysiologiques des neurones, puis, a utiliser les
NTCs pour améliorer les interfaces entre les neurones et les outils de mesure de lgér activ

électrophysiologique.

Lovat et al ont étudié le comportement de neurones de I'hippocampe de rats sur des surfaces
comportant une couche de NTCs multiparois. lls ont obtenu des cultures stables et les neurones
avaient la méme morphologie et la méméviétélectrique sur les NTCs que sur une surface de verre,
servant de contrdlé2ourtant comme le montre Ikigure 24, pour les neurones qui ont poussé sur les
NTCs, la fréquence d’émission de courants getaptiques spontanééest avéréupérieurd129].

La cause de cette observation n’est pas élucidée mais des résultats similaires ont été obtenus par
d’autres auteurs, qui cette fois ont stimulé les neurones en utilisant la couche sleditiGctrice.

Des modéeles du couplage résistif qui existe entre les neurones et les NTCs ont été développés [130]

Certaines études branalysé l'influence de la conductivité des NTCs sur le développement des
neurites, en faisant varier la conductivité des films de NTCs (paritivarde I'épaisseur des filhs

sur lesquels sont mises en culture les cellules neuronales. Malarkey et al ont par exemple montré que
la conductivité de films de NTCs monoparois a une influence positive sur le développement
neuritique, en comparaison a un substrat de référence qui ne comporte pas de NTCs [131]
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Figure24: a. Image MEB d’un neurone sur des NTCs. b. Effet des NTCs sur la fréquence d’émission de courants post
synaptiques spontanésur les NTCs, cellei est environ 4 fois supérieure & celle relevée sur le contrdle, comme on peut le

voir sur les deux graphiques du bas. D'api29)].

c. Les NTCs en tant que revétement pour faciliter I'enregistrement et la stimulation des signaux
neuronaux

L'utilisation des NTCs comme interface entre des dispositifs d’enregistrement ou de stimulation
électrophysiologiques s’est avéré tres efficace. Petaetd’améliorer la transmission des signaux

[132], la stimulation des réseaux neuron@l@3] ainsi que I'amélioratiomlu rapport signal sur bruit

[121]. Les NTCs sont en particuliartilisés pour modifier la surface active de puces de Multi
Electrode Aray (MEA) qui servent a stimuler et a enregistrer in vitro I'activité électrophysiologique

de réseaux de neuror@0], [134].

Récemment, les NTCs ont été intégrés a des électrodes d’enregistrement ou de stimulation pour une
utilisation in vivo. Keefer et al ont été Ipsemiers en 2008, a montrer que des électrodes faites d'or et

de tungsténe et comportant des NTCs multiparois ont pu enregistrer des potentiels de champ local
[121]. Ces potentiels résultent de I'activité d’'un groupe de neurones. Les électrodes comportant des
NTCs ont montré une meilleure sensibilitélible pour la détection de I'activité neuronale.

Plus récemment, des MEAs (MuEiectrode Array, réseau mulfilectrodesflexibles comportant des

NTCs déposés par CVD (dépbt en phase vapeur) ont été implantés dans la région motrice de primates
[135]. Des enregistrements par électrocorticographie ont été réalisés sur une période de 1 @n, a la fo
avec des électrodes standardnitrure de titane et avec des électrodes a base de NTCs. Les auteurs de
cette étude montremjue les électrodes a base de NTCs percoivent une plus grande quantité de signal

que les autres électrodes.
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3. Positionnement des travaux de these

L'analyse bibliographique présentée précédemment a montré la grande efficacité de sillons
topographiquesafin d’aligner les neurites degllulesneuronale€n croissance. Toutefois, nous avons
souligné la rareté des études de ce type consacrées a des cellules souches neurales d'intérét
thérapeutique. Il nous a donc semblé intéressant d’étudier en détail ce point particulier. De méme,
cette analyse de la bibliographie a montré le vif intérét suscité par les interactions entre les cellules
neuronales et les NTCs. Il nous a donc semblé intéressant d’étudier ces phénoménes en essayant de
réaliser des motifs miométriques a base de NTCs de maniére a faire apparaitre des comportements
invisibles sur couche homogéne et de maniére a élucider les mécanismes d’interaction entre les
cellules en culture et les NTCs. Ces différentes études de nature assez fondamensales s
combinées avec un contexte applicatif trés motivant, qui, féigrane », a servi de fil conducteur a

ces différents travayxelui de I'ingénierie tissulaire appliqguée au cerveau
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Chapitre 2 - Interactions entre des cellules
neuronales et des surfaces ingénierees a
I'échelle micrométrique

Le chapitre précédent a montré que l'utilisation de surfaces ingénierées chimiquement et/ou
physiqguement aux échelles micrométriques et nanométriques permet de découvrir de nouvelles
propriétés des cellules, voireéme de déterminer leur devenindrt ou survie, différenciation en tel
ou tel type de cellules dans le cas de cellules soudhas3ait que’intégration de signaux externes
par les cellules amene a différentes réponses, en fonction de leur type et de leur origine.

En particulier, la création d'une topographie définie sur une surface permet de modifier le
comportement cellulaire, en favorisant ou en inhibant leur adhérence, leur étalement ou encore leur
alignement. L’étude et la compréhension des interactions esdreadlules d'intérét et des surfaces
comportant une microtopographie constituent un premier pas pour améliorer les propriétés de surface

de biomatériaux qui doivent répondre a un objectif bien défini.

Pour cetravail de thése, nous avons pour objdetitréation dine bioprothése capable d'aider a
régénérer des tissus neuraux lésés. La prothése devra constitsigpport pour la croissance et la
différenciationde cellules souches neurats neuronest aussi en astrocytes et en oligodendrocytes.
Pour élaborer cette bioprothése, noudlorms étudier la possibilité d'utiliser le PDMS
(PolyDiMéthylSiloxane) surla surface duquel nous créons une microtopographie. L'objectif de cette
surface est doubleelle devrafournir aux cellules neurales un environnement permissif pour leur
croissance et aussi guider leur développement dans une directistalgié.

Pour cela, nous générodses microsillons de différentes largeurs sur des surfaces de PDMS et
étudons la réaction dedifférentes lignées neuronales mais aussi de cellules souches a cette
microtopographie. En particulier, cette étudeneshée afin de répondre aux questions suivantes

- Lorsque les cellules neamalessont cultivées sur une surface microstructurée, ou vont se
localiser les cellules »iste-t-il une zone préférentielle?

- Qu’'en estil de leur viabilité si cette surface les contraint

- Comment I'adhérence cellulaire t@lle étre influencée par la topograpRie

- La topographie petelle affecter la différenciation des cellules dues?

- Quels effets vont avoir les microsillons de différentes largeurs sur le développement neuritique
des neurone®

- L'interaction cellule/cellule entreelle en compétition avec l'interaction cellule/surface ?

- Les phénomeénes observés sitsigénériques a plusieurs types de cellules neurales ou bien sont

ils dépendants du type cellulaire ?
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Dans cechapitre,nous expliquonglans un premier temps les méthodes noes avongnises en
ceuvre pour fabriquer des surfaces comportant une microtopagréqlis, nous présentoles trois

types de celluleseuronalegultivés sur ces surfaces ainsi que les méthodes développéete pong

et analyser le comportement des cellules.

Dans un second temps, nous détaillons les résultats obtenus avec lgpeésie cellules. lls sont
ensuite synthétisgauis discutés afin de tirer des conclusions, notamment sur la généricité des effets
observés.

Enfin, nous présentordeux exemples d’application des phénoménes observés lors de ces études.

1. Matériel et méthodes

1.1. Reéalisation de microstructures sur la surface d’un matériau
biocompatible

Pour générer une microtopographie sur la surface du matériau polymére biocompatible que nous
utiliserons pour la culture de neurones, nous avons choisi d'utiliser laceehe moulage. Elle
consiste a placer le matériau choisi (qui peut se présenter sous différentes formes, par exemple liquide,
feuille, pate, granulés...) dans un moule dont il prendra la forme. La fabrication du moule
microstructuré nécessite I'utilisatiatiéquipements lourds et onéreux. En revanche, une fois que le
moule est réalisé, on peut I'utiliser de nombreuses fois. Cette technique permet ainsi de fabriquer
rapidement et a faible co(t un grand nombre d’échantillons permettant la mise en ceuvre d'études

systématiques.

a. Fabrication d’'un moule en silicium

Pour fabriquer le moule, nous avons utilisé les équipements de lithographie et de gravure de la
salle blanche du LAAS, en suivant un ensembl@reédédres conventionnels. Ces équipements
permettent de travailler avec des plaquettes de silicium mesurant 4 pouces de diametre et donc
d’obtenir un moule de cette dimension (4pouces=10,16cm).

La Figure25 présente de maniére schématique les étapes de la fabrication d’'un moule de silicium.
Cellesei sont:

- la photolithographie qui permet d'inscrire les motifs désirés dans une couche de résine
photosendile

- la gravure ionique réactive du silicium qui permet de graver la surface du silicium en utilisant la
résine comme masque de gravure

- le traitement de surface du silicium pour le rendre antiadhésif, ce qui permettra de réaliser un tres

grand nombre dpérations de moulage
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Figure 25 : schéma représentant les différentes étapes pour la fabrication d'un moule en silicium comportant des

micromotifs sur sa surface. L'utilisation d’'une résine positive est représentée.

- la photolithographie
La technique de lithographie la plus adaptée pour structurer de larges surfaces avec une résolution de
I'ordre du micrométre est la photolithographie. En effet, elle permet de traiter 'ensemble de la surface
en quelques secondesdhnique de lithographieen parallele>) et de générer des motifs ayant une
dimension latérale minimale de 1 & 2 micrometres.

La photolithographie consiste a exposer pendant quelques secondes une résine photosensible,
déposée au préalable sur une plégude silicium, a une radiation d'ult@olet (UV, longueur d’onde

de 405nm) au travers d’un masque comportant les motifs a reproduire.
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La résine est déposée sur la plaquette en utilisant la technique d’enduction céntfituge
obtenir des motifs sua résine, on I'expose a un rayonnement UV a traversmasgueptique». Il
s’agit d'une plaque de quartz transparente sur laquelle les motifs de notre choix ont été réalisés. Ces
motifs sont de minces couches de chrome, ils sont donc opaques et ne laissent pas passer les rayons

UV (voir un exemple de dessin surHmgure 26.

Figure 26: exemple de dessin réalisé avec le logiciel "Clewin" pour la génération d'un masque optique de
photolithographie. Les parties violettes correspondent aux motifs du masque, qui seront en chrome. Nous avons organisé les
motifs a l'intérieur de grands rectaegll dont les dimensions correspondent a celles d’'un puits de culture de_titek<3

puits» utilisé pour la culture des neurones. Le masque est fabriqué par lithographie laser.

Lors de I'exposition de la résine au rayonnement UV a travers le masque optique, certaines zones
de la résine vont étre exposées, et d’autres non. L'exposition engendre des modifications chimiques au
sein de la résine photosensible et modifie sa capac&dissoudre dans un solvant particulier, dit
« solvant de développement

Aprés l'exposition de la résine au rayonnement UV, la plaquette de silicium comportant la résine
est plongée dans ce solvant. Ce faisant, on met le silicium & nu sur certaiessez@n obtient
finalement une image des motifs souhaités (voir Figbrettape 1). Il existe deux principaux types de
résines

- les résines dits «négatives », pour lesquelles le rayonnement UV entraine une polymérisation
des zones exposées, leur donnant une tenue particuliére au solvant de développement. Les zones non
exposées sont solubles dans ce solvant et disparaissent sélectivementef@raloios un motif de
résine qui est le négatif de celui constitué par le chrome du masque.

- les résines dites positives», pour lesquelles le rayonnement UV entraine une solubilité accrue
de la résine dans le solvant de développement. Les partieséespse dissolvent dans le solvant de
développement et on obtient finalement le méme motif que celui constitué par le chrome du masque

(cas représenté sur le schéma de la Figure 25

8 L’enduction centrifuge est une technique qui permet le dép6t de couches minces sur des surfaces planes. Le substrat est
posé et maintenu par aspiration sur un plateau qui tourne a grande vitesse, afin d'étaler le matériau liquide déposé de facon
uniforme. L'épaisseur de la couche générée dépend de plusieurs parametres, dont la vitesse de rotation duplateau, so
accélération, la durée de rotation, ou encore la viscosité du matériau, la quantité de matériau déposée.
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- la gravure séche ionique réactive

La deuxiéme étape consiste en une gravure seche ionique réactive, réalisée dans un bati RIE
(Reactive lon Etching). Elle permet d’attaquer le silicium a la fois chimiquement (par une réaction
chimique entre des radicaux générés au sein du plasma et la surface de silicium) et physiquement (par
bombardement des ions générés au sein du plasma sur le silicium). En adaptant les parametres
expérimentaux du pog@dé de gravure (puissance et nature des ions, durée du procédé...), il est
possible de graver une profondeur plus ou moins importante de silicium (de I'ordre de quelques
centaines de nanometres a plusieurs dizaines de micromeétres).

La résine restante a furface de la plaquette de silicium est ensuite dissolaéde d'un solvant
adapté (acétone par exemple). On obtient ainsi une plaquette de silicium qui comporte une
microtopographie en surface ayant la géométrie souhaitée. On I'appellera par lansoitke «le
silicium » (voir Figure 25, étape 2).

Les protocoles et paramétres expérimentaux que nous avons pilligéréaliser nos moules de

silicium sont détaillés en annexe.

La troisieme étape est un traitement de surface du moule (voir Rguétape 3). Pour pouvoir
utiliser ce moule de silicium et rendre possible le démoulage des matériaux, il faut lui appliquer un
traitement de surface. Ce traitement a pour but de rémdreface du moule hydrophobe, en déposant
a sa surface un matériau moléculaire ayant une tres faible énergie libre de Sarfgoge traitement,
les polymeres moulés ne se désolidariseraient pas du moule.

Il consiste a greffer a la surface du silmiwine couche moléculaire présentant une forte accroche
a la surface du silicium et exposant vers I'extérieur un groupement inerte chimiquement (alkyl par
exemple). De nombreux silanes sont utilisés a cet effet mais les trichlorosilanes sont les pisis réacti
[136], [137]. Nous utilisons en particulier I'octadécyltrichlorosilane (OTS). Cette étape de silanisation
se fait en milieu liquide, en plongeant le moule de silicium pendant 5 minutes dans un mélange
trichloroéthyleneOTS (concentration 1% en volume). Pour obtenir un traitement de bonne qualité, il
faut au préalable activer la surface du moule de silicium, en utilisant un plasma oxygéne (durée du
plasma : 5 minutes, puissane800W, pression de I'oxygénel,5mBars). Cela permet de générer en
surface des groupes sitda SFOH qui vont réagiravec la partie réactive (trichloro) de la molécule
d’OTS. La Figure27 montre une photographie d’un moule de silicium qui a regu ce traitement. L'eau

ruisselle sur le moule hydrophobe.

Figure27: photographie d'un moulesous un filet d'eau, ayant recu un traitement de surface le rendant hydrophobe
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b. Fabrication d’'un substrat biocompatible microstructuré pour la culture cellulaire

Nous avons choisi de réaliser et d'utiliser des substrats en polydimethylsiloxane (PDMS)
microstructurées pour étudier lesactiors et les comportemergde cellules neuronales \@svis de la
topographie a I'échelle micrométrique.

Ce choix est argumenté par le fait que le PDMS est un matériau biocompatible et couramment
utilisé pour des réalisations microfluidiques impliquant des cellu&gj, [139], [140], [141]. De plus,

il est facile de le microstructurer par moulage.

f Présentation du PDMS
Le PDMS est un polymere et plus particulieremenglastomeére. Il appartient a la famille des

silicones, qui ont une structure chimique basée sur I'alternance d’atomes de silicium et dbxygéne
(voir Figure28). Les liaisons covalentes que le silicium crée avec I'oxygene pour former le squelette
des macromolécules sont tres stables. Cela conduit pour le PDMS a des propriétés de résistance a
haute température, aux rayons ultralets et infrarouge Il est inerte, naturellement hydrophobe
(angle de contact avec I'eau autour de 110°). De plus, la faible tension superficielle confere au PDMS
un trés bon pouvoir d’étalement.

Le PDMS que nous utilisons est le Sylgard® 184. Il doit étre préparé en méladgeanin
rapport 101 une base contenant I'oligomere PDMS et un agent de réticulation. L’agent de réticulation

se compose d'un catalyseur au platine et d'un oligomére hydrogéné.

Figure 28 : Structure chimique de I'élément de base du PDMS (polydiméthylsiloxane). :astructure chimiqueb :

représentation spatiale pour n=4, les fins de chaine sont des groupes méthyle.

- réalisation du substrat microstructure

A température ambiante, le PDMSjlide est étalé sur le moule de silicium que nous avons
fabriqué. Le tout est placé dans une étuve a 80°C pendant 3 heures minimum. Le PDMS réticule et on
obtient finalement un matériau solidmuple transparenfl42]. Nous découpons manuellement un

bout de PDMS a I'aide d'un scalpel et le démoulons en le soulevant de la surface du moule avec une

9 La liaison entre le silicium et 'oxygéne Si-O est & I'origine du nom des silicones, contraction de silicon et ketones.

54



pince, comme illustré sur la FiguPa. L’échantillon de PDMS comporte sur une face le négatif des
microstructures du moulé.a Figure 29c montre une image MEB de la surface d’'un échantillon de

PDMS qui comporte des microstructures, obtenues par moulage.

Figure29 : PDMS microstructuré obtenu aprés noulage contre un moule de silicium. a photographie duléémoulage
manuel du PDMS réticulé. :bphotographie d'un échantillon d@DMS obtenu aprés découpe et démoulage manuel. A
l'intérieur de chaque rectangle visible se trouve un réseau de sikonsaux paralléles,de dimensionsdifférentesdans

chaque rectangle.:dmages MEB de la topographie crée a la surface du PDMS.

L’étude de la bibliographie nous a amsrécréer et utiliser des échantillons dont la surface
comporte des sillons mesurant quelgques micrométres de profondeur et de largeur (on les appellera par
la suite «microsillons»).

Nous avons fait varier la largeur et 'espacement de ces microsillons ainsi que leur profondeur afin
d’étudier l'influence de leurs dimensions sur I'adhérende développement cellulaires. La Figa@
présente de maniére schématique les différentes géométries des motifs. Chaque échantillon comporte
une mémeéométrie de motifs sur toute sa surface. Nous nommons les géomeétries des motifs comme
Suit: « x-y » : la largeur des kosses> est de yum ; la largeur des microsillons » est dgg um. Sauf
indication contraire, la profondeur des microsillons est de 25um. Un échantillon qui ne comporte
aucune microstructuration de surface nous sert de surface référencecqotrfle»). Nous le

nommons échantillon glat».
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Figure30: Représentation schématique de la géométrie des microstructures réalisées sur la surface des échantillons de
PDMS. La largeur des microsillons varie entre 5 et 60um. La profondeur est de 25um. Un échantillon de PDMS sans

microstructures sert deigace référence. Il est nommé échantillgolat ».

Figure31: Images prises au microscope optique des structures utiliséés. profondeur des microsillons est de 25um.

- Mise en place des substrats de PDMS dans lesgriitsilture

Pour la culture des neurones sur les échantillons de PDMS, nous avons découpé a l'aide d'un
scalpel les échantillons a la dimension des puits de culture. La majorité des expériences a été réalisée
en utilisant des puits de culture de typakéek 8 puits» en plastique (disponible dans le commerce),

chacun mesurant 8mmxé6mm.

56



Les échantillons de PDMS doivent étre fixés au fond des puits pour éviter qu'’ils ne flottent & la surface
du milieu de culture pendant I'expérience. Pour cela, nous étalons manuellement, en guisiede «
biocompatible», une fine couche de PDMS non réticulé au fond des puits, puis nous déposons dans
chaque puits un échantillon de PDMS. Nous plagons ensuite le tout a I'étuve a 37°C pendant 3
heures’ afin de réticuler la fia couche de PDMS. Nous obtenons finalement des puits de culture au

fond desquels se trouvent collées les surfaces de PDMS microstructuréEgy(reir32 étape b).

f Rendre le PDMS hydrophile par traitement oxydatif au plasma oxygéne
Pour permettre I'adhérence des cellules neuronales mises en culture sur I'échantillon de PDMS, il

est nécessarde rendre au préalable sa surface hydrophile. Pour cela, on réalise un traitement oxydatif
au plasma oxygéne. Ce traitement a pour effet de créer en surface du PDMS une fine couche de SiO
de quelques nanometres d'épaisseur et des fonctions silarOld, 3¢ rendant hydrophile. Ce
caractere hydrophile n’est pas durable dans le temps, [14].

Les parameétres de réglage du plasma ont été choisis apres avoir réalisé une étude complete que
nous ne détaillerons pas dans ce mémoire, de sorte a obtenir une hydrophilie maximale tout en
préservant l'intégrité des propriétés de la surface de PDMS, notamment en termes dé'rufgosité
sont détaillés dans l&ableau l. L'équipement utilisé est un modelepico pyW UHP», du

constructeur Diener Electronics.

Puissance du plasma 300W

Pression d’entrée de 1,5mbars
I'oxygéne

Durée du traitement 2 minutes

Tableaul: parametres expérimentaux utilisés pour réaliser le traitement oxydatif des surfaces de PDMS.

Il est aussi parfois préconisé de déposer sur la surface des protéines de la matrice extracellulaire ou
d’autres moléculesgvant la culturafin de favoriser 'adhérence des celluleslawsurface de culture

Dans notre cas, nous utilisons la polylysine et la laminine (voir FigRde La polylysine est un

peptide polycationique couramment déposé sur des surfaces de culture. Il favorise les interactions

électrostatiques entre les ions chargés négativement de la membrane des cellules et la surface de
culture. La laminine estn constituant protéique de la matrice extracellulaire qui intervient aussi dans

les mécanismes d’adhésion cellulaire et qui est couramment utilisé comme substrat pour la culture

cellulaire notamment de lignées neuronales

10" e plastique qui conistie les puits de culture ne supporte pas d'étre chauffé & une température supérieure a 50°C. De
plus, la couche de PDMS qui doit réticuler étant trés fine, ces parameétres suffisent pour obtenir la réticulation.

M1 a été montré dans la littérature que [l'utilisation d’'un plasma oxygéne a une puissance élevée entraine une
augmentation de la rugosité de la surface de P[IM4, [145].
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Figure32: schéma représentant les différentes étapes pour la fabrication d'un substrat de PDMS microstructuré pour

la culture de cellules. a moulage du PDMS contre un moule de silicium. dollage du substrat de PDMS au fond d’un

puits de culture, en utilisant une fine couche de PDMS non réticulé coroalle diocompatible>. L'ensemble est placé a

37°C pendant au moins 3 heures pour que cette fine couche réticutmitement oxydatif au plasma oxygene de
I'ensembled : incubation de protéines favorisant I'adhérence des cellules. On obtient finalement une couche de protéines a
la surface du substrat de PDMS microstructuré.

Afin d’examiner si la polylysine s’adsorbe bien sur nos surfaces de PDMS, nous avons incubé de la
polylysine marquée avec un fluorophore puis observé les surfaces. La33gumntre une surface de

PDMS microstructurée (lignes paralléles de 10um de large) sur laquelle on a incubé pendant 4 heures
un volume de 500uL de polylysine marquée en fluorescence par la fluorescéine FITEs¢kiror
isothiocyante, vert). La polylysine est déposée soit suPBMS utilisé tel quel, apres I'étape de
démoulage (image a), satir le PDMS ayant recun traitement oxydatif au plasma, ce qui le rend
hydrophile. La polylysine apparait en vert sur les images prisescansoope en fluorescence. Pour
prendre ces images, nous avons fait la mise au point sur le sommet des microstructures. On observe
que lorsque le PDMS est hydrophobe (utilisé tel quel), la polylysine n’est pas répartie de fagon
homogéne. On observe méme ldeges zones sans aucune fluorescence. En revanche, lorsque le
PDMS est hydrophile, on observe une fluorescence homogéne sur toute la surface des microstructures
indiguant que la polylysine s’est adsorbée sur toute la surface

Nous avons ensuite vérifgue la couche de polylysine déposée reste bien accrochée sur la surface du
PDMS pendant la durée de la culture. Nous avons donc conservé nos surfaces de PDMS hydrophile
recouvertes de polylysine dans du milieu de cultudg°& pendant plusieurs semain@sur simuler

les conditions de culture. On observe que la fluorescence est toujours présente, signe que la polylysine
est encore sur la surface. Nous avons donc validé ce protocole pour préparer les surfaces de PDMS

pour la culture de neurones.
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Figure33: Images prises au micrsocope optique a fluorescence de surfaces de PDMS microstructuré ayant regu une
incubation de polylysine marquée par le fluorophore FITC (fluorescein isothiocyanateyert) pendant 4 heures
(concentration=40ug/mL). a: cas d'un échantillon de PDMS utilisé tel quel, aprés le démoulageasd’un échantillon de
PDMS rendu hydrophile par traitement oxydatif au plasma. Les images ont été prises en faisant la migesau lpoin

sommet des structures.

f Considérations supplémentaires sur le retour a I’hydrophobicité du PDMS apres le
traitement oxydatif au plasma

Nous avons mentionné précédemment que le traitement oxydatif du PDMS le rendant hydrophile a
une durée de vieriitée dans le temps. Cela peut s'avérer problématique pour certaines applications.
Dans notre cas, il est nécessaire de déposer sur la surface du PDMS les protéines d’adhérence ou les
cellules tant que le PDMS est encore hydrophile. Pour déterminer & ggatgmps durant laquelle

nous pourrons réaliser le dép6t de protéines ou de cellules, nous avons effectué a intervalles réguliers
des mesures d’angle de goutte afin de suivre dans le temps I'évolution de I'hydrophilie de la surface
du PDMS. Les résulta de ces mesures sont détaillés en anBefous avons pu déterminer qu’un

angle de goutte de 20° est une valeur correspondant a une hydrophilie suffisante pour permettre
I'adhérence des cellules ou de la couche de polylysine. Nos mesures nous ontdfEstimer a 1

heure le délai dont nous disposons pour déposer les cellules ou la polylysine sur les surfaces de
PDMS. Nous avons également testé différents parametres de réglage du plasma et mis en ceuvre
différentes idées pour conserver plus longtemgiiet du traitement plasma et ainsi disposer d’'une

plus grande liberté en temps au moment des expériences (voir annexe 2)

f Précautions de stérilisation des substrats de culture
Toutes les surfaces qui sont en contact avec les éléments biologiquess(cediliéai de culture)

doivent étre parfaitement stérilisées pour éviter la contamination des cultures. Pour cela, nous ringons
les puits de culture avec de I'éthanol a 70%, avant et apres le traitement oxydatif au plasma. Dés que
les surfaces ont été tréits au plasma, nous les manipulons dans un poste de sécurité microbiologique

(PSM). Nous placons ensuite les puits de culture sous un rayonnement UV, pendant 40 minutes. Nous
utilisons pour cela une lampe UV qui est intégrée dans la PSM. Ce rayonnement constitue un moyen

de stérilisation supplémentaire.
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1.2. Culture de cellules neuronales

Nous avons travaillé avec des lignées neuronales et des cellules souches neurales adultes primaires.
Les lignées sont des cellules que I'on a rendwdsntairement «mmortelles» pour pouvoir les
maintenir en culture indéfiniment. Ainsi, elles sont un outil de laboratoire peninddaréaliser un

grand nombre d’expériences. Cependant, elles sont un modele limité de ce qu'il se passe in vivo. C’est
pourquoi il est important de valider les résultats obtenus avec des cellules primaires, dont I'acces est
par contre plus limité (dans notre cad) prélevements par an).

Lors de la culturades cellules de lignéekes cellules se divisent et progressivement, elles peuvent
occuper toute la surface de la boite de culture. On parle alors de confluence. Cette situation n’est pas
favorable pour les cellules et perturbe leur développement. Il faut dpasses les cellules avant
d’'atteindre la situation de confluence. Cette technique consiste a les détacher du support, a en
récupérer urcertainnombre, et remettre ce nombre de celluleswture dans une nouvelle boite

milieu de culture est propre a chaque type cellulaire car les différents types de cellules n’'ont pas
besoin des mémes éléments pour vilraedoit étre d’'une composition la plus proche possible des
conditions de I'environnement des cellules in vivo. it sela fois d’élément nutritif i maintenir les
conditions physicochimiques de I'environnement stable (pH, osmolarité). Il consiste le plus souvent en
I'association d’'un milieu synthétique de base et d’'un sérum. Le milieu synthétiqgue de base peut avoir
une composition plus omoinsriche, en fonction du type cellulaire cultivé. Il contiemttre autres des

sels minéraux, des acides aminés, du glucose. Le sérum est un mélange de composition complexe, qui
contient notamment un grand nombre de substances libérées par diffgpestsdé cellules de
'organisme donneur. Le sérum le plus performant et le plus utilisé est le sérum de veau foetal. I
contient des facteurs de croissance, des hormones, des facteurs d’adhérence, et de nombreux

oligoéléments nutritifs.

a. Lalignée neuron& de souris «euro2a »

Nos premieres expériences de culture cellulaire ont été réalisées avec la lignée neuronale de souris
« neuro2a», issue de neuroblastorfeLCette lignée neuronale présente notamment I'avantage d’étre
relativement simple a cultiveiL,e Tableau2 résume les avantages et inconvénients du modele
cellulaire «neuro2a». Cette lignée, facile a cultiver a également permis dangremier temps de
découvrir et de prendre en main les techniques de culture cellulaire.

Par souci de synthése, nous ne détaillons pas le protocole de cultiaiiefois, €s informations

sont disponibles en détaitlans la référencpl46] et en annexe.3.e Tableau2 résume les grandes

étapes du protocole de culture que nous avons suivi pour nos expériences.

2Un neuroblastome est une tumeur d’origine embryonnaire qui se développe a partir du systéeme nerveux sympathique
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CELLULES

« Neuro2a»

AVANTAGES

INCONVENIENTS

- Protocole de culture simple, approprié p
apprendre a maitriser les techniques de cu
cellulaire.

Possibilité de réaliser
d’expériences enti@n une semaine.

un cycle

- Modéle cellulaire simple, originaire de
souris, donc éloigné de I’homme.

- Extensions neuritigues immatures (n
fonctionnelles)

ETAPES DU PROTO

COLE DE CULTURE

Traitement des surfaces de culture

Dépbt de protéines d’adhérence (polylysi
laminine) facultatif.

Densité d’ensemencement

12000 cellules/crn

Différenciation

Différenciation  provoquée 24h apr
I'ensemencement, par changement de milieu
nouveau milieu contient de la BSA a
concentration de 0,1% en masse.

Durée de culture en phase de différenciati

2 jours

Marquages immunofluorescents réalisés

-Marquage nucléaire, en utilisant le 4/
diamidino2-phénylindole (DAPI)

-Marquage des filaments
utilisant la phalloidine

- Marquage des microtubules, en utilisant

d'actine,

anticorps anttubuline

un

Tableau2 : Avantages et inconvénients de I'utilisation de la lignée rReuro2a», et principales étapes du protocole de

culture de ces cellules.

Il est important de définir ce que 'on nomme idliférenciation». Avec cette lignée, nous avons

considéré que les cellules étaient différenciées quand elles développaient des neurites ayant une

longueur supérieure a 20um. Ce terme ne correspond pas ici au processus de différenciation mis en jeu

pour des cellules souches.

La Figure 34 présente des images prises au microscope optique en fluorescence de cellules neuro2a

avant et aprés avoir induit la différenciation (2 jours de culture en phase de différenciation). Les

marquages décrits dans le Tabl@ant été réalisés. Qubserve que les cellules neuraltffiérenciées

ont développé dimngs filaments, appelés neurites.

Figure34 : images prises au microscope optique a fluorescence de cellules neuro2a cultivées sur une lamelle de verre.

a: cellulesavant la différenciation. Les filaments d’actine ont été marqués en utilisant la phalloidine, image en niveau de

gris. b: cellulesaprés deux jours de différenciation induite par I'ajout de BSA a 0,1% dans le milieu de culture. Les
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filaments d’actine ont été marqués en utilisdatla phalloidine FITC (marquage vert), les microtubules en utilisant un
anticorps anttubuline et un anticorps secondaire TRITC (marquage rouge) et les noyaux en DAPI (marquage bleu). L’encart

est une vue a plus fort grossissement.

b. La lignée neuronalbumaine « Luhmes

Dans ce travail de these, nous avons également utilisé la lignée hunhaihees», que nous
nous sommes procurée aupres de 'ATCC (American Type Culture Collection). Nous avons utilisé
cette lignée car elle est d'origine humainepait étre maintenue en culture plusieurs sem§las.
Les cellules de cette lignée proviennent de I'encéphale humain. Leur difédi@meist provoquée par
I'ajout de tétracycline dans le miliede culture. On obtient alors des neurones dopaminergiques qui
développent de longs neurites. Il s’agit d'un modele plus proche des cellules souches neurales que la
lignée neuro2a.

Les avantages et inconvénients de I'utilisation de cette lignée ainsi que les principales étapes du

protocole de culture sont présentés dafsableaus.

CELLULES « Luhmes »

AVANTAGES INCONVENIENTS
-Modele cellulaire d’origine humaine Nécessitéde recouvrir toutes les surfaces
-Longues extensions neuritiques culture de polylysine et de Ilaminine pg
-Protocole de culture assez simple permettre I'adhérence des cellules.
-Possibilité de maintenir les cellules
culture pendant plusieurs semaines

ETAPES DU PROTOCOLE DE CULTURE

Traitement des surfaces de culture Dépbt de protéines d’adhérence (polylysi
laminine) nécessaire.
Prédifférenciation Prédifférenciation dans les flasques de

culture en ajoutant de la tétracycline au milieu|de

culture, p@dant 2 jours
Décollement des cellules puis

ensemencement des surfaces

Différenciation Traitement a la tétracycline. Obtention
neurones.
Durée de culture, en phase de différenciat 5 jours
Marquages immunofluorescents réalisés Marquage nucléaire, en utilisant le DAPI
Marquage des filaments d’actine, en utilisant
la phalloidine

Marquage des neurofilaments, en utilisan
marqueur Tuj

Tableau3 : Avantages et inconvénients de I'ulisation de la lignée Luhmes, et principales étapes du protocole de
culture de ces cellules et de lesmarquages.
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La Figure 35 présente des images prises au microscope optique en fluorescence de cellules
Luhmes avant et apres avoir induit la différenciation (3 etjobirs de culture en phase de
différenciation). Les marquages décrits danbdbleau3 ont été réalisés. On observe qu’apres 3 jours
de différenciation, les neurites sont courts (30+20um de longueur). Aprés 5 jours de différenciation,
on observe de nombreux réseaux de neurites, ces derniers mesunaayenne 300+50um de

longueur.

Figure35: Images prises au microscope optique a fluorescence de cellules Luhroekivées sur un substrat de PDMS
plat aprés 3 jours de différenciation (a) et aprés 5 jours de différenciation (bl.e marquage bleu correspond aux noyaux
cellulaires (DAPI). Les neurofilaments ont été marqués en utilisant le marquelu(flliojophore alexa 488nm, vert) et le

cytosquelette d’actine a été marqué par la phalloidine (fluorophore Alexa 546nm, rouge).

c. Les cellules souches adultes hunesi

Les cellules souches neurales adultes que nous avons utilisées sont issues de biopsies provenant du
lobe temporel et de la zone seuentriculaire de cerveaux de patieatteints d'épilepsieCes patients
souffrent d'épilepsie résisante aux traitetsemeédicamenteux et de ce fait, doivent subir une
hippocampectomie.Or, pour accéder a I'hippocample neurochirurgien doit d’abord enlever une
partie du lobe temporal et de la zone sesstriculaire C'est a partir de ces déchets opératoires que
sont solées les cellules souches neuralas.préalable de tout prélévement, les patients doivent
donner leur accord et ils restent anonymes.

Pour pouvoir travailler avec du matériel d'origine humaine, il est nécessaire d'avoir une
accréditation délivrée par le Comité de Protection des Persehme® autorisation du ministére de
I'enseignement supérieur et de la recherche-2D@9203). La culture des cellules souches humaines
a partir de ces biopsies a été réalisée par Laurence Vagssdoctorantea 'INSERM, dans 'unité
825 «imagerie cérébrale et handicaps neurologigudsunité dispose de toutes les accréditations

nécessaires.

Dans ce travail de thése, nous avons étudié comment les cellules souches neurales adultes humaines se

comportent sur desurfaces ingénierées a I'échelle micrométrique. Il est trés rare d’avoir accés a ces
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cellules et leur étude est trés réceAt@otre connaissancegd interactions entre ce type de cellules et
des surfaces comportant une microtopographie n'avaient jamais été étudiées.

Au cours de ces trois années, nous avons pu travailler quréEyements, issus de patients. La
culture de cellules neuronales issues de lignées (celluleare2a» et cellules «uhmes») nous a
permis de réaliser un grand nombre d’études préliminaires et de ne réaliser avec les cellules souches
neurales adultes humaines que les études qui nous sont apparues comme les plus pertinentes.

Le Tableau4 présenteles avantages et inconvénients des cellules souches adultes humaines

neurales.
CELLULES SOUCHES NEURALES ADULTES HUMAINES
AVANTAGES INCONVENIENTS
-Cellules humaines primaires ayant un int¢ - peu dematériel biologique disponible
thérapeutique - protocole de culture long et complexe
ETAPES DU PROTOCOLE DE CULTURE
Traitement des surfaces de culture Dépobt de protéines d’adhérence (polylysi
laminine) nécessaire.
Différenciation culture dans un milieu sans mitogéne
contenant du NGF (nerve growth factor).

La différenciation des cellules souches dopne
trois types de cellules différest neurones
astrocytes et ajodendrocytes.

Durée de culture, en phase de différenciat 5jours
Marquages immunofluorescents réalisés - marquage nucléaire, en utilisant le DA

(apparait en bleu sur les images)

- les neurones sont repérés s'ils expriment la
bétalll tubuline, qui est une protéine structurelle
des microtubules neuronaux. Le fluorophore
utilisé est Alexeb46nm (apparait en rouge sur |es
images).

- les astrocytes sont repérés si les cell
expriment la protéine GFAP (glial fibrilary acid
protein), un des composants de leurs filaments
intermédiaires. Le fluorophore utilisé est Alexa
488nm (apparait en vert sur les images)

Tableau4 : Avantages et inconvénients de I'utilisation des cellules souches neurales adultes humaines et principales
étapes du protocole de culture de ces cellules.

Le procéé@ permettant d'obtenir des cellules souches dissociées a partir des déchitpsie
comporte plusieurs étapes, comme illustré sur la Figure 36. Il est réalisé par Laurence Vaysse.

- La premiére étape consiste a dissocier mécaniqguement et enzymatiquement les tissus. On obtient
des cellules non adhérentes dissociées en suspension.

- La deuxiéme étape consiste a amplifier ces cellules souchascéauces cellules dissociées

sont mises en culture dans des conditions atitérentesa une faible densité. Cette étape pendant
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laquelle les cellules proliférent, dure entret3 semaines et se fait en présence de facteurs mitogénes
et de facteurs deroissance (tels que le FGF (facteur de croissance fibroblastique) ou le EGF (facteur
de croissance épidermique) et de nutriments. On obtient alors des neurogphéreses en 3D de
cellules souches en train de se diviseyyant mesurer jusqu’a 1mm de diamétre (fFagure 37).

- La troisiéme étape correspond a I'étape de différenciation. Pour cela, les neurospheres obtenues
sont dissociéemécaniquemerdfin d’obtenir une suspension de cellules souches isolées. Les cellules
dissociées sont ensuite ensemencées sur les substrats de culture (qui seront les substrats de PDMS).
Elles sont ensuite maintenues en culture pendpntrg dans un miiu de culture ne contenant pas de
mitogénes et auquel on a ajouté du NGF (nerve growth fgotar favoriser la différenciation en

neurones.

Figure36: Principales étapes pour obtenir des cellules souches dissociées a partir d’'une biopsie cérébrale.

Figure 37 : image prise au microscope optique de neurosphéeres obtenues aprés avoir mis en culture des cellules

souches adultes hmnaines pendant 5 semaines dans un milieu de culture contenant des mitogénes et des nutriments.

Dans nos expériences, les cellules sont maintenues en culture en phase de différenciation pendant 5
jours, sauf mention contraire. Pour caractériser leur développement, nous avons effectué des

marquages immunofluorescents, présentés darableaus.
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1.3. Méthode de quantification des résultats

Pour pouvoir décrire et comparer avec précision les réponses cellulaires dans les conditions
imposées, il est nécessaire de réaliser un nombre significatif de mesures et donc d’observer un grand
nombre de cell@s. Pour permettre la visualisation et la reconnaissance des cellules, nous avons
réalisé des marquages immunofluorescents sur agl@s-sont indiqués dans le TablearTableau
3, Tableau4). Nous avons mis en place un protocole d’observation au microscope optique a
fluorescence rigoureux, qui consiste & observer 5 zones (6)&ferchaque échantillon. Le choix de
ces zones est fait de sorte a imager des zones assez éloignées les unes des autres, comme représenté
sur laFigure 38. Nous avons identifié et défini quatre criteres pour pouvoir déeti@nalyser le
comportement des cellules neuronales dans les différentes conditions de: culture

- 'adhérence

- la différenciation

- le développement des neurites

- I'alignementes neurites
Le grand nombre de mesures (5 zones observées par échantillordpétiton des expériences dans
les mémes conditions expérimentales (n=3) nous permettent de faire des études statistiques afin de

comparer les réponses cellulaires dans les différeatestions imposées.

Figure 38 : Schéma représentant la surface d’'un échantillon et les 5 zones qui ont été systématiquement imagées et
analysées. Chaque échantillon mesure 8mmx6mm. La somme des 5 zones mestire) éctmantlon comporte la méme

géomeétrie de motifs sur toute sa surface.

a. Définition des critéres mesurables et pertinents pour notre étude

f Adhérence
L'ensemencement de cellules sur une surface consiste a déposer, a I'aide d'une pipette, dans le

puits de culture, au fond duquel se trouve I'échantillon, un volume de suspension de cellules. Ce
volume est déterminé pha densité de la suspension cellagn fonction du nombre de cellules que

I'on souhaite déposetes cellules entrent alors en contact avec la surface au fond du puits. Si les
cellules ont une grande affinité pour la surface, un grand nombre d’entre elles adhére a la surface ety
poursuivet leur développement. Si au contraire, les cellules ont une faible affinité pour la surface qui

se trouve au fond du puits, elles n'adhérent pas et restent en suspension dans le milieu. Lors du
changement de milieu, les cellules n'ayant pas adhéréetoges du puits.

Pour quantifier 'adhérence des cellules sur les différentes surfaces, nous dénombrons les noyaux
cellulaires dans les cing zones. Cela nous donne la densité moyenne de cellules ayant adhéré sur la

surface et donc une information sudifeerence des cellules sur ces surfaces.
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f Différenciation
Afin de quantifier la différenciation des cellules, nous dénombrons les cellules différenciées et

rapportons ce résultat au nombre total de cellules ayant adhéré.
Nous considérons que les celluleseuro2a» et les cellules kuhmes» sont différenciées lorsque
cellesei ont au moins un neurite mesurant plus de 20pum de longueur (longueur correspondant environ
a la taille du corps cellulaire).
Pour les cellules souches neurales adultes humaines|esoconsidérons différenciées

- en neurones lorsqu’elles exprimenta -l tubuline, qui est une protéine des neurofilaments
exprimée uniquement par les cellules neuronales, marquée par immunofluorescence, et que ces
neurofilaments mesurent au msi 10um (longueur correspondant environ a la taille du corps
cellulaire).

- en astrocytes lorsqu’elles expriment des protéines GFAP (glial fibrilary acidic protein), un des

composants de leurs filaments intermédiaires.

f Développement des neurites
- Nombre moyen de neurites par neurone

Figure 39: schéma pour la quantification du nombre moyen de neurites et de la polarité des neuronéss fleches

indiquent les éléments dénombrés.

Le nombre moyen de neurites par neurone s’obtient en divisant le nombre de neurites présent sur une
zone par le nombre de neurones dénombré sur cette méme zone. Les neurites sont dénombrés si leur

longueur est supérieure a 20um.

- Polarité
Dansce manugit, la «polarité» des neurones est employée pour désigner le nombre de neurites par
cellule. Les neurites sont dénombrés si leur longueur est supérieure ou égale au diamétre du corps
cellulaire. Le dénombrement des neurones ayant 1 seul neurite, i@uwriau moins 3 neurites
permet d’'obtenir une information sur le développement des cellules, plus proche de la réalité que le

calcul du nombre moyen de neurites par neurone, ligses les résultats.

- Longueur moyenne des neurites
La longueur moyenne des neurites est calculée en faisant la somme des lafgginatsites présents

sur une zone et en la divisant par le nombre de neurites présents sur cette zone.

f Alignement des neurites par rapport dilection des microsillons.
Pour déterminer I'influence de la microtopographie sur le comportement cellulaire, nous mesurons

by

l'alignement des neurites par rapport a la direction des microsillons. Dans la littérature, la
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quantification de l'alignement de la croissance cellulaire anmi#gs n’est pas toujours méticuleuse.
Nous nous sommes attachés a mettre en place un protocole rigoureux pour comparer nos résultats
d’alignement des neurites aux microsillons.

Pour cela, nous calculons le pourcentage de longueur de neurites faisaglewteaX® avec cette
direction. Nous ne sélectionnons d’abord que les pixels qui correspondent aux neurites. En effet, nous
ne souhaitons pas inclure les pixels des corps cellulaires dans cette quantification. Pour cela, nous
utilisons le logiciel dmagel » et les plugins «Orientationd> [148] et «Neuron» [149]. Ce dernier
plugin permet de détecter et de retracer les neurites présents sur une image. 40pigiaente une
image des neurofilaments de neuronésikmes» prise au microscope optigue a fluorescence avant et
apres le traitemerdes images. On observe qu’apres le traitement, seuls les neurites apparaissent sur
'image. De plus, chaque portion de neest représentée par le méme nombre de pixels, quelle que
soit son intensité. Cela nous permet de nous affranchir du fait qu’'un neurite peut apparaitre plus ou
moins intensément en fonction de la prise d’'image (en particulier pour des surfaces untarésts,
en fonction du choix du plan focal). Le plugirNeuronJ> nous fournit le hombre de neurites ainsi
gue toutes les coordonnées des pixels des neurites. A partir de ces données, on réalise les calculs
suivants:

- calcul de la proportion de pixetle image occupée par les neurites, ce qui permet de comparer
les densités de neurites entre les images.

- calcul de la proportion de pixels qui sont dans la direction établie a £X° en utilisant le plugin
« Orientation» pour quantifier I'alignement des neurites par rapport a la direction des microsillons.

- calcul de la longueur moyenne des neurites

Figure 40 : lllustration du traitement réalisé pour sélectionner uniqguement les neurites de I'image fluorescente et
s'affranchir des effets «d'intensité ». La fleche blanche indique la direction des msdfons constiuant la topographie de
surface a: image orignale prise au microscope optique a fluorescence de la protéine béta-1ll tubuline, qui compose les
neurofilamentsb : image aprés le traitement avec le plugiNeuronJ», les neurites ont été retracés. L'image est binaire

(noir et blanc).
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A partir deces données, nous retracons et recentrons I'ensemble des neurites présents sur un ou
plusieurs champs d’observation. La Figu#& montre deux exemples de réalisation. Pour ces
représentations, les neurites de 7 neurones ont été retracés et recentrés en un méme point. On obtient

ainsi une représentation globale de 'orientation des neurites.

Figure 41 : Représentation de I'ensemble des neurites de 7 neurones pour une culture réalisée sur un substrat de
PDMS. a: cas d'un substrat de PDMS pld&t.: cas d'un substrat de PDMS comportant des microsili@rticaux et

paralléles. La fleche noire indique la diieotdes micrsillons

- Diamétre et déformation du noyau cellulaire
Le logiciel Image J permet notamment d’obtenir des mesures sur des formes géomeétriques, a partir

d'une image. Nous utilisons ce logiciel pour mesurer le périmétre et I'aire des noypawira
d’'images binarisées des noyaux prises au microscope a fluoredceRgure42 montre les résultats

de mesures des périmétres et des aires de noyaux réalisées avec le logiciel Image J.

Figure42 : Traitement d'image et mesures réalisées avec le logiciel Image J pour la quantification de la déformation
des noyaux cellulaires.

La Figure43 illustre la méthode employée pour quantifier la déformation des noyaux en fonction de la
topographie de surface (exemple pris pour les sillons de 5um de largeur). Dans un premier temps, on
calcule le rapport entre l'aire du noyau et son périmétre. Pour obtenir un facteur numérique
représentant la déformation du noyau sur les surfaces comportant une microtopographie, on compare

les rapports obtenus pour les différentes géométries de topograptaipport obtenu pour une surface
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plate (référence), sur laquelle les noyaux ne sont pas déformés car il n’y a pas de conteairétda du

topographie.

Figure43: Schéma illustrant la méthode employée pour calculer la déforation des noyaux cellulaires en faction de
la topographie de surfacelLa surface plate est prise comme référence. Le rapport normalisé par rapport a cette situation

référence sera utilisé pour les analyses.

b. Comparaison des techniques de traitementiages automatiques et techniques semi

automatiques

Pour un traitement rapide et fiable des données, nous avons étudié les possibilités d’automatiser ces
différentes quantifications. Pour cela, nous avons compardodiesels d'analyse d’'images, dont
Imaris®, Amira® et image J et ses différentplygin ». Certaines fonctions de ces logiciels
permettent de détecter les formes, les contours des cellules et méme parfois les neurites des neurones.
Les fonctions de ces diiels peuvent étre selon le cas, automatiques,-@etomatiques ou
manuelles. Pour comparer les résultats d’analyses automatiquesusematiques et manuelles, nous

avons étudié le cas ou I'on cherche a dénombrer sur une image les neurites des nesusrde la
différenciation de cellules souches. Les résultats obtenus en fonction des analyses sont présentés en
détails dans I'annexe 4

Suite a ces essais, nous avons défini la méthode la plus fiable permettant un traitement rapide des
données. Cettméthode sermutomatique comporte les étapes suivantes :

- acquisition des images au microscope optique a fluorescence (1 minute)

- tracé semiautomatique des neurites grace au plughteuron du logiciel «imageJ» (voir
paragraphe précédent). Ceigih détecte les neurites et les retrace. L'utilisateur doit cependant guider
avec la souris pour que la détéction soit optimaie if@nutes)

- dénombrement automatique des neurites (quelques secondes)

En plus d’'étre fiable et rapide @+minutes au totil ce protocole nous permet, une fois que le tracé
des neurites a été fait, de réaliser d’autres quantifications. Nous pouvons par exemple calculer la

longueur moyenne des neurites ou le pourcentage de leur orientation dans une direction établie
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2. Résultats

2.1. Effet de la microtopographie sur le comportement des cellules de
la lignée de souris « neuro2a »

a. Adhérence des neuro2a sur des surfaces de PDMS comportant des microstructures

Nous avons ensemencé les différents échantillons de PDMS avec la méitée degellules en
suspension (12 000 cellules/mL). La densité cellulaire obtenue apres 3 jours de culture sur les surfaces
de PDMS comportant différents motifs a été quantifiée a partir d’'images des cultures prises au
microscope optique en fluorescence. lrésultats sont présentés sur la Figdda. La ligne en
pointillés noirs représente la densité cellulaire que I'on obtiendrait si toutes les cellules présentes dans
le volume de la suspension lors de I'ensemencement adhéraient sur la surface. On observe que les
cellules adhérent moins sur les fages comportant les microsillons les plus étroits que sur les
microsillons les plus larges. Pour les microsillons les plus larges (20um et 50um), on obtient une
densité cellulaire comparable a celle obtenue pour I'échantillon de PDMS plat.

La Figure 44b montre la distribution en taille des corps cellulaires sur un échantillon de PDMS
plat. On reléeve que celg suit une distribution gaussienne, céptrautour de 15um. Nous avons
également étudié la localisation des cellulesFigure44c présente les résultats de nos observations.

On constate quies cellules sont localisées préférentiellement dans les microsillons et non pas sur les
« bosses » voisines. Cet effet est d'autant plus marqué que la largeur des microsillons est de I'ordre de

grandeur du diamétre des corps cellulaires.

Figure 44 : Résultats de quantifications effectuées sur I'adhérence et la localisation des cellules en fonction de la
largeur des microsillons présents sur les surfaces de PDM&: densité cellulaire. La ligne en pointillés représente la
densité cellulaire que I'on obtiendrait si toutes les cellules adhéraient sur la surfaigtribution des cellules en fonction

de la taille de leur corps cellulaire sur un échantillon de PDMS plafproportion des cellules localisées dans les
microsillons en fonction de la largeur des microsillons. Le rectangle gris permet de visualiser la plage du diametre des corps

cellulaires de la majorité des cellules.
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La Figure45 montre des images prises au microscope optique a fluorescence des cultures sur des
échantillons de PDMS microstructurés (microsillons de 5um, 20um et 50um de largeur). Les noyaux
cellulairesont été marqués par le DAPI (bleu) et les filaments d’actine ont été marqués par la
phalloidine couplée a un fluorophore (Alexa 546nm, rouge). Ces images illustrent I'effet de
localisation des corps cellulaires en fonction de la largesindcrosillons. @ observe quées noyaux
sont déformés lorsque les surfaces de PDMS comportent des microsillons de 5um de largeur. Les
noyaux ne sont plus ronds, comme c'est le cas sur une surface plane ou comportant de larges
microsillons (voir image du cas 50gB0um) mas sont étirés dans la direction des microsillons. Cette
déformation a été quantifiée en calculant le rapport aire du noyau / périmétre du noyau (voir méthode
définiedans le paragraphe 1.3, pd&iff). Les résultats obtenus sont présentés darableaus. Le cas
du PDMS plat a été pris comme référence pour ces calculs. Les valeurs obtenues pour les surfaces de
PDMS comportant des microsillons ont été normalisées par rapport a cette référence. On reléve que la

déformation est d’autant plus prononcée gsenterosillons sont étroits.

Figure 45 : Images prises au microscope optique a fluorescence des cultures de celluleeeuro2a» sur des
échantillons de PDMS comportant en surface des microsillons de 5um, 20um ou 50um de largetischématisation
des observations en vue de profiLes noyaux cellulaires ont été marqués en DAPI (bleu) et les microfilaments d’actine ont

été marqués avec la phalloidine couplée a un fluorophore (Alexa 546nm, rouge).

Tableaub : Résultats des quantifications réalisées pour mesurer la déformation des noyaux cellulaires en fonction de la

largeur des microsillons. Le rapport entre I'aire du noyau et de son périmétre a été calculé pour chaque condition de
topographie (valeurs moyennes calculées issues de I'analyse de 50 cellules). Pour avoir une idée de la déformation engendrée
par les différentes conditions de topographie, les valeurs obtenues ont été normalisées par rapport au cas du PDMS plat, pris

comme référence. Plus lacteur numérique est bas, plus la déformation est grande.
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b. Différenciation

La Figure 46 présente les pourcentages de différenciation des cellules neuro2a obtenus pour les
différentes conditions de topographie. On observe que pour les microsillons de 5um de largeur,
seulement 41% des cellules se sont différenciées. Cette proportion augmente tres fortement avec la
largeur des microsillons. Elle est de 75+9% pour des microsillons de 10um et atteint 100% pour les
microsillons plus larges. Sur le PDMS plat, la différenciation est également de 100%.

Cette évolution du pourcentage de différenciation avec la largeur des microsillons est corrélée a
I'évolution de la déformation du noyau observée précédemment. Le calcul du coefficient de
corrélation donne 0,98. La déformation du noyalutzte, relevée pour les microsillons plus petits

que le diamétre moyen du corps cellulaire affecterait donc la différenciation.

Figure46 : Pourcentage de différenciation des neuro2a obtenu sur des surfaces de PDMS comportant des microsillons
de différentes largeurs(calcul de la proportion de cellules ayant au moins un neurite mesurant au moins 20um de long,

quantifications réalisées pour 5 champs d’observation, pour trois expériences indépendantes).

c. Interactions entre les cellulesneuro2a» et des substratte PDMS comportant des

microstructures

Pour évaluer les interactions entre les cellules et la surface, nous étudions linfluence de la
microstructuration sur la croissance et I'orientation des neurites. La Bigommpare les résultats de
culture obtenus sur usubstratde PDMS plat (A) et sur un substrd¢ PDMS comportant des
microsillons mesurant 20um de large et 25um de profondeur (B).

On observe clairement que les microsillons ont une forte influence sur le développement des
neurites. Sur le PDMS plat, les neurites n’ont pas de direction de croissance préférentielle alors qu'ils
sont alignés dans la direction des microsillons de I'dtillan de ADMS microstructuré. Afin d’avoir

sur une méme présentation I'information sur la quantité de neurites développée, leur nombre et leur
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direction, nous avons rassemblé et retracé a partir d'un méme point les neurites de 7 neurones (ce
chiffre a été retenu calrpermet d’obtenir des représentations lisibles et non surchargées. En effet si
on retrace les neurites d’un trop grand nombre de neurones, le nombre trop important de neurites nuit a

la lisibilité). Cette représentation est présentée sur la partie detaeigure 47.

Figure47 : Effet de la microstructuration de surface du PDMS sur la croissance des cellules neuro2a.utla Images
prises au microscope optique a fluorescence des cultures obtenuesiltdte sur PDMS plat. B culture sur PDMS
microstructuré. La fleche indique I'axe des micrsoillons. En envaie schématique de la localisation des cellules et de leurs
neuritesBas: représentation des cultures obtenues apres avoir retracé et recentré les neurites des/Aieucalture sur
PDMS platB’ : culture sur PDMS microstructuré. Largeur des microsill@@3um espacés de 20um. Profondeur=25um. La

fleche indique I'axe des microsillons.

La Figure48 montre les représentations obtenues pour les différentes largeurs de microsillons. Le
cas des microsillons de 5um de largeur n’est pas représenté car trés peu de cellules ont développé des

neurites (seulement 4% diifférenciation).

Figure48: Effet de la largeur des microsillons présents sur la surface du PDMS sur la croissance des cellules neuro2a.

Les fleches indiquent I'axe des microsillons.
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L’observation de la Figurd7B, complétée par des observations au micrsocope cor(fcmal
Figure49) montrent que lorsque les neurites sont alignés, cese-développent majoritairement dans
le sillon, le long de I'ate interne. L’alignement le plus rigoureux est obtenu pour le cas des
microsillons de 20um. En effetlans ce cas, toutes les cellules sont au fond des microsillons et les
neurites se développent dans le méme microsillon (voir image B de la Biguyren suivant les
arrétes. lls ne naviguent pas entre les microsillons voisins (ou subdase> de séparation des
microsillons), comme nous l'avons relevé pour des microsillons de 10um ou 50um de largeur (voir
Figure 48 et Figure 49

Figure 49 : Observation au microscope confocal de cellules neuro2a cultivées sur une surface de PDMS comportant

des microsillonsde 10um de largeu espacés de 10umlies «bosses> des structures apparaissent en vert (acquisition en
champ clair puis colorisation artificielle) et I'actine des cellules neuro2a a été marquée en utilisant la phalloidine couplée a un
fluorophore Alexa 546nm, rouge. Reconstitution e trois dimensions. B/ue de profil. L’actine est dans le microsillon,

sauf a I'endroit ou un neurite passedassus dine structure.

2.2. Effet de la microtopographie sur le comportement des cellules de
la lignée humaine « Luhmes »

a. Adhérence des cellules Luhnses des surfaces de PDMS comportant des microstructures

Nous avons ensemencé tBférents échantillons de PDMS, susdgiels on a au préalable déposé
de la laminine et de la polylysin@vec la méme densité de cellules en suspension (30 000
cellules/mL). Nous avons réalisé les mémes analyses que pour la lignée «meetreZarésultats sont
présentés sur laigure50a. On observe qu’environ 35% des cellules Luhatgerent sur les surfaces
de PDMS microstructuréese qui est comparable au cas d'une surface de verre couverte de laminine
et de polylysine. Ce score était de 100% pour les cellules neuro2a, ce qui montrdignée la
humaine Luhmesst plus sensible et plus fragile que les neurG2ta se rapproche du comportement
cellules souches. La largeur des microsillons n’a pas d'influence signéicatiMa densité cellulaire,
contrairement a ce que I'on avait observé pour les neure@acorps cellulaires des Luhnmsmnt plus
petits que ceux des neuro2a, et leur diamétre est du méme ordre de grandeur que les plus petits

microsillons utilisés.
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En dfet, la Figure50b montre que le corps cellulaire des Luhmmesure entre5um et 10um de
diameétre et la Figer50c montre que la grande majorité des cellules est localisée dans les microsillons.

Leur largeur a seulement une légére influence sur ce score.

Figure50: Résultats de quantifications effectuées sur I'adhérence et la localisation des celldlebmes en fonction de

la largeur des microsillons présents sur les surfaces de PDM&: densité cellulaire. La ligne en pointillés représente la
densité cellulaire qril'on obtiendrait si toutes les cellules adhéraient sur la surfacdistysibution des cellules en fonction

de la taille de leur corps cellulaire sur un échantillon de PDMS plajproportion des cellules localisées dans les
microsillons en fonction de la largeur des microsillons. Le rectangle gris permet de visualiser la plage du diamétre des corps

cellulaires de la majorité des cellules.

b. Différenciation

La Figure 51 présente les pourcentages de différenciation des cellules Luditesis pour les

différentes conditions de topographie.

Figure 51 : Pourcentage de différenciation ded.uhmes obtenu sur des surfaces de PDMS comportant des
microsillons de différentes largeurqcalcul de la proportion de cellules ayant au moins un neurite mesurant au moins 20um

de long).
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On observe que pour les microsillons de 5um de largeur, seulement 80+4% des cellules se sont
différenciées. Cette proportion augmente avec la largeur des microsillons. Elle atteint 100% pour les
microsillons plus larges, score comparable a la conditiotrt@endans laquelle le PDMS est plat. De
plus, on constate que I'évolution de la proportion de cellules dans les microsillons et le score de

différenciation sont corrélés (coefficient de corrélation de 0,97).

c. Interactions entre les celluleslwchmes» et des surfaces de PDMS comportant des

microstructures

Comme les cellules Luhmek&veloppent un réseau complexe de longs neurites, on peut observer
plus clairementl’effet de leur interaction avec la surfaga’avec les cellules neuro2aa Figure 52
montre l'influence des microsillons sur le développement et I'organisation des neurites. Dans le cas de
'image a, la surface de PDMS ne comporte pas deosillons, la direction de croissance des neurites
parait aléatoire et désorganisée. Sur I'image b, la surface de PDMS comporte des microsillons
paralléles, ils mesurent 10um de large, 25um de profondeur et sont espacés de 10um. On note une

forte directonnalité de la croissance des neurites sur cette surface microstructurée.

Figure52: Effet de la microstructuration de surface du PDMS sur la croissance des cellules Luhmémages prises au
microscope optique a fluorescencd.es neurofilaments ont été marqués en utilisant le marquetir &upin anticorps
secondaire fluorescent (Alexa 488nm, vert). Les filaments d’actine ont été marqués en utilisant la phalloidine, couplée a un
fluorophore (Alexa 546nm, rouge). Les noyaux été& marqués avec le DAPI (bleu). aulture sur PDMS plat. bculture

sur PDMS microstructuré. La fleche indique la direction axiale des microsillons. Largeur des micro&iijams espacés de

10pm. Profondeur = 25pm.

La Figure 53 montre une image prise au microscopeplbton de cellules cultivées sur une
surface de PDMS microstructurée. On observe en particulier sur la vue en coupe préskimé@gesur
b que les cellules (et en particulier leurs noyaux) se trouvent au fond des microsillons et que la quasi

totalité des neurites est guidée par leétas internes des microsillons.
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Figure 53 : Image prise au microscope bphoton de cellules Luhmescultivées sur une surface de PDMS
microstructurée. Les microsillons mesurent 10um de largeur et sont espacés de 10um. La profondeur des sillons est de
10um. La densité d’ensemencement est d@@D celules/mL. Les neurofilaments sont marqués en utilisant le marqueur

Tuj-l couplé a un anticorps secondaire fluorescent (Alexa 488nm, vert). Les noyaux ont été marqués en DAPI (bleu).
L'échantillon est imagé sur toute son épaisseur (direction z). Une image est acquise tous les 500nm sur I'axe vertcial z de
I'échantillon. Nous superposons ensuite toutes ces images pour avoir une vue de I'échantillon sur toute sonapaisseur
image représentant la superposition des intensités maximales de chaque plan focal de I'échantilerenbcoupe de la

section au niveau de la ligne en pointillés rouge représenté sur I'image a.

Pour évaluer I'influence de la largeur des microsillons sur I'alignement des neurites, nous avons
utilisé le protocole de quantificatioe I'alignement décrit dans le paragraphe f[a8e66. Les
résultats obtenus sont présentés stidare 54

On observe que la variation de la largeur des microsillons a un effet sur le pourcentage
d’alignement des neurites. De maniére logique, sur une surface plate, il 'y a pas d’alignement. De
plus, on releve que plus la topographie contraint les cellules&a¥st plus la largeur diminue), plus
le pourcentage d'alignement est élevé. On obtiemtaumcentage d'alignement de presque 100% pour
les microsillons de 10um et 20um de largeur. Pour les sillons de 5um de largeur, la contrainte est trop

importante. Les cellules ne se développent pas toutes au fond des microsillons (comme montré sur la
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Figure50c) et I'alignement des neurites est moins bon. Des cellules restent shokses et leurs
neuites ne pavant pas étre guidés par les aréésrnes des sillons, ellesnaviguent> de sillon en

bosse, comme on peut le voir sur la Figuré\str fleches).

Figure 54 : Résultats de l'analyse de l'alignement des neurites par rapport a la direction des microsillons, pour
différentes largeurs de microsillons. Leur profondeur est de 25um. Les résultats sont le calcul du pourcentage de longueur
de neurites orienté avt-10° et +10° ou entre -45° et +45° par rapport a la direction des microsillons. Pour chaque motif de

surface, les neurites de 100 neurones ont été analysés. Vioaut [&@s détailsur la méthode de quantification.

Figure55: Image prise au microscope optique a fluorescence de cellules Luhnoedtivées sur un échantillon de PDMS
comportant des microsillons de 5um déargeur, espacés de 5um et de 25um de profondeures neurofilaments ont été
marqués en utilisant le marqueur Tt un anticorps secondaire fluorescent (Alexa 488nm, vert), les filaments d’actine oint
été marqués en utilisant la phalloidine, couplée duorophore (Alexa 546nm, rouge). Les noyaux ont été marqués avec le
DAPI (bleu). Les fleches orange mettent en évidence des neurites qui naviguent de sillon en pdksant adessus d’'une

microstructureEn encart coupe schématique de la locatisn des cellules et de leurs neurites.
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Les réseaux de neurites formés sont des connexions entre neurones. Les cellules interagissent entre
elles et échangentdes signaux chimiques. Nous avons souhgiiédier plus précisément les
interactions entre les cellules neuronales et la microstructuration de setfaog s'il y a une

« compétition» entre les interactions entre cellules et les interactions entre les cellules et la
topographie. Pour celanous avons fait varier la profondeur des microsillons ainsi que la densité
d’ensemencement. Nous avons utilisé des profondeurs de 25um, 10um et 1um. Les densités utilisées
sont de 30 000 cellules/mL (comme sur les expériences déja réglis@esiemmeptet 6 000
cellules/mL. Les résultats obtenus pour la variation de la densité seront commentés dans le paragraphe
d) suivant, page 84.

La Figure 56 montre, pour chaque condition de topographie, et pour les deux densités
d’ensemencement, des images représentatives des cultures obtenues. Cette figure permetde compar
I'effet de la profondeur des silhs, pour une largeur de sillon donnée (colonnes) et de voir 'effet de la
largeur des microsillons, pour une profondeur donnée (lignes) et ceci pour deux densités

d’ensemencement.
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Figure 56 : Comparaison de I'effet de la largeur des sillons, de I'effet de la profondeur des sillons et de la densité

d’ensemencement sur le développement des cellules Luhmbsages prises au microscope optique a fluorescence des
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cultures réalisées sur des surfaces de PDMS comportant des microsillons paralléles de différentes dimensions, aprés 5 jours
de culture en phase de différenciation. Les ensemencements ont été réalisés en utilisant deux30@ditésllules/mL et

60000 cellules/mL. Les neurofilameragt été marqués en utilisant le marqueurITef un anticorps secondaire fluorescent

(Alexa 488nm, vert), les filaments d'actinaetoété marqués en utilisant la phalloidine, couplée a un fluorophore (Alexa
546nm, rouge). Les noyaux ont été marqués awdeAPI (bleu). a images de cellules sur une surface comportant des
sillons mesurant 1um de profondeur: bmages de cellules sur une surface comportant des sillons mesurant 10um de
profondeurc : images de cellules sur une surface comportant desssittesurant 25um de profondeur.

L'examen visuel de ces images met clairement en évidence que :

- les cellules et les neurites interagissent toujours avec la topographie de la surface. Quelles que
soient les conditions, les neurites ont tendance a se développer dans la direction des sillons.

- 'augmentation de la densité d’ensemencement se traduit toujours par une augmentation du
nombre de cellules ayant adhéré et du nombre de neurites développé.

- I'alignement diminue quand la densité en cellules augmente.

- I'alignement diminue quand la largeur des sillons augmente.

- la profondeur de 1um ne permet pas un alignement rigoureux, comme c’est le cas pour certaines

conditions avec des sillons plus profonds.

De maniére plus quantitative, nous pouvons découvrir sur la Pijucemment la profondeur des
microsillons influence l'alignement des neuritesla densité neuritique (pourcentage de l'aire de
I’échantillon recouverte de neurites) obtenue pour les différentes conditions de culture. Par exemple,
pour un échantillon comportant des microsillons de 5um de largeur, de 1um de profondeur, 55% des
neurites sont alignés et les neurites représentent 10% de I'aire de I'échantillon.

On reléve la tendance suivante : la densité en neurites augmente lorsque la profondeur des sillons
diminue. Cette tendance est commune a toutes les largeurs de microsillons. On note également que la
densité neuritique apparait plus élevée dans le cas de microsillons de 1um de profondeur que sur le
contréle plat, mais cette différence n’est pas statistiquement significative.
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Figure 57 : Evolution de l'alignement des neurites et de la densité en neurites en fonction de la profondeur des
microsillons, pour différentes largeurs de microsillonsLes quantifications résultent de I'analyse d’environ 200 neurones,
pour chaque condition, pour une densité d’ensemencement0® @@llules/mL. La surface notéetl plat» est la surface

de PDMS qui ne comporte pas de microsillons (surface plate).

Cette étude systématique permet d’identifier les meilleures conditions de topographie a générer sur
une surface pouobtenir un guidage rigoureux des neurites tout en préservant leur développement
neuritique. La Figuré8 montre un exemple d’'une telle optimisation. Il s’agit d’'une image prise au
microscope bphoton de cellules sur une surface comportant des sillons de 10um de largeur et de
10um de profondeur, espacés de 10um.

On observe que les noyaux et les neurites dams les microsillons, que les neurites sont nombreux et

trés bien guidés par la topographie. Cette géométrie de microsillons ne frustre pas le développement
des cellules. L'ensemble forme un véritable réseaw d&bles »de neurites disposés de maniére
définie et maitrisée. L'ingénierie de surface utilisée de maniére sélective permet ainsi deacréer «
fagon» des structures neuritiques et des réseaux neuronaux. Par le contr6le des parametres de largeur

et de profondeur des microsillons, il est ainsi possible d'ajuster la morphologie des réseaux et de
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favoriser des connexions axiales sans connexions horizeftale de la Figure $8u bien d’autoser

des connexions latérales, par exemple en diminuant la profondeur ou la largeur des sillons.

Figure 58 : image prise au microscope bphoton de cellules Luhmescultivées sur une surface de PDMS
comportant des microsillons mesurant 10um de largeur et 10um de profondeur, espacés de 10fEmsemencement a
60000 cellules/mLL’échantillon est imagé sur toute son épaisseur (direction z). Une image est acquise tous les 500nm sur

I'axe vertcial z. Nous superposons ensuite toutes ces images pour avoir une vue de I'échantillon sur toute saon épaisseur

d. Compétition entre les interactions celluasrface et les interactions entre cellules

Lors de la culture des cellulexllesei sécretent des enzymes, des molécules et échangent ainsi des
signaux chimigues. Ces interactions entre cellules peuvent modifier leur comportement et il nous a
paru intéressant d’étudier I'effet des interactions entre les cellules et d’étudigornpétition» avec

I'effet de la topographie de surface. Pour cela, nous avons fait varier la densité d’ensemencement. Les
résultats des cultures sont présentés dans la FBguidous observons visuellement que lorsque I'on
double la densité d’ensemencementydantitéde cellules ayant effectivement adhéré sur la surface

est augmentée.

On constate également que l'augmentation du nombre de cellules et aussi de neurites atténue
I'alignement des neurites par rapport a la topographie. Cet effet est d’'autant plus marqué que les
profondeurs des sillons sont faibles.

La Figure 59 montre une image de cellules Luhmadtivées sur une surface comportant des
microsillons de 60um de largeur espacés de 10um et mesurant 1um de profondeuméreeseent

est réalisé en utilisant la forte densité 08D cellules/mL).
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On observe que les neurites sont majoritairement aliglaés la direction des microsillons.
Cependant, un grand nombre de neurites traverse la surface (neurites obliques jniomégches

oranges) sans interagir avec la topographie. Les neurones se regroupent en paquets (voir cercles en
pointillés orangg. Ces observations montrent que pour une faible profondeur de sillon (1um), les
cellules interagissent plus entre elle® dansdes conditions de topographie ou les sillons sont plus

profonds (voirFigure 56etFigure 59.

Figure59: a: image prise au microscope-fifioton de cellulekuhmescultivées a forte densité (@00 cellules/mL) sur

une surface de PDMS comportant des microsillons mesurant 60um de largeur et 1um de profondeur, espacés de 10um
(symbolisés par les lignes en pointillés blant¥chantillon est imagé sur toute son épaig (direction z). Une image est

acquise tous les 500nm sur I'axe vertzaNous superposons ensuite toutes ces images pour avoir une vue de I'échantillon
sur toute son épaisseur. Les cercles oramgpointillés maent en évidence des zonesles cellules se sont regroupées en
paquet Les fleches orange montrent des groupes de neurites n’interagissant pas avec la topographie de sondgee. b

prise au microscope optique a fluorescence de cellules Lulutieges a forte densité (D0 @llules/mL) sur une surface

de PDMS comportant des microsillons mesurant 60um de largeur et 25um de profondeur, espacés de 10um.
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2.3. Effet de la microtopographie sur le comportement des cellules
souches neurales adultes humaines

Les résultats obtenus aveesdcellules neuronales issues de lignées nous ont permis de voir que
les surfaces de PDMS étaient bien compatibles avec la culture de neurones et que la géométrie des
microsillons créés sur le PDMS a une grande influence sur le comportement des cellules.
Cependant, pour ces études, les populations de cellules étaient homogenes (il n’y avait qu’un seul type
de cellule neuronale sur une méme surface). Ce n'est pas le cas dans les tissus cérébraux, qui
comprennent différentypes cellulaires.

Les cellules saches neurales adultes humaines sont des cellules primaires, qui peuvent se
différencier en trois types cellulaireges neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes. D’un point
de vue thérapeutique, une meilleure compréhension des mécanismes et des conditions qui favorisent
leur différenciation ouvrirait la voie a de nouvelles stratégies pour utiliser au maximum la capacité de
ces cellules a régénérer des lésions par exemple.

C’est pourquoi, aprés I'étude diomportement de modélete cellules neuronales qui nous a
donné une connaissanages parametres topographiques qui influahcka croissance et la
différenciation cellulaire, nous avons vowonfirmer ces résultats avec des cellules souches neurales
adultes humaines.

Les celldes souches que nous utilisons proviennent de prélévements de patients (biopsies), il peut
donc exister une variabilité du comportement ddllles d'un patient & un autr€ette variabilité est
plus importante que dans le cas de lignées cellulgiggslations homogenes et stables, donnant un
seul type cellulairePour prendre en compte cette variabilitéys avons réaliggos expériences avec

4 prélevements de 4 patients différents.

a. Adhérence des cellules souches neurales adultes humaines surfdess de PDMS

comportant des microstructures

Nous avons ensemencé les différents échantillons de PBIM$squels on a au préalable déposé
une couche de polylysine et de laminine, avec une densité de cellules souches en suspension constante
(30 000cellules/mL). La Figure 60 montre une image représentative des cultures obtenues pour
chaquetype de microsillon Tous les noyaux cellulaires ont été marqués avec le DAPI (bleu). Les
cellules souches qui se sont différenciées en neurones sont visualisées grace au marquage
immunofluorescent de la béli tubuline, protéine constituant les neurofilaments et que I'on trouve
chez les neurones immature®uP cela, nous avons utilisé le marqueur-lTapuplé a un anticorps
secondaire fluorescent (Alexa 546nm, rouge). On constate que les cellules souches ont adhéré sur tous
les types de surfaces et que certaines d’entre elles se sont différenciées en neurocegtébelent

des neurites dans la direction des microsilldes cellules dont les noyaux ne sont pas entourés de
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neurofilaments sont des cellules souches qui ont adhéré sur la surface mais qui ne se sont pas

différenciées en neurones.

Figure60: Images représentatives des cultures de cellules souches réalisées sur des surfaces de PDMS comportant des
microsillons de différentes largeurs. La profondeur est de 25uni.es cellules souches ont été maintenues pendant 5 jours
dans la phase de différenciation en neurones. La protéindllb&thuline des neurofilaments que I'on trouve chez les
neurones immatures a été marquée avec le marquedrcduplé a un anticorpsecondaire fluorescent (Alexa 546nm,

rouge). Les noyaux de toutes les cellules ont été marqués en DAPI (bleu). Les fleches représentent la direction des

microsillons.

A partir de ce type d'images, nous avons quantifié les mémes parameétres que pocédeniréypes

de cellulesLa Figure 61 montre les résultats obtenus pour 4 biopsies.

On releve d’'apres Ieigure6la qu’environ un tiers des cellulagdhere sur les surfaces de PDNI®.

résultat est comparable a celui obtenu pour une culture réalisée sur une lamelle deuverte de
polylysine et de lamininegui est la surface habituellement utiliséeipla culture de ces cellules. On
constate queal largeur des microsillons n'a pas d'influence significative sur la densité de cellules
ayant adhéré.

La Figure 61b montre que le corps cellulaire des cellules souches mesure entre 5um et 10um de
diameétre et la Figure 61c montre que la grande majorité des cellules est localisée dans les microsillons.
Cela dépend peu de la largeur des microsillons. Ces résultats sont donc trés semblables a ceux obtenus

avec les cellules de la lignée humaibehmes.
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Figure 61 : Résultats de quantifications effectuées sur I'adhérence et la localisation des cellules souches adultes
humaines en fonction de la largeur des microsillons présents sur les surfaces de PDM&Sprofondeur des microsillons
est de 25um. adensité cellulaire. La ligne en pointillés noirs représente la densité cellulaire que I'on obtiendrait si toutes les
cellules adhéraient sur la surface. Les différents symboles corresp@nepixpériences réalisées avec les différentes
biopsies. Les expériences ont été menées avec 4 biopsies humaines, notées B1, B2, B3répB#ition des cellules en
fonction de la taille de leur corps cellulaire. groportion des cellules (difféneiées ou non) localisées dans les microsillons

en fonction de la largeur des microsillons.

b. Différenciation et développement des neurones

La Figure 62 présente les pourcentages de différenciation des cellules souches neurales adultes
humaines obtenus pour les différentes conditions de topographie, pour des cellules provenant de 4
biopsies.Nous avons réalisé un test de stutfgmour comparer les valeurs obtenues sur les surfaces
avec des microstructures avec la valeur obtenue sur le PDMS plat (valeur de référence). Les p
valeurs* résultant de la comparaison sont indiquées. Ici, nous ne fixons pas de valeur seuil pour
indiquer la significativité obtenue mais indiquons I'évolution des valeurs de p.

Contrairement aux modeles cellulaires constitués par leédgy comme les neuro2a et les Luhmes

les pourcentages de différenciation des cellglasches obtenus sont trés éloignés des 100%. Les
lignées sont des cellules qui ont été sélectionnées et sont d’'un seul type. Ce n’est pas le cas pour les
cellules soucheslont le processus de différenciation est plus complexe. Ainsi in vitro, mémeesvec d
milieux contenant des facteurs de différenciation, une partie de ces cellules va rester au stade de
cellule progénitrice et ces cellules ne donneront jamais naissance a des cellules différenciées.

Le graphe de la Figuré2 indique que le pourcentage de cellules différenciées en neurones
augmente avec la largeur des microsillons. Pour les microsillons les plus étroits, dont la largeur est
proche du @meétre du corps cellulaire des cellules souches (5um et 10um), le pourcentage de

différenciation est plus faible que sur la surface référence qui ne comporte pas de microtopographie.

13 e test de Student est couramment utilisé pour comparer la moyenne observée d'un échantillon statistique & une valeur
fixée, ou bien pour comparer les moyennes de deux échantillons gaussiens.

14 a pvaleur est la probabilité de se tromper en rejetagpbthése nulle du test de student. On fixe une valeur de p
seuil a partir duquel on considére que la différence observée dans une comparaison est statistiquement signifiéative, c'est
dire avec une faible chance d'étre due au hasard.
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En revanche, pour les microsillons les plus larges (20um et 60um), le pourcentage de différenciation

est comparable a celui obtenu sur la surface référence.

Figure62 : Pourcentage de différenciation des cellules souches neurales adultes humaines obtenu sur des surfaces
de PDMS comportant desmicrosillons de différentes largeurs(calcul de la proportion de cellules ayant au moins un
neurite mesurant au moins 20pum de long, repéré par marquage immunofluorescent délltubetme). Les valeurs de p

résultent d’'un test de student.

c. Interactions entre les cellules souches neurales adultes humaines et des surfaces de PDMS

comportant des microstructures

La microtopographie influence également fortement le développement des neurites. Pour étudier les
influences et les interactions entre lesute en développement et la microtopographie, nous avons
étudié le nombre de neurites, leur longueur et leur orientation.

La Figure63a montre I'évlution du nombre moyen de neurites par neurone en fonction de la largeur
des microsillons. On constate que ca&uaugmente avec la largeur des microsillons. Les contraintes
imposées par les microsillons de 5um, 10um et 20pm ont une influence signéfisatite nombre
moyen de neurites par neurone (respectivement,6,2t 1,9 neurites par neurone) en comparaison a

la surfaceréférencede PDMS plate (2,4 neurites par neurone). Pour les sillons de 60um espacés de
10um, le nombre moyen de neurites par heurondesaf3, ce qui est comparable au score obtenu sur

la surface de référence (2,4).

Plus particuliéerementcomme la Figures3b le présente, les microsillons ont une influence sur la
polarité des neurones. Nous appelons polaritén neurone le nombre de neurites qu'il posséde.

Sur une surface de PDMS plate, lepyations ayant un, deux, ou au moins trois neurites sont en
proportionssensiblement équivalentes. En revanche, pour les microsillons les plus étroits (5um de

largeur), une tres grande majorité des neurones (83%) ne possede qu’'un seulBsuriatraites

yoir paragraphe 1.Bour la définition du terme golarité» dans ces travaux
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imposées par les microsillons étroits frustrent le développement neuritique alors que les cellules qui
sontsur une surface plate, sans aucun confinement latéral, développent davantage de neurites. La
proportion de neurones ayant un seul neurite @éprogressivement lorsque les largeurs de sillons
augmentent. Cette proportion atteint 27% pour les sillons de 60um de largeur, score comparable a
celui relevé poula surface de référence (25%j)multanément, la proportion de neurones ayant au

moins tras neurites augmente avec la largeur des sillons.

Figure63 : Influence de la microtopographie sur le développement des neurites de neurones isus de la différenciation

de cellules souchea: Moyennedu nombre de neurites par neurone pour différentes largeurs de microsillons. Pour chaque
condition, et pour chaque biopsie, environ 250 neurones ont été observés. Les valeurs obtenues pour chaque biopsie, la
moyenne de ces 4 biopsies et legafeurs obteues apres le test de student sont indiquéeslidgrammes représentant la
proportion de neurones possédants un seul neurite, deux neurites ou au moins trois neurites pour les différentes conditions de

topographie. La profondeur des sillons est de 25um.
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- étude de la longueur des neurites

Nous avons étudié I'influence de la largeur des sillons sur la longueur des neurites. L&4igure
résume les résultats obtenus. De nouveau, on reléve que les sillons les plus étroitsldéimitent
développement des neurites. Leur longueur est significativement plus petite pour des sillons de 5um et
10um de largeur (respectivement 234um et 256um) par rapport a la surface plate (309um, p<0,05). En
revanche, les longueurs des neurites développés sur les sillons plus larges sont comparables a celles
mesurées sur la surface plaious avions oleyvé la méme tendance avec les cellules de la lignée

Luhmes

Figure 64 : Influence de la topographie sur la longueur des neurited.e calcul de la longueur moyenne des neurites
résulte de la mesure d’au moins 500 neurites pour chaque biopsie et pour chaque condition. L'effet des microsillons est

analysé en réalisant un test de student, dontVedgpirs sont indiquées @lessus du gphe.

- étude de BAlignemendes neurites

Enfin, nous avons étudié l'influence de la largeur des microsillonsaignémentdes neurites.
La Figure 65 présente les résultats que nous avons obtenus. Les observations au microscope a
fluorescence montrent que les neurites se développent préférentiellement dans les sillons, contre les
parois. La Figure5a représente pour chaque condition de topographie les neurites présents sur un
champ d’observation (surface du champ = 0,18mis ont été retracés et recentrés a partir des
images optiques fluorescentes. Cela nous donne une visualisation directe du nombre de neurites, de
leur longueur et de leur orientation.

On voit que l'orientation des neurites sur la surface contréle parait aléatoire. Cela n'est plus le cas
lorsque I'on impose une topaphie aux cellules. L'alignement des neurites le long des microsillons

est tres prononcé pour les sillons les plus étroits. La proportion des segments de neurites formant un
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angle inférieur & 10° avec la direction des sillons est de 95% pour les sillbpsdgoir Figure 65b).

Cette proportion passe a 75% pour les sillons de 20um et diminue a 44% pour ceux de 60um.

Figure65: Influence de la topographie sur I'alignement des neurites dans la direction des microsillons, en fonction de
leur largeur. a: représentation de I'orientation des neurites. Tous les neurites présents sur un champ d’observation (surface =
0,16mn?) ont été retracés et recentrés. La direction des microsillons est indiquée par la flédfes.de: la topographie sur

la proportion de segments de neurites alignés avenitessillons a £10° et a +45°.

Ces analyses du développement des neurites apprennent que les sillons qui induisent un

alignement parfait (cas des sillons de 10um de largeur, espacés de 10um) ont aussi pour effet de
réduire considérablement le score de différenciation ainsi que le nombre et la longueur des neurites.
Les sillors les plus larges (cas des sillons de 60um de largeur espacés de 10um) au contraire, ne
frustrent pas le développement des neurones et permettent tout de méme d’obtenir un alignement de la

croissance.

d. Compétition entre les interactions cellussrface &les interactions entre cellules

Nous avons observé avec les cellules de la lignéenesque des neurites en croissance étaient
parfois capables dpasser alessus d’une structure et d’étre gsigé@r un sillon voisin. Ce genre
d’échappemenest plus fréquenjuand la densité en neurones est importadédaa également été
observé dans le cas des cellules souches différenciées en neurones.

Ce cas est illustré sur la Figuséal et bl. La comparaison des alignements obtenus pour ces deux cas
est présentée sur la Figure&Bb2. On observe que pour une faible densité en neurones, I'alignement

obtenu est parfait. Il est perturbé dans le cas d’une forte densité en neurones.
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Figure 66 : effet des interactions entre cellules sur le guidage des neurites pour des microsillons de 20um de largeur.

al-bl: images prises au microscope optique a fluorescence des neurofilaments des neurones (marquage immunofluorescent
de la beta-lll tubuline) @ur une faible densité (moins de 10 neurones)n{ail) et pour une forte densité (plus de 70
neurones/mR) (b1). a2b2: tracé de tous les neurites présents sur un champ d’observation (6)1¢oun une faible

densité (a2) et pour une forte densité (b2). La direction des microsillons est indiquée par les fleches.

Pour approfondir cette analyse, nous avons ensemencé les surfaces de PDMS avec trois densités
différentes de cellules souches, respectivement 30 000, 60 000 et 90 000 cellules/mL. Les résultats de
culture obtenus sont présentés dang-itgure 67. Nous avons réalisé les marquages dellules
souches différenciées en neurones mais aussi des cellules souches différenciées en astrocytes.

On observe que la densité de cellules ayant adhéré sur les différentes surfaces est proportionnelle a la
densité d’ensemencement. Les microsillomg pour effet d’aligner les deux types de cellules
observés, les neurones et les astrocytes. L’alignement est meilleur lorsque laddamsst@encement

est la plus faible.
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Figure67 : Images représentatives de cultures de cellules souches réalisées avec différentes ded&tésemencement

(30000, 60000 ou 90000 cellules/mL) sur des surfaces de PDMS comportant différentes topographies (surface plate,
microsillons de 20um et de 60um de large). Profondeur des microsillons 25um. Les cellules souches ont été
maintenues pendant 5 jours dans la phase de différenciation en neurones. La protéinelnditae des neurofilaments que

I'on trouve chez les neurones immatures a été marquée avec le marqukecoUplg a un antorps secondaire fluorescent

(Alexa 546nm, rouge). Les astrocytes issus de la différenciation des cellules souches sont repérés en vert (fluorophore alexa

488nm), par le marquage de la GFAP. Les noyaux de toutes les cellules ont été marqués en DAPI (bleu).

La Figure 68 montre I'évolution du pourcentage de différenciation des cellules souches en
neurones en fonction de la densité en cellules souchespghrait que plus la densité
d’ensemencement est élevée, plus le pourcentagkfférenciation en neuronest élevé. Il y a donc
un effet bénéfigue de l'augmentation de la densité d’ensemencement pour la différenciation en
neurone<e qui montre encoémportance de l'interaction entre cellules, notamment dans le cas de
cellules primairesDans le cas d’'une surface comportant des microsillons de 20um de large, cet effet
bénéfique est atténué. En effet, le pourcentage de différenciation en neurenesesbtcomparable
pour les densités d’ensemencement d@®Det 90 000 cellules/mL. Cela montre certainement que
cette topographie limite les interactions entre cellules. On reléve également que la différenciation est

légérement meilleure sur la surfat®PDMS plate que sur les surfaces comportant des microsillons.
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Figure68: Evolution du pourcentage de différenciation des cellules souches en neurones en fonction de la densité

d’ensemencement, pour des surfaces comportant différentes topographies. Profondeur des microsillons = 25um.

L'observation des images optiqupeésentées sum lFigure 67 montre encore une foigue le fait
d’augmenter la densité d’ensemencement altere l'alignement des neQstasest confmé par

'analyse quantitative du pourcentage d’alignement des neurites présentéTihisde 6.

Tableaub : Effet de la densité en cellules souches sur I'alignement des neurites (pourcentage de segments de neurites
formant un angle de +10° avec la directd®s microsillons) pour des cellules cultivées sur des surfaces de PDMS avec des
microsillons de 20um de large espacés de 20um ou bien des sillons de 60um de large espacés de 10um. La profondeur des
sillons est toujours de 25um.

e. Compatibilit¢é du PDMS aweune culture a long terme

Pour tester la viabilité des cellules souches neurales adultes humaines a long terme sur les surfaces
de PDMS, nous avons cultivé des cellules souches provenant d'une méme biopsie pendant 7 jours
pour une partie d’entre elles gendant une durée plus longue que celle pratiquée habituellement, soit
25 jours pour la partie restante. Comme le pourcentage de différenciation est fortement atténué pour
les microsillons de 5um et 10um de largeur, nous nous sommes concentrés ssaticutildes
microsillons de 20pum et 60um de large.

La Figure 69a montre des images des cellules cultivées pendant 25 jours sur les différentes
surfaces de PDMS. Nous avons réalisé les mémes marquages ihnowascents que précédemment
(voir Figure 6§ nous permettant de repérer les neurones et les astrocytes issus de la différenciation des

cellules souches.
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Pour qualifier la viabilité des cellules souches sur les surfaces de PDMS, nous avons quantifié les
mémes parametres que précédemment, a savoir : l'adhérence cellulaire, le pourcentage de
différenciation en neurones, le développement neuritigeg résultats obtenus pour une culture de 7
jours et pour une culture de 25 jours sont comparables pour tous ces parametres. Seule la longueur
moyenne des neurites a significativement évolué-igare 69b compare les longeurs moyennes des
neurites mesurées sur une culture de 7 jours et sur une culture de 25 jours. On voit qu’aprés 25 jours
de cuture, les neurites des cellules sont deux fois plus longs que celles des cellules qui n'ont été
cultivées que pendant 7 jours. Cela montre que les neurones continuent leur développement sur les
surfaces de PDMS et donc que le PDMS est un matériau adaptéapculture organisée de ces
cellules sur des longues durées.

En plus de permettre le guidage des neurites a long terme, nous montrons sur la figu@¢igure
gue les neurites sont guidés sur une longue distance (pour améliorer la lisibilité, nous avons retracé les
neurites en rose, en utilisant le logiciel NeuronJ). Un réseau continu et aligné de neurones peut étre

suivi sur une distance supériewr 2mm.

Figure 69 : Culture a long terme de cellules souches différenciées en neurones et en astrocytes et guidage sur une

longue distance sur une surface de PDMS microstructurée. Les cellules soucimesirales adulteshumaines sont
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maintenues en phase de différenciation pendant 7 jours ou 25 joura. images représentatives des cultures obtenues

apres 25 jours de différenciation. La b#8taubuline a été marquée par immunofluorescence en utilisant le marquelr Tuj
(couplé a un fluorophore alexa 546nm, rouge). Les astrocytes ont été marqués par la GFAP (lié a un fluorophore Alexa
488nm, vert). Les noyaux ont été Imarqués avec le DAPI (bledprigueur moyenne des neurites mesurée aprés 7 jours et

25 jours de culture en phase de différenciatianintage prise au microscope optique a fluorescence du guidage de neurones

sur une longue distance. La direction des microsillons est indiquée par la fleche. Quelques neurites ont été retracés en rose

afin d’améliorer la kibilité de I'image.

3. Discussionde l'influence de la géometrie des
microsillons sur le comportement de trois types de
cellules neuronales

Comme support et point de départ & notre discussion, nous avons rassemblé sur un méme graphe les
résultats obtenus pour les trois types de cellules et pour chaque largeur de microsillons. La profondeur
des microsillons considérés est de 25um.
Ce graphe amporte 4 axes, chaque axe représente un critére étudié :

- adhérence

- différenciation

- développement neuritique

- alignement des neurites

En utilisant les résultats des études deégitcédemmend, chaque type de cellules et pour chacun de

ces critéresnous attribuons des notes comprises entre 0 et 10. La surface ne comportant pas de
microsillons (surface plate) sert de référence pour I'attribution des notes pour les critéres d’adhérence,
de différenciation et de développement neuritique. Ainsi, on attribue a cette surface plate les notes de
10/10 pour ces critere®Rour le calcul des notes dans les autres conditions de topographie, nous
normalisons les valeurs obtenues pour les différents criteres observés par rapport a la cette surface
plate référace. Cettesurface ne comportant pas de topographie, on lui attribue la note de 0/10 en ce
qui concerne l'alignement des neurites. Ces notes ont une valeditatjua afin d'orienter la
discussion. Pour les aspects plus détailédecteur intéressé se reportera aux figures et aux

courbes antérieures.

La Figure 70présente le graphe tracé pour le cas de I'échantillon plat (surface référence). L'évolution
relevée lorsque I'on augmente la densité cellulaire pour la lignée Lujdeesité d’ensemencement
doublée) est tracée en pointillgsur les surfaces comportant des microsillkiiais méme tendance a

été observée pour les cellules de la lignée neuro2a et les cellules souches différenciées en neurones.
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Figure 70 : Graphe résumant le comportement des cellules neuronales étudiées sur un substrat de PDMS plat. Les
notes entre 0 et 10 ont été attribuées en considérant les études présentées précédemment. Le substrat plat sert de

référence par rapport aux autres surfaces, comportant des microsillons

Cas des microsillons de 5um de largeur, espacés de 5um

Figure71: Graphe résumant le comportement des trois types de cellules neuronales étudiées sur un substrat de PDMS
comportant des microsillons de 5um de largeur, espacés de 5pbes notes entre 0 et 10 ont été attribuées en considérant

les études présentées précéchemt.

- I'adhérencedes cellules Luhmest des cellules souches est banhes cellules sont
majoritairement localisées dans les sillons. En revanche, I'adhérence des cellules neuro2a est moins
importante. Nous pensons que pour ces cellules, cette faible adhérence relevée est liée a la taille des

corps cellulaires. Les neuro2a ont un corps cellulaire mesurant plus de 10um de diameétre (12+3um),
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alors que les celluldsuhmeset les cellules souches sont plus petites (7+2um). Les neuro2a n’entrent
pas «compktement> en contact avec le fond des sillons. Pour y arriver, elles doivent se déformer
(ainsi que leur noyau) pour se développer au fond des microsilbengjui rend difficile leur
développement

- la différenciationet le développement neuritique des trois types de cellules sont inhibés par les
sillons de 5um de large. Le pourcentage de différenciation est encore plus faible pour les cellules
neuro2a. Leur déformation ainsi que celle de leur noyau pourrait expliquer cette observation. On
s’apercoit queles fortes contraintes imposées par la topographie affectent le développement des
neurones.

- les neurites sont rigoureusement alignés le long des arrétes internes des microsillons.
L’alignement obtenu est parfait. Les interactions entre la topograplae e¢llules sont importantes
mais les contraintes imposées affectent le développement cellulaire.

Lorsque I'on double la densité en cellules, on releve que les neurites sont sensiblement plus
nombreux et leualignementest légerement perturbé. Lorsque la densité en neurones est trés élevée,
les cellules adhérent aussi sur les bosses de la topographie. Les neurites de ces cellules interagissent
moins avec la topographie que les cellules qui sont localisées dans les aillib en résulte une

diminution de l'alignement global des neuritddes neurites semblent davantage interagir entre eux

Cas des microsillons de 10um de largeur, espacés de 10um

Figure72: Graphe résumant le comportemendes trois types de cellules neuronales étudiées sur un substrat de PDMS

comportant des microsillons de 10um de largeur, espacés de 10um.

- 'adhérencades celluled.uhmeset des cellules souches est bonne. L’adhérence des cellules
neuro2a est meilleure que dans le cas des sillons plus étroits. Les cellules de tous les types sont tres

majoritairement localisées dans les microsillons. Cortgrta-de la largeur de 10um de#osis, les
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cellules neuro2a n'ont pas a se déformer ou que trés Iégeérement pour pénétrer et croitre dans les
sillons. Cela explique le meilleur score obtenu pour I'adhérence.

- 'augmentation de la largeur des microsillons améliore le scodifféeencidgion de I'ensemble
des cellules. Cette augmentation est moins importante pour les cellules neuro2a, certainement du fait
que leur corps cellulaire et leur noyau sont encore lIégerement déformés a cause de la topographie.

- le développement des neuritest sensiblement supérieur, et ce pour toutes les cellules,
certainement encore du fait que les contraintes imposées par la topographie sont moins importantes.

- I'alignementdes neurites est excellent pour les trois types de cellules, ce qui montre que les
interactions entre les cellules et la topographie sont fortes.

Lorsque I'on augmente la densité en cellules, le développement neuritique est plus important mais

I'alignement des neurites diminue.

Cas des microsillons de 20um de largeur, espacés de 20um

Figure73: Graphe résumant le comportement des trois types de cellules neuronales étudiées sur un substrat de PDMS

comportant des microsillons de 20um de largeur, espacés de 20um.

Les trois types de cellules adhérent aussi bien sur cette surface que sur la surface plate. Les
neuro2a n’ont plus a se déformer pour croitre dans les sillons.

Les contraintes imposées par la topographie sont moins importantes, ce qui s’observe alu niveau
taux de différenciation, qui est comparable a celui obtenu pour la surface plate pour les trois types de
cellules. Les contraintes étant relachées, le développement des neurites augmente aussi. Les cellules
interagissent cependant toujours fortement avec la topographie, car on obtient un bon alignement des
neurites aux microsillons.

Lorsque la densité en cellules double, les interactions entre les cellules augmentent. En
conséquence, l'alignement diminue, d’autant plus que les contraintes imposées par la topographie, a

savoir les largeurs des microsillons, sont moins importantes.

100



Cas des microsillons de 60um de largeur, espacés de 10um

Figure74: Graphe résumant le comportement des deux types de cellules neuronales étudiées sur un substrat de PDMS

comportant des microsillons de 60um de largeur, espacés de 10um.

- L’adhérence, la différenciation et le développement neuritique obtenus sont comparables a ceux
observés sur une surface ne comportant pas de microsillons. tesillans de 60um de largeur
permettent pourtant d’orienter la croissance cellulaire. L'alignerdes neurites reste cependant
moyen en comparaison a celui observé pour les microsillons plus étroits (60% des neurites des
Luhmesalignés contre plus de 90% pour des microsillons de 10um de.|&ffgjtivement, dans ces
conditions, les contraintes imposées par la topographie sont moins importantes et les neurites peuvent
naviguer au sein d’'un méme sillon, entre une paroi et autr
Si I'on double la densité cellulaire, I'alignement des neurites diminue emams.le cas des cellules

souches, cela a en plus pour effet d’augmenter le pourcentage de différenciation en neurones.

Finalement, nos études montrent ¢gee cellules naronales adhérent préférentiellement au
fond desmicrosillons, et ce quells que soert leur largeur. Cela a déja été observé pour d'autres
cellules, comme les fibroblastes. Pour expliquer ces observations, certains auteurs mettent en avant le
fait que les protéineglaminine, polylysineyjue I'on utilise pour favoriser 'adhérence des cellules sur
la surface de culture s’accumuleraient davantage dans les microsillons que sur les bosses voisines
[99], [150], [68]. Les cellules adhéreraient préférentiellement a ces régions. De plus, nous pensons
gu’en adhérant et en se développant dans les microsillons, les cellules maximisent leur surface de
contact avec le substrat. En effet, elles adhérent au fond du sillon et également & sesepauois
serait favorable pour leur développement.

Nous avons également observé que dans certains cas, les cellules se déforment pour adhérer au
fond desmicrosillons. Cette défrmation se produit quand les cellute® un diamétre plus grample

la largeur des microsillons. Ainsi, la taille de la cellule par rapadd largeurdes microsillons
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apparait, d’aprés nos résultats, comme un paramétre crucial pour comprendre les interactions entre la
topographie et les cellules.

Nous avons aussi observé que le noyau de ces cellules est déformé lorsque la contrainte
topographique est élevée. Cette déformation du noyau semble avoir pour conséquence une diminution
du taux de différenciation et du développement neuritique. Il a éréndans la littérature que la
déformation mécanique du noyau peut entrainer une réorganisatienuolgaire, en particulier une
modification du positionnement des chromosomes et une régulation de$1ganeg®5], [152].

Lorsque la largeur des microsillonsest égale ou supérieure au diamétre desllules, tous les
types cellulaires étudiés ont le méme comportemerites effets observés sont générigaeaux
trois types de cellules neuronales étudiésLes cellules sont majoritairement au fond des sillons et
ces derniers créent une situation de confinement. Le degré de confinement des cellules dépend de la
largeur et de la profondeur des microsillons.c8afinement influence le développement neuritique.

Le nombre de neurites développé augmente quand la largeur des microsillons augmente (ou quand la
profondeur des microsillons diminue) donc quand le confinement diminue. Ces observations sont en
accord avec les résultats de Mahoney ¢68], qui ont montré que le nombre de neurites développé
awmente avec I'amplitude d’angle disponible pbémergence depuis le corps cellulaire des neurites.

Cela suggeére que les neurites ont besoin d’un certain espace pour protruder du corps cellulaire. En fait,
il semble que les germinations de futurs neurites explorent une plage de directions eequageett

de direction est plus ou moins grande en fonction du confinement et donc de la largeur des sillons.

Cependant, pour appréhender comment la microtopographie agit sur la morphologie des neurones,
il est nécessaire de prerden compte le réle dibne de croissance. Ce cone est situé a I'extrémité des
neurites. Il est extrémement mobile et explore I'environnement eslitdaire pour détermineta
direction de la croissance des neuritémtégration par la cellule et le cone de croissance deasix
physiqueset chimiques de I'environnement est un phénoméne trés complexe, faisant intervenir les
concepts de mécarsnsibilité. lls s’intéressent a la capacité des cellules a s’accrocher au substrat et a
en traduire les caractéristiqgues physiques érample la taille, la rigidité) et chimiques (nature des
molécules présentes en surface, ligands) en une série d'activations de différentes voies de
signalisations intracellulaires.

Lorsqu’un neurite en croissance envoie pour la premiére fois un prolongement dans une nouvelle
direction ou quand il atteint un endroit ou il faut choisir la direction a prendre, le céne de croissance
émet de nombreux filopodes. Il cherche activementrilisas chimiques et physiques susceptibles de
guider les étapes suivantes de sa croissance.

La Figure 75 montre des images prises au microscope optigufluorescence de cones de
croissance deseurones de la lignée humaibghmescultivée sur une surface de PDMS comportant
des microsillons de 5um de largeur et 25um de profondeur. Nous avons sélectionné des zones de
I'échantillon ou les neurites n’étaiepas guidés (images a) (quelques neurites seulement), et des zones
de I'échantillon @ les neurites sont bien guidés (images b). Les filaments d'actine du céne de

croissance sont marqués en utilisant la phaloidine couplée a un fluorophore (Alexa 5dgeinLies
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neurofilaments, qui ne sont pas présents dans le cone de croissance, sont marqués grace au marqueur
Tuj-I (fluorophore Alexa 488nm, vert). Sur la Figuf&a, on observe que quand les neurites ne sont

pas alignés aux microsillons, les cones de croissance sont étalés sans direction préférentielle de
maniére isotrope. lls sont d’'une forme arrondie et comportent de nombreuses extensions d’actine
(filopodes). lls ont la méme forme que les cénes de croissance de neurones cultivés sur une surface
plane. Ces quelques cbnes de croissance (que nous avons dd chercher car ils étaient rares pour ce cas
de culture avec microsillons de 5um de large) ne semifjpas interagir avec les microsillons et

« échappeny a la contrainte. En revanche, lorsque les neurites sont alignés le long des microsillons,

les cbnes de croissance sont allongés. lls interagissent fortement avec les microsillons, qui les
contragnentet les confinat dans une direction. Sur ces surfaces, la majorité des neurones ne possede

gue 1 ou deux neurites.

Figure 75 : Evolution de la forme du ce de croissance des neurones Luhmes fonction de l'interaction avec la
microtopographie de surface. La culture a été réalisée sur une surface de PDMS comportant des microsillons de 5um

de largeur, espacésie 5um et de 25um de profondeur. La fleche blanche indique la direction des mionsil Images

prises au microscope optique a fluorescence aprés 5 jours de culture en phase de différenciation. Les ensemencements ont été

réalisés en utilisant la densité de® cellules/mL. Les neurofilaments ont été marqués en utilisant le marqudwtTin
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anticorps secondaire fluorescent (Alexa 488nm, vert), les filaments d’actine ont été marqués en utilisant la phalloidine,
couplée a un fluorophore (Alexa 546nm, rouge). Les noyaux ont été marqués avec le DAPA (liles)neurites n’ont pas

interagi avec la topographie, ils ne sont pas alignés et les cones de croissance sont étalés de maniére lisptnepeitds

ont interagi avec la surface, ils sont alignés aux microsillons. Les cénes de croissance sont allongés dans la direction des

microsillons.

Les microtubules et les filaments d’actine du cdne de croissance générent des forces qui poussent
et tirent le neurite en avdfitLa direction de I'extension neuritique est déterminée par la force exercée
par le filopode. Cette force dépend de la capacité de ces filaments a s’accumuler et a s’assembler. Des
répartitions asymetriques de filaments d’actine ont été observées dans les cdnes de croissance de
neurones, réagissant a des facteurs directiofit®§. Sur un substrat plat, comme les filopodes sont
étalés autour du cone dans toutes les directions, la force de traction exercée par les filopodes est la
méme dans toutes ces directions (le neurite prend alors une direction qui semble aléatoire, mais qui
définie en fonction de la perception de facteurs chimigeesant provenir d’autres cellul¢$55],

[156]). La Figure76 résume de maniere schématique notre analyse. Quand la culture est réalisée sur
une surface avec des microsillons, les neurites émergeant du corpgreaiilpeuvent s’orienter que

dans la plage de direction que leur laisse la largeur du microsillon. Les neurites se développent donc
parallelement aux parois des sillons (voir Figdébl). Il a été proposé que les microtubules et les
filaments d'actine du céne de croissance auraient une flexibilité limitée qui ne leur permettrait pas une
courbure des filopodes pour s’adapter (suivre) a la topogrdphid. De plus, les filopodes de
neurites qui émergent perpendiculairement a une paroi de sillons exerceraient une force de traction
faible et seraient inhibés par la présence de la paroi qui les oblige a un brusque changement de
directionslors du contact avec la paroi (voir Figuréb2). Par contre, les filopodes de neurites qui
émergent parallelement a la direction des sillons ont plus de place pour se développer (ils ne
rencontrent pas la paroi, voligure 76b). Etant plus longs (entre 5um et 20um), ces filopodes
exercent une force de traction plus importante et cela permet le développement du neurite
parallelement au microsillon.

Finalement, si le sillon est tres étroit, lamiwe de filopodes se trouvant dans la direction ou il y a
assez de place pour protruder est trés réduit. Cela explique pourquoi la majorité des neurones cultivés
sur des microsillons de 5um de largeur n'a qu’un seul neurite (voir cas n°Fugila76a etb). De
méme, sur les sillons plus larges, les cellules sont plus €loignées des parois et les filopodes peuvent se
développer avant de rencontrer la paroi. Cela permet le développement de populations neuronales avec
de nombreux neurites (voir cas n°2 et 3 de la FiguaeeTib 1’, 2’ et 3’).

1811 a été montré que ces structures peuvent générer des forces de 2[A5X)pN
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Figure 76 : représentation schématique du comportement des cellules neuronales sur des surfaces microstructurées,

avec des microsillons étroits (exemplelOum-10um) et des microsillons larges (10uf60um). a : haut vue de dessus,

bas: vue en coupe. Les disques verts représentent les plages d’angles accessibles pour le développement.des neurites
zZoom sur ce qui se passe au niveau du corps cellulaire des neurones, dans des microsillons étroits (gauche) et sur des
microsillonslarges (droite). 1 et 1’ la cellule neuronale qui se différencie lance des filopodes depuis son corps cellulaire
dans toutes les directions. Dans certaines directions, les filopodes peuvent se déployer et atteindre une certaiqedsille (di
verts). Dais d’autres directions, ceick rencontrent les parois du microsillon et leur développement est irthdié2], croix

noires).3 et 3': les neurites se développent dans les directions pour lesquelles les filopodes ont pu croitre suffisamment sans
étre irhibés. On obtient un petit nombre de neurites trés alignés dans le cas de microsillons étroits et des neurites plus
nombreux mais moins alignés dans le cas de microsillons plus larges. Les neurites parcourent une distance plus grande avant

de «rencontrer> une paroi de sillon.
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Nos études montrent également des neurites se développent préférentiellement le long des
sillons, plus particulierement au niveau de I'arréte interne. Une fois que le neurite se trouve au
niveau de l'arréte interne du sillon, rie la quitte plus et croit en son long. Plusieurs hypothéses
peuvent expliquer ces observations. La premiérgest’adsorption des protéingsi sont utilisées

pour favoriser 'adhérence et le développement des neurones serait répartie de manaregéneh

et se concentrerait plutét le long de l'arrétine autre hypothése plus récente est basée sur la
probabilité que les cellules pourraient développer des points focaux d’adhérSeten CH. Seo, il
apparait que la topographie et en particulier la zone interne de sillons favorise I'apparition et la

maturation de points focaux d’adhérence et la polymérisation du cytosquelette d’actine [158]

Par ailleurs, sur les microsillons les plus larges, les neurites parcourent une distance plus grande
avant d’atteindre une paroi. Cepniplique pourquoi I'alignement des neurites est moins rigoureux que
dans le cas des sillons les plus étroits (voir casla9aFigure 7®).

De plus, dandes sillons les plus larges, les neurites sont plus nombreetxnous pensons que
cela a aussi pour effet de diminuer I'alignement global des neurites. En effet, les neurites
s’échappent plus souvent des sillons qui les guident et cet échappement est corrélé a la présence d'un
neurite voisin(voir cas n°2 de ld&igure 76b). Ce résultat parait tout a fait logique car les cellules
neuronales sont par natudestinées communiquer et a réaliser des interconnections entrerdigs.
cela, elles sécrétent des molécules qui se diffusent librement dans le milieu environnant. Il se forme
ainsi un gradient qui influence a distance le cone de croissance qui est capable de les détecter et
d’infléchir la direction & suivre.

Ces observations nous ont amené a nous interroger sur le réle de la densité cellulaire sur
'alignement des neurites. Nous avons montré que l'alignement est moins prononcé lorsque les
neurones sont plus nombreux. Les neurites étant également plus magnilbrent plus de possibilités
pour faire des interconnexions entre eux et donc logiquement, ils échappent davantage a la contrainte

imposée par la topographie et se désalignent.

L’étude de l'influence de la densité d’ensemencement cellulaire sumpoctement des cellules a

montré d’autres résultats marquants avec les cellules souches. Les cultures de cellules souches sont
particulierement intéressantes pour aborder ces aspects car il y a plusieurs types de cellules sur nos
surfaces (astrocytes, otigendrocytes et neurones). Cette situation in vitro se rapproche de ce que I'on
rencontre dans le cerveau en termes de population cellulaire et de sécrétions.

Nous avons montré que la densité d’ensemencement en cellules souches a un effet sur le pourcentage
de différenciation en neurone. En effetpleurcentagede différenciation des cellules souches en
neurones(ici, nous rappelons gu'il s'agit du rapport entre le nombre de neurones sur le nombre total

de cellules) augmente avec la densité d’ensemencem@&dr ailleurs, nous savons que les cellules

7 Les points focaux d’adhérence sont des amas d’intégrines, qui interagissent avec I'environnement de la cellule. Les
intégrines sont des protéines qui forment la liaison entre la matrice extracellulaire et le cytosquetégmion» entre les
deux).

106



sécretent (entre autres) des molécules de signalisation intercellulaire (cytokines par exemple) ainsi que
des facteurs trophiques (sécrétion paracrine, voir chapitrel).

Ainsi, il apparait de maniere logiquee puisque les cellules souches sont plus nombreuses sur la
surface, les sécrétions trophiques sont égalementimlpsrtantes ce qui favorise la survie et la
différenciation des cellules souches et explique ainsi 'augmentation de la différenciattetémn
Cette augmentation a été relevée pour les cultures réalisées sur PDMS plat et sur une surface de
PDMS comportant des microsillons de 60um espacés de 10um. En revanche, sur les surfaces avec des
microsillons de 20um espacés de 20um, I'effet de 'augmentation de la densité cellulaire n'est pas si
bénéfique. Les microsillons plus étroits représentant une plus forte contrainte pour la croissance des
cellules pourraient ils atténuer la détection des fasteophiquegar les cellules uj sont dans les
sillons ? Cette question met le doigt sur la problématique de la compétition entre les interactions entre
(i) les cellules et la surface et (ii) les cellules entre elles. Nos résultats nous ont permis de mettre en
évidence des premiers effets mais nousa®e compléter ces études pour élaborer des hypotheses

plussolides.

4. Exploitation des effets d’alignement des neurites dans
une perspective d’ingeénierie cellulaire

4.1. Etude de la limite de courbure des neurites

Les études précédentes nous ont montré que les filaments d’actine constituants les filopodes émis
par le cone de croissance manifestaient une difficulté & se courber face aux parois des microsillons. En
effet, les filopodes qui explorent leur environnemaapeuvent pas s'adapter a cette topographie qui
leur demande un brusque changement de direction et leur croissance est inhibée, arrétant ainsi
I'allongement du neurite.

A partir de ces constatations, nous avons voulu étudier les facultés d’adaptati@udees a la
topographie. Pour cela, nous avons cultivé les neurones non plus sur des motifs linéaires mais sur des
motifs en lignes brisées ayant différents angles, a savoir 30°, 45°, 90° et 135°. Ces motifs sont
représentés sur la Figuré. Les microsillons mesurent 20um de large et 10um de profondeur et sont
espacés de 20um. Nous avons choisi cette géométrie car elle nous a permis, pouedesitimssd
linéaires de nos études précédentes, d’avoir un bon alignement et un bon développement des cellules.
Pour ces expériences, nous avons utilisé les cellules Lubaneslles sont issues d'une lignée et
développent de longs neurites. Nous avonsi dei méme protocole de culture et de marquage
immunofluorescent que pour les expériences décrites dans les paragraphes précédents (page 77).

La Figure 77 présente des images représentatives des cultures réalisées pour chaque géométrie

étudiée. Nous avons en particulier observé I'apparence générale des Kisonitids guidés par la
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structure?) dont nous avons mesurélémgueur moyenne. Nous avons réalisé deux expériences pour
chacun des motifs.

Sur ces images, on remarque que

- pour les lignes brisées avecdesangles de 30°, les neurites suivent rigoureusement la géométrie
imposée par les lignes. On peatonnaitrde motif des lignes en regardant les neurites marqués en
fluorescence. La longueur moyenne des neurites est de 300+22um (30 neurites analysés). Par
compaaison, sir une surface de PDMS plate, la longueur moyenne mesurée est de 290+50um (100
neurites analysés).

- pour ledignes brisée avec desingles de 45°, les neurites sont alignés avec les parties rectilignes
de la topographie mais lorsque les lignesngfent de direction en faisant un angle de 45°, les neurites
ne suivent pas ce changement mais continuent leur développement dans la direction initialement
prise. La longueur moyenne des neurites calculée est de 280+56um (20 neurites analysés). Cette
valeur est également comparable a celle obtenue pour une surface depRidIS

- pourleslignes brisées avecdesangles de 90°, la majorité des neurites suit les parties rectilignes
de la topographie mais lorsque le changement de direction se préserdagrigé de ceuxci ne suit
pas la topographie mais contindans la direction initiale, méme en I'absence de parois latérales (voir
fleche orange). La longueur moyenne des neurites est de 305+25um, ce qui est comparable au cas de
la surface plate.

- pour leslignes brisées avecdesangles de 135°, la géomeétrie est un peu différente. En effet, les
changements de direction se succédent rapidement, ils sont plus brusques et resserrés. Une majorité
de neurites suit la topographie trés cogtmante. On obseeven effet des neurites faisant un angle de
135°. En revanche, la longueur moyenne est seulement de107+38um (50 neurites analysés), ce qui est
significativement inférieur a la longueur obtenue dans toutes les autres conditions. Les neurites devant

se défomer pour croitre semblent donc mosesdéveloppesu se développgiius lentement.
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Figure 77 : Culture de cellules de la lignée humaine kuhmes» sur des motifs topographiques comportant des
variations de direction (angles de 30°, 45°, 90° et 135Bh largeur des microsillons est toujours de 20pum, espacement de
20um. La profondeur est de 10um. Schémas représentants les motifs et desgedtures obtenug@sises au microscope

optique a fluorescence. Marquage immunoflucees de I'actine (phallopidine alexa 488nm, ver), des neurofilaments (Alexa
546nm, rouge et des noyaux, DAPI, bleu). a;ledsemencement avec @80cellules/mL. ¢ 30000 cellules/mL. En c, la

deuxiéme image représente une superposition du canal de fluorescence montrant les filaments d’actine et du canal en lumiére
blanche. On voit les motifs de la surface. Les fleches ormttiguent un exemple ou les neurites sont guidés, méme en

I'absence de contact avec une paroi latérale du PDMS.
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En conclusion, ette étude montre que les neurites interagissent et s’adaptent a la topographie, qui
a un effet non seulement sur leur forme mais aussi sur leur développement ou sur leur vitesse de
croissance. Nous n'avons pas observé véritablementiohite«» de déforration mais on constate une
forte diminution du développement des neurites lorsque ciedwivent changer brutalement de

direction.

4.2. Vers une architecture neuronale tissulaire ?

Nous avons montré dans les paragraphes précédents comment et pourgqugogtaphie
influence fortement le comportement des cellules neuronales. Ces effets sont génériques aux trois
types de cellules que nous avons étudiés, méme si certaines cellules y sont plus sensibles. La largeur
des microsillons influence fortement le namaldle neurites développé par les neurones.

Ainsi, en maitrisant le développement des neuroeesn adaptant les parametres géométriques de
la microtopographie de la surface sur laquelle les cellules sont cultivées)s est maintenant
possible de cer des arcléectures neuronalesa<fagcon». C'est un premier pas vers l'ingénierie
tissulaire Nous savons que dans le cerveau, les neurones n'ont pas le méme nombre de neurites en
fonction de leur role, ce qui permet d’ajuster leur degré d’interaction dans le fonctionnement des
réseaux neuronatj59].

La Figure 77 montre un exemple de culture réalisée sur une surface présentant différentes géométries
de microsillons linéaires. Le long de la hauteur de I'image, nous observons une alternance de zones ou
les neurites sont rigoureusement alignés verticalement (et moins nombreux) avec des zones ou
I'alignement est moins prononcé mais ou lesritesi sont plus nombreux. Pour arriver & ce résultat,
nous avonséalisé un substrat de PDMS et avons microstructuré sa surface par zones, avec des motifs
différents. Des zones comportent des microsillons de 10um de largewésgte 60um, des zones
comportet des microsillons de 20um de largeur espacés de 20um et des zomgwrted des
microsillons de 60um de largeur espacés de 10um. La profondeur dews @bt de 10um. Les

neurites réagissent a la variation de la géométrie de maniére tres abrupte.
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Figure78: Cellules neuronales de la lignée Luhmesultivées sur une surface de PDMS comportant des microsillons de
différentes largeurs (sillons de 60um de large, espacés de 10gitons de 20um de large, espacés de 20gitions de

10um de large, espacés de 10um). La géométrie des sillons est indiquée. Le nombre en gras indique la largeur du sillon, le
nombre qui n'est pas en gras indique I'espacement entre les diftages prises au microscope optique a fluorescenés ap

5 jours de culture en phase de différenciation. Les ensemencements ont été réalisés en utilisant la der®i® de 60
cellules/mL. Les neurofilaments ont été marqués en utilisant le marquebliefTun anticorps secondaire fluorescent (Alexa
488nm, vet), les filaments d’actine ont été marqués en utilisant la phalloidine, couplée a un fluorophore (Alexa 546nm,

rouge). Les noyaux ont été marqués avec le DAPI (bleu).
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L’ingénierie cellulaire que nous avons développée dans ces travaux pourrait servir a isoler et a

étudierin vitro des phénomeénes intéressants pour les neurobiologistes, & condition de coupler cette
technique a des mesures d’enregistrement de 'activité de ces neurones.
La compréhension de la communication des réseaux neuronaux en fonction de leur architecture
(structure)nous parait étre un aspect particulierement intéressant a étudier. Pour cela, on pourrait
comparer 'activité neuronale d’'un réseau qui n’est pas ingénieré avec celle d’un réseau construit grace
a l'ingénierie de surface.

C'est dans ce but quaous avons développé une collaboration avec l'unité de recherche
exploratoire de I'entreprise pharmaceutique Sanofi, et plus particulierenemte docteur Christophe
Lanneau de I'’équipe pharmacologie in vitre. Nous avons réaéisdes premiéres expériences de
mesure de l'activité électrophysiologique de neurones primaires de rats en utilisant la technique du
patch clamp. Cette technique est une technique trés sensible de voltage imposé qui permet de mesurer
I'activité directe des canaux ioniques des neurones [166]], [162]. Nos premiers résultats nous
permettent d’affirmer que ces neurones cultivés sur des surfaces plates de PDMS ont une activité
électrophysiologique normale, comparable & celle observée sur des surfaces de culture classiques
(plastique de boites de pétri ou klha de verre). Ces études devront étre approfondies et complétées
en utilisant la technique de MEA ou la technique d’'imagerie calditgp@pour permettre la mesure
de l'activité électrophysiologique non plus de quelques cellules comme dans le cas de la technique du

patch clamp, mais d’'un réseau de neurones et ce, pour des réseaux neuronaux ingénierés ou non.

5. Conclusion

Pour décrire le comportement des cellules sur les différentes surfaces de culture, nous nous sommes
appliqués a développer des méthodes rigoureuses, a définir des criteres objectifs quantifiables et a
mettre au point des protocoles de quantification reproductibless avons reproduitotites les
expériences plusieurs fois et les analyses ont porté sur un grand nombre de cellules. Cela était d’autant
plus nécessaire et important que certaines expériences ont impliqué du matériel biologique primaire
humain, qui peut présenter une variabilité biologique.

A partir de nos nombreuses expériencesys avons pudégager des lignes fortes caractérisant la
culture des cellules sur des surfaces ingénierées.

Nos études confirment que le PDMS est un matériau agaptéla culture de cellules neunaleset

pour la premiere fois a notre connaissance il a été utilisé pour la culture de cellules souches neurales
adultes humaines. Nous avons aussi constaté que les cellules adhéraient priéi@eritill fond des
microsillons. Nous avons montré que la taille des corps cellulaires est un parametre crucial pour
prévoir le comportement des cellules sur une surface ingénierée.

En effet,lorsque les cellules ont un diamésepérieur da largeur desnicrosillons, cellesi se
déforment pour pénétrer et croians les sillons. Cette situation de forte contrainte limite, voire

empéche le bon développement des cellules, en termes de différenciation et de développement
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neuritique. Les interactions eatles cellules et la surface sont fortegmtconséquencégs neurites

sont parfaitement alignés aux microsillons. Nous aemssimontréqu’a I'opposé, lorsque les sillons

sont plus larges que les cellules, les contraintes sont moins importantésnetanséquencdes

cellules développent un plus grand nombre de neurites mais par contre I'alignement des neurites
diminue (en comparaison avec le cas des sillons étraitsi, la géométrie des microsillons permet

de déterminer I'arborisation neuritique qui sera développée par les neurones.

Nous avons également mis en évidence, par la variation de la densité d’ensemencement, que les
cellules interagissent non seulement avec la surface mais également entre elles. Cela a été
particulierement relevé dans le cas des cellules souches, qui permettent d'obtenir, aprés la
différenciation, des populations de différentes cellules neutdiiestivement les neurones issus de la
différenciation de ces cellules ont vocation a créer des interconnexions aveecdssautones et a

échanger des signaux avec les autres types cellulaires présents dans la culture.

Nous avons noté qua majorité des études in vitro présentées dans la littérature se déroulent sur des
périodes plutdt courtes de l'ordre de 5 & 7 jours. Pour notre part, en effectuant des cultures de cellules
souches pendant 25 jours sur des substrats de RIDM&a sans que leur développement egétéi

affecté, nous avons démontré qaePDMS est un bon candidat pour la culture de cellules souches
neurdes adultes humaines pendant une longue péridedravail établit également que le guidage

des neurites obtenu grace a la microstructuration de surface n'est pas altéré avec le temps,

contrairement a certains guidages obtenus grace a des micromaotifjuets.

De nombreuses études décrivent le comportement de neurones sur des surfaces ingénierées a I'échelle
micrométrique mais la plupart d’entre elles décrivent I'effet de la microtopographie pour une lignée
neuronale particuliere. Nous avons été phis En montrant que les effets que nous observons sont
génériques a trois types cellulaires, dont I'un étant des cellules souches neurales adultes humaines
pouvant avoiun réel intérét thérapeutique.

Pour expliquer les phénomenes de guidage des neurites que nous avons mis a jour, NOUS Proposons un
scénario mettant en jeu le cbne de croissance et la plasticité de ses filopodes. Nous avons mené une
étude complémentaire pour étudier plus particulierement la plasticité des neurites. Pour cela, nous
avons crééles motifs non plus linéaires mais présentant des changements de directions rapides et
prononcés et montré que les contraintes de courbure peuvent effectivement ralentir le développement

neuritique.

Ainsi, nos résultats fournissent a la communauté sfitgre des éléments transposables pour créer a
facon des architectures neuronales avec différents types de cellules. Nous présentons un exemple
d’architecture obtenue en utilisant des microsillons, se rapprochant d’une architecture que I'on trouve
in vivo dans les tissus du cerveau. Ne pouvant bien sir atteindre et reproduire I'environnement
complexe du cerveau, I'ingénierie cellulaire que nous avons élaborée est un outil pour aborder in vitro
la problématique de I'efficacité de la communication au sein d’'un réseau neuronal en fonction de son

architecture.
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Chapitre 3 - Interactions entre des cellules

neuronales et des nanotubes de carbone

1. Pourquoi s’intéresser aux interactions entre les cellules
neuronales et les nanotubes de carborre

Dans le chapitre2, nous avons étudié l'effet de substrgisésentanten surface une
microtopographie sur le développement de cellules neuronales. Nous avons observé que cette
topographie a une influence sur I'adhérence, le développement, la prolifération, et la magation
cellules neuronales et que les dimensions de la microtopogragbigent un réle majeur. Pour
compléter ces résultats, nous souhaitons explorer les interactions entre ces mémes cellules neuronales
et des facteurs topographiques d’échelle nanométrique, afin de guider la croissance des cellules sans
contraindre leur développement. Que se padskrsque I'on cultive ces mémes cellules sur des
surfaces présentant une topographie d’échelle nanométrique? Quelles stratégies adopter pour générer

une nandepographieadaptée au développement cellulaire?

Dans la littérature, on peut relever différentes stratégies mises en oeuvre pour créer une
nanotopographie de surface et étudier son influence sur le développement de cellulefl68K4]
[105]. L'une de ces stratégies consiste a utiliser des nanotubes de carbone. La nanotopographie des
couches de nanotubes de carbone apparait dans de nombreuses études comme un facteur améliorant
'adhérence des cellules et influengant leur développement, en particulier dans le cas de cellules
neuronaleg166], [115], [118], [106]. Les NTCs ont également une grande rigidité, une surface
spécifiqgue élevée, une excellente conductivité électrique et ameekbiocompatibilité, bien que la
guestion de leur toxicité ne soit pas encore tranchée, [li6d]. Ces propriétésonttres interessantes
et recherchées po la réalisation de neuroproses[169]. De plus, il a été mis en évidence que,
lorsque les cellules neuronales sont cultivees sur des couches de NTCs, les signhaux
électrophysiologiques sosupérieurqfréquence d'occurrence plus élevé&ekxeux obtenus poume
culture sur une surface classique de verre par exemple [123], [170]. Des études ont pu e en
évidence une augmentation de I'émission de courantsspoaptiques spontanés et des potentiels
d’action pour les neurones cultivés sur des couches de NTCs. Sur la base de ces observations, de
nombreux travauxapportent l'intérét d’'intégrer desanotubes de carbone sur des dispositifs de
stimulation et d’enregistrements de signaux neuronaux, tels que leselmacitode arrays (MEA)
[171], [127],[172), [173].

Cependant, les phénomeénes mis en jeu dans le couplagaokbes de carbowellules

neuronals» ne sont pas totalement compris, certainenegntpartie & cause des nombreuses et
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complexes propriétés des nanotubes de carbone, telles que la condilettitgue la topographie, la
fonctionnalisation chimique, I'hydrophobicité,sleropriétés mécaues (module d’Young... De

plus, la plupart des travaux étudient la croissance des neurones en cultivant des cellules en paralléle
sur différents types de surface, par exemple sur une surface ne comportant pas de nanotubes de
carbone et une surface compmt des nanotubes de carbone. Ces étndesontrent en faitque
I'adaptabilité des cellules a ces différentes surfaces.

Suite a cette analyse, nous av@enséqu’en juxtaposant ces deux types de surface, il serait
possible d'observer de nouveaux comportements cellulaires. La création d'une situation de
compétition directe entre les deux types de surface permettrait de mettre a jour de nouveaux
phénomenes notanant sur I'affinité des neurones avec les nanotubes de carbone. Que seilpasse-
guand les cellules neuronales ont le choix entre deux types de surface, 'une étant des nanotubes de
carbone? Pour répondre a cette question, nous avons développé une nethédmentale simple
permettant la création de motifs de nanotubes de carbone sur des surfaces. Grace a cette méthode, nous
avons mis en concurrence deux types de surfaces pour la croissance des cellules nedionales :
partle dioxide de silicium (Si¢), qui, dans notre cas, est une surface permissive pour la croissance
des neurones et d'autre pées nanotubes de carbone. L'utilisation de ces surfaces mixtes nous a
permis de mettre en évidence des phénomeénes mis en jeu dans les interaeioies «euronales
nanotubes de carbone», qui n’avaient jamais été décelés lors de la culture de cellules neuronales sur

des surfaces homogenes.

Les NTCs utilisés ainsi que les méthodes développées pour générer des couches de NTCs et des
surfaces comportaned motifs de NTCs sont détaillées en anngx€es travaux ont fait I'objet d'un
dépot de brevet et d’une publicattén

Dans la suite de aghapitre nous présentons les résultats obtenus aprés avoir cultivé des neurones
sur ces deux types de surfadeuis nous présentons une hypothése originale nous permettant
d’élucider le réle des NTCs lors de la culture de neurones et de mieux comprendre les interactions
entre les cellules neuronales et les NTCs. Enfin, ntugronsdes exemples d'utilisation déslCs,
basés sur notre hypothése et tirant profit des phénoménes mis en évidence grace a cette ingénierie de

surface.

18 Brevet: «Procédé de formation de motifs d’objets sur la surface d'un substéat Béduer, F.
Seichepine, C. Vieu, E. Flahaut, PCT/IB2012/051567

Publication : A. Béduer et al,A simple and versatile microontact printing method for generating carbon nanotubes
patterns on various substratdticroelectronic Engineering, in press, disponible en ligne (2012)
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2. Résultats de surfaces comportant des NTCs pour la
culture cellulaire

Les procédés développés pour obtenir ces résultats sont détaillés dans I'annexe 5.

2.1. Caractérisation de couches homogenes obtenues par
pulvérisation

Les couches de NTCs ont été générées par pulvérisation. Le procédé mis au point pour cela est
expliqué en annexe 5. LEigure 79 est une image prise au microscope électronique a balayage de la
surface d’une couche de NTCs. La Fig8@eest une image prise au microscope a force atomique de
cette méme surface, montrant le signal de déflection latérale. L'image a été réalisée en mode contact, &
I'air. On observe que les couches de NTCs sont denses et continues. LesdNT @&sorganisés et
forment un tapis ancré a la surface de I'échantillon. lls se regroupent en faisceaux, sans direction

préférentielle.

Figure 79: Résultat de dépdt de NTCs par pulvérisation sur Figure80: Image AFM d'une couche de NTCs, signal
une surface de SiQ. Le dépot forme un tapis continu et denséle déflection latérale. Les NTCs sont regroupés en

les NTCs sont désorganisés. Image prise au microscéjgceaux (diametre d'un NTC entre 1 et 3nm).
électronique a balayage. Observation en mode contact, a l'air.

En comparaison a d’autres techniques, telles que la réalisation de films par filtration ou le dip
coating (dépbt par trempage), le dépot par pulvérisation nous permet finalement d’obtenir des dépbts
denses en une seule étgped]. Ce procédé nous a permis de générer rapidement un grand nombre
d’échantillons pour la culture cellulaire et sur de nombreux types de surfaces, comme pée Exemp
PDMS, I'or, le dioxyde de silicium, le silicium, le polyéthyléne téréphtalate (PET), le verre.

- Rugosité des couches de NTCs
La rugosité d’'une surface est une caractéristique qui est souvent décrite comme influente pour
expliquer le comportement aellules sur une surface [106175], [176], [1L77]. Afin de caractériser
nos couches de NTCs le plus finement possible, nous avons mesuré la rugosité de plusieurs couches

ayant des épaisseurs différentes. Les résultats de ces mesures sont présentés suBla Migue
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avons pu établir que quelle que soit I'épaisseur totale des couchescicallagnt quasiment toutes la

méme rugosité 8.5nm+2nm.

Figure 81 : Evolution de la rugosité des couches de NTCs déposées par pulvérisation sur des substrats de verre en
fonction de leur épaisseurLa rugosité a été mesurée par AFM, en calculant la rugosité moyenne d'une surface de 50um de
cOté. L'épaisseur des couches a été mesurée par AFM. Chaque point représente la moyenne de trois zones de la couche de

NTCs. Les barres d’erreur représentent les écarts types standards.

2.2. Caractérisation de surfaces comportant des motifs de NTCs
obtenus par pulvérisation et microcontact printing

Des motifs de NTCs de différentes géométries géatisés en combinant la technique de
pulvérisation et le microcontact printing. Ces procédés développés dans ces travaux de these sont
détaillés en annexe 5. Des igegs MEB des motifs de NTCs obtenus sur du,Si@nt présentées sur la
Figure 82 les motifs de NTCs apparaissent en gris clair. On observe que

- lesmotifs sont constitués de tapis de NTCs denses et désorganisés (image d)

- ils sont précisément définis, il Ng pas de NTCs entre les motifs. Le transfert est fidele aux
motifs du timbre.

- ce procédé permet de traiter de grandes surfaces (image b)
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Figure82 Exemples de motifs de NTCs réalisés, sur des surfaces de Si@b : motifs réalisés par microontact printing
sur de grandes surfaces de Si©d : exemple de motifs en forme de spirale et zoom sur I'extrémité deddesp-f : motifs

utilisés dans la suite pour la culture de neurones.

La Figure83 montre des images AFM qui permettent d’avoir des informations sur la topographie des
motifs de NTCs. On observe par exemple que les motifs réalisés sur astillech mesurent au

maximum 40m de hauteur.
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Figure 83: Images AFM de motifs de NTCs sur une surface de SiOréalisés par microcontact printing. Images
acquises en mode contact, a I'air. sggnal de hauteur, image d'un motif de lignes de largeur micrigunétb-c : zoom sur

une zone de NTC¢b: signal de hauteur, c: signal d'erreur).

Dans la suite de ce travail de thésemémeprotocole(détaillé en annexe 5 été employé pour
générer toutes les surfaces utilisées pour la culture cellulaire. Ce point est important afin de pouvoir
comparer les échantillons entre eux. Pour générer des couches planes de NTCs, un timbre de PDMS
plat (sans structures) est utilig@our générer des motifs de NTCs, un timbre microstructuré est

employeé.

2.3. Traitement des surfaces avant la mise en culture des neurones

Pour utiliser les échantillons qui comportent des NTCs pour la culture de cellules neuronale, nous
avons dd :

- Enlever les traces de carboxymethylcellulosesurfactant que nous avons employé pour
stabiliser les suspensions de NTCs. Ainsi, on s’assure que les résultats de culture que nous obtiendrons
seront bien liés a la présence des NTCs et non de ce surfactant. xycebylcellulose se dissout
trés bien dans de I'eau chaude. Pour la supprimer, nous immergeons donc les échantillons dans de
'eau a 60°C pendant deux heures.

- Stériliser les surfacesPour cela, nous immergeons les échantillons dans de I'éthad®d a 7

pendant 15 minutes puis nous rin¢ctiégthanol avec de I'eau stérilisée.

La culture des cellules neuro2a a été réalisée en suivant le méme protocole que pour la culture sur
des surfaces micrstructurées. Pour rappel, les échantillons ne recoiverdepdépdt de protéines de
la matrice extracellulaire. Les cellules sont cultivées directement sur les surfaces de NTCs. Ce
protocole dure 3 jours. Cela permet de réaliser une expérience entiere par semaine, en comptant la

fabrication des échantillons. Ceopocole comporte 4 étapes :
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- ensemencement des cellules sur les échantillons, & une densité dé deBulds/mn. Les
cellules sont éncubées> pendant 24 h sur les échantillons.

- différenciation des cellules. Pour cette opération, le milieiairde culture est remplacé par un
milieu sans nutriments, complémenté avec de la BSA & 1% en volume

- maintien en culture pendant 48 h, dans ce méme milieu.

- fixation des cellules, par une solution de paraformaldéhyde (4% en volume), 30 min; a
tempéature ambiante. On réalise ensuite des marquages fluorescents de I'actine et des noyaux des

cellules.

3. Effet des NTCs sur la culture de cellules neuronales

3.1. Effet des couches de NTCs sur le développement de cellules
neuronales issues de la lignée « neuro2a »

Pour étudier I'affinité des cellules neuro2a pour les couches de Ni@s avonsultivé les
cellules sur des surfaces de §if@couvertes de couchesntinues(sans motifs) de NTCs et en
paralléle sur des surfaces de giPermissives pourl croissance des cellules. Le Sidnstitue la
surface de référence, sur laquelle les cellules se développemmalemend. En effet, elle est
similaire & une surface de verre, matériau communément utilisé pour la culture de ces Nellisles.
comparons eapres les résultats obtenus sur ces deux types de surface pour les différents critéres

suivants: adhérence, différenciation, et développement des neurites.

a. Adhérence

La Figure84 représente le nombre moyen de noyaux dénombré papounune culture réalisée
sur une surface homogeéne de S pour une couche de NTCs. Apres trois jours de culture, on
s'apercoit qude nombre moyen de noyaux relewér mnf ne dépend pas la nature de la surface de

culture.

Figure84: Comparaison du nombre de cellules neuronales ayant adhéré sur du Si@t sur une couche de NTCd.es
barres d’erreur représemit les écarts types standards obtenus en analysant 3 expériences identiques et indépendantes. Pour

chaque expérience, cing zones de I'échantillon de dimension fixe ont été observées et analysées.
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b. Différenciation

Les taux de différenciation obtenus sur une surface de SiO2 et sur une couche de NTcs sont
reportés sur la Figur@s. lls s’élévent a 92+4% et a 95+3% respectivement pour la surface det SiO

pour la couche de NTCs. Ces scores ne sont pas statistiquement différents.

Figure85 : Comparaison du pourcentage de différenciation des cellules sur du Si@t sur une couche de NTCd.es

barres d’erreur représentent les écarts types obtenus en analysant 3 expériences identiques et indépendantes. Pour chaque
expérience, cing zones de I'égtiillon de dimension fixe ont été observées et analysées.

On peut ainsi conclure que les cellules neuronales de la lignée neurd2an@mbe affinité pour les
deux types de surfaces.

c. Développement des neurites

L'observation plus détaillée de nos échantillons nous a amenés a étudier la polarité des neurones. La
Figure 86 compare les polarités des neuronelesuteux types de surface.

Figure86 : analyse de la polarité des cellules neuronales cultivées sur $i€ sur couches de NTCs planes. Résultats
issus de I'analyse de 5 zones d’observations, pour 3 expériences indépendantes.

Sur la surface de S¥Qune grande majorité (69+9%) des neurones posséde 2 ou 3 neurites. Sur la
couche de NTCs, 40£7% des neurones ont 4 ou 5 neurites, contre seulement 14+8% dans le cas de la
surface de Si@Q On constate que les neurones ont globalement plus de neurites sur la couche de

NTCs. Les différences relevées sont significatives. Les études réalisées qui utilisent des NTCs ne
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montrent pas toujours des résultats comparables. Par exemple, Mattson et ah{1fd8]vé que les
nanotubes étaient favorables pour la croissance des neurites en termes de longueur, mais qu’ils ne
permettaientpas d’obtenir de nombreux neurites, suggérant ainsi que I'adhérence des cbnes de
croissance que I'on trouve a I'extrémité des neurites était faible. H{ld5hbnt montré des résultats
similaires. En revanche, certaines études ont montré que lorsque I'on dépose des molécules bioactives
ou bien des facteurs de croissance sur les NTCs, les neurones développent davantage de neurites [125]
[131]. Dans notre cas, aucun dépdt de molécules n'a été réalisé avant la culture des cellules

neuronales.

Les cellules neuronales semblent avoir la méme affinité pour les deux types de surfaces étudiées, en
termes d’adhérence et de différenciation. Cependant, désedifes significatives sont apparues dans

le développement neuritique, montrant une nette augmentation de la polarité des neurones sur les
couches de NTCs. Ces résultats nous ont conduits a étudier plus profondément les interactions entre
ces cellules etels NTCs. A cette fin, nous avons décidé de cultiver ces cellules en présence des deux
types de surface, en fabriqguant des motifs de NTCs sur des surfaces, g@iSi@pression. Nous

aurons donc sur un méme échantillon, deux types de surfhges étantdu SiQ, et I'autre étant un

tapis de NTCs. Les deux types de surfaces sont désormais en concurréngs giss cellules.

3.2. Effet des motifs de NTCs sur le développement de cellules
neuronales issues de la lignée « neuro2a »

Les échantillons que nousans utilisés sont des échantillons de dioxyde de silicium sur lesquels
nous avons imprimé des motifs de NTCs, en utilisant la méthode mise au point et décrite dans
'annexe 5 Un des motifs est constitué de réseaux de lignes mesurant 20um de largeur avec une
période de 20um et plusieurs millimétres de longueur (voir image MEB sur la EBBejel’autre
type de motif se compose de lignes paralleles de largeurs différentes (largeur des lignes de 10um
espacées de 20um ou lignes de 20um de largeur espacées de 40um) et qui tournent d’'un angle de 90°
(voir image MEB sur la Figur82f). L'épaisseur des motifs de NTCs est de 70+10nm. Les espaces

entre les lignes de NTCs sont constitués par les zones da®@i@evétues.

Les ensemencements oté écalisés comme pour les surfaces sans motifs. Dés I'ensemencement
des cellules sur les surfaces a motifs de NTCs, nous observons au microscope optique le
comportement des cellules. Les cellules sont initialerdesptersées aléatoirement sur la surfece
elles se répartissent sur I'entiére surface de I'échantillon, indépendamment de la présence des motifs
de NTCs. Aprés trois jours de culture, nous quantifions, selon notre protocole déja mis en place, les
mémes parametres que précédemméntlensité €la différenciation cellulaires. Les résultats des ces

guantifications sont présentés dans la Figire
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Figure87 : Influence des NTCs sur la densité et la différenciation cellulaires des neuro2as neuro2a ont été cultivées

soit sur une surface de SiGsoit sur une couche de NTCs, soit sur une surface comportant des motifs de lignes de:NTCs.
Densité cellulairefombre de noyaux, marqués au dapi parysur les différentes surfacds: pourcentage de cellules
différenciées (pourcentage de cellules présentant au moins un neurite, mesurant au moins 20um) sur les différentes surfaces.
Les données représentent leteurs moyennes (+écart type) résultant de I'observation d’au moins 200 cellules, sur 4 champs

choisis aléatoirement, pour 3 expériences indépendantes.

On constate que la densité cellulaire moyenne est comparable a celle relevée dans le cas des
cultures réalisées sur SiOou sur les couches de NTCs. De méme, la proportion de cellules
différenciées moyenne obtenue sur les surfaces a motifs (82+9%) est semblable (écarts non
significatifs) a celles relevées dans le cas des surfaces homogenes (92+4%uetl®%it 3% sur la
couche de NTCs).

Cependant, lorsque I'on examine en détails les échantillons comportant des motifs, on découvre de
nouveaux phénomenes. Des images de ces échantillons prises au MEB et au microscope optique a
fluorescence sont présentédens laFigure 88. De maniere surprenante, on observe qu’'une grande
majorité des cellules s’est développée précisément sur les motifs de NTCs. Ces résultats sont d'autant
plus remarquablegue:

- les cellules semblaient avoir la méme affinité pour le,Rj@e pour les NTCs, d'apres les
résultats obtenus sur des surfaces homogénes

- les densités cellulaires obtenues sur les surfaces homogénesestsufaces avec des motifs
sont comparables

- les taux de différenciation cellulaires obtenus sur les surfaces homogenes et sur les surfaces avec

des motifs sont comparables
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Figure 88: Cellules neuro2a aprés 3 jours de culture sur des surfaces de Si@omportant des motifs de NTCs
(épaisseur des motifs =70+10nm), aprés 3 jours de cultui@: Images prises au MEB. Les motifs de NTCs sont visibles.
Les fleches blanches montrent les neurites des neuronesabe prise au microepe optique a fluorescence. L'actine des

cellules neuro2a a été marquée par immunofluorescence. Les motifs de NTCs ne sont pas visbles.

L’observation de l&igure88 nous montre plusieurs phénomeénes, liés a la présence des deux types de
surfaces, qui sont en compétition. Ces phénomeénes ont été relevés pour de nombreusesicetiules
avons observé le comportement de 300 cellules sur 4 champsrdasimse différents, issus de trois
expériences indépendantes. Figure 8%xpose les résultats quantitatifs de ces observations.

Nous découvrons que les cellules sont localisées préférentiellement (84+5%) sur les motifs de NTCs
(voir Figure 89a).

Nous voyons aussi que leur ggance est influencée par la forme des motifs de NTCs. En effet, les
neurites sont guidés par les motifs de nanotubes de carbone (voir fleches blanches de 88afigure

lIs se développent sur la ligne de NTCs en suisadirection. lls sont méme capables de suivre une

ligne de NTCs qui tourne avec un angle de 90° (voir Figure 88). La majorité des neurones observés sur
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les motifs de NTCs ne développe que 1 ou 2 neurites, certainement a cause de la forme en lignes des
motifs utilisés.

Le taux de différenciation des cellules qui se trouvent sumtefs de NTCs est significativement

plus grand que celui des cellules qui sont sur les zones voisines dg@iFigure8d). Il s’éléve a

86+4% sir les motifs de NTCs, ce qui est comparable au score obtenue sur une Eough@anche,

le taux de différenciation n’est que de 55+4% sur les zones devBigines des motifs de NTCs,

alors qu'il était de 92% sur une surface homogéne de SiO

Figure89: Etude de la localisation des cellules neuro2a et de leur différenciation, sur des surfaces de,Ri@mportant

des motifs de NTCs, aprés 3 jours de culturd.es données représentent les valeurs moyennes (+écart typentéde
I'observation d’au moins 200 cellules, sur 4 champs choisis aléatoirement, pour 3 expériences indépenbimatesatan

des cellulesLes cellules sont localisées soit sur les motifs de NTCs (84% des cellules) soit sur les zongsydessid

entre les motifs de NTCs (16% des cellules). b : proportion de cellules différenciées en fonction de leur localisation.
Lorsque les cellules sont localisées sur les motifs de NTCs, 86% des cellules se sont différenciées. Lorsque leatcellules so

localisées sur les zones de $iBb% des cellules se sont différenciées.

Ces observations démontrent que quand les cellules ont le choix entre ket ®®ONTCs, elles
ont un comportement différent de celui observé sur des surfaces homogenes ale ®3ONTCs. La
densité cellulaire globale étant la méme sur les surfaces comportant des motifs que sur les surfaces
homogeénes, cela signifie clairement que les cellules ont migré pour se développer préférentiellement

sur les NTCs.
Par ailleurs, nous nous apevons que la localisation du corps cellulaire d’un neurone (c’est a dire

soit sur les motifs de NTCs, soit sur le $K¥®isin) a une influence sur la localisation de ses neurites.

Le résultat de nos observations est présenté et résumé schématiquemiaitidgare 90
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Figure90 : Etude de la localisation des neurites en fonction de la localisation du corps cellulaire. Le corps cellulaire
peut étre soit sur les motifs de NTCs, soit sur le SiOvoisin. a: résultats des quantifications réalisées en observant les
cultures (les données représentent les valeurs moyennes (+écart type) résultant de I'observation d’au moins 200 4ellules, sur

champs choisis aléatoirement, pour 3 eiquires indépendante§): schématisation des observations.

On constate que pour les neurones dont le corps cellulaire se trouve sur une ligne de NTCs, 85% des
neurites de ces neurones se développent sur cette méme ligne de NTCs. Dans seulement 15% des cas,
les neurites se développent sur la surface de ®i3ine. Par contre, lorsque les corps cellulaires des
neurones se trouvent sur le $j6G4% des neurites se développent sur le 8t@lonc pres de la moitié

(46%) des neurites se développent sumetifs de NTCs voisins. Cela montre bien que les neurites,

qui sont par nature capables d’explorer leur environnement par I'intermédiaire du cbne de croissance
[178], [179], [21] choisissent la surface la plus favorable pour leur développement, qui est en

I'occurence le tapis de NTCs.

4. Elucidation du réle des NTCs sur la culture cellulaire

Les résultats obtenus dans les paragraphest 3.2 montrent bien qu’en juxtaposant deux types
de surfaces favorables pour la culture cellulaire {®ONTCs), les cellules neuronales sont capables
de choisir la région la plus appropriée pour leur croissance et de migrer jusqué. celle-
Nous avons montré une grande sélectivité des neurones pour les motifs de NTCs. Les NTCs
apparaissent comme étant la surface la plus appropriée pour la croissance des cellules neuronales
«neuro2a». Ces résultats soulévent de nombreuses questions. Tout d'abord, pourquoi les NTCs
constituentls une surface plus favorable geeSiO, pour le développement des cellules neuronales ?
Nous nous interrogeons sur la nature des propriétés des NTCs qui contribuent a en faire une surface
favorable pour la croissance des neurones. Les propriétés des NTCs susceptibles d'influencer le

comportement des cellules sont nombreuses. Leur dureté, leur composition chleuqeenductivité
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électriqueou encore leur rugosité pourraient étre en cause. Nous savons que les cellules sont sensibles
a leur environnement et qu’elles ont besoin d’unademombre de protéines contenues dans le milieu
de culture pour pouvoir se développer (nutriments, facteurs de croissance ...). En particulier, chez le
neurone, le cone de croissance qui se trouve a I'extrémité des neurites est trés mobile et explore
activement les régions autour de lui. Nous nous demandonsstt@s neurones sont sensibles aux
propriétés intrinseques des NTCs ou bien s'ils seraient sensibles aux NTCs de maniere indirecte. Nous
faisonsaussil’hypothése gu’il y aurait plus de protéines du milieu de culture sur les motifs de NTCs
gu’autour des motifs (c'estdire que sur le Sig). Les cellules trouveraient ainsi sur les NTCs de
meilleures conditions pour leur développement, menant a la sélectivité observée. Dans ce cas, les
cellules seraiat sensibles aux NTCs de maniere indirecte.

Pour tester cette hypothése, nous avons souhaité compareaafiigstés » de plusieurs protéines
contenues dans le milieu de culture pour les couches de NTCs et poun.|eD8i3 ce but, nous
avons pensé ailiser la microbalance a quartz, qui est un instrument permettant d’analyser et de

mesurer I'adsorption d’entités sur des surfaces.

4.1. Etude de I'adsorption de protéines sur des couches de NTCs par
micro -balance a quartz

a. Principe de fonctionnement deddcrobalance a quartz

La microbalance a cristal de quartz (QCM) est une méthode de détection basée sur les propriétés
piézo€lectriques du quartz. En mesurant la variation de la fréquence de résonnance mécanique d’'un
quartz, la QCM permet la mesure de tres faibles variations de masse (jusqu’a la fraction d'une
monocouche moléculaire). Pour cela, le quartz est recouvert de deux électrodes, permettant de lui
appliquer une différence de potentiel alternative afin de le maintenir en vibration mécaniquetde qua
est placé dans une chambre fluidique, dans laquelle on fait passer un fluide contenant les éléments
dont on souhaite étudier les interactions avec le quartz. La variation de raa$sif la surface du
guartz se traduit alors par une variation dedgdence de résonance mécanique du quétz.(Dans
le cas d'une prise de masse, cette frequence diminue, tandis que dans le cas d’'une perte de masse, cette
fréquence augmente. Si les épaisseurs en jeu ne sont pas trop importantes (varialiordalda?

fréquence initialg la relation de SauerbrE\s’applique :

19 sauerbrey fut le premier, en 1959, a développer le principe de I'utilisation de la microbalance & cristal de quartz pour
la mesure de masse. Il a établi la loi reliant la variation de la masse a la surface du quartz et la variation de sa fréquence de
résmance. Par la suite, cette méthode a été largement développée et utilisée pour la mesure de I'épaisseur de films déposés
sous vide, puis plus récemment en milieu liquide pour I'étude des interactions spécifiques entre molécules [180]
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Dans notre systeme expérimental, cette relation devient

Ainsi, en suivant les variations de la fréquence de résonnance mécanique, on peut donc suivre en
temps réel 'adsorption et la désorption d’espéces contenues dans une solution sur la surface du quartz.
La Figure 92 montre un exemple de courbe obtenue par QCM. Aprés l'injection de la solution
contenant les entités dont on souhaite étudier I'adsorption sur le quartz, on observe une diminution de
la fréqueace de résonnance. Cela signifie qu’'une masse s’est adsorbée. On procéde ensuite a un
rincage, afin d’enlever les entités qui sont faiblement liées a la surface. On peut alors observer une
augmentation de la fréquence de résonnance, témoignant d’'uneiidésiep entités de la surface. La

Figure 91 est une photographie de notre microbalance a quartz, instrument de medgneeQ Les

différentes partig qui la composent sont

- les chambres fluidiques dans lesquelles on plagpszet dans lesquelles on fait passer
les solutions contenant les entités dont on souhaite étudier I'adosrptioncuusirtzsNotre instrument
est équipé de 4 chambres fluidiques, permettant de faire 4 études en paralléle.

- les tuyaux d’entrée et de sortie des solutions

- le systéeme de pompage des solutions

- le module électronique qui traite le signal

- I'ordinateur. Le logiciel «Q-soft » nous permet de récupétes signaux et de les analyser.

Figure 91 : photographie de la microbalance utilisée pour ces travayxde marque Qsense Bas: vue d’'une chambre
fluidique ouverte et du quartz, placé a l'intérieur sur des connexions électriques.
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Figure92: courbe type d'adsorption et de désorption d’une protéine sur la surface d’'un quartz, obtenue avec la QCM.

Le signd de fréquence doit étre d’abord stabilisé en faisant passer dans la chambre du quartz une solution tampon, qui ne
contient pas de protéines. La solution contenant la/les protéines est injectée ensuite. Peu de temps aprés, la fréquence de
résonnance diminue, ce qui signifie que des protéines ont été adsorbées sur la surface. Une solution tampon est ensuite
injectée pour rincer la surface du quartz et enlever les protéines qui ne sont pas fortement attachées a la surface du quartz. On

observe une augmentati de la fréquence de résonnance, signe de désorption.

L'utilisation de la QCM nécessite cependant certaines précautions. Elles sont dues au principe de
fonctionnement du capteur utilisé et a sa sensibilité a d’autres parametregiitaput ou la perte
de matiére. Ces parameétres sont essentiellenhetempérature, la pression et les contraintes exercées
sur le quartz. Pour réaliser des mesures de variations de nfiagdes il conviendra donc de
parfaitement maitriser tous ces autres parametres, en régulant la température et en utifjsartzdes

gui ont toujours été manipulés de la méme maniére.

b. Expériences réalisées

Pour étudier I'adsorption de protéines contenues dans le milieu de culture sur les NTCs et sur le
SiO,, nous utilisons des quartlu commerce (€bense) dont la surface est recouverte de 8iQus
déposons ensuite sur la face active de ces quagzcouche de NTCs en utilisant le protocole de
micro-contact printing décrit dans I'annexé&3'aide d’un timbre de PDMS plat. Ags le dép6t, nous
vérifions pour chaque quartz que la couche de NTCs est bien continue et homogéne puis nous
mesurons son épaisseur et sa rugosité a I'’AFM. La bonne connaissance des propriétés de nos couches
permet de mieux comprendre les phénoménes dssdrous nous assurons également qugquagz
n'ont pas été endommagés (vérification visuelle de I'état des électrodes et vérification que leur

fréquence de résonnance intrinseque est bien restée dans la plage de fréquence normale d’utilisation).
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Pources expériences de QCM, maoréparons des quadxec des couches de NTCs d’épaisseurs
différentes. Les couches ont cependant toutes la méme rugosité (rms=8.5nm). Nous étudions
'adsorption de plusieurs protéines ou mélanges de protéines sur ces couches. Notre instrument étant
équipé de 4 chambres fluidiques, nous pouvons donc comparer I'adsorption relevée en paralléle sur les
couches de NTCs et sur le SIiO

La premiére solution de protéines choisie est une solution d’albuteirsgrum bovin (BSA)

Cete protéine est utilisée pour stimuler la différenciation des cellules neuro2a. Nous I'utilisons & une
concentration de 10ug/mL dans du tampomosphate(PBS pour phosphate buffered saline en
anglais). Le PBS sert de solution tampon, pour la stabilisation des signaux (c’est la solution

« contréle»). La Figure 93 montre les courbes d’enregistrement de la fréquence de résonnance au
cours du temps que nous avons obtenues, en incubant de la BSA sur une surfageetisugine

couches de NTCs. On observe que rapidement apres que la solution de BSA soit entrée dans les
chambredluidiques contenant les quaytia fréquence de résonnance dingmour les deutypes de

guartz Au bout d’'un certain temps, on observe que cette diminution est stabilisée. Elle %gitizle -

pour le SiQ et-75Hz pour la couche de NTCs. En utilisant la relation de Sauerbrey, cela signifie que
139ng et 189ng de BSA se sont adsorkeépeactivement sur le Sj@t sur les NTCs. Il y a donc une
augmentation de lI'adsorption de 36% de la BSA sur la couche de NTCs. Afin de vérifier que la BSA
est bien adsorbée sur la surface, on procede ensuite au rincage des surfaces, avec de la solution
tampon. On observe que l@fuence de résonnance augmente Iégérement, signifiant une faible perte
de masse. Cette perte de masse ne semble pas liée a la nature de la surface car elle est la méme pour

les deux types de surface. Cette tendance a été relevée lors de plusieurscespérien

Figure93: Courbe de QCM obtenue aprés incubation de BSA sur un quartz SiQet un quartz couvert d'une couche

continue de NTCs.L'épaisseur de la couche de NTCs est de 8G%pres injection de la BSA (concentration=10ug/ml dans

du PBS), la fréquence de résonnance diminue fortement, sigreefdfte adsorption de BSA sur la surface des quartz. Cette
diminution est plus grande pour le quartz comportant une couche de NTCs, signifiant que plus de BSA s’est adsorbée sur les

NTCs On observe une légére augmentation de la fréquence de résonnance lors du ringage.
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Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié l'influence de I'épaisseur de la couche de NTCs sur
la quantité de masse de BSA adsorbée. Pour cela, nous géoé@s des coucbede NTCs de
différentes épaisseurs et réalisé ensuite les mesures d'adsorption de BSA avec la QCM. Nous
mesurons également systématiquement la rugosité des couches afin d’étudier le réle possible de la
rugosité dans les effets observés.

La Figure 94 présente les résultats obtenus. La rugosité mesurée des couches de NTCs est
constante, quelle que soit I'épaisseur des couches. On observe que plus I'épaisseur de la couche de
NTCs est grandeplus la masse adsorbée est grande. Pour des épaisseurs comprises entre 20nm et
70nm, il y a une relation de proportionnalité entre I'épaisseur et la masse adsorbée (le coefficient de
corrélation est de 0.98). En revanche, des que la couche mesure plrsde’épaisseur, la masse
adsorbée n’augmente plus, comme si la couche de NTCs était saturée (voirOBlguee que les

entités ne pouvaient paémetrer plus profondémeat sein de cetteouche

Figure94 : Etude de l'adsorption de la BSA (concentration : 10pg/mL, dans du PBS) sur une surface de $i€ sur

des couches de NTCs, de différentes épaissews.enregistrements de la variation de fréquence de résonnance au cours du
temps.b : Evolution de la variation de masse adsorbée sur les couches de NTCs ainsi que de la rugosité des couches avec
I'épaisseur de la couche de NTCs. Les valeurs présentéesesowaléurs moyennes *écart type résultant de mesures

effectuées pour trois expériences indépendantes.

Afin de savoir si 'augmentation de I'adsorption de protéines sur les NTCs relevée est un effet
générique, nous avons réalisé les mémes expériences avec d’autres COmposes

- la polyd-lysine (PLL). Il s’agit d'un polymere synthétique, utilisé pour améliorer 'adhérence
cellulaire. Elle est diluée & 40pg/mL dans la solution tampon de PBS.

- le sérum de veau feetal (SVF). Il s’agit d'un mélange de pesgédihde molécules, issu de feetus
de veaux. Il est ajouté au milieu de culture des cellulesuxo2a», a hauteur de 10% en volume.
C’est le sérum le plus utilisé en culture cellulaire et I'importante variété de protéines qu'il contient
permet aux cellules en culture de survivde se développer et d&e multiplier. Pour I'étude de son

adsorption sur le SiQet sur la couche de NTCs, le SVF est dilué dans la solution tampon de PBS.
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Les enregistrements de QCM obtenus en incubant la PLL, et le SVF quatin SiQ et sur un
quartz comportant une couche de NTCs de 80nm d’épaisseur sont présentés respectivement sur la
Figure 95 et sur la Figur@6. Nous observons que lincubation de PLL ou de sérum engendre une
diminution de la fréquence de résonnance (et donc une adsorption de masse) plustémpetae
le quartz est recouvert d’'une couche de NTCs que lorsque la surface du quartz est de &1Cage

n’a pas d'effet majeur, quelle que soit la nature de la surface.

Figure 95 : Etude QCM de l'adsorption de la PLL sur une Figure 96 : Etude QCM de I'adsorption du SVF

surface de SiQ et sur une couche de NTCs (épaisseur = 80nm).Sur une surface de SiQ et sur une couche de

Enregistrement de la variation de fréquence de résonance au (JSE%S (épaisseur = 80nm).Enregistrement de la

du temps apres linjection de PLL & 40ug/mL dans du PBS. variation de fréquence de résonance au cours du

rincage est effectué avec du PBS. temps aprés linjection de SVF a 10% en volu

dans du PBS. Le rincagst effectué avec du PBS.

Le Tableau 7 regroupe les résultats obtenus pour différentes entités dont nous avons étudié
I'adsorption sur le Si@et su la couche de NTCs (épaisseur = 80 nm). Nous avons calculé le rapport
entre la variation de fréquence obtenue avec le quartz recouvert d’'une couche de NTCs et la variation
de fréquence obtenue avec le quartz,S{@es rapports sont tous supérieurs a fueasignifie que les

masses adsorbées sont toujours plus grandes sur les NTCs que sui; lgusli® que soit I'entité

étudiée. En particulier, dans le cas des anticorps, ce rapport est tres élevé (4.3). Ces résultats ouvrent
de nouvelles perspectivesutilisation pour nos couches de NTCs, comme par exemple leur
intégration dans des biocapteurs afin d’améliorer leur sensibilité encore leur utilisation comme

« réservoir de nutriments » pour la culture cellulaire.

20 Nous avons approfondi cette perspective, qui sort néanmoins de la problématique de ces travaux de thése.
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Entité "F CNTs/F SiQ

BSA(10ug/mL) 1.3
PolyLlysine (40ug/mL) 4

Serum de veau foetal (10% Vol.) 1.6
Anticorps(40pug/mL) 4.3

Tableau7 : Rapports entre la variation de fréquence de résonnance obtenue avec le quartz équipé d’'une couche de

NTCs et la variation de fréquence obtenue avec le quartz SiO2, aprés l'incubation de différentes entités.

Grace a l'utilisation de la QCM, nous avons montré que les NTCs favorisent I'adsorption de
protéines du milieu de culture par rapport & une surface de €iGue ce phénomeéene n’est pas
uniquement di & une plus grande rugébsité la couche des NTCs. En effet, nous avons mis en
évidence que pour des couches de NTCs de rugosités identiques, la masse de protéines adsorbée est
proportionnelle a I'épaisseur de la couche de NTCs. Cependant, il existe une limite & ce phénomene.
Au-dela d’'une certaine épaisseur de couche, l'adsorption n‘augmente plus, comme si les entités
n'arrivaient plus a diffuser plus profondément dans la couche de NTCs, qui a atteint un état de
saturation. Le comportement de la couche de NTCa-vis-des différentes entités s’apparente a celui

d’'un réservoir poreugomparal# a une éponge.

Nos résultats de culture cellulaire ont montré que le $tQes NTCs sont deux types de surface
adaptés pour la croissance de cellules neuronales. Pourtant, en mettant en concurrence la surface de
SiO, avec les NTCs, nous avons pu observer que les cellules ont une préférence pour les NTCs. Les
propriétés mécagues et électriques des NTCs, comme la rugosité, la dureté ou la conductivité
électrique, sont souvent citées pour expliquer les interactions directes entre les NTCs et les cellules
[106], [133], [129].

Nous avons montré qu’en plus de ces interactions directes, il existe une interaction indirecte entre
les cellules et les NTCs, faisant intervenir les protéines contenues dans le milieu de culture. Les
couches de NTCs peuvent servir d’éponge (de réservoir) pour des protéines du milieu de culture.

Il y a donc davantage de protéines sur les motifs de NTCs que sur les@s, créant ainsi un
gradient de concentration de protéines sur les surfaces comportant des motifs de NTCs. Les cellules
qui explorent leur environnement sont capables de percevoir ce gradient et sont capables de migrer

pour se développer sur la surface la plus favorable, les NTCs.

Nous avons mis notre conclusion sur le role des NTCkesuwrellules «euro2a> a I'épreuve en

exploitant délibérément I'effet de réservoir poreux, assimilable a éperge» des NTCs. Pour cela,

2a rugosité d’'une surface est un paramétre qui influence I'adsorption de molécules sur cette surface. De nombreux
auteurs ont étudié ce phénomene (voir pour rél8&], [182], [183]).
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nous avons décidé de saturer au préalable le réservoir poreux constitué par la couche de NTCs avec
des protéinesiont ont besoin les cellules neuro2a pour se développer et observé la croissance des
cellules. Cette étape a consisté en une incubation de sérum de veau foetal. Ce sérum est un élément
nutritif pour les cellules neuro2a. Cette incubation est réalisée deantttre les cellules en culture

sur ces surfaces. Nous avons ensuite mis les cellules neuro2a en culture, en utilisant le protocole
habituel. Rien n’est donc modifié, a part que certaines surfaces de culture ontigtélpeés avec le

sérum de veau fiad et d’autres non (surfaces contrdles).

Nous avons décidé d'étudier le rble que pouvait jouer cette incubation préalable sur la
prolifération cellulaire. En effet, si les cellules ont davantage de nutriments disponibles, elles ont
tendance & se multipli davantag® et il sera aisé de voir si le présumééservoir» de nutriments
constitué par la couche de NTCs a bien joué son réle.

Pour cette étude, nous utilisons une couche de NTCs épaisse de 100nm, afin d’avoir un effet
« réservoir> optimal. Au cours de la culture, nous observons I'état de notre culture au microscope
optiqué® et relevons chaque jour le nombre de cellules présentes sur une aire donnée de notre
échantillon. Nous divisons ce nombre par le nombre de cellules présentes lorsque ésssoitidans
une situation de confluence. Cette situation particuliére est atteinte lorsque toutes les cellules se
touchent, la surface de I'échantillon n'étant alors plus visible @igure97). On obtient finalement
le «pourcentage de confluense qui donne une information sur la vitesse de prolifération des

cellules.

Figure 97 : illustration schématique de la méthode dequantification du pourcentage de confluence des cellules
neuro2a. Le pourcentage de confluence pour le jour n représente le rapport entre le nombre de cellules présentes sur cette
méme aire au jour n et le nombre de cellules présentes sur une aire lesstpikiles sont dans une situation de confluence.

Par exemple sur ce schéma, le pourcentage de confluence est de 32/70 soit 46%.

La Figure98 présente I'évolution du pourcentage de confluence obtenu dans différentes conditions de
culture:

- surface de Si@sur laquelle on n'a rien incubé avant la culture des cellules

- surface de Si@sur laquelle on a incubé du sérum de veau fcetal avant leectitsi cellules

- couche de NTCs sur laquelle on n’a rien incubé avant la culture des cellules

2En général, lorsqu’une culture de cellules végéte pour des raisons non identifiées, on augmente le pourcentage de
nutriments que I'on ajoute au milieu de culture. Les cellules sont sensibles a ce traitement et geetéveieux.

2 Le microscope dont nous disposons en salle de culture ne permet pas de prendre des images de la culture. Nous avons
donc effectué ces quantifications manuellement, en observation directe.
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- couche de NTCs sur laguelle on a incubé du sérum de veau fcetal avant la culture des cellules
Les cellules sont cultivées en phase de prolifération pendaetléodtirée de I'expérience, c'éstire
gue nous ne provoquons pas leur différenciation au bout de 24 heures, comme c’est le cas pour les

autres expériences.

Figure98: évolution de la densité cellulaire (exprimée en pourcentage de conjlaenceurs du temps pour des cultures de

cellules neuro2a réalisées sur différentes surfaces, avec et sans incubation préalable de sérum de veau fecetal.

On observe que le pourcentage de confluence augmente avec le temps pour toutes les conditions,
ce qui est cohérent car les cellules se divisent. On obtient des évolutions de ce pourcentage
comparables pour les deux types de surface ;(8IONTCs), lorsque celled ne recoivent pas
d’incubationde sérum avant la culture. En revanche, on reléve uneedifiérd’évolution marquée
entre le SiQ et les NTCs lorsque ces surfaces recoivent une incubation de sérum avant la culture. Ces
observations confirment donc que non seulement les NTCs jouebleud’éponge pour le sérum
mais aussi que ce sérunstecké» par la couche de NTCs peut étre utilisé par les cellules. Il est
disponible pour les cellules. On peut alors se demander si ce sérum est directement dissous dans le
milieu de culture au moment de la mise en culture, ce qui ameénerait a une concentration de sérum
finale dans le volume du milieu plus grande, ou bien si ce sérum serait utilisé localement par les
cellules. Pour aller plus loin dans I'étude de ces phénomeénes, nous avons réaliséucks dail
cellules dans des milieux trés pauvres en nutriments et étudié si le fatatker» au préalable des
nutriments dans les couches de NTCs pourrait compenser ce manque.

L'ensemble de ces résultats a été rassemblé dans une publication soumise al gngmalir en
mai 2012.
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5. Vers de nouveaux procédes de culture cellulaire sur des
couches de NTC®

5.1. Utiliser une couche de NTCs pour la culture de cellules en milieu
pauvre en nutriments ?

Suite aux études présentées précédemment, nous avapg \ta couche de NTCs peut servir
efficacement de téservoir» pour des nutriments utilisés de maniére routiniere pour nourrir des
cellules en culture. Nous avons souhaité étudier si cet«affservoir> peut étre mis a profit pour
compenser un manguaans un milieu de culture et ainsi créer localement un environnement permissif
au développement cellulaire. Nous savons que si des cellules sont cultivées dans un milieu pauvre en
nutriments, leur viabilité diminue. L'incubation préalable de nutrimentieswcouches de NTCs peut
elle étre une solution pour permettre la survie et la croissance des cellules dans un milieu non
favorable?
Pour répondre a cette question, nous avons cultivé des cellules neuronales humaines de la lignée
«Luhmes» dans un nlieu appauvri sur des couches de NTCs ipo@&bées ou non avec des
nutriments. Nous avons ensuite quantifié le nombre de cellules ayant adhéré et le pourcentage de
différenciation pour chaque condition de culture.
Le protocole de dture des cellules neonalesLuhmesest détaillé en annex@ Pour cultiver ces
cellules, il est nécessaire de recouvrir au préalable toutes les surfaces de culture par des protéines de la
matrice extracellulaire polylysine (PLL) et laminine. Sans cette application, aucunilee
n’adhérerait sur les surfaces de culttire
Dans cette étude, nous comparons les résultats obtenus sur des couches de NTCs a des résulats
obtenus sur des surfaces de PDMS pour des mémes conditions de culture. Nous avons choisi le PDMS
comme surfacealréférence car nous connaissons bien le comportement des cellula®es» sur
ce matériau.
Les critéres que nous prenons en compte et quantifions dans nos expériences sont

- le nombre de cellules ayant adhéré

- le pourcentage de différenciation

Pour voir si le fait d’'incuber des nutriments sur une couche de NTCs peut compenser un manque de
nutriments dans le milieu de culture, nous avons réalisé des cultures dans les conditions suivantes
- échantillons a culture en milieu normal sur couche de NTCs et sur PDMS. Le milieu dit

« normal» contient des nutriments, a une concentration:8@ &n volume.

24Nous avons pu observer que les NTCs sans l'irtaubde protéines ne permettent pas I'adhérence des cellules
Luhmes
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- échantillons b culture en milieu pauvre en nutriments sur couche de NTCs et sur PDMS. Le
milieu dit «pauvre» contient des nutriments, aeiconcentration de :250 en volume, soit 5 fois
moins concentré que le miliewnermals.

- échantillons ¢ culture en milieu pauvre en nutriments sur couche de NTCs et sur PDMS
(concentration en nutrimentdl :250 en volume), en ayant au préalable incubé des nutriments sur les
surfaces (la concentration des nutriments pour I'étape d’incubation sur les surfaces €40 da 1

volume).

La Figure99 compare le nombre de cellules ayant adhéré sur une surface de PDMS et sur une surface
de NTCs. Larigure100présente des images des surfaces de PDMS et de NTCs aprés avoir réalisé la
culture et les marquages immunofluorescents. Sur ces images, prises au microscope optique a
fluorescence, les noyaux sont marqués en bleu (Dapi), I'actimgadppn rouge (phalloidine couplée

au fluorophore Alexa 546nm) et les neurofilaments {Mjuen vert (fluorophore Alexa488nm).
D’'apres la Figure99 et la Figure100a, on observe que le nombre de cellules ayant adhéré est
comparable pour les deux types de surface. Les pourcentages de différeabiatims sont de 100%

sur les deux types de surface. Ce pourcentage de différenciation est cohérent car dans de bonnes
conditions de culture, il a été décrit que les cellules de la lignée Luterdifférencient a 100% en
neuroneg184]. Ces résultats montrent que le PDMS est une bonne surface de référence pour mener

notre étude.

Figure99 : comparaison du nombre de cellules ayant adhéré par champ d'observati¢@.6mnt) et du pourcentage de
différenciation, en conditions de culture «ormales» sur PDMS et sur couche de NTCs. Nombre de cellules moyen
ayant adhéré par champ.Pour permettre I'ddrence des cellules, les deux surfaces ontaegnt la cultur@ine incubation

de polylysine et de laminine. Les barres d’erreur représentent I'écart type. Les résultats présentés ont été obtesaisten analy

5 champs d’'observation pour trois échantillons issus d’expériences indépendantes.
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Figure100: Résultats représentatifs des cultures réalisées pour tester 'influence des couches de NTCs. Sur toutes les
surfaces, des protéines de la matrice extreellulaire (Polylysine (PLL) et laminine) ont été déposées pour favoriser

I'adhérence des cellules kuhmes ».

La Figure 100b et ¢ montre des images représentatives de chaque condition. On observe que,
comparativement avec la culture en milieu normal (colonne a de la Hig0Orelorsque les cellules

sont cultivées dans un milieu pauvre, le nombre de cellules ayant adhéré sur les surfaces diminue.
Cette diminution est aussi bien relevée pour le PDMS que polMTi€s. Cependant, I'effet de
'appauvrissement du milieu sur le nombre de cellules ayant adhéré est plus marqué pour la surface de
NTCs (diminution de 70% sur les NTCs contre 45% sur le PDMS).

La culture en milieu pauvre affecte également la différeiociatles cellules. Le pourcentage de
différenciation est de 100% lorsque la culture est réalisée dans un milieu comportant des nutriments a
concentration normale, il descend en dessous de 75% lorsque la culture est réalisée dans un milieu

pauvre en nutriments (voir Figure 30Les neurites développés sont moins nombreux et moins longs.

Intéressons nous maintenant a ce qu’il se passe lorsqu’on incaibmeitdenents sur les surfaces de
culture, avant le début de la culture. La Figd@l rassemble les résultats des quantifications
effectuées pour chaqucondition de culture. Lorsque 'on incube les nutriments sur les surfaces de
culture avant de réaliser la culture en milieu pauvre, on obgee/e

- sur le PDMS, l'effet de I'incubation de nutriments n’a pas d’effet sur le nombre de cellules ayant
adhéré par champ. Cette incubation améliore cependant le pourcentage de différenicisse de
75% & 95%.

- sur les NTCs, I'effet de l'incubation de nutriments est en revanche trés marqué. Le nombre de
cellules ayant adhéré par champ passe de 28 a D&@s le méme sens, le pourcentage de

différenciation augmente de 72% a 100%.
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Cela montre que les NTCs servent de réservoir pour les nutriments et que ces nutriments sont

disponibles pour les cellules lors de leur développement.

Figure 101 : Résultats des quantifications sur le nombre de cellules ayant adhéré (a) et leur différenciation (bgs
valeurs moyennes présentées pour chaque condition sont le résultat de I'observation de cing champs pour troisséchantill

issus de trois expériences indépendantes.

Toutes ces observations montrent bien que les couches de NTCs peuvent agir comme des réservoirs,
assimilables a des éponges, capables de stocker puis de mettre a disposition des cellules adhérentes des
nutriments indispensables a leur développement. Ces réservoirs de nutriments sont localisés sur la
surface, en contact avec les cellules.

La Figure 101 met également en évidence que, sur la couche de NTCs, le nombre de cellules ayant
adhéré est plus grand pour une culture réalisée en milieu pauvre sur une couche de NTCs contenant
des nutriments que pour une culture réalisée avec un milieu normal. Le méderMdiCs ne contient

pourtant pas autant de nutriments que le volume total du milieu de culture. Cependant, les nutriments
qui sont dans la couche de NTCs sont directement au contact des cellules et nos résultats nous

aménent a faire I'hypothése que les cellules pourraient ainsi mieux les utiliser. Les nutriments de la
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couche de NTCs seraient pluslisponibles> que ceux présentians le volume du milieu de culttire

(voir schéma c de laigure102).

En revanche, nous avons observé que lorsque le milieu est pauvre en nutriments, le nombre de cellules
ayant adhéré est significativement plus bas. Nous pourrions alors faire I'hypothése que les couches de
NTCs n’adsorbent pas suffisamment de nutriments (car il y a peu de nutriments disponibles dans le
milieu pauvre) pour devenir favorablgour la croissance des cellules.

Le fait que les NTCs soient trés favorables pour le développememedeones lorsque ceaksont

chargés de nutriments et peu favorables lorsque-@esont dépourvus de nutriments montrerait que

c'est bien la propriété d’'adsorption et le réle de réservoir qui est mise majoritairement en jeu dans les
interactions entreles cellules et les NTCs (et non leurs propriétés intrinséques telles que la

conductivité, la rugosité, la dureté).

Figure 102 : Schéma résumant les résultats de culture obtenus et les hypothéses formulées sur couches de.NiT.Cs

culture réalisé avec un milieu ayant une concentration mormale » en nutriments. Une partie de ces nutriments
s’adsorbe sur la couche de NTCs. Les cellules se développent normaleménttuoe réalisée en milieu «pauvre » en
nutriments. Il y a pau de nutriments dans le milieu et par conséquent trés peu de nutriments adsorbés sur la couche de NTCs.
La densité cellulaire et le pourcentage de différenciation sont faibtesulture réalisée en milieu «pauvre » en
nutriments mais la couche de NTCs recgu au préalable une incubation de nutrimentsCeuxci se sont adsorbés sur la
couche de NTCs et sontdisponibles> pour les cellules. La densité cellulaire et le pourcentage de différenciation sont trés

élevés.

Nous avons ainsiémontré que I'incubation de nutriments sur une couche de NTCs est une solution

lorsque I'on souhaite améliorer 'adhérence et le développement de cellules neuronales.

5.2. Utiliser une couche de NTCs pour améliorer la différenciation
des cellules souches adultes humaines ?

Les cellules souches adultes humaines du cerveau, présentes chez tout individu, peuvent se
différencier en plusieurs types de cellules nerveuses, dont les neurones, les astrocytes et les
oligodendrocytes. Elles apparaissent comme ayamgrand intérét thérapeutique pour remplacer par

exemple des neurones du cerveau qui auraient été deétruits.

% Nous avons montré par analyse QCM que les nutriments adsorbés dans les couches de NTCs ne se
dissolvent pas dans le milieu de culture, pendant les 16 premieres heures de culture.
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Nous avons montré précédemmaertir chapitre2) quelorsque ces cellules sont mises en culture sur

des surfaces microstructurées, elles interagissent fortement avec les surfaces. Nous avons mis en
évidence que les parametres topographiques de la surface influencent significativement le taux de
différenciation des cellules souches en neurones.

Par ailleurs, nous venons de voir que les couches de NTCs sont des surfaces favorables pour le
développement des neurones, issus de différentes lignées d’'origine murines ou humaines. Par
conséquent, il ¢dégitime de s’interroger sur l'effet que pourraient avoir les couches de NTCs sur le

comportement des cellules souches adultes humaines.

L’étude des interactions entre des NTCs et des cellules souches est récente. La croissance et la
différenciation decellules souches neurales de souris sur des surfaces comportant des NTCs a été
démontrée pour la premiére fois en 2007 par Jan et K@8) Une autre étude a montré que des
surfaces de culture comportant des polymeres greffées & des NTCs ont pour effet d’augmenter la
différenciation de cellules souches humaines embryonnaires en neurones, par rapport a une surface de
de polyL-ornithine, utilisée habituellement pour la culture de ces cellflE35]. Des travaux
postérieurs ont montré que les NTCs déposés sur la surfacmiltdee influencent aussi le
comportement de cellules souches mésenchymateuses [B88] prolifération est augmentée. Les
auteurs sugerent que la nanotopographie des NTCs pourrait jouer un réle dans la régulation de la
différenciation de ces cellules. L’'ensemble de ces résultats démontrent que les NTCs peuvent servir de
surfacepermissive pour la différenciation de cellules souches.

Cependant, a notre connaissance, il n'existe aucune étude qui reporte l'effet des NTCs sur la
croissance et la différenciation de cellules souches adultes humaines.
Nous présentons dans ce paragrdpbeétudes que nous avons menédesetésultats obtesupour

des cellules souches adultes humaines cultivées sur nos couches de NTCs.

Pour cette étude, nous avons cultivé des cellules souches adultes humaines sur des surfaces planes
de PDMS et sur des surfaces planes de PDMS recouvertes d’'une couchee antiense de NTCs.
Les couches de NTCs ont toutes une épaisseur de 100+10nm. La surface de PDMS a été choisie
commesurface de référence car nous avons déja montré que les cellules souches se développent bien
sur le PDMS (voir paragraphe paragraglf: page 86).
Les couches de NTCs ont été réalisées en employant la méthode de pulvérisation que nous avons
développée, en suivant le protocole décrit dammexe 5.
Pour mémoire, pour assurer I'adhérence des cellules souches sur les surfaces de culture, il est
nécesaire de les recouvrir avec de la polylysine et de la laminine, avant de débuter la culture.
Les cultures sont maintenues pendant 7 jours aprés avoir induit leur différenciation. Nous réalisons
ensuite des marquages immunofluoresceess populations deeliules neurales obtenues apres la
différenciation des cellules souches :

- les neurones sont repérés s'ils expriment la BEtabuline, qui est une protéine structurelle des

microtubules neuronaux. Le fluorophore utilisé est Al8g6nm (apparait en rouge sur les images).
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- les astrocytes sont repérés s’ils expriment la protéine GFAP (glial fibrilary acidic protein), un des
composants de leurs filaments intermédiaires. Le fluorophore utilisé dans ce cas e<t88tera
(apparait en vert sur les images)

- tous les noyaux cellulaires sont repérés #@isant le marqueur nucléaire DARpparait en
bleu sur les images).

La Figure103 montre des imaggwises au microscope optique a fluorescence des cultures sur PDMS
(a) et sur PDMS recouvert d’'une couche de NTCs (b), apres 7 jours de différenciation. Les cellules qui
apparaissent en rouge et en vert sont les cellules qui se sont différenciéesyeaspeaicén neurones

et en astrocytes.

Pour mettre en évidence les effets des NTCs sur la culture des cellules souches, nous avons observé et
guantifié les parametres suivants :

- la densité de cellulesyant adhéré sur la surface, odensité cellulaire, que I'on exprime en
nombre de cellules/nfm

- le pourcentage de différenciation des cellules souches en neurones. Il est calculé en divisant
le nombre de neurones (cellules exprimantT,uepéré par marquage immunofluorescent et ayant des
neurites plus longs que 20um) par le nombre total de cellules (repérées par marquage des noyaux).

- le pourcentage de différenciation des cellules souches en astrocytes. Il est calculé en divisant
le nombre d'astrocytes (cellules exprimant la GFAP repéré par marquage immunofluorescent et ayant

des prolongements) par le nombre total de cellules (repérées par marquage des noyaux).

Figure103: Images prises au microscope optique a fluorescence des cultures de cellules souches réalisées sur PDMS
(a) et sur PDMS recouvert d'une couche de NTCs de 100nm d’épaisseles cellules ont été conservées en culture
pendant 7 jours aprés avoir induit leufféienciation. La bétdH tubuline des neurones est marquée par le fluorophore
Alexa 546nm (rouge). La GFAP (glial fibrilary acidic protein) des astrocytes est marquée par le fluorophore Alexa 488nm

(vert). Les noyaux cellulaires sont marqués en utilieaBAPI (bleu).

Pour obtenir une mesure rigoureuse des effets des NTCs sur la culture des cellules souches, nous
avons observé 5 champs pour chaque échantillon, et répété les expériencesn3ufdisant des
cellules souches provenant de 3 biopsies différentes. Les résultats de nos quantifications sont présentés

sur laFigure 104. On observe que les NTCs n'ont pas d'influence significative sderaité des
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cellules ayant adhéré sur la surface. En ce qui concerne la différenciation des cellules souches
neurales, on reléve une légére augmentation du pourcentage de différenciation en neurones lorsque la
culture est réalisée sur la couche de NTOs.remarque aussi quaur la couche de NTCs, le
pourcentage de diffénciation en astrocytes dimindés’éléve a 7.9+0.7% sur la surface de PDMS

alors gu’il n’est que de 4.5+0.8% sur la couche de NTTGemble donc qu'il y ait un effet en faveur

de la dfférenciation neuronale par rapport a la différenciation en astrocytes. Cet effet devra étre

confirmé en augmentant le nombre d’échantillons.

Figure 104 : Graphes représentants la densité cellulaire et le pourcentage de différenciationsdeellules saches en
neurones et en astrocytes, obtenus sur surface de PDMS et sur couche de N R&sultats issus de I'observation de 5
zones différentes pour chaque échantillon, issus de 3 expériences indépendantes. Lespaigasssmt les moyennes

obtenues, ainsi que les écarts types standards.

Des effets similaires ont déja été observés lors de la culture de lignées d’astrocyjteB’fl8iks

études qui utilisent des cellules primaires de I'hippocampe de rats @lR%ien des cellules
embryonnaires de rats ont montré que le pourcentage d’astrocytes dans les cultures n'augmentait pas
lors de & culture sur NTCs. L'utilisation des NTCs pourrait donc réduire la formation de tissus
cicatriciels astrocytaires. Cela est particulierement intéressant pour des applications in vivo, pour
intégrer des NTCs a la surface d'électrodes ou d'imp[aBt, [169], [188]. Dans notre étude, nous
utilisons des cellules qui sont présentes dans le cerveau humain. Cette étude in vitro permet donc de se

rapprochede la situation réelle dans le cerveau

- Arborisation des neurones obtenus par différenciation de cellules souches adultes humaines

sur couche de NTCs.

Précédemment, nous avons montré que les NTCs ont un effet sur le nombre de neurites développé par
des neurones issus de la lignée de soumguro2a» (voir paragraphe 3.4Effet des couches de
NTCs sur ledéveloppement de cellules neuronales issues de la lignégre2a», page 121). Nous
nous demandons si cet effet est générique et s'il pourrait étre également observé avec les neurones
issus de la différenciation de cellules souches humaines. Pour répondre a cette interrogation, nous

avons quantifié la proportion de neurones qui ont développé Ineurles, la propotion de neurones
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qui ont développé 3 ou 4 neurites et la propotion de neurpnest développé au moins 5 neurites.
La Figure 105 présente les résultats obtenus sur PDMS (surface référence) et sur couche de NTCs de
100nm d’épaisseur.

On releve que sur la surface de PDMS, une grande majorité des neurones posséde 1 ou 2 neurites
(62%), alors que cette morphologie ne concerne que pour 23% des neurones lorsaues@aux-
cultivés sur la couche de NTCs. Sur la couche de NTCs, la grajdeténdes neurones possede 3 ou
4 neurites (68% sur NTCs contre 38% sur PDMS). De plus, 9% des neurones ont au moins 5 neurites
sur NTCs alors qu’aucun neurone possédant une telle morphologie n’a pu étre observé sur la surface
de PDMS.

Figure 105: Diagrammes représentant la proportion de neurones ayant développé lou 2 neurites, 3 ou 4 neurites ou
bien au moins 5 neurites, sur une surface de PDMS et sur couche de NTCs (épaisseur=100+10nm) apres 7 jours de

culture en phase de différenciation.

Les NTCs favorisent donc significativement le développement des neurites des neurones. Pour aller
plus loin dans ces observations, nous avons étudié I'arborisation développée par les neurones. Nous
calculons le pourcentage de neurites ayant damifications» secondaires (cf. schémadgssous). |l

est calculé en dénombrant le nombre de neurites présentant au moins une ramification secondaire et en

le rapmrtant au nombre total de neest

Figure 106 schéma pour la quantification des ramifications secondairesLes fleches indiquent les ramifications

secondaires, éléments quantifiés.
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Le graphe de & Figure 107 compare le pourcentage de ramifications secondaires observé pour une

surface de PDMS et pour une couche de NTCs.

Figure 107 : Graphe représentant le pourcentage de ramifications secondaire des neurones obtenu pour une culture
réalisée sur une surface de PDMS et pour une culture réalisée sur couche de NTCs (épaisseur=100+10hma)yse de

trois expériences indépendantes.

On observe une différence trés significative entre les deux types de surface. Sur les NTCs, 72% des
neurites ont au moins une ramification secondaire. Sur une surface de P8dEmMent 20% des

neurites ont au moins une ramification secondaire.

L’ensemble de ces résultats montre clairement que les neurones ont une arborisation plus développée
sur la couche de NTCs que sur la surface de PDMS référence. Nous nous sommes interrogés sur les
raisons d'une telle différence. Pour essayer de compreindigine de ces effets, il faut remonter

encore une fois aux mécanismes qui guident la croissance des neurites.

Lors du développement neuritique, le cbne de croissance tlonpeession de chercher activement

les indices susceptibles de guider les &auivantes de sa croissance. Ces indices sont chimiques, ils
comprennent un grand nombre de molécules, dont les molécules d'adhérence cellulaire ou les
moléculesd’adhérence de la matrice extracellulaire, dont par exemple la laminine. Pour rappel, c’est
avec cette molécule que nous recouvrons toutes les surfaces de nos échantillons pour favoriser
'adhérence des cellules souches que nous cultivons. Ces indices envoient un signal de feedback
postif au cobne de croissance, qui interagit avec des molécules de signalisation cellulaire. Ces
molécules déclenchent une cascade de réactions qui commandent la croissance et le guidage du

neurite, dans la direction de présence de ces indices.

Nous avons constaté que sur les NTCs, les neurones développent de plus hombreux neurites, qui ont
en plus une arborisation plus complexe que sur le PDMS. La rugosité des NTCs participe certainement
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a envoyer des signaux de feedback positifs aux cénes de croissance. Le cdne de croissance envoie des
filopodes dans toutes les directions. Ces derniers seraient sensibles a la topographie des faisceaux de
NTCs et auraient tendance a les suivre. Les faisceaux de NTCs étant partout présents sur la surface, ils
créent de nombreuses occasions (opportunités) pour les filopodes d’enclencher la formation et la
croissance de neurites. Le méme mécanisme peut étre mis en jeu pour la formation des ramifications
secondaires.

Mais on peut aussi se demander si les NTCs ne seraient pasterdient mis en cause dans ces
interactions. Nous avons déja observé précédemment que les NTCs interagissent avec les entités du
milieu. Nous avons montré gue ces entités chimigledsorbent davantage sur les NTCs que sur le
dioxyde de silicium (voir pagraphet, page 126). Pour tenter d’'observer I'adsiorpde protéines sur
les couches de NTCs, nous avons incubé pendant 20 minutes une solution de PBS contenant des
protéines a une concentration de 10ug/mL (des anticorps monoclonaux de chévre, pour des raisons de
disponibilité pratique) sur une couche de@$. La Figure 108&ontre des images AFM de couches de
NTCs sans incubation de protéines (colonne de gauche) et de couches depMNEGB/0ir incubé et
laissé séché une gouttelette de 50uL d’une solution contenant des anticorps monoclonaux de chévre, a
une concentration de 10pg/mL (colonne de droite). On observe que les NTCs forment des faisceaux,
non organisés dans le tapis de NTCs (voir en quéigi les images a2). Aprés l'incubation de
protéines, on observe clairement que ces faisceaux sembdiétiorés »par des petits agrégats
d’environ 50nm de taille et de 20nm de haut. Ces agrégats sont attribués a I'adsorption de protéines
sur la surface. Ces résultats d’AFM semblent donc montrer que I'adsorption des protéines sur nos tapis
de NTCs n'est pas homogene, et que les protérEcorent les faisceaux de NTCs, laissant
apparaitre de nhombreux embranchements a I'échelle nangueé{entre 50 et 100nm). Ainsi, il est
possible d'envisager que les filopodes du cbne de croissance recoivent de multiples signaux
d’embranchement directement liés a la morphologie des faisceaux dechisuants l¢apis, ces
signaux pouvant étre médi@ar I'adsorption préférentielle de la pdygine et de la laminine sur les
NTCs.
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Figure108: Images prises au microscope a force atomique de tapis de NTCs sans incubation de protéines (colonne de
gauche) et avec une incubaih de protéines (colonne de droite)Anticorps monoclonaux de chévre dilués a une
concentration de 10ug/mL dans du PBS) pendant 20 minutes. at ghddes de topographie, a2 et:hifthages du signal
d’erreur.

Ainsi, la nanotopographie due aux faisceaux de NTCs et aux NTCs coinciderait donc avec une plus
grande présence de protéines. Dans le cas de la culture des cellules, ces protéines peuvent étre des
molécules d’adhérence déposées pour améliorer I'adhérence des cellules (laminine) ou bien des
facteus de croissance contenu dans le milieu de culture. L’adsorption de ces molécules le long des
faisceaux de NTCs induirait des feedbacks positifs pour le céne de croissance en exploration. Cela
ameénerait a la génération des neurites et des ramificationsdages. Les NTCs pourraient ainsi

avoir un réle indirect sur l'arborisation neuritique, via leur nanotopographie et I'adsorption de

protéines.

Quelle influence peut avoir le hombre de neurites d’'un neurone d'un point de vue biologique et
fonctionnel? In vivo, la gamme des configurations neuritiques que I'on peut trouver est trés vaste. Elle
va d’'une petite minorité de cellules complétement dépourvues de neurites jusqu’'a des neurones dont
I'arborisation est comparable a celle de la ramure d’'un arbreotrdre d'afférences que recoit un

neurone dépend de la complexité de son arborisation. Plus les neurones ont une arborisation complexe,
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plus les fibres afférent&squi les innervent sont nombreuses. Les cellules nerveuses qui n‘ont pas de
neurites ne soritinervées que par un petit nombre d’autres neurones, voire par un seul. En revanche,
celles dont l'arborisation est plus élaborée, recoivent une innervation d’'un nombre de neurones
nettement plus important.

En favorisant une arborisation neuritique plus complexe, les NTCs permettraient peut étre ainsi de
favoriser la communication au sein d’'un réseau de neurones. Cette question pourrait étre étudiée en
réalisant et comparant des mesures de l'activité neuronale de réseaux neuronaux mis en culture sur une

surface contréle et sur une couche de PDMS.

5.3. Utiliser une couche de NTCs pour améliorer la fonctionnalité de
réseaux neuronaux et sa mesure ?

D’aprées la littérature, les NTCs apparaissent comme un moyen prometteur pour améliorer les
performances d’électrodes neurdtE89]. En effet, des études ont montré que l'activité neuronale peut
étre stimulée et enregistrée via des substrats de NTCs. Les interactions entre les neurones et les NTCs
ont montré une amélioration de la transmission des signaux neurfir®}xune stimulation plus
efficace[133], [191], [129] et ont également permis I'amélioration du rapport signal sur bruit lors des
enregistrementfl21]. Cependant,es propriétés deNITCs utilisés pour ces études sont différentes
d’'une étude a une autre. Par exemple, les NTCs peuvent étre utilisés tels quels ou bien avoir recu une
fonctionnalisation chimiqu§l31], [128], ils peuvent étre simple paroi ou bien mphirois ( [192]
pour revue).

Constatant cette diversité et la variabilité des réponses cellulaires associée, nous avons souhaité
étudier 'effet de nos couches de NTCs lufonctionnalité de réseaux neuronaux. Pour cela, nous
avons développé une collaboration avec l'unité de rechercheoratqite de I'entreprise
pharmaceutique Sanofi en particulier avec le docteur Christophe Lanneau de ['équipe
« pharmacologie in vitre, qui utilise et développe différentes techniques d’'électrophysiologie.
Ensemble, nous avons choisi de mettre en ceuvre la technique d’enregistrement électro physiologique
dite par matrice de micrélectrodes (en anglais,multi electrode array (MEA)) pour étudier la
fonctionnalité électrique de réseaux de neurones. Cette technique a fait son apparition dans les années
1970 et constitue aujourd’hui une méthode performante pour la compréhension et l'analyse du
systeme nerveux central. Elle présente lemntages d’étre simple a mettre en ceuvre et de pouvoir
stimuler et enregistrer I'activité d’'un réseau de neurones sur de longues durées. On obtient ainsi une
information globale pour un grand nombre de cellules et non pas une information tres localisée, pou

une celluleunique comme c’est le cas dans la technique de patch élamp

% | es fibres afférentes recoivent les stimuli par leurs récepteurs sensoriels et transmettent les informations percues au
systéeme nerveux central pour que ces informations y soient traitées (I'information vient des organes et remonte au cerveau).

27 La technique de patch clamp> permet de mesurer les courants ioniques circulant au travers de la membrane
cellulaire. Son principe consiste a isoler électriquement un morceau de membrane ("patch") et a lui imposer un potentiel
("clamp") afin de mesurer le courant généré par les flux d'ions. Son principe est simple, sa mise en ceuvre est beaucoup plus
complexe et requiert un équipement lourd ainsi qu'un expérimentpiglifré.
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Pour étudier I'effet de nos couches de NTCs sur la fonctionnalité de réseaux neuronaux, nous avons
déposé des couches de NTCs sur des pucedviiA«> et réalisé des cultures de neurones sur ces
puces. Dans la suite de ce paragraphe, nous expliquons ce qu’est le potentiel d’action d’un neurone et
comment il est mesuré dans la technique de MEA. Nous présentons ensuite les expériences que nous
avons réalisées pour étudier I'effet mies couches de NTCs sur I'émission de potentiels d’action par

des cellules neuronales primaires de rats.

a. La génération d’'un potentiel d’action et mesure par MEA

Les cellules nerveuses sont a 'origine de signaux électriques que I'on homme potentiel d’action.
Pour communiquer, les cellules nerveuses utilisent un systéme de transmission électrique basé sur des
flux d’ions (pour un canal ionique type, le flux d'ions est de I'ordre d®nd&/seconde). Toutes les
cellules ont une membrane qui les entouretteC membrane délimite les milieux intra et
extracellulaires et elle est constituée d’'une double couche lipidigusmembranedes neuronesst
traversée par des canaux ioniquemltages dépendantd® qui s’ouvrent et se ferment. Au repos,
c'esta-dire quand il n'y a pas d’activité, les concentrations ioniques des milieux intra et extra
cellulaires sont différentes. Cette situation se traduit par une différence de potentiel entre les deux
milieux. On nomme ce potentielpotentiel de repos ou «potentiel de membrane(par convention,

il est défini comme la différence de potentiel entre le milieu extracellulaire (référence) et le milieu
intracellulaire). Il est de70mV. Les potentiels électriques aulinstaurent entre les deux c6tés de la
membrane des neurones sont donc dus (i) a des différences de concentration d'ions spécifiques de part
et d'autre de la membrane cellulaire et (ii) a la perméabilité sélective des membranessadzedam

ions.

L’excitation du neurone entraine I'ouverture de canaux ioniques spécifiqgues. En fonction des
canaux ioniques (sodiques, potassiques et canaux de fuite) qui sont ouverts, le potentiel de membrane
évolue. Lorsque le potentiel de membrane est dépolarisé guatigindre le seuil de déclenchement,
qui est de 10mV a 20mV alessus du potentiel de repos, il y a création du potentiel d’action. Le
potentiel d’'action représente un changement transitoire du potentiel de repos de la membrane du
neurone. L'ouverture decanaux ioniques a ainsi pour effet de créer un courant électrique dans le
milieu intracellulaire (flux d’ions). Laigure 109 présente de maniére schatique l'activité d'un
neurone. Les courants intracellulaires (représentés en lignes pleines sur la figure) provoquent le
déplacement d’ions a I'extérieur de la cellule (lignes en pointillés). Il se crée alors des lignes de

courants ioniques tout autour des cellules.

2| es canaux«voltagesdépendants s’ouvrent et se ferment en réponse & modification du potentiel de membrane,
c'esta-dire en réponse a un changement de charges au niveau de la membrane cellulaire.
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L’enregistrement de I'activité neuronale par la méthode de MEA se fait de maniére extracellulaire.
Lorsqu’un potentiel d’action est émis par un neurone, le champ de potentiel autour de la cellule est
modifié. La variation des courants ioniques a pour effet de créer une variation de potentiel autour des
cellules, qui est enregistrée par le MEA (voir Figleg). Cette variation de potentiest de I'ordre de

la dizaine de microvolts.

Figure109: Représentation de I'activité d'un neuronelLes courants ioniques extracellulaires, représentés par les lignes en

pointillés, créent une différence de potentiel autodad®mne d’échange d’ions (fleche bleue).

La technique de mesure par MEA permet de stimuler les réseaux neuronaux en injectant du
courant au moyen d’électrodes. Ces électrodes diflesstimulation> sont situées sur la puce MEA.

Cette stimulation engélne une modification des lignes de courant autour des cellules, et force ainsi
I'ouverture ou la fermeture de canaux ioniques. Suite a ces échanges, le mécanisme ionique menant au
déclenchement d'un potentiel d’action est mis en route. Cette techniquestpégalement
d’enregistrer les activités électriques qui sont spontanément émises par les réseaux neuronaux, sans
stimulation extérieure volontaire.

Pour détecter et enregistrer les potentiels d’action, la technique de MEA utilise la réaction du
métal quiconstitue les électrodes avec le liquide physiologique (le milieu de culture des neurones).
Lorsqu’'un métal est plongé dans un liquide, des électrons de la bande de conduction du métal
s'échangent avec le liquide et se recombinent avec les ions du liQgldecrée trés localement une
zone de charge espace, dépourvue de porteurs libres (électrons et ions). A chaque activité des
neurones, les lignes de courant ionique sont modifiées (et donc aussi le potentiel local). Localement, la
composition en ions dliquide est donc modifiée, ce qui entraine une modification de la zone de
charge espace. On peut finalement mesurer une variation de potentiel entre les bornes des électrodes
d’enregistrements métalliques de la puce de MEA.

La puce de MEA comporte plusies électrodes d’enregistrements, réparties sur toute la surface du
puits de culture. Le signal collecté par chaque électrode est une valeur moyenne de toutes les activités
présentes autour de I'électrode. La proximité spatiale des neurones ainsi que leur contact avec les
électrodes influence la qualité du signal enregistré. Le rapport signal sur bruit doit étre le plus élevé

possible pour détecter un maximum de signaux. Pour mieux visualiser I'importance de ces paramétres,
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on peut faire 'analogiev@c un microphone dans un stadieun journaliste interviewe un joueur aprés

un match et que le micro est proche de sa bouche, on peut entendre fortement et clairement ses
commentaires. En revanche, sile micro est éloigné d’'une dizaine de metres, on entend le brouhaha de
la foule, et méme s'il crie, on pourra dire s'il parle ou pas mais on ne pourra pas entendre les mots

gu'’il prononce.

La Figure110présente les différents éléments du systeme de mesure par MEA. Il se compose des
éléments suivants :

- puce MEA. Elle est généralement en verre ou en polyimide. Elle comporte la matrice
d’électrodes de stimulation et d’enregistrement, réalisées le plus saméitdne ou en nitrure de
titane. Un puits de culture en plastique est collé sur la puce. On y réalise la culture de neurones en
utilisant le méme protocole que dans un puittagsique>. Pour isoler les pistes électriques du milieu
de culture, une aehe de passivation est déposée sur la puce et n’est ouverte que sur la zone terminale
des électrodes (en forme de disque).

- électronique pour le traitement des signaux

- ordinateur. Un logiciel spécifique (4C_Rack, développé péentreprise MultiChannelSystem)
récupere les signaux et les met en forme. Le logiciel permet aussi de traiteradysir les données
obtenues (exemptemesure des durées des potentiels d’action, comparaisar)s etc

Figure 110 : Photographies des éléments constituants un systeme de mesure de type MEAomprend une puce

«MEA » sur laquelle se trouvent les électrodes de stimulation et d’enregistrements des signaux neuronaux. Un puits de
culture en plastique est collérstette puce et permet de réaliser la culture des cellules directement sur les électrodes. La
puce est connectée a un systeme électronique qui récupeére et traite les signaux. Enfin, un logiciel spécialisé permet I'analyse
des données. Le symté utilisé @ns ce travail estrusysteme &ISB-MEA32 STIM4» développé pat’entreprise

« MultiChannelSystens.
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b. Dépbt de NTCs sur des puces de MEA

Pour étudier I'effet de nos NTCs sur la fonctionnalité de réseaux neuronaux, nous avons déposeé
des couches de NTCs sur les puces de MEA en verre, que nous rendons hydrophiles grace a un
traitement oxydat au plasma. Pour cela, nous avons utilisé la technique de dép6bt par pulvérisation que
nous avons mise au point. Le protocole utilisé pour réaliser les couches de NTCs est décrit sur le
tableaude la page 25Qannexe 5)La Figurelll présente les résultats des dép6ts que nous avons
réalisés sur une puce de MEA. On observe que le dépét obtenu est deaspr&tente pas de

discontinuité

Figure111l: dépdt de couches dBITCs sur la puce de MEA. a photographie de la puce de ME2yr laquelle est collé le
puits de culturd : image MEB des électrodes sur lequelles on a déposé une couche de NI@smcsur une zone de la
couche de NTCs.

Y

Pour des raisons pratiques, la culture de neurones doit étre réalisée a proximité du lieu de
I'enregistrement. Il n'est en effet pas aisé de transporter des cellules en culture sur une puce de MEA
sans risquer d’'endommager la culture (risque de contaminagoassité du maintien a température et
flux de CQ, constants). Ainsi, I'étape de culture a été réalisée par I'équipe de Christophe Lanneau,
dans Is laboratoires de Sanofies cellules cultivées sont des neurones primaires de rats car I'équipe
les utilise déja pour réaliser des études électro physiologiques. Pour assurer 'adhérence de ces cellules
sur une surface, il est nécessaire de déposer suiccelela polylysineet de la laminine avant de
débuter la culture.

La Figure112montre des images prises au microscope optique a contraste de phase de réseaux de
neurones, aprés 35 jours de culture. La culture a été réalisée soit sur une puce de MEA en verre ne
comportant pas de NTCs (a) soit sur une puce comportant une couche de NTCs de 100nm d’épaisseur
(b). Les électrodes de la puce apparaissent en noir. Les NTCs ne sont pas visibles. On observe en gris
foncé les réseaux de neurones qui se sont formés. Dans le cas d’'une puce de verre sans NTCs, on a
relevé lors de I'observationen direct» au microscope a contratse de phase que les neurones adherent
mal aux électrodes de titane et ont tendance a se développer autour d’elles, a les contourner. En
revanche, lorsqu’il y a une couche de NTCs sur la surface de la puce, les cellules adhérent partout et
donc aussi au niveau des électrodes. Il est toutefois difficile degdist ces différences sur les

images de la Figuré12 Un marquage immunofluorescent de I'actine et des neurofilaments des
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neurones devra étre réalisé pour les prochaines expériences afin de permettre une meilleure
visualisation des cellules.

L’observation du développement neuritique des réseaux neuronaux ne montre aucun effet toxique des
NTCs. Ces observations sont en accord avec les résultats oldgea les cellules de souris

« neuro2a» et avec les cellules souches neurales adultes humaines.

Figure 112 : Images prises au microscope optique a contraste de phase des cultures de neurones primaires de rats,
réalisées sumpuces de MEA, aprés 35 jours de culture_es électrodes apparaissent en noirpace de MEA de verre sans
NTCs. Les neurones et les neurites apparaissent en gris claiick de MEA de verre recouverte d'une couche de NTCS de

100nm d’épaisseur. Les ITE ne sont pas visibles. Les neurones et les neurites apparaissent en gris foncé.

Nous avons ensuite enregistré I'activité spontanée des réseaux neuronaux. Pour cela, aucune
stimulation extérieure a la culture n'est réalisée. Le potentiel de membraeezsstré au cours du
temps. La Figurd13présente un graphe d’enregistrement de I'évolution du potentiel de membrane au
cours du temps (donc deattivité neuronale) spontanée que nous avons obtenus pour la culture
réalisée sur puce avec une couche de NTCs. On observe que le réseau neuronal présente une activité

spontanée de potentiel d’action (voir fleches rouges sur la Figuag. 113
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Figure 113 : évolution du potentiel de membrane au cours du temps, montrant I'activité spontanée d'un réseau de
neurones, pour une puce MEA comportant une couche de NTCs d’'une épaisseur de 100&mregistrement montré
pour une électrode. Les fleches rouges indiquent des évenements correspondants a des potentiels d’action spontanés. La

bande noire correspond au bruit de fond de la mesure.

Pour confirmer que cette activité est bien d’'origine biologique et non un artefact de mesure, les
canaux potassiques ont été volontairement bloqués, en ajoutant Aenlagpyridine (4AP) dans le
milieu de culture (100pM pendant 10 minutes). Ce compoganique joue le réle de bloqueur non
sélectif des canaux potassiques. Son utilisation revient a induire la dépolarisation des neurones. La
Figure 114 présente le graphe d’enregistrement obtenu aprés avoir ajouté d&Plad milieu de
culture dans le cas d’'une pucegmnportant pas de couche de NT@1) et dans le cas d’'une puce
comportant une couche de NTCs de 100nm d’épaisb&urAprés quelques minutes, on observe que
I'activité spontanée du réseau neuronal est modifiée et une activité deltypa>«apparait (encadré
bleu de la Figurd14al et bl). On observe que lorsque la puce comporte des NTCs, les signaux sont
plus «étroits», plus brefs, ce qui signifierait que la finesse de détection est améliorée en présence des
NTCs.
De plus, les amplitudes des événements liés a une activitéaspe du réseau sont plus grandes en
présence des NTCs.
Pour démontrer I'implication des canaux sodiques dans I'activité observée, de la tetrodotoxine est
ajoutée au milieu de culture, a une concentration de 0.5uM. La tetrodotoxine est une neurotoxine qui
bloque de maniére sélective le pore des canaux sodium vdiépgadants, qui sont impliqués dans le
passage des signaux neuronaux. Le résultat de ce blocage est présenté surla&i@umeobserve
un enregistrement glat », le signal de type kurst» a disparu. Cela prouve que I'activité observée est

bien neuronale, et non pas le résultat d'un artefact de mesure.
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Figure 114 : évolution du potentiel de membrane au cours du temps, montrant I'activité spontanée d'un réseau de
neurones, pour une puce MEA sans et avec une couche de NTCs. Enregistrement montré pour une électrode. al et
a2: la puce de A ne comporte pas de NTGxl : I'induction de la dépolarisation des neurones est induite en ajoutant de
la 4-AP au milieu de culture. Ainsi, aprés avoir bloqué les canaux potassiques, un signal deungte apparait (encadré
bleu). Les fleches rougeindiquent des évenements liés a des potentiels d'action spontanésprag avoir bloqué les
canaux sodiques, le signal de typlkukst» a disparu, ce qui signifie que les canaux sodiques étaient impliqués et que cette
détection n’est pas issue d'un artefact de mesure. b1 efrb@mes échelles qen al et a2) la puce de MEA comporte une
couche de NTCs d'une épaisseur de 100nm.lfriduction de la dépolarisation des neurones est induite en ajoutant de la 4-
AP au milieu de culture. Ainsi, aprésaavbloqué les canaux potassiques, un signal de typest» apparait (encadré bleu).

Le signal de burst est plus étroit, ce qui montre que la résolution de détection est mediedexhes rouges indiquent des
évenements liés a des potentiels d@cpontanés. Leur amplitude est supérieure a celle relevée sur la puce sai®2NTCs.
apres avoir bloqué les canaux sodiques, le signal de typeske a disparu, ce qui signifie que les canaux sodiques étaient

impliqués et que cette détection n'est pas issue d’'un artefact de mesure.

Finalement, ces premiéres expériences montrent que :

- le dépbt d’'une couche de NTCs sur une puce MEA permet d’améliorer I'adhérence des neurones
au niveau des électrodes de titane de la puce.

- la couche de NTCs n’affecte pas le développement cellulaire & long terme (35 jours).

- la couche de NTCs facilite la détection de potentiels d’action spontanés de neurones primaires de

rats.

155



Ces résultats sont en cohérence avec plusieurs travaux de la bibliogt@3hi¢194], [190]. Paur

expliquer le réle des NTCs dans ces observations, plusieurs hypothesagasmées. L'une d’elles

est que les NTCs feraient diminuer I'impédance qui existe entre les cellules et les électrodes. La
nanotopographie des NTCs favoriserait les contact#®et directs avec les neurones, menant a une
diminution de la résistance de contact entre les électrodes et les neurones. Si I'on reprend la
comparaison du journaliste qui interviewe un joueur (un neurone) avec son (mmercélectrode
d’enregistrementdu MEA)dans le stade (I'ensemble de la culture de neuronek,veut dire que le

joueur de foot est plus proche du micro. Les paroles du joueur de foot, qui s’exprime qu'il soit loin ou
proche du micro, sont plus facilement captées. La proximité kEpdtigoueur (le neurone) ainsi que

son contact avec le micro (I'électrode) influence la qualité de I'enregistrement. En favorisant le contact
entre les neurones et les électrodes, les NTCs améliorent le rapport signal sur bruit de la mesure de
I'activité neuronale, permettant ainsi de détecter des potentiels d’action indétectables jusqu’alors. De
plus,les NTCs sont de trés bons conducteurs, leur conductivité est de I'ordr® dentJ195]. La
conductivité dépend cependant fortement de la résistance de contact qui existe entre leg tubes.
grand nombre de porteurs libres ainsi que leur grande mobilité (100 600'sH) ont pour efét de

réduire 'impédance de contact mesurée. A chaque activité des neurones, les lignes de courant ionique
sont modifiées. Localement, la composition en ions du liquide est donc modifiée, ce qui entraine une
modification locale de la zone de charge esfa€E), d’autant mieux détectée que les NTCs sont
d’excellents conducteurs.

D’autre part, nous avons montré dans les paragraphes précédents, que nos couches de NTCs ont
pour effet d’'augmenter significativement le nombre de neurites développés, et ce pour différents types
de neurones (neurones issus de la lignée de souris ou bien neurones issues de la différenciation de
cellules souches neurales adultes humaines). La probabilité d’avoir des potentiels d’action dans le
réseau de neurones est donc augmebtges la technique de mesure par MEA, le signal collecté par
chaqgue électrode est une valeur moyenne de toutes les activités présentes autour de I'électrode. S'ily a
plus d’'activité dans le réseau, la valeur moyenne enregistrée sera plus importante.

Ce phkénomeéne pourrait également expliquer le fait que I'amplitude des potentiels d'action

mesurée soit plus grande en présence des NTCs.

6. Conclusion

Cette étude démontre que les NTCs sont des surfaces favorables pour la culture de cellules neuronales
et propose une nouvelle explication du réle des NTCs dans la culture cellulaire. Nous avons de plus
montré que les effets observés sont génériques argm $pectre de cellules neuronaldiginée
neuronale de souris, lignée neuronale humaine, cellules souches neurales adultes humaines et cellules
primaires de rats.

La plupart des études disponibles dans la littérature comparent la croissance de neurones sur deux

types de surfaces homogénes, dont une est constituée de NTCs. Nous avons été plus loin. Nous avons
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d’'abord développé une méthode basée sur le mmmtact pinting pour créer des motifs
micrométriques de nanotubes de carbone, sur des surfaces de différentes natures. Cette méthode a
'avantage d’étre fiable, rapide et de ne pas nécessiter d’équipements lourds ou onéreux. Cela nous a
permis de proposer une nalle situation de culturelans laquelle deux types de surface sont mis en
concurrence, dont I'une est constituée de NTCs. Les cellules ont ainsi le choix de se développer sur
'une ou l'autre surface. Cette situation de culture originale accompagnéeadiaigee rigoureuse de
plusieurs expériences indépendantes nous ont permis de mettre en évidence que les couches de NTCs
sont des surfaces particulierement favorables pour la croissance des neurones. Plus de 80% des
neurones en culture choisissent de oeo#ur les NTCs. Pour expliquer cette forte sélectivité, nous
avons formulé une nouvelle hypothése, basée sur une interaction indirecte entre les NTCs et les
cellules neuronalesnous avons étudié les interactions entre les protéines contenues dareuleenil

culture des cellules et les couches de NTCs. Nous avons démontré, grace a des études en microbalance
a quartz, que ces couches de NTCs jouent un rokeréeervoirs, comparablea une éponge, pour
différentes protéines utiles au développement legltu La quantité d’éléments que I'on peut stocker

dans ces couches de NTCs dépend de leur épaisseur et nous avons démontré que ces éléments sont
disponibles pour les cellules qui se développent. Nous avons ainsi pu vérifier expérimentalement
notre hypatese.

Enfin, nous montrons a travers trois études argumentées complémentaires que les couches de
NTCs et leur capacité a constituer deséservoirs » pour des protéines peuvent étre utilisées
avantageusement pour

- favoriser la croissance neuronalergitieu appauvri, en incubant au préalable des nutriments sur
la couche de NTCs, qui joue le réle deégervoir.

- réduire la différenciation de cellules souches neurales en astrocytes et ainsi réduire la réaction
inflammatoire autour de prothéses cérébrales ou d’électrodes

- favoriser le développement neuritique des neurones, ce qui peut indirectement avoir un effet sur
la communication a l'intérieur d’un réseau neuronal

- améliorer les conditions de mesures de signaux électrophysiologiques spontadr@imeians

un réseau de neurones.
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Conclusion partie 1

Nous avons cherché a savoir comment ingénierer des surfaces pour favoriser la différenciation et
la croissance de cellules neurales et orienter leur développement dans la direction deiroiesch
études expérimentales apportent de nouvelles solutions pour I'ingénierie cellulaire des neurones.

Pour cela, nous avons étudié le r6le de microsillons générés a la surface d’un polymere, le PDMS,
sur le comportement de plusieurs typescedules neurales, dont, pour lpremiére fois a notre
connaissangdes cellules souches neurales adultes humaines. Grace a nos études, nous avons pu
mettre a jour des régles damicro-design» qui permettent d’obtenir des architectures de réseaux
neuronaux a facon. Cetteingénierie cellulaire» est transposable a différents types de cellules
neurales et pourra étre mise a profit pour des applications diverses.

Nous avons également cherché a mieux comprendre les interactions entre les celllEs ateura
des facteurs d’échelle nanométriqumortés pares nanotubes dearbone.Nous avons vérifié
expérimentalementatre hypothése que les couches de NTCs sont de véritabdsgroirs » pour
différentes entités chimiques, dont profitent les neurones en culture. Cette découverte permet
d’envisager d'utiliser les NTCs pour favoriser la croissance des neuronesuaites gnesures de leur
activité électrophysiologique.

Finalement, cette premiére partie, consacrée aux études in vitro, nous permet de mieux savoir
comment créer des substrats microstructfag@erables pour la croissance et le développement des
cellulesneurales. Ces résultats sont exploités pour la conception et la fabrication d’une bioprothése

cérébrale, présentée dans la deuxiéme partie de ce manuscrit.
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PARTIE 2 Transfert des études in vitro vers une
application médicale realisation d’une
bioprotheseingénierée pour la régénération de

réseaux neuronaux
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Chapitre 1 - Introduction et position de
I'étude

La réparation du systéme nerveux central des mammiféres adultes a été pendant longtemps, compte
tenu de I'état des connaissances et des moyens techniques, rangée au rayon des utopies. Depuis
guelgues années, ce constat a été remis en question. En effet, des découvertes fondamentales et le
progrés technologique permettent d’envisager la mise au point de réponses thérapeutiques qui
amélioreraient sensiblement I'état de certapetients ayant subi une lésion cérébrale. Les
scientifiques et les médecins cheanha mettre au point de nouvelles stratégies thérapeutiques qui
permettraient la réparation ou le remplacement de tissus déeissstratégies sont basées sur
I'ingénierie tissulairequi a pour but la régénératioarfielle ou compléte d’'un tissau d’'un organe

C’est undomaine en pleine évolution caiitire I'intérét de nombreux scientifiqgues et médecins dans le
monde.L’ingénierie tissulaire a déja amené a des réussites remarquables, comme celle des greffes de

peau. Cette stratégie thérapeutique pouelitun jourétre transposésu systeme nerveux centfal

1. Pourra-t-on réparer le cerveau en cas de lésich

Faute d’outils expérimentaux et de techniques d’observation adaptées, le dogmégédadration
abortive, établpar Cajal au débuted années 1920, selon lequel des moignons axonaux se forment
aprés une lésion, ne fut véritablement contesté qu’au début des années 1980. Un paradoxe interrogeait
les neurobiologistespourquoi un axone sectionné au sein d’'un nerf périphériquell pepbusser
alors qu'il n’en est pas de méme dans le systéme nerveux &ntral

Depuis ks années 1980 et les travaux gtoupe d’Albert Aguayo, on sait que dans les nerfs
périphériques, la lésion ou la dégénérescence déclenche des changements qui produisent un
environnement favorable a I'allongement de I'axone. Les cellules de Schwann et d’autres cellules non
neurales répondent a la Iésion en élaborant des molécules d’adhérence cellulaire, des composants de la
matrice extracellulaire ainsi que d'autres signfaworisant la croissance de I'axone. De plus, les nerfs
périphérigues endommagés sentvahis par des macrophaggs éliminent les fragments d’axone en
cours de dégénérescence car edlpourraient inhiber la croissance de nouveaux axones.

Cependant, lar d’une Iésion dans le cerveau, le scénesiatres différenten effet, anesureque
les cellules neuronales se désagregentrsidébris au lieu d’étre éliminés rapidemenersistent
pendant plusieurs semaingg&nant ainsi fortement la repousse neuronale
Ainsi, longtemps, la réparation du systéme nerveux central des mammiféres adultes a été considérée
comme impossible Ce vieux dogme a été remis en question ces dernieres décennies par des
découvertes fondamentalgmrteuses de nouveaux espoirs thérapeutiques. Nous présentons certains
aspects de ces thérapies dans la suite de ce chapitre.
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1.1 Le cerveau adulte est plastique

Depuis les années 1980, de nombreuses études ont montrésgsiee nerveux centrédIC)
des mammiféres adultes continue d’'étre le sidg modifications structurales, grace a I'existence de
deux phénoménes

- une réorganisation structurale, en particulier au niveau des synapses. Cette plasticité est un état
permanent du systeme nerveux central. Elle apparait aussi comme étant associée a des physiologies
particuliéres, comme I'apprentissage ou la mémorisation. Les lésions neuronales sont également
capables d’'induire des changements plastiques.

- le phénoméne de neurogénése permet la naissi@noeuveaux neurones a partir de cellules
souches mises en évidence dans les années 1990. Cependant, il est estimé qu’au plus 1% des neurones
perdusaprés undésion sont remplacés grace a la migratiamaturelle» de ces nouvelles cellules
souches capads de se différenciem neurones.

Cesdeuxdifférentes formes de plasticité adulte modifient et améliorent le processus de réparation
du cerveau mature. Ces découvertes ont susdeitdtombreuses études visant a mieux comprendre les
capacités du SNC a récupémr ainsi pouvoir améliorer les stratégies thérapeutiques suite a un

traumatisme cérébral.

1.2 Stratégies thérapeutiques en cas de traumatisme cérébral

A travers les millénaires, le cerveau a toujours été percu comme un organe central du corps
humain.En tant que siége de la pensée, de la conscience et des sentiments, il souléve toujours des
débats passionnés (vomraexe §.

Déja en 1564, Ambroise Paré [19&Juite & la demande d’'un homme souhaitant qu'on lui
remplace son cerveau malade par un cervead X [198], proposa une transplantation d#ade
comme thérapiell faudra attendre cependant la fin du”Siécle pour que les recherches sur la
régénération du systéme nerveux central (SNC) des mammidéresiencentvéritablement. La
premiere tentative intéressante de transplantation neurobaleérébraldut réalisée par W. Gilmore
Thomson a New York en 1890. En effet, il gradfes bouts de cortex d’un chien dans le cerveau d’'un
autre chien, puis obsengar histologié® le comportement du greffon, Thomsoraiasi introduit des
concepts modees de neurobiologie expérimentale, a savoir le recours a la technique de
transplantation pour étudier la viabilité des tissus nerveux greffémfidhce mutuelle trophique
entre letissuhote et le greffon. Nous retrouverons ces concepts dans la dgeis travaux présentés
dans le chapitre 3 dette deuxiéme partie deanuscrit.

Depuis, les stratégies thérapeutiques développées pour pallier la faible capacité d’autorestoration
anatomique et fonctionnelldu cerveauaprés un traumatisme cérébral s’articulent autour de deux

axes:

2 'histologie est I'étude de la structure des tissus et des cellules qui le composent. Pour cela, en général, les tissus sont
colorés et observés au microscope.
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- remplacer les neurones détruits lors du traumatisme
- stimuler la repousset la reconstitutiomles réseaux neuronaux en letgant un environnement

favorable.

Dans ces deux axes, la majorité des études expérimentales menées impliquent une transplantation
(ou greffe) de cellules ou de tissus. Les cellules greffimssent étre de différentes natures
(neuronales, neurales, c'@stlire un mélange de neurones et de cellules gliales, omeumales) et
provenir de différentes sources (voir paragraphe-@essous)

Il existe d'autres formes d’intervention qui sont d’'ordre pharmacologique domjuappel a des
techniques de stimulation électriqueagnétiqueu motrice commedans le casle patients souffrant
de la maladie de Parkinsdt99], [200]. Ces techniques peuvent également étre associées a des

transplantations de cellules.

a. Remplacer les neuronégtruitslors d’un traumatisme par la greffe de nouvelles cell@les

Les traumatismes neurologiques ont souvent pour conséquence la destruction deetfllules
linterruption de circuits neuronaux. Le systeme nerveux central présentant une capacité de
régénération spontanée liée, la greffe de cellules souches est depuis quelques amésagée
comme stratégie thérapeutiquie réparation du SNC [2Q1En effet, les cellules souches ont
'avantage de pouvoir s'aut@nouveler et de pouvoir donngpar leur différenciationgdes cellules
spécialisées. Les cellules souches pourraient donc étre utilisées pour générer de nouveaux neurones et
remplacer au moins une partie de ceux qui ont été détruits. Malheureusementiceliepatans les
pathologies affectant la locomotion (typiquement aprés un AVC affectant la zone motrice du cerveau),
le remplacement ne serait pas suffisant pour la restauration de cette fdaatiffet, une condition
nécessaire est la connexion desiveaux neurones a la cible, constituée par les neurones restés en

place et toujours fonctionnels.

Différents types de cellules souches ont été greffés dans le SNC. Les cellules greffées peuvent étre
embryonnaires ou hon embryonnaif2a2], [203].

- Lescellules soucles embryonnaires proviennent d’embryons aux tout premiers stades de leur
développement. Ellesnt in vitro un potentiel de multiplication quasifini et peuvent donner
naissance a tous types de cellules, dont celles du SNC (neurones, astdliggtéendrocytes et
microglies). Des études avec des cellules souches embryonnaires murines ont été menées, montrant de
bons résultats de récupération fonctionnelle chez le murin.[@@fendant, leur utilisation dans une
perspective thérapeutique n’est pas transposable a 'homme. En effet, le risque de formation de
tératomes est élevé et I'utilisation de cellules souches embryonnaires d’origine humaine souléve de

nombreuses questions éthiques.
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L'utilisation de ces cellules est trés encagréela lor®.

- Les cellules souches neurales adultepiant a elles présentent un risque réduit de création de
tumeurs. Elles sont déja en voie dffétenciation neurales et sont présentes dans des régions précises
du cerveau adultes, appeléesiehes» (voir chapitre 1 de la partie 1). Ces cellules présentent une
capacité d'aut@enouvellement et génerent uniquemel@s cellules du SNC. Au vu deuls
caractéristiques in vitro, ces cellules semblent étre de potentiels outils de thérapie cellulaire pour le
SNC. Cependant, leur potentiel de multiplication et différenciation décroit avec le temps.
L’interdiction législative et les nombreux débats dtleis| sur les cellules souches embryonnaires
humaines ont poussé les chercheurs a s’intérasgeellules souches adultes, bien qu'il soit difficile
d’avoir acces a ce type de matéridbus avons utilisé ce type de cellules souches dans ce travail de
thes.

D’autres types de cellules souches présentent I'avantage de pouvoir étre facilement prélevées et
transplantées chez un méme patient (cas appmi¢ogreffe» ou greffe «autologue»). Cela élimine
tout risque de rejet du greffon, méme si dans le cerveau, ce phénoméne est tré&lirmkémple, les
cellules de la moelle osseusgeuvent étre différenciées in vitro en cellules qui expriment des
marqueurs neuronaux matures. Des cellules souches ont été identifiées dans les tissus Gelpeux
cellules souches peuvent donner in vitro des cellules neuronales, cependant en faible pfapbftion
[206], [207]. Les perspectives thérapeutiques les gitometteuses pour ces cellules sont, pour le
moment, dans le domaine l@ereconstruction musculaire.

Les cellules souches pluripotentes induites (iPSjont encore une autre source de cellules
potentiellement utilisable pour la régénération de tissus cérébraux. Ces cellules sont issues de cellules
adultes différenciées, qui sont redevenues pluripotentes au moyen de modifications génétiques. Leur
utilisation permettrait la greffe autologue et d'éviter ainsi I'utilisation des cellules souches
embryonnaireséthiquement inappropriées. Cependant, ces cellules, dontdaummint est récente
[208], sont génétiqguement modifiées et surtout doivent encore démontrer leur fonctionnalité et leur

innocuité.

- greffer pour régénérér

La comparaison des études de greffe est difficile car les techniques mises en ceuvre sont diverses.
En effet, les expériences sont conduites sur des modéles ardifiatents avec des types cellulaires
greffés qui varient en fonction des pathologies étudléesiombre de cellules greffées est également
un parameétre trés variabléanmoins, on releve dans un nombre important d’études le rble bénéfique

des greffes.

%0 e gouvernement francais a promulgué une loi (loi n° Z@4du 6 ao(t 2004) qui n'autorise pas les recherches sur
I'embryon et les cellules souches embryonnaires, mais qui admet, a titre transitoire et déregatoiilesation a condition
gu’'elle réponde a deux critéres étre susceptible de permettre des progrés thérapeutiques maggure pas connaitre de
«méthodes alternatives d’efficacité comparable
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Les greffes peuvent servir i@mplacer les neuronesdétruits et/ou a apporter un support
trophique®’, ayant pour effet de limiter voire d’interrompre le procédé de dégénération. L'origine des
améliorations relevées n’est pas toujours identifiée.

De pluses mécanismes de différenciationvivo des cellules souches greffées restent encore mal
compris (voir [209] pour revue). Des travaurtalisés dans le cerveau de murins ont montré
limportance du microenvironnement dans l'orientation du phénotype et la migration des cellules
greffées. Par exemple, Suhonen et al ont montré que lorsque des cellules prodénitrices
hippocampales sont greffé dans I'hippocampe, elles se différencient en neurones hippocampaux
alors que lorsque ces mémes cellules sont greffées dans le cervelet, elles migrent jusqu’au bulbe
olfactif et se différencient en cellules non hippocampales [All@kisterait donc une influencéu
milieu sur le type cellulaire greffé.

L’environnement joue ainsi un réle primordial dans la survie, le développement et le devenir des
cellules greffées. Aussi, le deuxieme axe thérapeutique développé est de créer un environnement

permissif pour favoriser la croissance des neurones.

b. Créer unmilieu permissif pour la croissance neuronale

La lésion d'une partie des tissus cérébraux entraine la formation d’une zone qui n’est pas du tout
favorable pour la croissance de nouvelles cellulda etpousse axonale. L'absence de régénération
axonale spontanée est en partie due a un environnement non permissif. En modifiant cet
environnement, il pourrait étre possible de favoriser la réparation spontanée ainsi que la survie et le
développement des cellules greffées [211]

Pour créer un environnement permissif, plusieurs approches ont été développées

- réduction de la réaction glialformée suite a la |ésion. En effk,gliose astrocytaire forme une
cicatrice (cicatrice gliale), empéchant la repopulation de la lésion par de nouveaux neurones (ces
cellules pouvant étre des cellules souches migrant dans la zone Iésée, ou bien des cellules greffées).
Seymour et al ont par exemplélis€ I'anticorps IN1 pour s’opposer a l'effet inhibiteur de certains
composants de la myéline (empécher I'environnement d'émettre des facteurs inhibiteurs de la
croissance neuronal§12], [213]. D’'autres stratégies consistent enmanipulation génétique pour
réduire la réaction des astrocytes.

- injection de peptidesqui miment I'effet de molécules d’adhérence favorables pour la repousse
axonalg214].

- apport de facteurs ayant un effet trophique(comme par exemple le BDNiF pour augmenter
le taux de survie des neurones et promouvoir la repousse axonale.

- utilisation de polymeres naturels ou synthétiguegpour créer un support physique et

mécanique pour la croissance des neurones, et/ou mimer [l'effet biologique d'une matrice

31 e terme «rophique» qualifie la capacité de faciliter la subsistance d’un tissu ou d’une cellule.

32 Une cellule progénitrice ne peut plus se renouveler, elle ne peut plus que se différencier. Une cellule
souche peut se renouveler et se différencier.

%3 BDNF signifie «brain-derived neurotrophic factor. C’est une protéine qui est sécrétée dans le cerveau.
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extracellulaire (MEC). A cette fin, le collagene, composant majeur de la MEC a été couramment

utilisé [215]. Ces polymeéres peuvent étre utilisés seuls ou en combinaison avec des cellules neurales.

2. Les bio-échafaudagegour la reconstruction dans le
systeme nerveux entral

Deuxapproches sont développées pour la création de nouveaux tissus. Elles consistent en

- le design et la synthése d'un tissu a I'extérieur du corps pour une implantation future
(exemple de la greffe de peau)

- 'implantation d’éléments qunduiront la régénération du tissu in vivo. Ces élémestsns
désignésci par le terme €chafaudage. lls peuvent ou non contenir des cellules au moment de leur
implantation. Ces cellules peuvent étre des cellules souches ou bien des cellules de méme nature que

celles contenues a l'origine dans le tissu a réparer.

L’intérét porté al'utilisation des biomatériaux pour fournim support physiquyd’échafaudage, aux
cellulesa implanter esgrandissant. Ces supports, qui peuvent prendre différentes formes, sont congus

a partir de matériaux répondant a des critéres particuliers.

Figure115: représentation schématique d'un échafaudage constitué de fibres polymeres sur lequel on a cultivé in vitro
des cellulesLes cellules ont migré a l'intérieur de I'’échafaudage. Vue d’artiste. D’apres [216]

Leur objectif est d’améliorer le comportementldaire global (adhésion, migration), de par leur
structure tridimensionnelle et de par les signaux chimiques et physiques gu’ils fournissent aux
cellules in vitro comme in viv§217]. lls améliorent par exemple la survie des cellules implantées in

vivo [218].Cette statégie d’ingénierie tissulaire pour le cerveau a d'abord été utilisée avec succes en
associant des échafaudages a des cellules de lignées neuronales, comme les PC12. Lors de travaux
postérieurs, on a associé échafaudageleiles souches, présentant ntérét thérapeutique réel par

rapport aux cellules de lignées.
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Dans ce paragraphe, nous décrivons les propriétés requises pour un échafaudage cérébral, puis nous
présentons les principaux biomatériaux utilisés en thérapie cérébrale, notamment en association avec

des cellules souches.

2.1 Cahier des charges pour un échafaudage pour la thérapie
cérébrale

Pour étre efficace, I'échafaudage tissulaire doit prendre en compte de nombreux Siiamres.
Ellis-Behnke, chercheur en neurosciences au MIT, la stratégie pour la régénération du systéme
nerveux central se résume er B» : Préserver, Permettre, Promouvoir et Plasticité.

On peut replaceces 4impératifs pour la conception & réalisation d’'un échafaudage tissulaire
cérébraldestiné a étre implanté.

- préserver

Le premier critere que doit respecter un échafaridesy la préservation du milieu et des tissus
dans lesquels il va étre inséré. Le matériau constituant cet objet doit étre biocompatible, réduire autant
gue possible la réaction gliale et ne pas induire de toxicité. L'mhplait étre suffisamment petit afin
d’étre inséréacilement dans les tissus, a un endroit précis et ne pas léser ou le moins possible les
tissus voisins de la région a adresser.

L’échafaudage peut également servir & préserver les tissus voisins en évitant leur dégénérescence
secondak, indirecte, liée au fait que des cellules avec lesquelles ils communiquaient sont détruites
(les cellules préservées de la lésion primaire n'ayant plus de cellules avec qui communiquer
chimiqguement, cellesi finissent par dépérir aussi).

- permettre

L'échafaudage doit permettre de créer un environnement favorable pour la repousse des cellules,
voire des tissus. Il doit par exemple permettre aux cellules d’adhérer sur sa surface ou dans son
volume, qu’elles soient cultivées in vitro ou bien qu'epegplentl’échafaudage a posteriori, in vivo.

Pour cela, I'échafaudage doit étre concu de telle sorte qu'il évite la formation de tissus ciatriciel
gu'il contrebalance les effets inhibiteurs de facteurs sécrétés lors du traumatisme, et qu’il pallie le
margue de neurones.

- promouvoir

Afin de favoriser I'adhérence et le développement des cellules, I'échafaudage peut étre équipé de
facteurs chimiques et physiques visant & promouwoicomportement cellulaire particulier. Certains
travauxont fonctionnali€ les échafaudages avec des facteurs de croissdiaogéres ont développé
des matériaux capables d’émefinevivo des facteurs chimiquedt/ou pharmacologiques. Les études
menées in vitro sur I'analyse du comportement cellulairévis-d’'indices physjuestels la rigidité
d’'un matériau, sa rugosjtia topographie.. donnent de précieuses informations pour la conception et

l'ingénierie de ces échafaudages.
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- plasticité
L’échafaudage doit permettre une capacité de réorganisation, de réarrangement des tissus

neuronaux en fonction des sollicitations regues in vivo.

2.2 Matériaux implantés dans le cerveau, en association avec des
cellules neuronales

a. Définition, fonctions ehatures des biomatériaux

Valves cardiaques, stents, remplacement de cristallin, ligament ou tendon artificiel, en I'espace de
guelgues décennies, le recours aux biomatériaux dans les stratégies thérapeutiques s’est tres largement
répanduCette variété dipplicatiors fait qu'il est difficile de donner une définition satisfaisante des
biomatériauxLes conférences de Consensus de Chester, qui ont eu lieu au Ray@iueme1986 et
19914 linitiative de la Société européenne des biomatéiB®B) ontdéfini un biomatériau comme
«un matériau non vivant interagissant avec les systemes biologiques. Les biomatériaux participent & la
constitution d’'un dispositif a visée diagnostic, a celle d’'un substitut de tissu ou d’organe ou a celle
d’un dispositif desuppléance fonctionnelle ».

Un biomatériau utilisé a des fins médicales est soumis a de nombreuses contraintes. La prothese
ou I'implant gu’il constitue ne doit pas susciter d’infection, de réaction inflammatoire ni de rejet. Il ne
doit pas rejeter dans I'organisme des substances cancérigenes ou toxiques, il doit pouvoir étre stérilisé
avant implantation. Il doit aussi pouvoir supporter les contraintes mécaniques, chimiques et
biochimiques propres a son usage.

Les biomatériaux sont classifiés en troiargtes classes

- les métaux et alliages métalliques (acier inoxydable, cobalt, chrome, titane, or, ...)

- les céramiques (alumine, zircone, phosphate tricalcique, ...)

- les matéraiux polyméres d’origine naturelle (collagéne, cellulose, ...) ou synthétiigde (ac

polyglycolique, polycaprolactone, polyimide, ...)

Les matériaux polymeres sont les matériaux les plus utilisés, en particulier pour des utilisations dans le

systéme nerveux.

b. Les matériaux polymeres pour I'ingénierie tissulaire dans le cerveau

Les matériaux polymeres utilisés pour I'ingénierie tissulaams le cerveasontsoit naturels, soit

synthétiques.

f Matériaux naturels
Les matériaux naturels, comme le collagene, le chitosan, l'alginate, ... sont particuliérement

intéressants car ils compent des sites d’adhésion, pouvant étre identifiés par les complexes
d’adhésion des cellules (voir chapitre 1 de la partie De plus, ils possederdes propriétés

mécaniques proches de celles des tissueus» avec lesquels ils vonteohabiter. Le collageneest
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une des protéines les plus répandues dans la matrice extracellulaire. Il est trés utilisé comme support
pour la croissance de tissus neuronaux. Il peut cependant impliquer une forte réponse des cellules
glialess’il est utilisé chez des espéces éloignées de I'espece dont il a été isolé. Qu et al ont montré que
I'utilisation d’'un échafaudage de collagéne imprégné de cellules souches de la moelle osseuse permet
de réduire la taille d’'une lésioraumatiquecérébrale[219]. La combinaison des cellules et du

biomatériau s’avere étre plus efficace que la seule greffelllges (voir Figurel16).

Figure 116 : Utilisation d’échafaudage de collagéne associé a des cellules souches de la moelle osseuse pour
reconstruire des tissus cérébrauxa: images MEB de la structure du collagéne utilisé.irbages de tranches de cerveau

colorées a I'éosinécouleur rose)A gauche coupe de cerveau ou seules des cellules souches ont été greffées. A droite
coupe de cerveau dans lequel I'échafaudage lthgéoe imprégné des cellules souches a été implanté. Avant les deux types

de traitement, les deux lésions avaient la méme taille. La Iésion est moins grande que dalesgawsz®e. D'aprés [219]

L'inconvénient desmatériaux naturels est qu’ils peuvetdntenir des facteurs résiduels de
croissance de I'hdte chez qui ils ont été prélevés ainsi que des composants biologiques non identifiés
[220]. lls doivent donc avant leur utilisation étre purifies et il @sssidifficile de contréler leur
stabilité d’'un lot & un autre (variabilité biologique des animaux dont le collagene est €& gitis,
les matériaux naturels sont délicats adifier par rapport aux matériaux synthétiques dont on peut

facilement adapter les propriétés physiques et chimiques.

f Matériaux synthétiques
Une classe importante parmi les classesbibenatérian synthétiques utilisé@our créer des

échafaudages cérébraux est la classe des ®WRI@Xy.esters) qui comprend lacide poly
glycolique (PGA), I'acide polyactique (PLA) et leur copolymere, I'acidelpdactiqueco-glycolique
(PLGA). Cette classe de polymeres a été apg@par la FDA (Food and Drug Administration) pour
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son utilisation chez I'homme. En raison de leur biodégradabilité et de leur absence de toxicité, ce sont
les biopolyméres les plus employés pour des applications de délivrance de médicament dans le
cerveau. lls possédent aussi de bonnes propriétés mécaniques pour une utilisation en tant
gu’échafaudagd221]. La dégradation de ces polymerse fait par hydrolyse. Les produits de
dégradation finaux sont JJ@ et CQ [222]. Le délai est de I'ordre de quelques mois, et varie en
fonction de leur composition (pourcentage de PGA et de PLA). On dit que ces matériaux sont
«biorésorbables. Les S R Ohydroxy esters)peuvent étre structurés sous de multiples formes,
principalement en :

- fibres, par électrospinning [223P24]

- billes, par émulsiof225], [226]

- échafaudage 3D par lithographie laser directe [227]

La Figure 117 montre des exemples de structures de PGA réalisées par I'équipe de F. Claeyssens
[228], par lithographie laser directe. Ce type d’échafaudage a I'avantage de poaswileitlir» a sa

surface un grand nombre delakds. Les auteurs n’ont pas inséré ces échafaudages in vivo.

Figure117: images MEB d'échafaudagde PGA créés par lithographie laser directe. Les échafaudages ont été ensemencés

avec des cellules issues d’une lignée neueodalsouris. D’aprg228].

Mahoney et Saltzmann ont mis en forme le PLGA sous forme de microparticules en utilisant la
technique d’émulsion, d'un @inete compris entre 0.5 et 5yrpuis ils s’en sont servi pour encapsuler
du NGF [229] Pour favoriser I'adhérence des cellules foetales tieae a transplanter, ces particules
ont été recouvertes de polylysine. Le NGF encapsulé s’est libéré et a diffusé in vivo pendant les jours
suivants I'implantation. En réponse a cette émission, les cellules transplantées se sont différenciées en
neurones de type cholinergidfie

Park et al ont utilisé le PGA pour construire, par electrospinning, un substrat constitué de fibres
sur lesquelles ils ont ensemencé des cellules neurales de la lignée C17.2. L'objectif était de réparer une
lésion massive du cerveau, produite par isch¢236]. Le diamétre des fibres est compris entre 10 et
15um et le substrat mesure plusieursir®ur ce substrates cellules poussent de maniére aléatoire et

désordonnée et montrent une bonne adhésion et un fort pourcentage des cellules expriment le

34 Ces neurones libérent un type de neurotransmetteur particulier, 'acétylcholine.
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marqueur neuronal des neurofilaments. Apres la transplantation, des interactions entre les tissus hotes
et les cellles implantées ont été relevées, signe de la bonne intégration de I'implant.

L’équipe de M. Modo a également mis en forme le PLGA pour servir d’échafaudage a des cellules
souches neurales implantées dans une lésion également induite par ischémie ¢22]crié® des
particules sphériques de PLGA par émulsion et évaporation, mesurant entre 50 et 200um de diametre.
Ces particules sont recouvertes de fibronectine afin de favoriser I'adhésion des cellules souches
neurales mises en culture in vitro sur cetied-a Figure118 montre les particules de PLGA obtenues
et I'adhésion des cellules sur la surface des particules. Ces particules ont ensuiexté#s invec
précision dans la lésion induite dans un cerveau de rats. Au préalable, la lésiogrést pap IRM.
Septjours aprés l'injection, les auteurs ont observé, par IRM et histologie, que les cellules implantées
sont restées dans la Iésion, ormvéau, et se sont différenciées en neurones et astrocytes, formant une
structure cellulaireinorganiséeentre les particules. La présence de cellules de la microglie et
d’astrocytes autour des particules a aussi été relevée. De plus, on a pu Vérifies dissub
environnant n'ont pas été endommagés par I'opération. Cependant, les auteurs n'ont pas étudié le

bénéfice de leur biéchafaudage du point de vue comportemental et fonctionnel.

Figure118: a: images MEB de particules sphériquesPLGA forméepar émulsionb : images en fluorescence de cellules

souches neurales mises en culture avec les particules ¢edittle vivante, rougecellule morte bleu: noyaux cellulaires
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c: images d'une cqe frontale du cerveau d’'un rdtes noyaux de toutes les cellules ont été marqués enladasion
apparait en noir. Des particules de PLGA comportant des cellules souches ont été insérées dans la Iésion. En vert, marquage

de la protéine GFAP que I'orouve dans les astrocytes. D'apf231].

Le polycaprolactone (PCL) est un polymére biodégradable largement utilisé pour des
applications dans le systémermeux central. Il s’agit d’'un polyester qui se dégrade par I'hydrolyse de
ses liaisons esters, menant a la formation d’oligoméres et d’hydroxyacides. Le délai de dégradation de
ce matériau est de l'ordre de quelques années, ce qui peut s'avérer, selon certains auteurs, étre un
avantage pour la reconstrcution cérébrale par rapport aux polymeres se dégradant plus rapidement
(PLGA, PGA, ...J232]. Il est souvent utilisé sous formes de fibres crées par électrospinning{233]
extrusion. On peutwssi l'utiliser sous forme de constructions 3D, crées par laminage, injection par
seringue ou lithographie directe par laser.

Des travauxrécentsse sont intéressés a I'effet inflammatoire de fibres de PCL (sans cellules
associées in vitro) insérées ddaségion du «audate putamemn de cerveaux de rats (voir Figure
119a). lls ont montré que ces fibres causent une réaction inflammatoire dans les tissus durant les
premiers jours suivant I'opératid@34], mais que cellei revient a son niveau normal en 60 jours
(voir Figure 11%). lls ont de plus observé que les cellules des tissus hotes parviennent a générer des
projections vers I'échafaudage de fibres de PCL, ¢esfuun signe de sa bonne intégration in vivo.
Les auteurs ont aussi montré que méme si in vitro, les neurones s’alignent dans la direction des fibres,
in vivo, l'organisation des cellules hotes n’est plus dictée par l'orientation des fibres. Ces travaux

montrent que le PCL peut étre utilisé en contact avec les tissus cérsgurasix

Figure119: a : image MEB d'un réseau de fibres de PCL, fabriquées par électrospibeinfibres sont orientées dans une
direction préférentielle. Aucun effet d’orientation des cellules ayant migré in vivo sur les fibres n'a été dbseouébe
repésentant I'évolution avec le temps de la réponse astrocytaire autour des fibres dplR@Edémdans la zonecaudate
putamen» du cerveau d’un rat. D'apréz34].

La classe debydrogels est aussi une classe de matécribiodégradables utilisée fréquemment
pour le cerveau [235]236]. Les hydrogels sont constitués de polymeres hydrophiles formant un

réseau macromoléculaire non organisé saturé en eau. lls constituent un bon modéle de la matrice
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extracellulaire et ont une structure moimétriqgue poreuse (voiFigure 120). En plus d’avoir des
propriétés mécaniques et structurelles proches de nombreux tissus biologiques, leur mise en forme
peut se faire dans des conditiondotices> (en milieu aqueux, tempéuae proche de 37°C, sans
utilisation de solvants), permettant I'encapsuldgecellules. Les hydrogels synthétiques sont plus

facilement modifiables et adaptables que les gels naturels.

Figure120: a : photographie d'un hydrogel.:iimage MEB de la structure poreuse d'un hydrogel utilisé pour réparer des
Iésions cérébrales. D'apreés [235]

Des matériaux non biodégradablesont aussi utilisés au contact de tissus cérébraux. On peut citer

- des polymeres, par exemple le polyimide, le polypyrrole , le paryléne, le PDMS, [237]
[238].

- des métaux ou sernbnducteurs (or, silicium, platine, indan,...)
Certains de ces matériaux entrent dans la composition de dispositifs d’enregistrement et/ou de
stimulation de I'activité cérébrale.
De nombreux travaux sont effectués pour améliorer la biocompatibilité de ces électrodes, afin
notamment d’allongeelur durée de vie et d’améliorer leur efficacité.
Plus récemment, lesanotubes de carboneont été utilisés in vivo afin d’équiper des électrodes et
ameéliorer le rapport signal/bruit lors de mesures de I'activité électrique cérébrsle des électrodes
stimulanteq188], [135], [239]. Ces nanmbjets ont également été utilisés in vivo comme moyen de
vectorisation de facteurs chimiques et pharmacologiques.[R4apxicité et le devenir des NTCs in
Vvivo est une question trés discutée et dépend de leur état (poudre, suspension, intégratiotriaaine ma
polymere, ...), de leur structure (multiparois;plirois, monoparois), de leur fonctionnalisatia1],
[242] et des organes et des tissus avec lesquetnii®a contadi243].
Plusieurs études récentes rapportent l'intérét d'utiliser des NTCs pour soigner les dommages
engendrés par un AVC [240]244]. Moon et al ont par exemple mis en évidence que les NTCs
améliorent la différenciation de cellules sowh@rogénitrices neurales en neurones fonctionnels
[244]. Une fois implantée dans une Iésion cérébtassociation «NNTCscellules saches neurales »
a permisune meilleure récupération fonctionnelle des animauxdans le cas oles cellules avaient

été greffées seules.

174



3. Conclusion

Nousretenongle cette étude bibliographique rapglee le cerveau est un organe plastique, qu'il a des
capacités d’autoréparation, mais qui sont bien insuffisantes pour pouvoir réparer les dégats causés par
des lésions importantes. Pour pallier cette limite, les chercheurs identifient des stratégies
thérapeutiques susceptblde rétablir les capacités perdues suite a des Iésions localisées.

Parmi cellei, la greffe de cellules souches, qui consiste a introduire une suspension de cellules dans
la 1ésion a été expérimentée chez I'animal. L'étude du devenir des cellulEegrefotamment en
termes de prolifération (risque de tumeurs), de différenciation et d’interactions avec les tissus hotes est
un point capital Selon plusieurs études, il semblerait que ces cellules se trouvant dans un
environnement défavorable a leur dippement, ont tendance a se répattirla périphérie de la

Iésion, sans établir de connexions a travers celi-de plus, leurdurée de vie serait courtEn
sécrétant des facteurs chimiques trophiques, qui sont des signaux de survie cell@sisrjraibnt
néanmoins un effet favorable pour les cellules du cerveau non endommagées.

D’aprés cette analysen peut s'interroger sur la possibilitiGaugmenter le potentiel réparateur
des cellules greffées en leur fournissant un support de croissanabfe pour leur développement.

Pour maintenir dans la Iésion les cellules introduites, une stratégie envisagée est de fixer ces
cellules sur un échafaudage, introduit dans la Iésion. Différents échafaudages équipés de cellules ont
déja été mis en ceuviia vivo, maisles cellules s'y sont développées de maniere aléatoire, ne
favorisant ni leur développement en réseaux, ni leur connexion aux tissus préservés environnants. Face
a cesconstas et comptetenu du fait que dans le cerveau, les réseaux newr@aal organisés, nous
envisageond'élaborerun échafaudaggui bien sir supporterait les cellules mais qui aussi favoriserait
leur connexion aux cellules saines de I'héte etdeoissance de fagcon organisée.

Pour répondre a cette problématique, nous nous appuyons sur nos travaux réalisés in vitro, qui
nous ont permis de dégager ddsis» pour ingénierer des substrats pour

- Permette 'adhésion de cellules neurales

- Promouvoirleur développement dans une direction définie

- Conserver laplasticité des réseaux neuronaux, et en leur permettant de se connecter aux

cellules préservées.

Sur la base de ces travaex de ces enseignements, nous avons développédioprothése
associant un matériau non cytotoxique et des cellules souches neurales adultes. Nous avons généré a la
surface de ce matériau des indices topographiques anisotropiques obtenus par lithographie.

Aprés la réalisation de cette bioprothese protocole d’essai in vivo sur un animal muarété
établi Il comportees 4 étapes suivaest:

- Induction, par injection localisée d’'une toxine, d’'une Iésion cérébrale dans la zone motrice du

cortex primaire

- Mesure du déficit occasionné chez I'aningar tests comportementaux
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- Insertion de la bioprothéskans la zone |ésé2 §emains apres la lésion)
- Mesures, a intervalle régulier, de la récupération fonctionnelle de l'amaraties tests

comportementaux.

L'analyse des tissus cérébraux est effectuée dans un dernier temps, par histologie. Gefgernoiss

d’étudier la réponse degllules hétes visevis de notre prothése.

Pour mener a bienn tel projet ambitieux, a la croisée de plusieurs disciplewsr(ces dematériaux,
microfabrication, biologie cellulaire, neurochirurgie), une équipe interdisciplinaire était
incontournableL’équipe mise en place est composéeclercheursiu site scientifique toulousain
issus de
- I'INSERM (Unité 825, spécialisée dans les nouvelles thérapies pour l'accident vasculaire
cérébralyour la partie chirurgie et tests comportementaux
- du CHU Rangueil (département de neurochirurgiedr la partie biopsie pour obtenir les
cellules souches adultes humaines
- du CIRIMAT (spécialisé dans la synthése de nanotubes de camome)a synthése des
nanotubes de carbone
- du LAAS-CNRS (équipe Narbiosystemesyour la partie fharication de la prothése et

andyses.
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Chapitre 2 - Fabrication d’'une bio prothese
cérébrale

Dans ce chapittenous présentongd bioprothéss mises au poinPour concevoir ces bioprothéses,

nous avons di prendre en compte la morphologie du cerveau du rat, et aussi les besoins et impératifs
techniques spécifiques a chaque étape du procédé, allant de la fabrication jusqu’a l'implantation in
Vivo en passant paa lculture cellulaire.

Nous avons vu dans le chapitreqlie la plupart des matériaux implantés dans le cerveau sont
biodégradables. Une prothése biodégradable permettrait dans l'idéal aux tissus de recoloniser tout
'espace de la lésion mais se pose lastijoe du devenir des produits dégradation. De plus, une fois

que la prothése s’est dégradée, il est difficdesdvoir ce que deviennent les cellules implantées sur
celle<i, d’autant plus si I'on s’intéresse a leur organisationla prothéseA l'inverse, une prothése

non biodégradable reste en place, ne génére aucun produit de dégradation mais limite I'espace
disponible pour la reconstruction tissulaire.

Ainsi, dans un premier temps, nous avons dévelomgeprothése non biodégradable, en PDMS. I
seraaussiplus aisé de la localiser dans les tissus et d’observer la réaction des cellules l#B#s vis-

de ce matériau structurBevolution des cellules greffées et leur organisation. Aprés cette premiere
phase d’investigation, une fois la forme &tstructuration de la prothése validées, nous utiliserons un

autre matériad;acide polylactiqueco-glycoliquequi est biodégradable.

1. Fabrication d’une bioprothese de premiere génération

1.1. Fabrication de prothéses non biodégradable en PDMS
a. Matériau

Le PDMS est un polymére et plus particuliéerement un élastomére. Il appartient a la famille des
silicones, qui ont une structure chimique basée sur I'alternance d’atomes de silicium et d’oxygene. Le
PDMS que nous utilisons est le Sylgard® 1Réus avons viau cours de la premiére partie de ce
manuscrit qu'il est noytotoxique pour les cellules neurales.

A notre connaissance, il n’existe pas de travaux qui rapportent l'utilisation de ce matériau non
biodégradable pour des applications in vivo dans leeeer Une étude a utilisé un objet en PDMS
comme outil pour déposer des cellules neuronales sous forme de sphéroides a la surface du cortex. Les
auteurs ont mis en contact le PDMS avec la partie la plus en surface du cortex et I'ont retiré apres 24
heures de contact. lls n’ont pas relevé d'effet toxique ou nocif de ce contact prolongé entre le PDMS et
les tissus corticaup245].

Il sera pimordial d'étudier la réaction des tissus in vivo -@gis du PDMS implanté. Nous

montrerons les résultats obtenus dans le chapissais d'implantation in vive.
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b. Fabrication des prothéses en PDMS

f Choix de la taille et de la géométrie de la prothese
Le premier élément qui a guidé notre choix pour la taille de la prothése est la dimension de la Iésion du

cerveau.Dans notre modéle,e$ tissus Iésés sont situés dans le cortex mqgieomraire et le
striatuni>du cerveau du rat. Les Iésions sont provoquées par l'injection, dans cette zone, d’un volume
constant (5ul. 3M) de malomate qui est un inhibiteur enzymatique. Nous détaillerons le mode
opératoire pour réaliser la Iésion dans le dernier paragraphe de cette partie. La Iésion est visualisée
grace a l'imagerie a résonnance magnétique (ERB/ATeslak elle apparait en blanc sur les clichés. La
mesure du volume lésé est réalisée a partir d'images IRMiguae 121 montre des images, réalisées

par Isabelle Loubinoux. Les lésions réalisées dasscerveaux de rats ont un volume moyen de

86+53mmi, cequi représente une boule d’environ 4mm de diamétre.

Figure121: Images IRM d'un cerveau de rat dans lequel une Iésion a étéqvoquée par I'injection de malonate Les
tissus cérébraux apparaissent en noir et gris foncé. Les zones Iésées apparaissent en llarmone du cerveau autour de
la Iésion est imagée sur plasis plans successifs, en se déplacant en z pour les coupes hosizirgalex pour les coupes

frontales.

La prothése ne doit pas étre plus grande que la lésion car sinon, elle endommagerait les tissus sains
environnants. Elle doit également étre fafin dene pas prendre trop de plada&ns la Iésiomet aussi

pour endommager le moins possible les méninges, gu’il sera nécessaire de traverser pour placer la
prothése dans la lésiolNéanmoins, elle doit étre facilement manipulable avec des pinces pour
I'insérer.

Ces informations nous ont amenés a fixer la taille de la prothése a 5mm de long et 2mm de large. La
manipulation de ces prothéses avec une pince nous a également posé des contraintes pour I'épaisseur

de cellesci. Pour la définir, nous avons fadmé des protheses de différentes épaisseurs (60um,

% Le striatum est impliqué dans le mouvement volontaire. Som lnb vient de son aspect strié, di aux
nombreux faisceaux de fibres que I'on trouve dans cette région.
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100pm, 150um, 200um, 300um, 500um). Nous en avons conclu que la prothése doit avoir une
épaisseur minimale de 100um pquouvoir étre manipulée aisément et une épaisseur maximale de
300pm afin de ne pa®nduire a des ouvertures craniennes trop délétéres.

De plus, afin d’occuper au maximum l'espace lésionhelété décidé d’'y inséreen parallélerois

prothéses, comme illustré sur la Figlig2.

Figure 122 : Représentation schématique sur une vue frontale du cerveat du début de la moelle épinierale la

localisation des trois prothéses dans la Iésioba Iésion se trouve dans la zone motrice du cortex primaire.

La forme de la prothése dépend aussi des possibilités ligaetagole de fabrication mis en ceuvre
pour la réaliser. Cellei a ainsi été influencée par trois éléments majeurs :

- le protoole de fabrication des prothéses de PDMS microstructuré doit étre rapide a mettre en
ceuvre. En effet, pour les campagnes d’expérimentations in vivo, il est nécessaire de fabriquer un
grand nombre de prothéses. La fabrication en série de prothéses est un facteur a prendre en compte.

- le protocole d’ensemencement des prothéses avec les cellules neurales doit minimiser la
perte de cellules. En effet, les cellules souches adultes humaines sont difficiles a obtenir. Le plus grand
nombre d’entre elles doit donc pouvoir se développer sur les prothéses.

- le protocole de culture des cellules neurales sur ces protheses doit étre le plus simple et le
plus proche possible de celui que nous maitrisons et mettons en ceuvre pour les cultures sur des

surfaces (afin d’éviter les mises au point supplémentaires).

Pour satisfaire ces trois conditions, nous avons réatiséprothése en forme de plaque de PDMS
microstructurée sur les deux faces principales. L'épaisseur de cette plaque est dee@dtpm la
longueur de 5mm et la largeur est de 2mm. On appédleesprincipales » de cet objet les deux faces

gui mesurent 5mm x 2mm.

f Définition de la géométrie de la microstructuration de la surface de la prothése
Afin de déterminer la géométrie des microsillons a créelesufacege la prothése, nous avons

considéré que la microstturation doit a la fois orienter la croissance des neurones dans le sens
longitudinal de la prothéset favoriser I'adhérence, la différenciation et le développement des cellules

neurales.
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Les résultats de nos études in vitro, présentés dans la premiére partie de ce Mmaowscoit
montrés que k& microsillons de 60um de largeur, espacés de 10um et d’'une profondeur de 10um
étaient les plus appropriés permettent a la fois d’obtenir ugrand nombre de neurones et les
neurites sont alignés. Pour mémoira,Higure 123 montre une image de neurones de la lignée

humaine 1 .uhmes» cultivées sur une surface comportant cette géométrie de microstructures.

Figure123: Image en fluorescence des cellules neuronales de la lignée Luhmasune surface de PDMS comportant

des microsillons de 60um de large, espacés de 10pum et de 10um de profondeur. Ensemencement a une densii@0de 60
cellules/mL. Les neurofilaments ont été marqués en utilisant le marqueleflul anticorps secondaiftaorescent (Alexa
488nm,vert), les filaments d’actinent été marqués en utilisant la phalloidine, couplée a un fluorophore (Alexa 546nm,

rouge). Les noyaux ont été marqués avec le DAPI (bleu).

f Protocole de fabrication de la prothese

La Figure126 présente de maniére schématique le protocole de la réalisation simsitanéeméme
substratde 5 protheses en PDMS microstructuréesles deux faces principales. Il comporte trois

grands étapes

1. Moulage de deux grandes plagues de PDM@,2cm x 1cm) contre un moule de silicium
comportant les microstructures désirées. Afin de connaitre le volume de PDMS a déposer pour obtenir
I'épaisseur souhaitée, nous avons réalisé une courbe d’'étalonnage, présentédgsue 124. Ce

graphe représent@paisseur déa plague de PDMS obtenue dans les conditions de réalisation.
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Figure 124 : Courbe d’'étalonnage permettant de connaitre le volume de PDMS a déposer sur un moule pour obtenir
une épaisseur donnéd.es mesures ont été faites en mesurant au microsgjggie I'épaisseur de la tranctieine plaque
de PIMS moulé sur un moule d silicium ne comportant pas decrostructures.

Nous découpons les plaques de PDMS manuellement, a l'aide d’'un scalpel, en suivant des
contours qui ont été tracés par lithographie sur le moule de silicium. Ainsi, les plagues découpées

toujours la méme surface. Nous retirons les plaguesoulea I'aide d’une pince.

2. Assemblagedes deux plaques de PDMS microstructuréesentre elles afin d’obtenir une
microstructuration sur les deux faces principales de la prothese. Pour assembler les deux plaques, nous
utilisons le PDMS comme colle biocompatibMous étalons une fine couche de PDMS avec une
lamelle de verre sur la surface non structurée de la premiére plaque de PDMS et nous déposons
délicatement la deuxieme plaque de PDMS sur celli@paisseur de la couclde la «colle»

mesurée : 20um environNous alignons les bords des deux plaques. L'ensemble est ensuite placé

dans une étuve a 100°C pendant 1heure afin que la couche de PDMS servant de colle réticule.

La Figure125montreune image de la tranche d’une plaque de PDMS microstructuré sur deux faces,
obtenue par ce procédé. Les microstructures présentes sur cet exemple de surface sont des microsillons

paraleles mesurant 10um de largeur, espacés de 10um et 10um de profondeur.

Figure125: Image prise au microscope optique de la tranche d'une plaque de PDMS microstructurée sur deux faces.

Les microstructures sont des sillons patal de 10um de largeur, espacés de 10um et mesurant 10um de profondeur.
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3. Prédécoupe de I'ensemble afin de former les prothéseNous plagons la double plaque de
PDMS sur un patron sur lequel figure la forme des prothéses a olpigisimous précouponda
plaguea I'aide dun scalpel. LaFigure127a présente la géométrie obtenue. Les prothéses ne sont pas
completement découpées afin de pouvoir lesipuder facilement avec des pinces et pouvoir réaliser
ensuitd’ensemencement en paralléle sur les cing prothéses.

Les 5 prothéses seracwmplétementiécoupéepiste avanteurlinsertion dans la Iésion.

4. Traitement oxydant au plasma.Celui-ci permet I'adhérence de la polylysiet de la laminine sur

le PDMS Le traitement au plasma contribue aussi a la stérilisation des prothéses.

Figure126: schéma du protocole de la réalisation simultanée de 5 prothéss PDMS microstructuré sur les deux faces
principales.1. Moulage de deux plagues de PDMS contre un moule de siliciudss2mblage des deux plagues de PDMS,
fixation par collage avec du PDMS non réticuléP8dcoupe manuelle des prothéses a 'aide d’'un scalpeksertion de la

plaque de 5 prothéses dans un support, puis traitement oxydatif au plasma de I'ensemble

L’ensemble du protocole de fabrication dure environ 2h30, les phases les plus longuesrutenésp

la réticulation du PDMS.

Nous obtenons finalement une plaque de 5 prothéses de PDMS microstructurées sur deux faces. Cette
plague doit étre insérée dangldts de culture. Pour cela, nous avons condaletqué un outil qui

sert de support et qunaintient la plaqgue de PDMS en place dans le puits pendant la durée de la
culture des cellulegsoir Figure126 et Figure127).1l est en téflon et nous permet aussi de déplacer la
plague de PDMSass la toucher. Dplus, nous avons fait en sorte que la plague de PDMS ait les
mémes dimensions que les puits de culture que nous utilisons habituellbimgatprotocole de

culture des cellules est donc directement transposable. Les cellules en snsgansile milieu de
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culture vont adhérer, dans leur grande majorité, sur la grande face des protheéses (et non aller se
déposer au fond du puits). Ceci est favorisé par le fait que la plaque de PDMS a les mémes dimensions
que le puits de culture. Si I'orvait ensemenceé un objet de petite taille par rapport a celle du puits, une

grande proportion de cellules aurait été perdue en allant adhérer au fond du puits et non sur les

prothéses.

Pour maximiser in vivo I'effet des prothese®us avons voulimplantergrace a elles un maximum
de nouvelles cellules neurales. Pour cela, nous ensemencgons les deux facesepraespaitothéses.
Cela est réalisé de la fagcon suivante

- un premier ensemencement permet de déposer des celldepmiére face des prothéses

- une fois que les cellules ont adhéré sur cette premiére face, nous sortons du puits I'ensemble
« outil+plague», retournons la plaque et la réinsérons manuellement dans l'outil a I'aide d’une pince.
Le tout est ensuite placé dans un second puits de culture. Nous avons déterminé que le délai d'attente
pour retourner la plague sans que les cellules ne se décrochent de la surface déja ensemencée est au
minimum de deux hees

- enfin, nous procédons au deuxieme ensemencernetigigre face de la plaque de prothéses.
Pour vérifier si les cellules que nous avons ensemencées sur la premiere face et qui se retrouvent donc
ensuitea I'enversne se sont pas décrochées de la plaque, nous avons quantifié la densité de cellules
présates avant et aprés le protocole complet de culture (dénombrement des noyaux présents par
mn?). Nous avons relevé une diminution de la densité cellulaire de 3%. Cetteestléaible, elle se
situe dans l'intervalle d’erreur commis lors de telles quaatibns et n'est donc pas significative.

Pour leur utilisation in vivo, nous ensemencons les prothéses avec une suspension de cellules
souches contenant 1800 cellules/mL. L’observation des surfaces aprés culture nous permet
d’estimer a 45 00 nombe de cellules fixé sur une bioprothese

Nous obtenons finalement un objet synthétique et biologique, que nous appeloitsapnetkese».

Figure 127 : photographies des plaques comportant 5 prothéses mises en place sur leur support adapté pour
permettre la culture de cellules dans des puits de culture utilisés habituellemerd. Vue de la plaqgue de PDMS

comportant 5 prothéses prédécougéescle rouge)b. Vue du puits de culture.
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1.2. Conception et réalisation de prothéses biodégradables en PLGA
a. Matériau

Comme matériau biodégradable, nous avons retenu I'acide gmjykaco-glycolique Ce copolymére
PLGA posséde deux qualités intéressantes potie cas d’'une part, il est possibleé @h modifier les
propriétés mécaniques et la durée de vie avant la dégradatfaisant variela proportion de PGA et

de PLA (acide polylactique) et d'autre part, le PLGA a été approuvé par la Food and Drug
Administration (FDA) pour étre utilisé dans despibsitifs thérapeutiques. De plus, ce matériau a déja
été utilisé dans des tissus cérébrawir(Chapitre 1).

Le PLGA que nous avons utilisé potaliser la version biodégradable de notre prothése comporte
50% de PLA et 50% de PGA. Nous I'avons acheté chez Sigma Aldrich.

Avec ce matériau, nous/onsréaliséles mémes prothéses que celles en PDMS en tatentslle et

de géométrie.
b. Protocole de fabrication des prothéses en PLGA

Pour fabriquer les prothéses en PLGA, nous avons mis au point un protocole qui calaprrte
étapes. La premiere concerne la fabricatiamd’plague de PLGA microstructargéur deux de ses

faces. La deuxieme concerne la découpeetie plaque de maniére a former les prothéses.

f La microimpression thermique du PLGA
Pour obtenir des microstructures sur les deux faces d’'une plaque de PLGA, nous avons mis en ceuvre

la technique de microimpression thermique. Pour cela, mows sommes inspirés du protocole mis en
ceuvre dans l'article de Yang et al [246e PLGA est chauffé adela de sa température dens#ion
vitreuse et mis en forme en le pressant contre un moule de PDMS comportant les microstructures a

reproduire sur le PLGA.

A température ambiante, le PLGA dont nous disposons se présente sous forme de granulés calibrés
pesantl5mg. Il est dur et brillant, comme montré surHegure 128 La température de transition
vitreuse du PLGA se situe autour de 50°C. Cependant, plus on chauffe ce matériaudeientl

liquide etil peut donc mieux pénétrer dans les cavités micrométrigues du moule de PDMS. Selon le
protocole développé par Gao et al, la température la plus favp@biéa mise en formeerait autour

de 90°C.

Figure128: photographie des granulés d PLGA utilisé. Chaque granulé peése 15mg.
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Le protocole est présenté de maniére schématique Biguee 129. 1l comporte trois étapes, en plus
de celle de création des moules en PDMS:

1. Le nombre calculé de granulés de PLGA est déposé sur un premier moule de PBMS (lui
méme déposé sur une lame deegeface plane contre la lame). Pour éviter que le PLGA visqueux et
chaud ne s’échappe, nous entourons le moule en PDMS par des bordures en PDMS collées sur la lame
de verre support. Le tout est chauffé a 90°C afin de dépasser largement la tempérsanstida t
vitreuse du PLGA.

2. Un second moule est délicatement déposé sur le PLGA fluide. Puis, on dépose une masse de
200g sur ce dernier afin de forcer le remplissage des cavités du moule supérieur. On laisse le tout en
place pendant 3 minutes.

3. L’ensemble des deux moules et du PLGA est récupéré et placé en contact avec de la glace
pilée, afin de refroidir le PLGA. Les deux moules sont ensuite retiré manuellement, avec délicatesse.

On obtient finalement une plaque de PLGA comportant des micrasgsasur deux faces.

Figure 129 : Schéma représentant le protocole mis en place pour obtenir une plaque de PLGA microstrucutrée sur

deux faces. 1Les granulés de PLGA sont disposés sur le moule de PDMS. Le tout est placé sur une plaque chauffante, a
90°C. Le PLGA fond et pénétdans les micrsillons du moule pendant 2 minutes. @2n deuxieme moule en PDMS est

placé en contact avec le PLGA fondu. Une masse est posée sur I'enserfibbés &inutes apres, I'ensemblemoules

PLGA » est mis au contact de glace pilée pour accélérer le refroidissement et les moules de PDMS sont délicatement
désolidarisés du PLGA. Il en résulte une couche de PLGA comportant des microstructures sur deux faces.
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Les principaux paramétres que I'on @ aptimiser pour obtenides structures conformes a celles du
moule sont

- la température de chauffage du PLGA et le délai avant la mise en contact avec le moule
supérieur. En effet, le PLGA doit étre suffisamment fluide pour pénétrer les cavités du moule.

- la valeur et la durée de la pression exercéandele supérieur de PDMS pouvase

déformer sous I'effet d’'une pression trop importante.

Pourobtenir I'épaisseur de plague désirée (200pum), nous avons fait vagjieariéité de granulésans

changer les autres paramétres et mesuré les épaisseurs des couches obtenues. Gorpmétemen
obtenir une plaque de 6cmx2cm d’une épaisseur de 200um, nous utilisons 14 granulés, soit une masse
de 210mg. L'épaisseur de la plague obtenue n’est cependant pas rigoureusement constante sur toute sa
surface en raison de petites déformations des moules de PDiV& etiuse de I'entrée de bulles d’air

lors du positionnemerdu moule supéeur (erreur mesurée sur une méme plagg@a40um, ce qui

est acceptable pour notre utilisation). Pour améliorer la qualité des plalgdiesdrait pouvoir

travailler avec une machine dédiée, permettant de faire le vide lors de I'impression.

La Figure 130 montre une photographie d'une grande plaque de PLGA que nous avons
microstructurée par microimpression thermique. Darexjuerectangle visiblale cette plaque figure

une géométrie de micrortifts différente.

Figure130: Photographie d’une plaque de PLGAd'une épaisseur de 200um, comportant différentes géométries de motifs,
formés par microimpression thermique.

La Figure 131 présente une vue micrométriqgue d’'un exemple de motifs moulés. La Biglaest

une imagedes motifsprise au microscope optique. L'image b est une reconstitution 3& slafhace

de I'échantillon. Celleci est issue de I'observation par microscopie confocale de la surface. La figure ¢
montre le profil des structures. On observe @sestructures ont une forme bien rectangulaire, ce qui
montre que le PLGA est allé jusqu’au fond des microsillons lors du moulage. Nous avons donc obtenu
des microstructures conformes a celles du moule et avons pu former avec succes des structures ayant
des facteurs de forme allant jusqu’a 5 (microstructures en forme de ligne de 5um de large et 25um de

hauteur).
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Figure 131 : Surface de PLGA aprés structurationpar microimpression thermique en utilisant un moule de PMDS
comportant des microsillons de 15um de largeur, espacés de 15um et de 10um de profondeinmage prise au
microscope optique de la surface de PLGA microstructurée.rdzonstitution en trois dimensions de la surface

microstructuréec : vue du profil de la surface.

Lesgrosavantages de cette technique d’impressimt: sa simplicité, sofaible colt et surtouglle
ne nécessite pda mise &s granulés de PLGA en solution dans un soj\guitest souvent toxique et

non compatible avec la culture cellulaire.

f Découpe de la plaque de PLGA pour former les protheses
Le PLGA étant trés cassant, nous n'avons pas pu utiliser de scie circulaire automatique pour la

découpe. La plague de PLGA obtenue est donc découpée manuellement, en suivant un patron qui
comporte la géométrie souhaitée. Cela est réalisaide d’'un cisau. La Figure 132 montre une
photographie des prothéses obtenues. L'équipe de 'INSERM qui insére les prothéses in vivo a jugé

ces nouvelles prothéses manipulables.

Figure 132 : Photographies des implants réalisés en PLGA, a partir d'une plaque microstructurée découpée

manuellement.a: plaque de 5 protheses: prothésendividuelle
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c. Résultats de culture de cellules suPleGA

Nous savons déja, grace a nos expériences présentées au chapitre 2 de la partie 1, que le PDMS est un
excellent substrat pour la culture de cellules neuronales. diitudier sile PLGA estaussiun

matériau adapté pour la culture de cellulesusavons réalisé une culture de cellules de la lignée de
souris «neuro2a» sur des surfaces de PLGA et comparéombre de cellules ayant adhéré de

mémes surfaces de PDMS.

La Figure 133 montre des images des cellules neuro2a cultivées sur une surface de PDMS (a) et sur
une surface de PLGA (b). Les substrats comportent des microsillons paralleles de 20um de large,
espacés de 20um et delOum de profondeur. La culture a été réalisée dans les mémes conditions pour
les deux types de substrats. Elle a duré deux jours et aucune molécule n'a été déposée au préalable sur
les surfaces. L'actine des cellules a été marquée par immuresibenice en utilisant de la phalloidine
couplée a un fluorophore Alexa 546nm, rouge.

On observe que la densité de cellules ayant adhéré est plus grande sur la surface de PLGA que sur la
surface de PDMSLes neurites développés sont orientés dans la direction des microsillons, sur les
deux types de surfaces. La quantification du nombre de cellules sur la surface donne une moyenne de
160+24cellules/mipour la surface de PDMS et 310+30 cellules?raun le PLGA Ainsi, les cellules

neuro2a montrent une plus grande affinité pour le PLGA que pour le PDMS. Le PLGA est donc validé

pour la réalisation de la version biodégradable de notre prothese.

Figure 133 : Images prises au microscope en fluorescence des cellulaseyro2a» cultivées pendant 2 jours sur des
substrats comportant des microsillons de 20um de large et 10um de profondeles fleches représentent la direction des
microsillons.L’actine des cellules a été marquée en utitisamphalloidine couplée a un fluorophore Alexa546nm, roage.
Substrat d&DMS. b : substrat de PLGA.

d. Eléments sur la biodégradation du PLGA

En présence deau, le PLG#e dégrade dans sa masse par hydrolyse de ses liaisons ester. Sa
dégradation donne les monomeres qui le constituaient, I'acide lactique et I'acide glycolique qui sont
des produits du métabolisme cellulaire. La cinétique de dégradation du PLGA dépend de plusieurs

facteurs, dont
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- la proportion des polyméres PGA et de PLA que contboencepolymere (plus il contient
de PGA, plus il se dégrade rapidement).
- la porosité du matériau

- sa surface développée, qui est liée a sa emniderme.

Dans la plupart des études menées sur la dégradation du PLGA, une solution de PBS est utilisée
comme milieu dégradant [247R48]. Notre objectif est d’étudier la dégradation de notre substrat de
PLGA microstructuré dans des conditions les plus proches (esssib celle de la culture cellulaire.

Plus particulierement, nous nous intéressons a la durée pendant |egsigistrat peut étre conservé

dans du milieu de culture avant de devenir inutilisable. Pour cela, nous I'immergeons dans du milieu
de culture porté a 37°C, puis nous observons l'évolution de I'état général du substrat et de ses
microsillons®.

Ces premiéres informations nous permettront de vérifier si la prothese en PLGA peut répondre aux
impératifs de notre protocole d’ensemencement cellulaitle aotre protocole in vivo.

Le Tableau 8 résume les conditions expérimentales et les observations réalisées au cours du temps.

Conditions de conservation des plaques de PLGA

- milieu de culture, changé tous les quatre jours.

-37°C

- incubateur5% de CQ

Dimensions des plaques de PLGA

10mm x 10mm x 0,2mm

Microsillons mesurant 15um de large espacés de 15um et 10um de profgoesents sur une face.

Aprés 1 jour La plaque et ses microsillons sont intacts.

Aprés 3 jours | Début de déformation générale de la plaque. Torsion. La plaque est manipulable

microsillons sont toujours présents (voir alSgurel34ci-apes).

Aprés 7 jours | Torsion de la plaque plus importante. Les microsillons sont toujours présents.

Aprés 14 jours | La plaque s’est recroquevillée sur alf€me. Elle s’effrite lorsqu’on la saisit avec une pin

On distingue encore les microsillons.

Aprés 21 jours | La plaque est recroquevillée, fortement déformée. On distingue encore les microsillon

Aprés 28 jours | La plaque s’est complétement dégradée.

Tableau8 : Résultats des observations au cours du temps d’une plaque de PLGA de 0,2mm d’épaisseur, comportant
des microsillons de 15um de largeur, espacés de 15um et 10um de profond€@sette plaque est immergée dans du milieu
de culture, a 37°C sous flux de €O

36 Nous avons réalisé les mémes expériences en utilisant non plus seulement du milieu de culture mais aussi du milieu
de culture contenant des cellutesuronales neuro2a. Les résultats obtenus sont identiques dans les deux conditions, la
présence des cellules n'a pas montré d’effet particsilieta dégradation du PLGA.
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La Figure134 montre la surface de PLGA, observée au microscope optique confocal apres avoir été
conservée pendant 3 jours dans du milieu de culture a 37°C et sous flux.derC@it que la surface
a un aspect rugueux, les microsillons sont toujours présents mais ils sont légérement déformés et ne

sont plus parfaitement droits, comme c’était le cas apres le moutagEigurel134a).

Figure134: Surface de PLGA comportant des microsillons apres avoir été immergée pendant 3 jours dans du milieu

de culture a 37°C sous flux de C@ Les microsillons mesurent initialement 15um de largeur, 10um de profondeur et sont
espacés de 15um.:amage prise au microscope optique de la surface de PLGA microstructurészdnstitution en trois
dimensions de la surface microstructuréevege du profil de la surface. La hauteur des microstructures est de 10um.

Le Tableau 8 montre que la plaque de PLGA a mis entre 21 et 28 jours pour se dégrader dans du
milieu de culture placé a 37°C dans un incubateur sous flux de Gste durée est infétiee a la
durée avancée dans la littérature, qui est de 2 mois. Cependant, il est délicat de comparer nos résultats
car les conditions de conservation ne sont pas rigoureusement identiqgues avec celleslalésrides
plupart des articles. En effet, notrbjectif était d’étudier la dégradation d’'une de nos plaques de
PLGA dans les conditions de culture de nos cellules neuronales. Cettenddf@reut trouver son
explicaton dansla faible épaisseur de notre plaque de PLGA qui seraitacteur qui accélére sa
dégradation.Pour réaliser nos cultures de cellules neurales in vitro, ce délai de dégradation est
satisfaisant. En effet, le protocole de culture dure 7 jours. Cependant, nous jugeons que pour notre
application in vivo, ol leubstrat de PLGA joue le rble de support et de guide pour la reconstruction
cellulaire, ce délai avant dégradation est trop court. Il est possible d'augmenter le délai avant
dégradation du PLGA en augmentant la proportion de P@arstituant Cette possibilité devra étre

exploitée pour la réalisation de prothéses biodégraddélpkidongue durée.

190



1.3. Bioprothése comportant des NTCs

Pour augmenter déffet bénéfique potentiele notre bioprothésénous nous sommes appuyés sur nos
études in vitro, meees sur les interactions entre les cellules souches neurales et les NTCs. Ces travaux
ont été détaillé au chapitre 3 de la premiére partie de ce manusoris avons montrgu’une couche

de NTCs sert de késervoir» pour différents facteurs chimiques que Bodépose (par incubatign)

dont par exemple le NGF (nerve growth facetrjjue lorsque lescouches de NTCsont imprégnées

de NGF avant la mise en culture de cellules sur ces surfacesyie et le développement des cellules

sont améliorés.

En équipant nos prothéses de PDMS et de PLGA de couches deilyfi€gnéegle facteurs de
croissance, nous fournissons aux cellules un environnement encore plus favorable a leur survie et a
leur développement dans la Iésion cérébrale. Ces couches de NTCs pourraient aussi favoriser
I'adhérence et développement des cellules déja présentes in vivo.

Dans ces perspectives, nous avons déposé des couches de 100nm d’épaisseur de NTCs a la surface de
nos prothéses faites en PDMS, en utilisant la technique de dépptlpérisation présentée dans
'annexe 5. Nous avondéposédescouchesde NTCs sur les prothéses en PDN8ur ensuite les
récupérer et observer le devenir des NTCs aprés que la prothése soit restée quelgues mois dans le

cerveau de rat€omptetenu de ce long déldes essais in vivo sont toujours en cours.

2. Fabrication d’'un e bioprothésede deuxieme génération

Les prothésesn PDMS de gremiére génération que nous avons fabriquées ont été utilisées pour
réaliser nos premiers essais in vivo chez le rat. Nous verrons au cours du dernier cpegitiers

essais in vive> qu’elles ont permis de répondre a certaines questions. Il existe néanmoins de
nombreuses pistes d’amélioration pour ces bioproshgsél sera intéressant de développggans le

cadre de cette thése, nous avons proposé deux exemples d’amélioration que I'on pourrait apporter pour
obtenirune prothése cérébrale plus perfectionnée, diteddeixiéeme génération Ces deux exemples

sont présentés dans les paragraphes suivants.

2.1. Ingénierie de 'ensemencement

Jusqu’a présent, teque nous ensemencons un substrat, nous dépasiforsnémentdes cellules sur

toute sa surface. Ce geste simple ne permet pas a lui seul d’organiser 'adhérence des cellules. Nous
avons souhaité, dées I'ensemencement, disposer d’'une méthode pour déposer des cellules sur un endroit
précis de notre substrat, afin qu’elles se développent depuis une région vers une autre. Cette notion de
direction pourra peut étre participer a favorighangede I'influx nerveux entre groupes de cellules.
Comme nous l'avons vu dans la partie 1 de ce manuscrit, il exastembreuses techniques pour

localiser précisément des cellules sur des substrats. Cependant, lagdameetelless’appuient sur
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des traitements chimiques des surfaces. Ces traitements créent énemchffd’adhérence des cellules

entre des zones du substrat ou I'adhérence est favorisée et d’autres zones ou elles ne peuvent pas
adhérer. Cette zone non adhérente peut constituer hemgigre» pour ledéveloppement des cellules

ce qui ne favorise pas les échanges entre groupes de cellules.

Si I'on souhaite éviter d’avoir sur une surface des zones non favorables pour I'adhérence des cellules,
les méthodes les plus employées sont la lithographie par jet d’encre et la lithographie pgostencil

« pochoir»). Directement inspirées du monde de la microélectronique, ces méthodes ont été adaptées
pour des applications en biolod®49], [250, [25]], [252].

La technique que nous avons mise en ceuvre est la lithographie par pochoir. Nous avons congu le
systéme du pochoir en téfldh.estusiné par fraisage et percage dams plaque de téflon eomporte
une bordure sur son périmetre qui forme un puits et les motifs se trouvent au fond de ce puits. Il a été

fabriqué a I'atelier mécanique du LAABa Figure 13%résente une photographie de cet objet.

Figure 135 : photographie du pochoir créé.Sur I'extérieur, le pochoir comporte une bordure, plus haute, qui sert de puits
pour la culture cellulaire. aAu centre de la photographidifférents motifs du pochoir. La plaque du fond a une épaisseur

de 100um. ki pochoir dans le puits de culture, posé sur un substrat de PDMS (non visible sur la photo). La suspension de
cellules est introduite dans le pochoir.

La Figure 136 présente de maniere schématique les différentes étapes de notre tetlenimohoir

en téflon est posé sur le substrat de PDMS (1). Afin d’améliorer la mouillabilité du téflon et son
conta¢ avec la surface de culture, cetiliest au préalable traité au plasma oxygéne (300W, 3 minutes,
systéme PicoW UHP , Dener Electronic).Puis, nous déposons le milieu de culture contenant les
cellules en suspension dans le puits du pochoir (2). Néssoles le pochoir en place pendant 2
heuresduréenécessaire pour I'adhérence des cellules. Aprés ce délai, nous retirons manuellement a
I'aide d’'une pince le pochoir et ajoutons du milieu de culture (3) et (4). Ensuite, nous terminons le

protocole de ctiire habituel

192



Figure136: représentation schématique de I'utilisation du pochoir pour créer des motifs de cellules sur une surface de
PDMS. 1. Le pochoir est mis en place dans un puits de culture cellulaire classigarséinencement. La suspension
cellulaire est déposée a l'intérieur du pochoir, qui comporte des barriekesnmBlieu de culture est aspiré et le pochoir est

retiré.4. Du milieu de culture est ajouté rapidement et le protocole de culture habitualiesstiyio

La Figure 137 montreles résultats de culture obtenus, pour une densité d’ensemencementO®@ 100
cellules/mL. Nous avons réalisé des marquages immunofluorescents des filaments d'actine
(phalloidine couplée a un fluorophore alexa 546nm, rouge), des neurofilamentHl (bdébaline,

marquée avec Tdjet un anticorps secondaire fluorescent alexa 488nm, vert) et des noyaux (DAPI,
bleu). Les cercles en pointillés indiquent la limite du motif du pochoir. On observe que I'on obtient
une grande sélectivité de la localisation des cellules. En effet, aucune cellule n’a adhéré en dehors des
régions ou le pochoir était auvert», ce qui montre qu’il remplit bien sa fonction. De plus, on
constate que les corps cellulaires (repérables grace aux noyaux) se trouvent majoritaireméng au cen
des motifs (voir en particulier 'image b). Les neurites se développent a partir du centre des motifs et
s'étendent de maniére isotrope dans toutes les directions. Les cbnes de croissance, repérés par le
marquage de l'actine, ont aussi une forme ig@ret semblent explorer toutes les directions de leur
environnement.

De plus, le nombre de cellules ayant adhéré dépend du diamétre des motifs et se trouve étre stable pour
une méme géométrie de motifs. Par exemple, I'image ¢ diiglae 137 montre 4 disques d'un
diamétre de 300um. Nous avons relevé que le nombre de cellules varie peu d'un disque a l'autre, et on

compte en moyenne0+13 cellules par disque.
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Figure137: Images en fluorescence des cultures de cellules neuronales de la ligndenesréalisées sur une surface

de PDMS plat, en utilisant le pochoir pour 'ensemencement. Les cercles pointillés représentent les limites des
motifs du pochoir. L'actine a été marquée avec la phalloidine couplée a un fluorophore Alexa 546nm, rouge, les
neurofilaments ont été marqués avec I'anticorpd tguplé a un anticorps secondaire fluorescemix&l488nm, vert, les
noyaux ont été marqués avec le DAPhsemencement a une densité de Q@M cellules/mL. a zone avec un motif en
disque de 300um de diametie: Zone avec un motif en disque de 500um de diametreZane comportant plusieurs
disques de 300um de diametre.

La Figure 138 montreun autre exemple de géométrie, juxtaposant un disque et un rectangle, repérés
en pointillés sur I'image a. On constate de nouveau que la majorité des noyaux se trouve dans la zone
centrale du disque et que les neurites se développent de maniére iS@ramntre, dans le rectangle,

les noyaux sont répartis de maniére homogéne. Les neurites qui sont du c6té du disque s’orientent
selon la longueur du rectangle et rejoignent les neurites développés par les neurones qui sont dans le
disque (voir fleches bieches sur I'image b). En revanche, les neurites qui sont & I'extrémité opposée
au disque, donc les plus éloignés du groupe de cellules qui se trouve dans le disque ont une orientation
isotrope (voir fleches sur l'image b). Cette orientation des neurites est un indice montrant la
communication entre les cellules. Ce résultat montre également qu'il est possible d’obtenir un certain
degré d’alignement des neurites sans aucune structuration de surface mais simplement grace a une
ingénierie de I'ensemencementétude de cet effet intéressant n'a pas été déailiécours de cette

these.
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Figure138: Images en fluorescence des cultures de loéts neuronales de la lignée Luhme®alisées sur une surface

de PDMS plat, en utilisant le pochoir pour 'ensemencement. L'actine a été marquée avec la phalloidine couplée a un
fluorophore Alexa 546nm, rouge, les neurofilaments ont été marqués avec I'anticdrpsupié a un anticorps cendaire
fluorescent Alexa 488nm, vert, les noyaux ont été marqués avec le DAPI. Ensemencement a une densi®60de 100
cellules/mL.a: Les lignes en pointillés représentent les limites des motifs du pochdieslléches mettent en évidence la

direction de développement des neurites.

Grace au développement de cette technique, nous disposons d'un outiléposer des cellules
neuronales selon une géométrie que nous avons préalabli#fiaig, et ceci sans avoir recours a un
traitement chimique dalsurface de culture. De plus, en utilisant une densité cellulaire et une surface
des motifs du pochoir connues, nous maitrisons et connaissons le nombre de cellules déposées.
L'utilisation de notre pochoir est rapide, simple et ne demande pas de miedifietocole de culture

habituel. Les possibilig d'utilisation sont multiplesCet outil pourra servir pour réaliser des
ensemencements encore plus perfectionnés, mettant en jeu plusieurs étapes d’ensemencement,
chacune avec un type cellulaire différe@ette situation de coudlture, ou plusieurs types cellulaires
co-habitent permettra d’étudier leurs interactions, ce qui est trés prometteur pour faire progresser

I'ingénierie tissulaire [258

2.2. Reéalisation de structures plus complexes, en 3 dimensions

Nous avons également exploré les possibilités qui permettraient de créer des prothéses ayant une
géométrie plus complexe et plusaérée »que les prothéses de premiére génération que nous avons
fabriquéegusqu’ici. L'utilisation de la lithographie laseBD permettrait de créer de telles protheses
Cette technologie, notamment développéel’pguipe du professeur Wegener, a Kaulse permet de
fabriquer des structures en 3 dimensions avec une résolution pouvant atteindre la dizaine de
nanometres. Elle repose sur le déplacement d’un point de focalisation d’'un laser a travers une résine
photosensible. L'entrepriseNanoscribe » fondée par des membres du groupe du professeur Wegener
fabrigue des systemes de lithographie laser 3D et reoss réalisé plusieurstructures en

collaboration avetes ingénieurs de cette société.
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La Figure 139 est une représentation schématique du mode de fonctionnement de leur.dysgeme
matériaux que l'on peut structurer sont par exemple la8 S encore des matériaux propres
développés par Nanadze (IP-L, IP-G). La dimensiommaximale desbjetsque I'on peut fabriquer
avec ce systéme est de 300um de coté.nbuveausysteme estlepuis disponible pour pouvoir

réaliser desbjets plus grarsd

Figure 139 : schéma représentant le fonctionnement ud systéeme de lithographie laser développé par Nanoscribe.
D’aprées[254].

Un point defocalisation du laser, appelé voxel, est déplacé dans un volume de résine photosensible.
Les photons émis par le laser lorsque ceiui’est pas fortement focalisé ont une énergie inférieure au
seuil d’'absorption de la résine. En revanche, un processhsadption a deux photons a lieu dans le
faible volume du voxehu point de focalisation, ce qui va permettre la modification de la résine
uniquement au point focal

En pratique, nous avons congu et deskngtructure que I'on souhaite fabriguen pr@ant en
compte les contraintes imposées par I'équipement de lithographieAéisede réaliser un dessin en
trois dimensions de la structurgus avons utilisée logiciel de conception 3D Qatia». Le logiciel
de I'équipement danoscribe» peut génér automatiquement un programme de pilotage des moteurs
de la platine a partir d’un fichier généré par ce logicEehsuite, on dépose une gouttke matériau
photosensible sur une lamelle de verre. Gdllest placée sur une platine dont les mouvements sont
contr6lés dans les trois directions de I'espace par des moteurs piézoélectriques, extrémement précis
(quelgues nm). Les moteurs sont contrdlés par ordinateuridLeie 140aprésente le dessin de la
structureet la Figure 14 montredes imageMEB des structures obtenues. Les structgms en
«IP-L », une résine a base d’acrylate photosensible développée par Nanoscribe. Ce matériau a été
utilisé pour réaliser les premiers essais mais d'autres résines biocompatibles seront étudiées a I'avenir.
On observe que les structures obtenues sont globalement conformes au dessin Lesalisé.

microsillons, mesurant 20um de large, espacés de 20um et 10um de profondeprésents mais

196



leur définition n'est pas précise. Certaines zones des structures ont été abimées lors de leur

manipulation.

Figure 140: a : dessin réalisé avec le logiciel de conception en trois dimensiGatia» de lastructure a fabriqueb:

images MEB des structures obtenues. Pour I'observation, les structures ont été placées sur un scotch carbone.

Cette technique de lithographie laser nous permettrait de réaliser des prothéses plus aérées, ayant
une surface déveppée plus importante que les prothéses de premiere génération que nous avons
fabriqguées. On pourrait ainsi déposer davantage de cellules sur cet objet. De plus, cette technologie
permet d’adapter la forme des prothéses a celle de la Iésion, qui seréi ippagdRM au préalable.

On pourrait reproduire de maniére détaillée la structure des tissus qui existaient avant la Iésion et
obtenir des objets kiomimétiques>. Cependant, cette technologie demande un gros investissement
financierde départ pour acqueun équipement et la durée de fabrication des protheses est 5 a 8 fois

plus longue que pour nos prothéses de premiere génération.

3. Conclusion

Nous avons concu et fabriqué des bioprothessppondant a des besoins identifiés, en appsiyant
sur nos tavaux réalisés précédemment in vitro. Ces besoins étaient
- apporter un nombre maximal de nouvelles cellules neuronales dans la zone |ésée du
cerveau

- favoriser le développement des neurones
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- organiser la croissance des neurones dans une direction dégrmin
Pour répondre a ces besoins, nous avons dd prendre en compte les impératifs des techniques de

- mise en forme et de microfabrication des polyméres

- culture cellulaire

- chirurgie
Nos études et travaux nous ont permis d’apporter une réponse a tous ces impératifs. La solution
technologique qui a été développée est basée sur l'association d’'un polymérgtotmxigue
microstructuré et de cellules souches neurales adultes.
Ainsi, nous avons congu et fabriqué des prothéses en PDMS, non biodégradables, et des prothéses en
PLGA biodégradables. Dans les deux cas, les prothéses sont des plaques de 5mmx2mmx0.2mm. Leurs
deux plus grandes faces comportent des microsillons de 60um espacBgnieetlde 10um de
profondeur, afin d’organiser la croissance des réseaux neuronaux.
La mise au point d'un support spécifique pour les prothéses a permis d’ensemencer efficacement ces
deux faces des prothéses avec une perte minimale de cellekesypesde prothése peuvent étre
tapissé par une mince couche de NTCs, qui pourront étre imbibés de facteurs pharmacologiques avant
implantation.
Nous disposons finalement de bioprotlsegai répondent a tous lesteres médicaux et techniques

initialement idetifiés. Elles seront utilisées in vivo, chez le rat.

La mise au point de ces prothéses et I'expérience que nous en avons tirée nous ont amenés a
commencer a étudier deux pistes pour 'amélioration de aalles-

La premiére concerne la mise en place di@ehnique de pochoir afin de déposer des cellules sur des
zones bien précises d’'une surface, sans avoir besoin de la modifier. Nous disposons maintenant d’'une
technique pour maitriser la localisation et le nombre de cellules déposées.

La deuxiéme piste est I'utilisation de la technique de lithographie laser 3D pour créer des protheses
microstructurées en trois dimensions moins massives, plus aérées, quethéseprde premiére

génération, ce qui devrait permettre d’augmenter le nombre de cellulestiéaplan
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Chapitre 3 —Premiers essais in vivo

1. Introduction

Dans le chapitre précédent, nous avons décrit le protocole de fabricatibiopdethese dont
I'ambition est d’amplifier le potentiel réparateur des cellules souches en leur fournissant un support de
croissance favorable pour leur développement.

L’environnement fortement interdisciplinaire de cdtiésea égalemenpermisd’étudier I'eff et de
limplantation in vivo de cedioprothése en collaboration avec I'équipe de I'INSERM, dont les
membres disposent des accréditations et formations adaptées pour I'expérimentationetraimaie

de découvrir e domaine

Nous avons choisi de réalides premiers essais in vivo avec la bioprothEsebiodégradable afin de

pouvoir visualiser la prothése lors des caractérisations des tissus. En effet, si la prothése utilisée se
dégrade au bout de quelques semaines, I'analyse de son intégration dans les tissus est délicate, voire
impossible. Ainsi, dans cette premiére phase exploratoire, nous avons implanté les bispesthése
PDMS microstructuré et sans NTCs en surface.

Ce chapitre présente modele animal choisi par I'INSERM pour réaliser ces essais, ainsi que le
protocole expérimental mign ceuvre pour étudier I'effet des bioprotlseseir la récupération
fonctionnelle des animaux. Ensuite, namalysons les premiers résultats obtenus aprés I'itapiaim

des bioprothese en PDMS. Nous en faisons le bilan, ce qui nous permet d’envisager des pistes

d’améliorations.

2. Modele animal

Selon la «American National Research Council Committee on Animal Models for Research and
Aging », on définit en recherche biomédicale un med&limal comme un modéle permettant

- I'étude des données de référence sur la biologie ou le comportement

- 'observation dun processus pathologique spontané ou induit,-celyant un ou plusieurs
aspects communs avec un phénomene équivalent’lchemin ou d’autres especes animales.
Ces modeles sont généralemémiparfaits et ne présentent souvent que partiellement le terrain
biologique d’'un patient humain. Néanmoins, ils s'avérent tressdaihs un premier temps pour tenter
de comprendre lesécanismes des maladiespeur la mise au point de nouveaux traitemehiss
objectifs scientifiques, la disponibilité et les exigences reglementairetosbmtutant déacteurs qui
sont & prendre en compte pour le chobundmodéle animal. Les études in vivdoivent
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obligatoirement étre réalisées par étapes, avec des modeles animaux de plus en plus proches de
’humain, chaque étape devant étre validée par une avancée significative vers I'tiifeapiéutique

déclaré initialement.

Cette démarche excluiu moins dans un premier temps, I'utilisation de primates, bien quecteux-
tiennert un roéle primordial dans la recherche sur le cerveau. Ces animaux possecdsffetun

cerveau d’'une complexité, d’'une taille et d’'une stricnoches de celui’dn étre humain, mais
l'utilisation de primates pour I'expérimentation pose de nombreux problémes, notamment des
guestiongd’ordre éthique (proximité avec I’homme, intelligence, ...) de co(t car son élevage est long
et demande des moyens importants (nourriture, entretien, locaux, ...).

Tous ces arguments nous ont guidés vers l'utilisation d’un animal trés utilisé en laboratoire, dont
I'élevage est bien maitrisé, a savoir le rat. Il est connu pour son intelligence et sa capacité a trouver de
la nourriture en f@ant preuve d’adaptatiol.est extrémement prolifique et de croissance rapide. Il

constitue notamment par rapport a la souris, un bon sujet pour la réalisation de tests de comportement.

Les rats utilisés sont issus de la lignégpragueDawley». lls sont génétiquement stables et sont agés
de 3 mois(Centre d’élevage René Janvier, Frantie)sont hébergés pendant la durée de I'expérience

a l'animalerie Claude Bernaituée sur le site du CHU dRurpan Leur origine et leurs conditions
d’hébergemen et d’utilisation sont conformes aux prescriptions des textes reglementaires, et en
particulier de l'article L. 2148 du code de la recherchayant pour objet de leur assurer la meilleure
protection possible en accord avec les objectifs du projet sicjaatiLes rats sont élevés et maintenus

en cage, par groupe de 2 ou 3. lIs disposent de nourriture a volonté, hormis pendant la période ou ils

sont évalués par les tests mettant en jeu les capacités de I'animal a attraper sa nourriture.

La démarche palétudier I'effet des bioprothésest la suivanteune |ésion est induite dans une zone
du cerveau déterminéle cortex moteur et le striatumui contrdlet la motricité d’'une patte du rat.
Puis, dans un deuxiéme temps, nous implantons les prothéses et bioprddeseette Iésion et
étudions leurs effets sur

- leur interaction et la réactiates tissus in vivo, par histologie

- la récupération de la atricité de rats par la réalisation de tests comportementaux a

intervalles réguliers aprés l'intervention chirurgicale.

Pour pouvoir réellement attribuer I'effet observé a I'implantation des bioprsteéséassurer que les
différentes opérations maiisent pas a I'animal, nous avons défini différents groupes de rats

1. le groupe «sham®’ lésion» (n=15): les rats de ce groupe subissent la méme opération
chirurgicale que s’ils allaient étre 1ésés mais ne le sontGegroupe sert & mesurer I'impact de |
seuleopération chirurgicale sur le comportement des animaux. Il est un contrdle plus rigoureux que le

cas ou les rats ne subissent aucune opération.

87«Sham» signifie imposteur en anglais. Les groupes que 'on nomshara ...» miment une opération.
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2. le groupe « 1ésé » () : lescerveaux deats sont |ésés en utilisant le protocole qui sera
détaillé dans le paragraphe suivant. Ce groupe sert a mesurer I'impact de la lésion.

3. le groupe «sham prothése » (n=10): comme pour le cas du groupeskam lésiom, ce
groupe de rats subit les mémes opérations chirurgicales que le growge €grotheses : il est 1ésé
puis & nouveau opéré pour implanter la prothése.-Ciedlst introduite, pour mimer le plus fidelement
possible I'opération mais elle retirée quelques secondes apres.

4. le groupe « prothése (n=10) : lescerveaux deats sont Iésés puis, on leur implante une
prothése ne comportant pas de cellules neurales. Ce groupe sert a évaluer I'effet de la prothése, que ce
soit au niveau comportemental de I'animal mais aussi au niveau de la réaction des tissus irawvivo vis-
vis du PDMS.

5.le groupe «bioprothése» (n=9) : les rats sont Iésés puis on leur implantehioprothese
comportant des cellules souches neurales adultes humaines prédifférenciées en neurone§en vitro
groupe sert a mesurer |'effet de la bioproth@sda récupération fonctionnelle mais aussi a étudier les
interactions et réactions entre les cellules implantées et les tissus de I'h6te.

Les cellules qui sont sur les bioproth@sent d’origine humaingvoir chapitre 2 partie 2) e choix
d’'implanter ces cellules chez le rat se justifie lgafait que nous testons une intervention qui sera

transposée chez 'homme en cas de succes chez I'animal.

Le schéma présenté sur la Figutdl résume les interventions chirurgicalesinsi que les

caractérisations réalisépsur chacun de ces groupes.

Figure141: schéma des opérations réalisées pour chacun des groupes de rats formé.
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3. Modele lésionnel

3.1. Méthode

Nos bioprothése seront implantées dans une lésion induite Baosrtex moteur primairde I'un des
hémisphéres cérébrawgouvernant 'Une despattes avant Dans le cerveau, certaines zones sont
spécialisées dans certaines fonctions. Les fonctions des différentes aires du cerveademtifiéts
puisrépertoriéesainsi on sait situer une aire sensitive, une aire auditive, une aire motrime parle
d’anatomie fonctionnelle. Pour chaque espéce, ces données sont répertoriees dans des atlas
anatomiques.

Pour modéliser une Iésion cérébrdient la cause peut étrampexemple un AVC, I'équipe de nos
collaborateurs dBINSERM procede a une Iésion d’une partie du cerveau du rat. Le choix de la partie
a lésey motrice en I'occurrencea été déterminé par la fréquence ddype d’atteinte chez 'lhomme.
Ainsi, pour note étude, la Iésion affecte tout le cortex primaire et également une partie du striatum, ce
qui correspond a la fonction motrice de la patte avant du ratekesscomportementaux sont ensuite

choisispour mesurer la perte de fonction engendrée paritmléstamment la force dans notre cas.

L’animal est dés le début complétement anesthésié profond@aemthalation tisoflurane gazeux

(agent anesthésique de la famille des éthers halogdmé#sion est induite en injectant avec une
seringue Hamitin ure toxine qui est uimhibiteur d’enzyme mitochondrial, le malonate (5uL, 3M, pH

7,4). D’autres méthodes plus courantes existent, comme l'occlusion de l'artére cérébrale moyenne,
mais I'équipe de I'INSERM I'a jugée incompatible avec notre objectifecaolume |ésionnel créé est

peu reproductible et ne comprend pas le cortex moteur primaire. D’autre part, notre méthode est
relativement simple a mettre en ceuvre.

Pourrepérer I'endroit précis ou s'effectuera I'injection dans le cerveau de I'animatilise un cadre
stéréotaxique dans lequel la téte du rat est fixée, comme illustaeFsgulel42a et b Chez le ratle

crane comporte un point caractéristique, appéléegma» au croisement de deux sutufesir Figure

142c). En repérant ce point, et en s’aidant des atlas anatomiques, on déplace le cadre dans lequel est
fixé le crane du rat a l'aide de vis micrométriques de facon a aligner l'outil placé verticalement
(seringue Haiiiton) et la zone a toucheen I'occurance M1 (zone motricd)a Figure 143llustre le

point d’'injection, sur I'atlas anatomiquepaxinos». Il se trouve a 2.5mm en latéral par rapport au
bregma, 0 mm en antéropostérietmm en profondeur.

L’animal recoit une dose de buprénorphine pour éviter la douleur lors de I'opération. Une fois
positionné efixé et aprés avoir rasédgoils duhaut de s&éte, la peau est soigneusement désinfectée

a la chlorexédrine puis incisée afin déclrteret dégager le crane. L’'os du crane est perforé avec une
perceuse pour permettre le passage de l'aiguille derlague contenant la toxinka seringue est

solidaire de la potence mobile verticalement.
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Figure142: a : photographiedu cadre stéréotaxique destiné au petit animtidicé. Trois vis micrométriquepermettent de
régler la position du crane du rat par rapport a l'outdigé, seringue, ...) fix@erticalementb : photographie d’'un rat
anesthésiénaintenu en place par le cadre stéréotaxique pendant l'opératisch@ma de la téte d’'un raxdedansle cadre

stéréotaxique. Schématisation du poibregma», point sortant de I'os, repérable chez tous les rats (schéma J2g5ps

Figure143: planche extraitesde I'atlas stéréotaxique du ratgaxinos»). Le point d’injection de la toxine est indiqué par

la fleche. La zone en rouge délimite les contours théoriques de la Iésion induite.

Afin d’obtenir la Iésion souhaitée, plusieurs essais ont été réalisés pour ajuster le protocole de Iésion
permettant d’obtenir un déficit moteur de la patte avant de I'animal.mises au point du volume a
injecter et du débit ont été réalisées par lipgude 'INSERM et ne seront pas détailléeis Un

volume de 5uL de malonate (3Npjectéa un débit de 1uL/mipermetd’obtenir le volume de Iésion
souhaité aprés diffusion du malonate dans les tisklmifice estenfincomblé en utilisant de la cire a

os et la peau est recousue avec du fil chirurgitalcas d’attitude prostrée lors du réveil de I'anjmal
celuici est traitéavec des corticoides (Méthylprednisolone, 30 a 130 mg/kg). Afin de surveiller I'état
général d rat et prévenir toute complicatida température corporelle de I'animal eshtrdléedurant

toute la chirurgie.
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3.2. Résultats de lésion
a. Caractérisation de I'effet de la Iésion sur le déficit moteur du rat

Pour évaluer les effets de la Iésion induite dans le cesugrala motricité de I'animahinsi que ceux

des différents traitements, nous mesurons les performances des rats lors de la réalisation de différentes
taches, pour lesquelles ils ont au préala@éeentrainés. Trois tests comportementaux ont été utilisés

par I'équipe de INSERM. Nous montrerons les résultats obtenus pour I'un d’entre euxgrip «
strength tesp (ou test d’accrochage). Ce test, qui a donné les résultats les plus signifieatifst

d’évaluer la force musculaire des membres antérieurs. Pour cela, I'expérimentateur suspend le rat dans
le vide afin de simuler sa chute. Il lui présente une tige, qu'il peut saisir pour ne pas tomber (voir
Figure 144). Cette tige est reliée mécaniquement a un capteur de force. Lorsque le rat attrape la tige, la
force qu'il développe est mesurée. On peut ainsi mesarkrde exercépar la patte dont la zone

motrice a été lésée ou par la patte non affectée par la.lésion

Figure 144 : photographie d'un opérateur faisant réaliser le test «grip strength » a un rat. Ce rata accroché sa patte
gauche a la tige présentée papErateurLorsque I'expérimentateur voit que le rat a attrapé la tige, il I'entraine vers I'arriére

jusqu’a ce que le rat lache la tige. Il mesure la force maximale du rat.

Les performances des rats aux différents tests sont mesuries par jour pendant trois jours
consécutifs

- avant la lésion pour connaitre leur performance en étatmal»

- 2 jours aprés la lésiopendant 3 jours pour mesurer le déficit engendré par la lésion

- 1 jour gres l'implantation pendant 3 jours puis tous les mois pour mesurer I'évolution des

performancesekrats |ésé et ayant été implantés.

La Figure 145 présentd’évolution dans le temps des pourcentages de performances par rapport a leur
performance initiale obtenue pour les rats du grougka lésior (15 rats) et les radu groupe

«lésé » (10 rats). Les performances de chaque rat sont normalisées par rapport a la performance
initiale du rat, avant toute opération. Aprés la |ésion pour le grolfgée et le mime de la Iésion

pour le groupe «ham lésion », on observe une baissepdgformancesCette diminution est trés
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marquée pour le groupe de rats Ié2&ours aprés la Iésion, leur capacité n’est plus que de 30%. La
Iésion génére un déficit moteur important de la patte avant droite de I'animal. Pour les deux groupes
d’animaux,on note une récupération des performances avec le temps. Les rats qui n'ont pas été lésés
retrouvent rapidement leur pleine capacité, une foigdaumatisme> de la chirurgie pasgépres une
trentaine de jours)les rats Iésés quant a eux présentesteaourbe de récupératiomaturelle» plus

lente, avec un déficit pérenne au bout de 90 jours qui atténue de 40% leur performance initiale. Cela
montre que le cerveau du rat met en place un mécanisme de récupération fonctmobaldement

lié a une réorganisation cérébrabBette courbe est trés importante pour notre étude car elle montre la
récupération typique d'un rat en I'absence de toute prothése. On peumamsier la cinétique

« naturelle» de récupération ainsi qu’une valeur maximale dedapération (incompléte) aprés un

temps long.

Figure145: Effet de la Iésion provoquée par l'injection de malonate Evolution du pourcentage de performance des rats

du groupe sham lésiom, qui n'ont pas été lésén=15) et des rats du groupégé» (n=10).

b. Visualisation de la Iésion par histologie

Pour visualiser la Iésion réalisée, nous avons utilisé la technique d’histologie. Apres que les tests
comportementaux d'une durée de trois mois aienteffegctués les animaux sont sacrifiés et les
cerveaux sont prélevéfes fines coupes somtlors réalisées pour pouvoir procéderddférents
immunamarquages de cellules de ces coupesir cela, les rats sont endormis par injecktale de
pentobarbital de sodiynappartenant a la famille des barbituriques, puis, une perfusion intracardiaque
est réaliséeAprés rincage du systeme circulatoire sanguin par perfusion d'une solution de PBS
héparing les tissus sont fixés en perfusant pendant 45 minutes une solution de paraformaldéhyde (4%
dans du PBS).

Les cervean sont extraitguis immergé pendant 24 heures dans dembale sucrosdls sont ensuite

coupésa I'aide dun microtome selon le plan horizontal. Liganches, d’'une épaisseur de 50 um sont
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colorées soit avec du crésyl violet, colorant le cytoplasme en bleu et la chromatine des noyaux en
rougeviolet, soit par immunofluorescence.

La technique d’histologie va nous permettre d’analysertissus potentiellement formés autour et

dans la lésiomt surtout atour des prothéses bioprothése implantéesCombinée a la réalisation de
marquages immunofluorescents spécifiques, nous pourrons aussi analyser la nature des cellules
présentes autour des prothéses (cicatrice gliale, migration de nouveaux neuroigedesurgurones

implantés) afin d’étudier leur intégration» dans les tissus et la Iésion.

La Figure 146 présente une photographie d’'un cerveau lésé retiré du tr@mésion est entourée par

le cercle erpointillésverts

Figure 146 : photographie d'un cerveau de rat ayant été léspar I'injection de malonate dans la zonetrioe. La zone
Iésée est visbla 'intérieur du cercle en pointillés vert

La Figure 147 présentedes images de coupes horizorgaléaliséesdans la zone du cerveau lésé,
colorées au crésyl violdta zone lésée apparait en blanc. D’apres ces deux figaregserve que la
Iésions’étend sur une grande proportion de 'hémisphere gaiatiepasse largement la zone primaire
motricede cet hémisphere. En effet, pour pouvoir obtanidéficit fonctionnemesurableale la patte
avant du ratdes tests préliminaires ont montré que la zone ésiéétreplusétendue par rapport a ce
qui état envsagé initialement. Cela tient probablemewt fait que les rats utilisés sont jeunes et
disposent donc d’un cerveaes plastique, capable de se réorganmgidement apres un traumatisme
de faible ampleur, ce qui n'est pas le cas du cerveau dmuttainagé Ce point met en évidence une

des Imites du modéle animal du rat.

Figure 147 : Volume Iésionnel aprés Iésion au malonateades de coupes horizontalesuccessivesl'un cerveau de rat
dans lequel une lésion a été induit€Coloration au crésyl violet (noyaux cellulaires et cytoplasme). Les fleches indiquent la

localisation de la lésion. Rat sacrifié 3 mois apres avoir subi la lésion.
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Les lésions ont aussi été caractérisées en IRM. Ces deux techniques ont peresarde le volume
lésionnel obtenu, qui est @+53mn7. Ce volume n’est pas identique pour tous les rats, du fait de la
variabilité de leur sensibilité au malonate de sa diffusion dans les tissulinsi, dans le souci de
réaliser ensuite desomparaisongigoureusesdu comportement des rats, les rats ont été triés en
fonction dudéficit mesuré2 jours apres la IésiotNous ne conservons que les rats qui ont un déficit
compris entre 20% et 40%.

Pour observer plus précisément I'effet de ladéssur les tissus, nous avons réalisé un marquage
immunofluorecent de la GFAP (couplé & un fluorophore Alexa 488nm, vert) des astaicyies’'un
marquagespécifique de la microglie du rat (monocytes et macrophages) avec I'anticorgDanti
(couplé aun fluorophore Alexa 488nm, vert)a Figure148présente les images obtenues. Les noyaux
de toutes les cellules ont été marqués par le DAPI (blauy. & pas de cellules dans la lésion (aucun
noyau visible). On observe de plus un grand nombre d’astrocytes en périphérie de la Iésion. Trés peu
d’astrocytes se trouvent dans tessus éloignédela lésion. Les astrocytes ont migré vers la Iésion, de
méme que les macrophag€&sgure148), et forment une cicatrice gliale a la périphérie du tissu IEsé.
s’agit d’'une réaction logique face a un milieu hostile in vivo car une de leurs fonctions est de

participer a la réparation et cicatrisation des tissus cérébraux.

Figure 148 : Migration des astrocytes de I'h6te vers la périphériade la lésion. a image d'une coupe horizontatke
cerveau colorée au crésyl violdt.. imagesen fluorescence d’'une zone située en bord digdimn. Marquage GFAP
(astrocytes, vert) et noyaux (DAPI, bleu}. imagesen fluorescence d'une zone située en bord digslan. Marquage ED1

(macrophages, vert) et noyaux (DAPI, bleu).
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4. Implantation des bioprotheses et premiers résultatsde
récupération fonctionnelle

4.1. Méthode d’i mplantation

Pour comprendre et prendre en compte des la conception des biopréesdagératifs et exigences

de la chirurgie pratiquée par I'équipe de 'INSERM, nous avasssté et participgux opérations
chirurgicales de mise au poirtlous avonsainsi intégré pour la conception db®prothése les
impératifs de forme, de dimensas ainsi que les impératifs relatifs a leur stérilisation, conservation,
transport et manipulation.

L’implantation des bioprothéses est réalisée 15 jours apres avoir induit la Iésion, afer tééphiase
aigue postésionelle particulierement inflanatoire.

Pour implanter les prothéses de PDMS dans la |éamat est au préalable positionné dans le cadre
stéréotaxique, et endormi en suivant la méme méthode décrite pour la réalisation de |Avésion.
l'insertion des prothéses, les rats sonttidsai I'antibiotique terramycin&nsuite,la boite cranienne

doit étre découpée localement aprés avoir dégagéda qui la recouvre. Pour cela, les chirurgiens
réalisent un «olet cranien», c'esta-dire qu'ils découpent aveane fraisel’os sur un pémetre
entourania zone ou se trouve la Iésion (disque de 5mm de dian#girey découpe, I'os est soulevé
pour accéder aux tissulse chirurgien dispose ainsi d’une bonne visibilité sur le cereawone

Iésée est repérée car elle présente un légdlegmnt.Par contre, il dispose de peu d’informaticos
I'étendue de la Iésion et pele moyens de contrble sur la position verticale de I'implant dans la Iésion.
La bioprothésest saisie avec une pince et insérée directement dans 1&%é8esmmanipulations sont
réalisées le plus rapidement possible afin de ne pas endommager les cellules neurales se trouvant sur la
bioprothése La Figure 149 illustre cette opération. Nous implantons 3 prothéses en parallele dans

chaque lésion afin d’occuper un maximum I'espace lésionnel avec les prothéses.

Figure149: photographie de I'étape d’'implantation de la bioprothése

%8Avant leur implantation, les bioprothéssont conservées dans du milieu de culture cellulaire & 37°C. Pour rappel, les
bioprothése sont regroupées paogpe de 5 et 'opérateur doit au préalable les désolidariser a I'aide d’un ciseau
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f Effet de I'opération chirurgicale sur le comportement des rats

Y

Nous avons cherché a savajuelles étaient les conséquences de l'acte chirurgical réalisé pour
l'insertion de trois prothéses dans la Iésion d’'un rat. Pour cela, nous svamss les ratau test
comportemental grip strength» et nous avons comparé I'évolution des performances des rats du
groupe «ésé », qui ont subi la seule lésion et des rats du groapar prothése qui ont aussi été
Iésés et qui ensuitent subi une deuxieme a@dion mimant I'implantation des prothésegles
prothésese sontpas laisséem situ, elles sontretirées quelquessecondespresleur insertior). La
Figure 150 présente les résultats obtenDs observe que les évolutions des capacités des deux
groupes de rats sont comparables. diaétiques de récupération fonctionnelkes deux graphes sont
guasiidentiques.La deuxieme opération chirurgicale réalisée pour implanter les prothéses ne
présente aucun effet délétére sur la récupératiodes rats. Ces résultats conformes a nos attentes

nous amenent a poursuivre nos opérations avec ce protocole.

Figure 150 : Effet de I'opération d'implantation sur I'évolution du pourcentage de performance.Groupe désé» (rats

lésés)n=10)et groupe ®ham prothése (n=10).

4.2. Analyse des résultats d'implantations
a. Effet de I'implantabn de prothéses en PDMS

Pour étudier in vivo l'effet des prothéses RRMS microstructuré nous avons implanté aux rats du

groupe «prothése» des protheses ne comportant pas de cellules sur leurs surfaces. Ce groupe nous

permet d’'observer la réactiores tissus cérébraux a ce polymére, encore rarement implanté surtout

pendant des périodes aussi longuesFlgure 151 montre I'évolution des performances des trois
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groupes de rats, le groupe de rats ayant recu la prothése, le groupe de rats lésés et le groupe de rats non
Iésés (sham Iésion). On observe geee performances de tous les groupes de rats augmentent avec le
temps, signe d’'une récupération et d’'une plasticité naturelle. On remarque surtout que I'évolution des
capacités du groupe de ratprethése» est comparable a celle obtenue pour les rats,léséqui

montre que la présence des protheses en PDMS dans le cewvealentit ni n'accélere la
récupération waturelle» des ratsAinsi, la présence des 3 prothéses de PDMS in vivo ne semble pas
provoquer de réaction négative apres 90 jours, ce qui pourrait témoigner d’'une bonne biocompatibilité.
Leur présence n'induit aucun effet thérapeutique, ce qui est un résultat attendu car les prothéses

n'apportent aucune nouvelle cellule neurale au sein de la Iésion.

Figure 151 : Effet de l'implantation des prothéses de PDMS ne comportant pas de cellules sur I'évolution du

pourcentage de performanceGroupe «ésé» (rats Iésés) (n=10) et groupprethése» (n=10).

Pourcomprendreplus en détails ces résultats, nous avonséo®a la découpe des cerveaux, 3smoi
apres I'implantation, et a I'analysies tissus par histologie.

La Figure 152 montredeuxcoupes successives colorées au crésyl violet des cerveaux dans lesquels 3
prothéses ont été implantéesa Hécoupe au microt@ndes cerveaux comportant les protheses de
PDMS est tres délicate car le PDMS étant plus due les tissus cérébraubes prothées se
désolidarisent des tissu®n distingue les emplacements et les formes des protheéses (rectangles
blancs, sans cellules puisqu’il y avait la prothéba)tissu s’est développé autour des prothéses de
PDMS. La nature de ce tissu n’est pas encoreeohant identifiée.

De plus, nous avonsbservé que les prothéses sont parfois implantées en bord de lésion et méme en
partie dans les tissus sainsag de l&igure152). Cette imprécision est due a la difficulté technique

de localiser la Iésion et de connaitre sa taille. De plus, I'implantation étant manuelle, nous ne

disposons que de peu de contrdle sur la hauteur de l'insertion des prothéses. Ces points pourront étre
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améliorés en réalisant une caractérisation a I'lRM de tous les cerveaux Iésés avant I'implantation des
prothéses et en fixant les protheses a un outil déplacable verticalement de maniére précise a I'aide du
cadre stéréotaxique. Cetteglantation partielle dans les tissus nous a permis d’étudier la réaction des

tissus sains au contact prolongé avec le PDMS.

Figure 152 : coupeshorizontale d'un cerveau, 3 mois aprés I'implantation des prothéses de PDM%.: image d'une
coupe ou les 3 prothéses implantées se trouvent dans la Iésion. Du tissu s’est reconstruit autour des prathéges. b

d’une coupe ou 2 prothéses sont dans les tissus sains.

Pour définir le tissu formé autour des prothésegious avons @disé des marquages
immunofluorescentsNlous avons commencé par réaliser des immunomarquages de cellules actrices de
la réaction inflammatoire, les macrophages et les astroafjted’étudier la réaction qui a lieu in vivo

face au PDMSLa Figure153 présente les images obtenues, aprés avoir marqué les macrophages (a,
marquageED1 + Alexa 488nm, vert) et les astrocytes (b, marquage GFARxa 488nm, vert),

autour de la prothése se tramt dans la lésion. On observe la présence d’astrocytes et de rares
macrophageautour de la prothés€es cellulesemblent avoir migré vers la surface du PDIZ8tte
réaction est comparable a celle observée précédemment au bord de ladésiateux types de
cellules contribuent a la formation de la cicatrice gliale, processus de défense et de cicatrisation. Cette
«enveloppe» peut constituer une barriere pour la migration des neurones vers la prothése ou
I'intégration des neurones implantés dans lesug de I'hdte. La réaction observée est comparable a
celle obtenue lors de l'implantation d’'autres maiéx [256],comme le PLGAet ne semble pas

excessive.
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Figure 153 : Macrophages et astrocytes présents autour des prosthéses de PDMS dans lasitin, aprés 3 mois
d’'implantation. Images prises avec un microscope optiqueen fluorescence. a marquage desnacrophages avec le
marqueur ED1, couplé a un anticorps secondaire fluorescent Alexa 488nm (vert). Marquage de tous les noyaux avec le
DAPI(bleu) b : marquage des astrocytes (GFAP couplé a un anticorps secondaire fluorescent Alexa 488nm, vert). Echelle

identique pour toutes les images.

De plus, desnarquages immunofluorescents des neurones matures (marqueur MVI®LR ont

permis d’'observer la présence gleelquesneurones (voiFigure154). lls se distinguent du kruit de

fond » vert par leur forte intensité de fluorescefces peu de neurones de I'hdte se sont développés

sur la prothése. Ce résultat n’est pas surprenant car la Iésion ne constitue pas un milieu favorable pour
la migrationet la croissance des neurones. Ce point important montre clairement la nécessité d’équiper
ces prothéses de PDMS avec des cellules exogénes, car la Iésion empéche la colonisation naturelle des

prothéses par des cellules endogénes.

39 SMI312 est un marqueur axonal
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