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I.1.1. Physiologie des ligaments et des tendons  

I.1.1. 1 Structure générale 
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I.1.1. 2 Les fibroblastes 
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I.1.1. 3 Caractéristiques de la matrice extracellulaire 
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I.1.2. 4 Propriétés mécaniques du ligament et du tendon 
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I.1.2. Fonction des ligaments  
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I.1.3. Pathologies des ligaments 
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I.1.4 Stratégies thérapeutiques actuelles des lésions ligamentaires 
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I.2.1. Sources cellulaires potentielles en ingénierie tissulaire du 

ligament 
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I.2.1.1 Fibroblastes 
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I.2.1.2 Cellules Souches Embryonnaires 
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I.2.1.3 Cellules Souches Mésenchymateuses 
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I.2.3. Bioréacteurs 
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I.3.1. Généralités sur les cellules souches 

I.3.1. 1 Définition des cellules souches 
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I.3.1. 2 Cellules souches embryonnaires 
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I.3.1. 3 Cellules souches adultes et leur plasticité 
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I.3.2. Cellules souches mésenchymateuses médullaires 

I.3.2. 1 L'histoire de la découverte des CSMM 
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I.3.2. 3 Utilisation des CSMM en ingénierie cellulaire et tissulaire 
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I.4.1. Rôle du microenvironnement sur la régulation des CSMM 

I.4.1. 1 Facteurs biochimiques 
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I.4.1. 2 Facteurs mécaniques 
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I.4.2. Modification génétique (Transgenèse) 
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II.1.1. Les manipulations de base en culture cellulaire 

II.1.1. 1 Préparation du tampon HBSS 
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II.1.1. 2 Préparation du milieu de culture DMEM complet 
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II.1.1. 3 Préparation du milieu de culture DMEM/F12 complet 
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II.1.1. 4 Subculture cellulaire 
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II.1.1. 5 Congélation  
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II.1.1. 6 Décongélation  
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II.1.2. Cellules souches mésenchymateuses médullaires 

II.1.2. 1 Prélèvement et mise en culture des CSMM de rat 
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II.1.2. 2 Mise en culture des CSMM humaines 
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II.1.3. Mise en culture des fibroblastes ligamentaires 
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II.2.1. Etude des CSMM en microscopie électronique 

II.2.1. 1 Préparation des échantillons de microscopie électronique à 

balayage (MEB) 
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II.2.1. 2 Préparation des échantillons de microscopie électronique en 

transmission (MET) 
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II.2.2. Marquage des CSMM par cytométrie en flux 

II.2.2. 1 Principe de la cytométrie en flux 
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II.2.2. 2 Marquage des CSMM du rat 
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II.2.2. 3 Marquage des CSMM humaines 
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II.2.3. Différenciation des CSMM 

%�� �	���W
�� �
�
���� ���� �*  � ���

�� �
���� 
�
�� ��������� ��� 
�� �������������	�� ���

	���	�
������ 	
� ��� ����	�2���6� %�� ��������� ��� �������������	�� ���� �*  � ��� �������� �� �� ����

������������
������
������N��������������������	���	�
����������������	�2���6�

II.2.3. 1 Différenciation des CSMM en Ostéoblastes 
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II.2.3. 2 Différenciation des CSMM en Adipocytes  
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II.3.1 Principe 
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II.3.2 Mise en co-culture 
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II.4.1. Préparation des membranes de silicone 
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II.4.2. Ensemencement de CSMM sur les membranes de silicone 
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II.4.3. Appareil d’étirement 
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II.5.1. Déformation et orientation cellulaire 
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II.5.2. Transcription inverse et réaction de polymérisation en chaîne 

(PCR) quantitative en temps réel�

II.5.2. 1 Isolation des ARN 
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II.5.2. 2 Mesure de la concentration et de la pureté de l’ARN 
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II.5.2. 3 Préparation de l’ADNc (RT) 
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II.5.2. 4 Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 
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II.5.2. 5 Electrophorèse de l'ADN sur gel d'agarose 
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II.5.3. Radioimmunoanalyse (RIA) 

II.5.3. 1 Principe 
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II.5.3. 2 Préparation des échantillons 
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II.5.4. Immunocytochimie (ICC) 

II.5.4. 1 Principe 
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II.5.4. 2 Préparation des échantillons 
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II.5.5. Microscopie confocale à balayage laser 
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II.6. Analyse Statistique 
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III.1.1. Aspects microscopiques des CSMM  

III.1.1. 1 Observation par microscope optique inversé 
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III.1.1. 2 Observation par microscope électronique à balayage (MEB) 
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II.1.1. 3 Observation par microscope électronique en transmission (MET) 

%����"	�	����� �!������
�����
��
�����



��������������������������K�����	��
����
E�

��



����	
�"��6���������$��

����������������������	2�
E�����������"�	�	�	������	������$�
��

�2�	�
����� ��



����� ��
���������� �	���� ����
	���6� !	
���	��$� �	
�� ��	��� ������
�� 
�� �

��

������ �	����� ��� ���	�"	������� ����� 
�� �2�	�
����� ������ �
�
�� �����


�� ���	�
�����
��

����

�
E����
���������
����;	
����

������
	���6�

�

�

/t.���3�

�

/t8,��3�

��

/t8���3� /t����3�

��



�"�������0006�(��

��������<���
���	��

� 8�-�

�

:#%��!�����D��2&%!.�'!�����'!�
����0�2&#"!.�I�*&..&%!�D�

%�����



���	��������������	2�
E�����������"�	�	�	������	����������
���2�	�
�������



�������
����������
�	��������
	���6�!	
���	��$�
���

���������	�����������	�"	������������
���2�	�
�����������������
��������
�
�
�������


�����	�
�����
������

�
E����
���������
����;	
����

������
	���6�

�

III.1.2. Etude de l’expression des marqueurs des CSMM de rat  

%�� ���"���
�� ��� �2�	������� ��� �

E� �� ���� 
��
����� �	
�� ����������� 
��E������	�� ����

����
�
��� ���� �*  6� %��� ��



��� 	��� ���� ����
���� ���� ���� �����	���� �������� �

	��������$�

�	
���� ����&���� �<7�$� �<��$� �<.�� ��� �<�,6� ������ ���"���
�� ���	��� �
�� 
�� ���
��� ���


��E������	���������
�
�������
��������������������
����*  �G��<7������<��$��������
���������

�������
�
�������
��������������������
�����



����	
�"���"����	�	O����
���G��<.������<�,6��

%�����
���000&,��	����������E���
�������"��
���	����
�������
����
2����2�	������
�����

�

E� ��� �*  � �
� ���� N� �������� �6� <���� �"��
�� ����"��
�$� 
�	��	����� ���� 
�� �	�����

����������������
��������������
���������������

	��������6�%����
�
�����	����������������������������

��E��N�
��P	��� 8$������&N&������
�����
���������������

	���������������



�����������
����
�
����

�	��������$� ���� ��



��� �E�������� �	����������� 
�� ����
�
�6� %�� ���
��� 000&,#� ���� 
�� �	���W
��

���������
�����������������������
����
�
�����	���������/ 836�<����
������
����000&,?������/�<7��

��� �<��3$� 
��� �	�

���	��� ��



������ ��� ���
���� ����� 
�� P	���  8$� �

��� �E�������� �	���

�	����������� �<7�� ��� �<��6� ���������$� �	
�� 
��� ���
���� 000&,<� ��� �� /�<.�� ��� �<�,3$� 
���

�	�

���	�����



������������
�����	
��
����
�
�����	��������$��

������E���������	��������<.�����

�<�,6�

/×,���3� /×-���3�

�



�"�������0006�(��

��������<���
���	��

�

� 8�+�

�

:#%��!�����A��5!2*$!.�%�&*0#H�!.�'!�,1 �2+ �#!�!"�3$�5�'!�
����'���& �;
D<�

#G��	���W
��)�������J�?�G��<7��J���G��<���J�<�G��<.��J���G��<�,�

�

%�� ���
��� 000&6� ��� 
�� ���
��
� 000&8� ����������� 
��� ���

����� ���������
��� /�V-3� ����

�E������	��� ���� �
����� ����
�
��� 	����
�� ���� �2�	������� ��� �

E� ��� �	����	�� �
� �����6� %���

��



����
������

�������	����	������������E�������<7������<������	�����������������E������

�<.���
�
��
�� �	��� 
���������6����� �	����$� �
� 2� �� �����	����X�������



����
�� �E���������� 
��

����
�
���<�,��
E��������� ��� ��
E�K�����������$� �
��� �

��� 
�	���������������� �E�������K��

�������� .6� %�������������	�� ���� ��



��� ��� �	����	�� �
� ������ �	����� �
�� 
�� �	
��������� ����

��



����<����	����������<�,���������	����
��������K����������.6��

�������X�������



����
��

�	
�� ��	��� 	����
��� �E���������� ��� ��h	�� ����
�� �	����������� �<7�� ��� �<��$� �����

��������������<.�� ����<�,� �K�� �������� .6�)	
�� ��� �	��

	��� �
	��� �
�� �	�� ��



��� �
� ����

�������������*  ������
����
��������������������K����������.6��

M1

M1

M1

�

��

M1

�

��

��

M1

�


�

��

�

�



�"�������0006�(��

��������<���
���	��

� 8���

�

:#%��!�����E��5*�!..#�".�'!.�2&�H�!��.�'!.�
����'���& �'!�*&..&%!�=�I�*&..&%!�E�&"&$1.+.�*&��

,1 �2+ �#!�!"�3$�5�;"OE<�

%�����



����
������

�������	����	������������E�������<7������<������	�����������������E�������<.���
�
�

�
���	���
���������6������	����$��
�2��������	����X�������



����
���E����������
������
�
���<�,��
E���������

�����
E�K�����������$��
����

���
�	�����������������E�������K����������.6�

�

�&�$!&������=��&�H�!��.�!5*�#2+.�*&��$!.�
����'���& �'!�*&..&%!�=�I�*&..&%!�E�&"&$1.+.�*&��
,1 �2+ �#!�!"�3$�5�;"OE<�

�������	
��������

�
�������	������������
�
��
�������


�B�� 
�DD� 
�CD� 
�DA�
�8� ��$+`+$�� +8$�`�7$�� �$,`�$�� �-$�`7$��
��� 78$�`�$+� +�$,`8�$�� �$,`8$.� .�$-`7$��
�.� 7-$,`8$8� ��$8`88$8� �$8`8$8� 7$+�`�.$7�
��� 7�$7`.$�� �7$8`��$+� 8$+`8$8� +$��`�,$+�
�,� 7.$,`,$8� ++$8`��$-� �$,`8$.� -$+�`�-$��
�-� 7.$,`,$8� �7$-`�-$�� �$�`8$8� +$8�`�.$��

�

III.1.3. Etude de l’expression des marqueurs des CSMM humaines 
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III.1.4. Différenciation des CSMM en ostéoblastes 

#��K��8���	
�������������������	�������*  �N��������������	���	�
�����������
����
��
�

�	�����	���
� /
�� ��
��
� ��� �

�
��� m& � � �	��
���� ���� 
�&+ � ��� ��E����"��	��$� ,�s�T�%�

�����������	����
�����8�� ����U&�
2���	�"	��"���3$���
E����"	��������	
	����	��� ��
�������$�

�	�� A	���� ��� 
�� �	
��� ���
�P�����$� 	��� ���� ���
��
���� �	
�� ������� ��� ��������� 
�� ���W�� ���

��
��
�6�%���������� 
�� �	
	����	������	��A	�����	����� �
�� 
��� ���W��� ��
���
��� �������������

������$� ��	��"��� 	
� ��������� ����

������ ��� �	��� /1��
��� 000&7#36� ���� �	����$� 
�� �	
	����	��

���
�P���������������
������W�����
���
�������	
��6�%��������������	
	����	������	
������
�P������

�	����	��������
E����
����000&7?�����$�
������W�����
���
����	
	��������	
���	�������	���������
�

����	��	���	����
�6�%����

������������W�����
���
����	
���������������
������K������������6�

�������	
����
��
����*  �	����
�����
�����������������������������	���	�
�����6�

�

:#%��!�����B��2&%!.�'!.�*#%2!" & #�".�'!�4�"�L�..&�! �'(&$#V&�#"!�&*�6.�'#33+�!",#& #�"�!"��. +��$&. !.�

'!.�
����0�2&#"!.��

#�G�����������	������	��A	���J�?�G�����������	�����
�P�����J���G�#����������	��	���
�������
������������	��
���
�P������/t��36�

�

�

����


�

��



�"�������0006�(��

��������<���
���	��

�

� 888�

III.1.5. Différenciation des CSMM en adipocytes 
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III.1.6. Discussion 
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III.2.1. Aspect microscopique des fibroblastes ligamentaires 
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III.2.2. Etude de protéines des fibroblastes ligamentaires 
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III.3.1. Expression des ARNm de collagènes de type I et III et de 

ténascine-C des CSMM de P1 à P6 analysée par RT-PCR 

quantitative en temps réel 
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III.3.2. Expression des ARNm de collagènes de type I et III et de 

ténascine-C des CSMM après co-culture analysée par RT-PCR 

quantitative en temps réel 

#��K�� �	&�

�
��� ��� �*  � ��� �������� �� ����� ���� ����	�
������ 
������������$� 
���

�
����������#()������	

��K��������2���0����000����������������&��	�����������������������(!&

��(6����������
2�������	
����
��
���	&�

�
����������������	�
���������	�����
��������������	������

�	

��K��������2���0����000����������������&���"�P�
����*  6��	����
�����
���000&8.�
���	����$�

�	
�� ����	��� 	������� �
�
��� �
��������	�� �������������� ���� �E������	��� ��#()�� ����� 
��

0

0,5

1

1,5

2

2,5

P1 P2 P3 P4 P5 P6

Temps

E
x
p

re
s
s
io

n
 R

e
la

ti
v
e

Collagène
I/GAPDH

Collagène
III/GAPDH

Té
nascine-
C/GAPDH

�



�"�������0006�(��

��������<���
���	��

�

� 88+�

��	
��� ��� ��



��� �	&�

������� �������� ��	��� �	
��6����������$� ����� 
�� ��	
��� ��� ��



��� �	&

�

������� �������� ��E� �	
��$� 
��� �E������	��� ���� #()�� ��� �	

��K���� ��� �2��� 0� ��� 000� 	���

�
�������/!C.@.$3�G��

����	����������������������$���������$���	����

���
�������
����

�������

��	
������� �	���W
��6�<���Y��$� 
�� ��	
������� ��



��� �	&�

������� �
��
�N�8�� �	
��� �� �
�
���

�E������	����#()�������	

��K������� �2���0���� 000�����$8�����$���	����

���
�������������	���N�


�
�����	
��������	���W
��6�<���

�$�
������	����
��	

��K���000��
��
���	

��K���0����
��������K��

B&-6������$�
��E������	������#()��������������&�������	
�
���
����K��8���	
�������	&�

�
��6����

�	��

��	�$��	�������
E���	
��������	���W
�$�
������	�������#()������	

��K���000T0��E������N�

B&-�/!C.@.$3�������
�#()��������������&��N�B&8�����
������������������������������
����*  �

����	&�

�
���/1��
���000&8.36�

�

:#%��!�����=C��5*�!..#�"�'!.����2�'!.�,�$$&%6"!.���! �����'!.�
����

�'���& �&4!,����.&".�,��,�$ ��!�;"O�<�

#G� �E������	�� ��#()�� ��� �	

��K��� ��� �2��� 0� ���� �*  � ��� ���� ����� 	
� ����� �	&�

�
��J� ?G� �E������	��
��#()�� ��� �	

��K��� ��� �2��� 000� ���� �*  � ��� ���� ����� 	
� ����� �	&�

�
��J� �G� �E������	�� ��#()�� ���
���������&�������*  �������������	
�������	&�

�
��J�<G�!�
E�����	

��K�������2���000T0������*  ��������
�����	
�������	&�

�
��6 

y�)�����

	
�����������
�!�����!!�����������!
��
�	�
��D�
�5!C.@.$6�

�

0

1

2

3

4

5

6

J-3 J-6 J-12

Temps

C
o

ll
a

g
è

n
e

 I
/G

A
P

D
H

Contôle Co-culture

����

����

�

0

0,5

1

1,5

2

2,5

J-3 J-6 J-12

Temps

C
o

lla
g

è
n

e
 I
II
/G

A
P

D
H

Contrôle Co-culture

����

����

�

0

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0,16

0,18

J-3 J-6 J-12

Temps

T
N

C
/G

A
P

D
H

Contrôle Co-culture

����

�

0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

J-3 J-6 J-12

Temps

C
o

lla
g

è
n

e
 I

II
/I

Contrôle Co-culture

�

�

��


� ��

��



�"�������0006�(��

��������<���
���	��

� 88��

III.3.3. Quantité de protéines de collagène de type I et de type III 

mesurée par radioimmunoanalyse 
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III.3.4. Discussion 

III.3.4. 1 RT-PCR quantitative en temps réel 
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III.3.4. 2 L’effet de la co-culture sur les CSMM de rat 
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III.4.1. Déformation et orientation des CSMM après stimulation 

mécanique 
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III.4.1. 1 Déformation des CSMM après stimulation mécanique 
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III.4.1. 2 Orientation des CSMM après stimulation mécanique 
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III.4.1. 3 Discussion sur la déformation et l’orientation cellulaire 
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III.4.2. Expression d’ARNm des collagènes de type I et III et de 

ténascine-C analysée par RT-PCR quantitative en temps réel 
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III.4.3. Quantité de collagènes I et III analysée par 

radioimmunoanalyse 
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III.4.4. Quantité de protéines de collagènes I et III analysée par 

immunocytochimie 
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III.4.5. Discussion 
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III.4.6. Expression de la F-actine par les CSMM après stretching 

analysée par microscopie confocale 

III.4.6. 1 Résultats 
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III.4.6. 2 Discussion 
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Annexe I  

Principe de la microscopie électronique à balayage (MEB) 
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Annexe II  

Principe de la microscopie électronique en transmission (MET)  
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Annexe III  

Principe de Transcription inverse et réaction de polymérisation 
en chaîne (PCR) quantitative en temps réel 
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Annexe IV  

Principe de la Microscopie confocale à balayage laser 
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