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Partie I. Introduction bibliographique 

I.1. Préambule : La réparation des lacunes osseuses à fort risque de non-

consolidation 

Les os sont des structures solides sur lesquels sont ancrés le reste de l’organisme. 

Sans prendre en considération leurs fonctions biologiques complexes qui seront développées 

plus en aval de ce document, ils sont les supports de la morphologie, des mouvements et ils 

protègent l’intégrité physique des tissus mous vitaux (cerveau, cœur, poumons…). Ces 

fonctions mécaniques font qu’ils peuvent se retrouver amputés d’une importante partie de leur 

structure. A la suite de circonstances traumatiques graves (accidents…) ou dans les cas 

d’importants désordres organiques (infections, cancer…) de larges volumes osseux peuvent 

être durablement dégradés. Les opérations chirurgicales nécessaires à la suite de ces 

évènements conduisent fréquemment à l’exérèse des débris d’os ou de l’os malade ce qui 

peut conduire à de larges pertes de substance osseuse. 

Quand ces lacunes ne dépassent pas deux fois le diamètre de l’os lésé, elles peuvent être 

réparées naturellement après une immobilisation chirurgicale évitant ainsi l’apparition d’un 

tissu fibreux non minéralisé, qualifié de pseudarthrose, sans propriétés mécaniques 

satisfaisantes. Si la lacune dépasse deux fois le diamètre de l’os lésé on parle alors de défaut 

de taille critique et la réparation de ces lacunes ne peut pas se faire naturellement même après 

immobilisation complète du site lésé, la pseudarthrose est inévitable (1). Par ailleurs, des 

fractures des os longs de taille non critique peuvent ne pas réussir à se consolider 

naturellement et entrainer la persistance de la lacune osseuse. Ce phénomène peut être dû à 

des facteurs externes (tabagisme, infection), internes (âge, diabète) et à la nature de la fracture 

et/ou de la chirurgie associée (fracture ouverte, stabilité mécanique insuffisante…) (2). 

Aux Etats-Unis une estimation de 100 000 fractures non consolidées par an, toutes causes 

confondues, a été avancée. Les personnes concernées par ces échecs thérapeutiques se 

retrouvent régulièrement incapables de travailler et en détresse psychologique du fait du 

stress, des douleurs éventuelles et de leur isolement. Ce coût humain entraine un coût 

économique pour la société, il a été estimé qu’une fracture non consolidée entraine un surcout 

global allant de 11 000 $ (en 1997) à 30 000 £ (en 2006) selon les études. Ce surcout est lié 

à plus des deux tiers à l’impossibilité pour les patients de travailler pendant des périodes 

prolongées et d’autres surcoûts sont entrainés par l’état psychologique dégradé des malades 

(3). 

Pour prévenir ou guérir ces fractures non consolidées et combler efficacement les lacunes 

osseuses, il est nécessaire d’utiliser un substitut osseux permettant de faire la liaison entre les 

extrémités disjointes. La méthode de référence est l’autogreffe osseuse (greffe d’un morceau 

d’os du patient sur le site lésé) car elle possède toutes les propriétés exigées d’un substitut : 

elle est biocompatible (pas de cytotoxicité, pas de rejet immunitaire), ostéoconductrice (sa 

structure poreuse facilite le développement de nouveau tissu), ostéoinductrice (elle stimule 

l’initiation de l’ostéogenèse, la croissance de l’os) et résorbable (le nouvel os formé finira par 

la remplacer entièrement) (4). Cependant, l’autogreffe est un morceau d’os sain prélevé au 

patient qui présente une autre zone osseuse à fort risque de non-consolidation et cette 

opération demande une chirurgie dédiée. Selon les circonstances, il n’est pas toujours 

souhaitable ou possible de risquer des pertes sanguines, des infections ou de rajouter des 

douleurs opératoires à des patients souffrants déjà de leur condition. De plus, les os 

disponibles pour servir d’autogreffe ne sont pas toujours de qualité ou en quantité suffisante 
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dans le corps. Cette disponibilité est notamment un important défi en chirurgie pédiatrique (5). 

Il existe donc un autre type de greffes : les allogreffes prélevées à un autre individu que le 

receveur. Elles doivent être stérilisées et leurs cellules doivent être retirées pour éviter les 

risques d’infections et de rejet immunitaire. Malheureusement les étapes nécessaires pour 

atteindre ces objectifs leur font perdre leur capacité à soutenir l’ostéogenèse en diminuant 

leurs capacités ostéoinductrice et ostéoconductrice ainsi qu’en réduisant leurs propriétés 

mécaniques de moitié (4). De plus, la stérilisation est rarement parfaite ce qui peut entraîner 

des infections osseuses, particulièrement graves et difficiles à traiter qui peuvent empêcher la 

consolidation des sites lésés (2). 

Du fait des limitations de ces principaux substituts organiques, des alternatives inorganiques 

ont été recherchées et développées. L’objectif de ces alternatives est d’obtenir un matériau 

ayant des propriétés ostéoconductrices et ostéoinductrices adaptées à l’ostéogenèse tout en 

étant biocompatible et résorbable. En conséquence de ces exigences, les matériaux étudiés 

comme substitut osseux pour servir d’implant dans les zones à fort risque de non-consolidation 

sont en partie des céramiques, majoritairement à base de calcium et phosphore (4). On 

retrouve principalement dans ces céramiques biocompatibles le phosphate tricalcique (TCP), 

l’hydroxyapatite phosphocalcique et le phosphate de calcium biphasique (un mélange 

d’hydroxyapatite et de TCP). 

Le TCP, et notamment la forme β-TCP, de formule Ca3(PO4)2 de ratio molaire Ca/P égal à 1,5, 

présente une excellente ostéoconduction mais se résorbe rapidement (4 à 8 semaines) de son 

site d’insertion du fait d’une solubilité importante. Cependant, cette durée est trop courte, elle 

laisse trop peu de temps pour la formation d’un nouvel os sur un grand volume. Son utilisation 

est donc limitée au comblement de lacunes osseuses de petit volume. 

L’hydroxyapatite de formule Ca10(PO4)6(OH)2 de ratio molaire Ca/P 1,67 possède sous forme 

implantable macroporeuse de bonnes propriétés ostéoconductrices et ostéoinductrices. Ce 

biomatériau est à priori résorbable mais près de dix fois plus lentement que le TCP, du fait 

d’une très faible solubilité. Cette propriété le classe parmi les implants permanents non 

résorbables mais bioactifs en surface. Ses propriétés mécaniques modestes sous forme de 

pièce céramique macroporeuse le rendent inadapté à l’implantation dans des sites lésés sous 

forte contrainte mécanique. 

Le phosphate de calcium biphasique tente de combiner à la fois la grande résorbabilité du 

TCP et la plus faible résorbabilité de l’hydroxyapatite. Ainsi ses propriétés dépendent 

fortement des ratios utilisés. 

L‘utilisation de ces substituts en tant qu’implants osseux permet d’obtenir des résultats 

satisfaisants pour les lacunes de taille réduite. Malheureusement, ils ne permettent pas 

toujours de combler les lacunes de plus grande taille, dont les dimensions dépendent du type 

d’os et du type de lacune. Par conséquent, les autogreffes restent la méthode de choix (6), 

(7), (4), (8). Il a été proposé qu’une grande partie des échecs de ces biomatériaux provienne 

d’un défaut de vascularisation au sein de la zone lésée entraînant la mort des cellules 

impliquées dans la réparation de l’os et la formation d’un tissu fibreux empêchant ensuite la 

croissance osseuse (9), (10), (7). 

Plusieurs aspects sont donc critiques pour un implant osseux se voulant biocompatible, 

ostéoinducteur, ostéoconducteur et résorbable. Il doit posséder une chimie et une topographie 

de surface adaptées à la survie et aux fonctions des cellules environnantes. Il doit posséder 

une structure 3D modulable pour s’adapter à la zone lésée. Il doit être mécaniquement adapté 



Arthur Brunel | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 20 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

aux contraintes exercées sur la zone lésée pendant la réparation mais aussi adaptée aux 

cellules se développant à sa surface. Il doit être macroporeux avec des pores capables 

d’accueillir l’os en formation et les vaisseaux sanguins pour le nourrir. Enfin, il doit être capable 

d’adsorber des protéines à sa surface pour permettre le développement d’un tissu biologique 

à sa surface (8). L’hydroxyapatite possède la majeure partie de ces caractéristiques désirables 

avec deux exceptions : mécaniquement elle semble être inadaptée à des zones à forte 

contrainte mais sa résistance réelle en condition d’implantation n’a pas été évaluée, sa stabilité 

à long terme dans la zone lésée, qui est le facteur essentiel pour une bonne consolidation de 

l’os, n’est pas connue (6). L’autre exception est sa chimie, celle de l’hydroxyapatite pure lui 

confère des propriétés d’ostéoconduction mais manque d’un effet promouvant la 

vascularisation qui permettrait de nourrir les cellules colonisant l’implant (7). 

Cette thèse s'inscrit dans le projet : « Plateforme de caractérisation des interfaces 

biomatériau-cellules dans le contexte de l’ingénierie tissulaire osseuse » (CharaBioC) financé 

par l’agence nationale de la recherche (ANR). Ce projet vise à mettre en place un dispositif de 

caractérisation in vitro des propriétés biologiques de céramiques phosphocalciques intégré à 

la chaine d’élaboration des matériaux céramiques au laboratoire. Cette thèse explore la 

problématique de la vascularisation au sein des implants osseux à base d’hydroxyapatite en 

évaluant les propriétés angiogéniques et angioconductrices d’hydroxyapatite phosphocalcique 

pure ou partiellement substituée avec les éléments chimiques cuivre ou silicium. 

L’incorporation de ces éléments dans des biomatériaux orthopédiques entraine une 

augmentation de la vascularisation, une accélération et une amélioration de la réparation 

osseuse (11) (12). Les effets favorables du cuivre sont attribués principalement à sa capacité, 

sous forme soluble, de stimuler directement les cellules endothéliales et favoriser 

l’angiogenèse (13). Quant au silicium il stimule l’ostéogenèse (14) et l’angiogenèse (12) sous 

forme soluble. L’objectif de cette thèse est également de comprendre en détail les effets des 

éléments dopants et les mécanismes biologiques à l’œuvre. De plus, l’évaluation des 

propriétés d’implants d’hydroxyapatite dans un modèle 3D in vitro de bioréacteur permettant 

la perfusion continue a été conjointement réalisée afin de mieux comprendre les phénomènes 

biologiques à l’œuvre à la surface de ces implants dans des conditions se rapprochant de la 

physiologie du vivant. 

Une introduction bibliographique porte en premier lieu sur le système vasculaire, 

l’angiogenèse qui lui donne forme, le tissu osseux, l’ostéogenèse associée, afin de cerner le 

système dans lequel doivent évoluer les céramiques. Un second développement traite des 

céramiques d’hydroxyapatites substituées, notamment par les éléments silicium et cuivre qui 

sont utilisées dans la partie expérimentale. Ce développement contient des exemples de 

travaux ayant étudiés les effets biologiques et les mécanismes d’action des éléments dopants. 

Il contient également des études sur des biomatériaux céramiques s’intéressant à la 

problématique de la réparation osseuse et de l’angiogenèse. Cette dernière partie permet de 

montrer la nécessité des démarches expérimentales développées dans cette thèse. 

I.2. Système vasculaire et angiogenèse 

I.2.1. Le système vasculaire 

Le système vasculaire est la structure transportant les fluides de deux systèmes ayant 

des fonctions distinctes mais interconnectées et complémentaires : le système vasculaire 

sanguin qui assure le transport du sang et le système vasculaire lymphatique qui permet le 

drainage des fluides interstitiels. Ces deux systèmes sont essentiels à l’homéostasie des 
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systèmes vivants en distribuant énergie, informations et acteurs (molécules et cellules) de la 

protection et de l’immunité de l’organisme. Le système vasculaire est vital et indispensable, il 

possède une organisation complexe et adaptée aux besoins globaux et locaux de l’organisme. 

I.2.1.1. Le système vasculaire sanguin 

Le système vasculaire sanguin est spécialisé dans le transport et la diffusion du sang 

au sein de l’organisme grâce aux flux générés par la pompe cardiaque. Ses rôles sont 

multiples : l’alimentation des cellules par le transport de l’oxygène et des nutriments contenus 

dans le sang ; la récupération du dioxyde de carbone pour son élimination dans les alvéoles 

pulmonaires ; le transport des déchets métaboliques vers les organes spécialisés dans leur 

élimination comme le foie et les reins. De plus, le sang est un milieu essentiel pour la 

communication intra-organisme par le biais du transport de nombreuses molécules de 

communication à l’instar des chimiokines : des cytokines (petites protéines solubles 

essentielles à la communication intercellulaire) contrôlant la migration des cellules 

immunitaires vers les sites d’inflammation (ex : blessure) par chimiotaxie (attirance ou 

répulsion de cellules selon un gradient chimique). 

Pour permettre et moduler le déplacement du sang, le système vasculaire sanguin se compose 

de deux classes de vaisseaux de taille variable autorisant des jeux de pressions vasculaires : 

les artères et les veines dont des coupes schématiques sont présentées dans la Figure 1. 

 

Figure 1 : Réprésentation schématique de l’organisation tissulaire des artères et des veines 

Schéma adapté de (15) 

Ces deux classes de vaisseaux sanguins, artères et veines (Figure 1), sont composées de 

trois couches tissulaires ou tuniques : 
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- une couche interne appelée tunica intima, ou intima, composée de l’endothélium et 

de la lame basale. L’endothélium correspond à la couche de cellules endothéliales 

en contact avec le sang dans la lumière du vaisseau. Cette couche de cellules 

endothéliales repose sur une lame basale composée de fibres de collagène et de 

fibres élastiques. Cette dernière couche forme dans les artères une couche 

distincte, appelée la limitante élastique interne, qui est absente des veines. Les 

veines possèdent une structure qui leur est propre car leur intima forme dans leur 

lumière des valves anti-retour, appelées valvules veineuses, par une protrusion de 

l’endothélium soutenu par la lame basale. 

- La couche médiane est appelée tunica media, ou media, et est composée de 

cellules musculaires lisses et de fibres élastiques. Dans les artères, cette couche 

est généralement la plus épaisse des trois et possède de nombreuses cellules 

musculaires lisses, parfois sur plusieurs étages, orientées perpendiculairement par 

rapport au vaisseau et qui lui permettent de modifier son diamètre. Dans les artères, 

les nombreuses fibres élastiques forment une couche au-dessus des cellules 

musculaires lisses qui est appelée la limitante élastique externe. Dans les veines, 

les cellules musculaires lisses sont moins organisées que dans les artères. La 

limitante élastique externe n’y est pas une structure clairement définie et son 

absence est même plus souvent mise en avant comme fait caractéristique. 

- La couche externe est appelée tunica adventitia ou adventice. C’est un tissu 

conjonctif avec un rôle de support reflété par une composition majoritairement de 

fibres de collagènes avec quelques fibres élastiques. L’épaisseur de cette couche 

externe représente jusqu’à la moitié de l’épaisseur de la paroi des artères et cette 

proportion est généralement plus importante encore dans les veines. Enfin, les plus 

gros vaisseaux artériels et veineux possèdent eux-mêmes dans leur adventice leur 

propre système sanguin appelé vasa vasorum et sont innervés par les nerfs du 

nervi vasorum (16). 

Ces spécificités structurelles et cellulaires des artères et des veines (Figure 1) s’expliquent par 

des fonctions différentes : en règle générale, une artère distribue du sang récemment oxygéné 

depuis le cœur ; les veines ramènent vers celui-ci le sang appauvri en O2 et enrichi en CO2 

résultant de la respiration cellulaire. Une exception à cette règle est présente au niveau du 

système vasculaire pulmonaire : les artères pulmonaires amènent du sang appauvri dans les 

alvéoles pulmonaires, celui-ci y est oxygéné et ce sont les veines pulmonaires qui emmènent 

le sang oxygéné dans l’oreillette gauche du cœur. 

Pour ajuster l’alimentation des tissus à leur besoin, en complément de l’ajustement des 

pulsations cardiaques, les artères peuvent réguler le débit sanguin passant par leur 

endothélium en régulant le diamètre de leur lumière. Ce contrôle du diamètre est fait par les 

cellules musculaires lisses de leur media avec leur jeu de relaxation et de contraction. Cette 

capacité est conservée dans une moindre mesure par les veines du fait de leur media moins 

contractile. Pour assurer un retour veineux efficace, ces dernières possèdent des valves anti-

retours qui en retenant le sang en place entre les pulsations cardiaques permettent de le 

ramener vers le cœur malgré des pressions plus faibles. 

Les artères et les veines assurent le transport du sang mais pour sa diffusion, une troisième 

classe de vaisseaux sanguins est nécessaire. Ce sont les capillaires qui assurent la distribution 

de l’O2, des nutriments, la récupération du CO2 et des déchets métaboliques. Cette classe de 

très fins vaisseaux sanguins reliant une artère et une veine (souvent même une artériole, une 
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petite artère, et une veinule, une petite veine) est présente dans l’ensemble de l’organisme. 

Là où les gros vaisseaux de transport du sang sont hermétiques les capillaires eux peuvent 

être perméables et permettent la diffusion profonde des composés. Ils présentent une 

importante diversité d’identité moléculaire et fonctionnelle avec plus d’une dizaine de types 

différents identifiés (17). 

Ces différents phénotypes s’organisent globalement selon l’une des trois organisations 

structurelles suivantes (des schémas de ces organisations sont visibles ultérieurement dans 

la partie supérieure de la Figure 2) : 

- les capillaires continus qui permettent le passage d’eau et de solutés de taille 

inférieure à 3 nm entre les jonctions serrées des cellules endothéliales. Les autres 

composés sont transportés à l’aide de canaux trans-endothéliaux (des canaux 

sélectifs situés entre les cellules endothéliales) ou par transcytose (les composés 

internalisés par des vésicules, généralement formées de cavéoline sur le pôle 

apical des cellules, sont transportés vers leur pôle basal et traversent ensuite 

l’endothélium). Ils se retrouvent dans le cerveau, la peau, le cœur et les poumons 

(18). 

- Les capillaires fenestrés qui possèdent des cellules endothéliales avec des pores 

transcellulaires (traversant la cellule), appelés fenestrae, d’environ 70 nm de 

diamètre et qui possèdent eux-mêmes un diaphragme non membranaire de 5 à 6 

nm d’épaisseur composé notamment de la protéine membranaire intégrale PV-1 

(Plasmalemma Vesicle associated protein 1) (19). Ce diaphragme, absent 

uniquement des capillaires glomérulaires (au niveau des reins), augmenterait la 

sélectivité des fenestrations. Leur capacité à transporter de l’eau et des petits 

solutés est augmentée par rapport aux capillaires continus mais les grandes 

molécules sont tout autant bloquées. Le nombre des fenestrations et leur 

localisation dans l’endothélium dépendrait de la zone vascularisée. Ces capillaires 

se retrouvent dans les tissus impliqués dans la filtration ou la sécrétion comme les 

glandes exocrines1, endocrines 2 ou les glomérules rénaux (18). 

- Les capillaires discontinus formés de cellules endothéliales possèdent des 

fenestrations de 100 à 200 nm de diamètre sans diaphragme et des pores 

circulaires transmembranaires. De plus, la lame basale sous-jacente est 

incomplète. Ces capillaires laissent passer eau, solutés et grosses molécules 

aisément mais leurs cellules endothéliales possèdent souvent de nombreux puits 

recouverts de clathrine3(20) à leur surface. Ces puits leur permettent d’internaliser 

sélectivement les composés extérieurs qui sont ensuite recyclés ou dégradés. 

Malgré ces larges ouvertures, ces cellules endothéliales transportent également 

des composés par transcytose (au travers de la cellule dans leur cas, de la lumière 

vers le milieu extérieur). On les retrouve notamment dans les vaisseaux sinusoïdes 

 
1 Exocrine désigne une sécrétion du composé à l’extérieur de l’organisme ou dans une cavité qui y 

communique. 
2 Endocrine désigne une sécrétion où le composé est relargué dans le sang et peut rencontrer un 

récepteur dans tout l’organisme. 
3 La clathrine est une protéine intracellulaire qui en interagissant avec la membrane plasmique forme 

des invaginations de cette dernière. Quand la clathrine polymérise, les invaginations sont refermées 

ce qui conduit à la formation de vésicules intracellulaires recouvertes de clathrine. 
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du foie, avec des variations de leur discontinuité selon la région du foie considérée 

(18), et dans les vaisseaux de la moelle osseuse. 

Les capillaires ne possèdent pas de tunique mais sont entourés d’une lame basale et de 

péricytes. Ces derniers sont des cellules murales ayant une importante fonction dans la 

stabilité structurelle des capillaires et la régulation du transport de composés au travers de 

l’endothélium. De plus, certains des péricytes pourraient posséder des fonctions contractiles, 

notamment au niveau de la barrière hémato-encéphalique pour y réguler le débit sanguin (17). 

Les péricytes sont des cellules dont la différenciation peut être annulée in vitro pour obtenir 

des cellules multipotentes. Il n’est pas certain qu’ils possèdent ces propriétés de cellules 

souches multipotentes in vivo mais ils jouent un rôle dans la régénération des tissus (21), (22). 

La conséquence de la porosité variable des capillaires est que la phase liquide du sang se 

perd petit à petit dans les tissus perfusés. Cela est nécessaire pour leur hydratation, leur 

nutrition et parfois pour les fonctions sécrétrices ou filtrantes de certains organes. Ces pertes, 

de l’ordre de plusieurs litres par jour, doivent être compensées et une récupération est 

nécessaire pour éviter la survenue d’œdème et pour maintenir une volémie fonctionnelle pour 

le système circulatoire (23). 

I.2.1.2. Le système vasculaire lymphatique 

La récupération de la phase liquide du sang diffusée dans les tissus et les fluides 

interstitiels, est réalisée par le système vasculaire lymphatique. C’est un système similaire au 

système vasculaire sanguin auquel il est principalement connecté au niveau des veines sous-

clavières, là où la majeure partie des liquides collectés est remise en circulation. Pour 

accomplir leur fonction, les vaisseaux lymphatiques, comme les vaisseaux sanguins, 

présentent une grande hétérogénéité de structures selon les organes connectés. Toutefois 

tous possèdent une couche de cellules endothéliales formant un endothélium au niveau de 

leur lumière et deux types principaux de vaisseaux peuvent être identifiés : 

- les vaisseaux lymphatiques initiaux qui ont une extrémité ouverte de quelques 

dizaines de micromètres (jusqu’à 50 µm). Leur endothélium est entouré d’une lame 

basale discontinue et ils n’ont pas de cellule musculaire lisse. Ils peuvent posséder 

des valves anti-retours formées par leur endothélium qui permettent de ramener la 

lymphe4 à leur autre extrémité connectée au second type de vaisseau : 

- les vaisseaux lymphatiques collecteurs qui possèdent une lame basale continue 

recouverte de cellules musculaires lisses autour de leur endothélium. Ils sont 

organisés en courts segments appelés lymphangions. Ces segments sont séparés 

entre eux par des valves anti-retours formées par l’endothélium et ils possèdent 

une tunique plus épaisse bordée de cellules musculaires lisses. 

Pour transporter la lymphe, les vaisseaux initiaux et les vaisseaux collecteurs utilisent le 

pompage extrinsèque. Ce terme définit des jeux de pressions générés par des structures 

externes au système lymphatique comme les mouvements musculaires, la respiration, les 

mouvements des vaisseaux sanguins ou du tube digestif et les compressions extérieures. Les 

vaisseaux collecteurs utilisent également un mécanisme actif de contraction appelé pompage 

 
4 La lymphe désigne les fluides interstitiels récupérés par le système lymphatique, elle est une version 

du sang sans globule rouge, appauvrie en O2 et nutriments et enrichie en déchets métaboliques. 
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intrinsèque grâce à leur tunique bordée de cellules musculaires lisses et aux valves anti-

retours au sein de leur endothélium (23). 

La Figure 2 schématise les principaux types de vaisseaux sanguins et lymphatiques : 

 

Figure 2 Anatomie simplifiée du système vasculaire sanguin & lymphatique 

En haut à gauche : capillaires sanguins continus, fenestrés et discontinus. LB : lame basale ; CE : 

cellule endothéliale. En haut à droite : capillaire lymphatique. Les filaments d’ancrage, représentés 

en bleu, servent à ancrer le capillaire dans son environnement. Centre : arbre vasculaire 

schématique : les artères précèdent les veines, ces vaisseaux sont connectés par des capillaires. 

Les vaisseaux lymphatiques transportent les fluides interstitiels à proximité des capillaires. Bas : 

coupe schématisée de vaisseau lymphatique. CML : cellule musculaire lisse. 

Figure adaptée depuis (17) 

Les vaisseaux sanguins présentent donc une très grande hétérogénéité phénotypique, 

résumée en Figure 2. Cette diversité découle des besoins fonctionnels des tissus et organes 

irrigués. Cette hétérogénéité se retrouve également au niveau cellulaire et moléculaire où les 

endothéliums et les lames basales sont spécifiques à chaque type de vaisseau (24). 
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I.2.2. La première brique du système vasculaire : la cellule endothéliale 

I.2.2.1. Généralités sur les cellules endothéliales 

Le composant commun et essentiel à toutes les structures vasculaires est la cellule 

endothéliale. Ce type cellulaire est capable de migrer et d’organiser son cytosquelette de sorte 

à ce qu’une population de cellules endothéliales peut s’assembler en tubules creux. Ces 

cellules forment ainsi les endothéliums avec des caractéristiques adaptées aux fonctions du 

vaisseau qu’elles composent. Il n’existe qu’un seul type de cellules endothéliales mais elles 

présentent des phénotypes différents en fonction du vaisseau qu’elles constituent et des 

besoins environnants. C’est un type cellulaire majoritairement quiescent en condition 

physiologique et dont la durée de vie moyenne dépasse 1 an. Leur forme dépend fortement 

du vaisseau duquel elles font partie : généralement plates, elles peuvent adopter une forme 

cuboïde dans certaines veinules alors qu’elles sont typiquement longues et étroites dans 

l’artère aorte, qu’elles deviennent rectangulaires dans l’artère pulmonaire, rondes dans la 

veine pulmonaire, longues et rectangulaires dans la veine cave et irrégulières dans les 

capillaires et les veinules à leur proximité. Leur longueur et leur surface totale sont 

généralement plus importantes dans les artères que dans les veines. La surface d’une cellule 

endothéliale d’artériole est en moyenne de 1200 µm² contre 600 µm² au sein d’une veinule. 

De plus, leur épaisseur peut varier 0,1 µm dans les capillaires jusqu’à 1 µm dans l’aorte (18). 

Il est désormais admis que lors du développement, les cellules endothéliales ne deviennent 

pas « artérielles » ou « veineuses » qu’en fonction du contexte mécanique dans lequel elles 

se trouvent mais que leur spécification dépend de l’expression de marqueurs clefs lors du 

développement embryonnaire. Les cellules endothéliales veineuses sont caractérisées par 

l’expression du facteur de transcription COUP-TFII (Chicken ovalbumin UP-transcription factor 

II). Les cellules endothéliales artérielles sont caractérisées par l’expression du récepteur 2 au 

facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGFR2 : Vascular Endothelial Growth 

Factor Receptor 2), de la protéine Notch et de Dll4 (Delta-like 4). Les vaisseaux lymphatiques 

sont définis par l’expression de la protéine Prox1 (Prospero homeobox protein 1). Ces 

spécificités de marqueurs sont en partie conservées dans les organismes adultes avec 

notamment une expression importante du récepteur des éphrines EphB4 (Erythropoietin-

producing hepatoma receptor B4) dans les veines et de la protéine éphrine-B2 dans les artères 

(25). Cette spécification n’est cependant pas figée chez l’adulte et dépend du contexte 

physiologique, par exemple au niveau des fistules artérioveineuses (la connexion d’une artère 

et d’une veine sans passer par des capillaires), on retrouve des cellules endothéliales avec 

une expression veineuse d’EphB4 et une expression artérielle d’éphrine-B2 concomitante. Le 

flux sanguin et les signaux paracrines5 sont notamment capables d’influencer le phénotype 

des cellules qui y sont exposées (16). 

Les cellules endothéliales sont particulièrement sensibles au contexte mécanique les 

entourant, le stress de cisaillement au sein d’un vaisseau définissant la forme qu’elles 

adoptent. Dans les artères où le flux est fort (stress de cisaillement de 1-4 Pa) et 

principalement non turbulent les cellules endothéliales sont allongées et orientées le long de 

celui-ci, sauf dans les zones de branchements typiquement turbulentes où les cellules 

endothéliales ne sont plus orientées. Similairement, dans les veines où le flux est plus faible 

(stress de cisaillement de 0,1-0,5 Pa) et turbulent, les cellules endothéliales sont arrondies et 

non orientées. Pour être affectées par le stress de cisaillement exercé par le flux, certaines 

 
5 Signaux échangés d’une cellule à une autre cellule dans sa proximité immédiate 
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cellules endothéliales sont par ailleurs équipées de cils cellulaires à même de repérer les 

faibles contraintes de cisaillement de petits flux turbulents (16), (18). 

Ces différences de phénotypes sont également observées au niveau des jonctions cellulaires, 

les cellules endothéliales utilisent les jonctions adhérentes et les jonctions serrées pour 

maintenir une cohésion de l’endothélium. Les jonctions adhérentes jouent un rôle d’ancrage 

des cellules entre elles et avec la lame basale. Les jonctions serrées rapprochent et peuvent 

imperméabiliser les vaisseaux en scellant l’espace entre les cellules endothéliales à l’aide de 

réseaux de protéines transmembranaires transcellulaires. Ces deux types de jonctions 

cellulaires sont plus fortement exprimées dans toutes les artères que dans les veines, et les 

jonctions serrées sont notoirement peu organisées dans les veinules (16). 

I.2.2.2. Le cytosquelette d’actine dans les cellules endothéliales 

Le cytosquelette d’actine est un des réseaux de filaments intracellulaires avec les 

filaments intermédiaires et les microtubules, constituant le cytosquelette. Ce dernier permet 

l’ancrage et la mobilité des cellules dans leur environnement mais aussi de vésicules et 

d’organites intracellulaires. Le cytosquelette d’actine est essentiel aux premières fonctions à 

savoir la motilité et l’ancrage des cellules. Les filaments d’actine sont formés par la 

polymérisation d’actine globulaire et traversent de part en part les cellules. Ils permettent la 

génération de force motrice à l’aide du déplacement de protéines appelées myosines à leur 

surface et cet ensemble moteur est appelé fibre de stress. Des filaments d’actine servant à 

l’ancrage des cellules, sont également positionnés sous la membrane plasmique où ils sont 

connectés à des ensembles protéiques reliés à l’environnement extracellulaire. L’état de 

tension d’une cellule endothéliale est un indicateur de son état physiologique : les cellules d’un 

endothélium quiescent sont faiblement contractiles par rapport à celles d’un endothélium 

activé par des signaux inflammatoires ou angiogéniques. Lorsque l’activation provient de 

signaux pro-angiogéniques comme un gradient du facteur de croissance de l’endothélium 

vasculaire (VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor), les cellules endothéliales vont 

développer des fibres de stress permettant leur migration (26). Lorsque les signaux sont 

inflammatoires, des fibres de stress sont créées pour générer des ouvertures par contraction 

de l’endothélium ce qui permet la diffusion des facteurs inflammatoires et le passage des 

cellules immunitaires par extravasation6 (27). In vivo la répartition, l’orientation et la taille des 

filaments d’actine sont spécifiques d’un vaisseau. Par exemple, les cellules endothéliales 

constitutives des veines et des veinules possèdent des réseaux d’actine dispersés de faible 

longueur (~20 µm) formés de nombreuses fibres de stress orientées le long de l’axe du 

vaisseau. Les cellules endothéliales constitutives des artérioles et des capillaires sont 

composées d’un réseau ininterrompu de fibres de stress présentes sur toute la longueur du 

vaisseau et orientées le long de son axe (28). 

In vitro, les cellules endothéliales au sein d’un endothélium non soumis à un stress de 

cisaillement sont peu contractiles et possèdent un important réseau d’actine sous-

membranaire. La Figure 3 présente des images extraites d’articles, (27), (29), étudiant le 

réseau d’actine de cellules quiescentes à confluence. 

 
6 Désigne ici le passage de fluides ou de cellules en dehors d’une paroi qui les contient, en condition 

physiologique 
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Figure 3 : Réseau d'actine de cellules endothéliales quiescentes à confluence d’après la littérature 

A : Image extraite de la figure 2 B de (27). Population de cellules endothéliales microvasculaires 

pulmonaires à confluence. Visualisation de l’actine β-GFP. Flèches blanches : actine du cortex 

cellulaire. Barre d’échelle = 10 µm. B : image extraite de la figure 5f de (29). Population de cellules 

endothéliales humaines de la veine ombilicale (HUVEC) à confluence. Visualisation de l’actine 

filamentaire à l’aide de la molécule LifeAct-EGFP. Flèches blanches : structure d’actine en 

remodelage. Barre d’échelle = 50 µm 

Les cellules endothéliales quiescentes (Figure 3) sont ovales ou piriformes et peu de filaments 

d’actine les traversent. Les filaments d’actine des cellules quiescentes sont principalement 

situés sous la membrane plasmique. 

I.2.3. L’angiogenèse 

  L’angiogenèse est le processus biologique entraînant la formation de nouveaux 

vaisseaux sanguins à partir de ceux préexistants. Elle diffère sur ce point de la vasculogenèse 

embryonnaire qui est la création de vaisseaux sanguins à partir de précurseurs dérivés du 

mésoderme : les angioblastes. L’angiogenèse est réalisée selon deux mécanismes : le 

bourgeonnement et l’intussusception qui sont schématisés dans la Figure 4. 
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Figure 4 Angiogenèse par bourgeonnement ou par intussusception 

Adaptée depuis (24) 

Lors du bourgeonnement (Figure 4 gauche), les cellules endothéliales sont activées et forment 

une dérivation depuis un vaisseau sanguin en migrant vers la zone à vasculariser. Les cellules 

endothéliales qui dirigent la migration sont appelées « tip cells » tandis que celles qui forment 

le nouveau vaisseau en sécrétant la future lame basale et en proliférant sont appelées « stalk 

cells ». Ces deux phénotypes sont contrôlés dynamiquement et les rôles peuvent s’inverser, 

ce mécanisme est décrit ultérieurement en sous-partie I.2.4.2. Lors de l’intussusception 

(Figure 4 droite), c’est la division d’un vaisseau préexistant qui entraine l’apparition de 

nouveaux vaisseaux avec ou sans croissance préalable du vaisseau d’origine. 

I.2.3.1. L’angiogenèse par bourgeonnement 

L’angiogenèse par bourgeonnement in vivo est réalisée par la migration de cellules 

endothéliales à partir d’un vaisseau sanguin préexistant et est le phénomène initiateur de 

l’angiogenèse (30). Comme schématisé en Figure 4, des cellules endothéliales guides 

appelées « tip cells » dirigent la migration. Les « tip cells » sont activées en réponse aux 

signaux pro-angiogéniques qui proviennent principalement du facteur de croissance de 

l’endothélium vasculaire VEGF. En réponse au signal pro-angiogénique les cellules 

endothéliales s’extraient de leur vaisseau d’origine ce qui nécessite la perte de l’intégrité 

physique de la lame basale et le retrait des péricytes. Les péricytes bordant la lame basale 

s’en détachent en réponse au signal pro-angiogénique. La lame basale est dégradée par des 

métalloprotéase matricielles (MMP : Matrix Metalloprotease), notamment MMP1, MMP2 et 

MMP9 sécrétées par les cellules endothéliales (31). Les « tip cells » vont alors progresser vers 

le signal pro-angiogénique et entrainer d’autres cellules endothéliales dites « stalk cells », 

schématisées en Figure 4, qui vont quant à elles former le lumen du nouveau vaisseau en 

proliférant et en sécrétant des protéines de la matrice extra-cellulaire qui formeront la future 

lame basale. Ces deux phénotypes sont constamment en compétition en fonction des signaux 

reçus, une « tip cell » pouvant devenir « stalk cell » et vice-versa (ce phénomène est décrit 

plus en détails ultérieurement dans la partie I.2.4.2) (32). Un moyen d’identifier les « tip cells » 

serait d’observer CD34 qu’elles expriment contrairement aux « stalk cells » (33). En arrivant 

au site initiateur de l’angiogenèse, les « tip cells » peuvent s’anastomoser avec d’autres 

bourgeonnements ou avec des vaisseaux préexistants à proximité. Quand le signal pro-
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angiogénique devient insuffisant, par exemple suite au rétablissement d’une perfusion en 

oxygène satisfaisante dans le tissu, la progression des « tip cells » s’arrête. Ensuite, une 

lumière est formée entre les cellules endothéliales grâce au flux sanguin par un procédé 

appelé « blebbing inversé » (34). La perfusion induit la maturation du vaisseau avec le 

recrutement de péricytes, la sécrétion d’une membrane basale et le passage des cellules 

endothéliales vers un phénotype quiescent (35)(24). 

L’angiogenèse par bourgeonnement in vitro n’est pas tout à fait comparable au phénomène in 

vivo dans la mesure où la majeure partie des études se font en monoculture sans vaisseau 

préexistant. Le bourgeonnement de cellules endothéliales in vitro est visualisé par la formation 

de tubules sur des substrats supportant une croissance des cellules en 3D (MatrigelTM, gel de 

collagène, gélatine…). Ce phénomène est illustré dans la Figure 5. 

 

Figure 5 : Organisation des cellules endothéliales lors de l’angiogenèse par bourgeonnement sur 

surfaces 3D selon la littérature. 

Toutes les images sont issues d’observation par microscopie photonique à contraste de phase. A : 

image extraite de la figure 1E de (36). Population de cellules endothéliales microvasculaires 

bovines à 100% de confluence cultivées sur une surface recouverte de gélatine avec des 

organisations circulaires typiques du bourgeonnement. Barre d’échelle = 200 µm. B : image extraite 

de la figure 1C de (37) illustrant des cellules endothéliales de capillaires bovins à une confluence de 

60% puis cultivées deux jours entre deux couches de gel de collagène. Les cellules endothéliales 

s’arrangent en structure circulaires avec des parois tubulaires creuses (flèches noires). Barre 

d’échelle = 200 µm. C : image extraite de la figure 2 de (38) illustrant des HUVECs ensemencées à 

100% de confluence sur du MatrigelTM pendant 24 h et s’organisant en un réseau de structures 

circulaires aux parois creuses. Barre d’échelle (trait noir en haut à droite) = 10 µm. 

L’organisation des cellules endothéliales diffère selon le milieu qu’elles colonisent in vitro 

(Figure 5). Un revêtement de gélatine utilisé dans la Figure 5 A (protocole d’après (39)) 

entraine, après la prolifération des cellules jusqu’à une confluence totale, l’apparition de 

structures circulaires formées de parois de cellules endothéliales organisées en fuseaux. Cette 

organisation est similaire à celles retrouvées dans les cultures où les cellules endothéliales 

sont emprisonnées dans un gel (Figure 5 B) ou se développent à la surface d’un gel (Figure 5 

C). Dans ces modes de culture, les cellules endothéliales forment en quelques jours des 

tubules avec une lumière. Ces méthodes 3D (Figure 5 B et C) sont communément utilisées 

pour évaluer la capacité de cellules endothéliales à former des capillaires et par extension 

pour évaluer l’angiogenèse par bourgeonnement in vitro (40). Une étude décrit étape par étape 
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l’évolution morphologique attendue d’une population de cellules endothéliales 

microvasculaires bovines cultivées dans un milieu stimulant l’angiogenèse sur une couche de 

gélatine (36). Ces étapes, simplifiées, sont les suivantes : 

1) : formation d’une couche de cellules à confluence où le pavage caractéristique des cellules 

endothéliales est conservé (cellules rondes ou ovoïdes). 

2) : début du bourgeonnement où une partie des cellules s’allongent, cette étape est 

considérée terminée quand plus de la moitié des cellules se sont allongées. 

3) : organisation des cellules allongées en structures linéaires (fuseaux) et circulaires, cette 

étape est considérée terminée quand plus de la moitié des cellules font partie des structures. 

4) : formation d’un réseau stable où les cellules s’allongent encore davantage et s’alignent sur 

plusieurs rangs qui sont superposées sur d’autres cellules (et donc non attachées au substrat). 

5) : Réorganisation des cellules, les fuseaux s’agrandissent, une lumière est créée en leur sein 

et de moins en moins de cellules supportant les fuseaux sont attachées au substrat. 

A l’issue de ce processus les cellules endothéliales forment un réseau de tubules creux et 

interconnectés. 

L’allongement des cellules endothéliales est provoqué au moins en partie par l’activation de 

VEGFR2, le récepteur principal au VEGF. L’expression basale de VEGFR2 dans une 

population de cellules endothéliales à confluence est hétérogène ce qui explique que le 

bourgeonnement ne survient pas en tout point et que seules certaines cellules forment des 

tubules (Figure 5 A) (41). L’élongation est permise par l’action conjointe de fibres de stress 

orientées dans le sens de migration et des jonctions adhérentes ancrant les cellules entre 

elles. 

I.2.3.2. L’angiogenèse par intussusception 

L’intussusception est un processus permettant d’augmenter la quantité de vaisseaux 

sans augmenter la quantité de cellules endothéliales. Cela permet de générer rapidement de 

nouveaux vaisseaux en utilisant ceux existants, ce qui économise également de l’énergie en 

se passant de division cellulaire qui demande de doubler le matériel génétique. La première 

étape est la mise en contact des cellules opposées d’un endothélium jusqu’à ce que les 

cellules endothéliales opposées se touchent. La zone de contact entre les cellules est ensuite 

perforée et les jonctions cellulaires remodelées pour créer une ouverture appelée pilier 

intraluminale. Cette cavité (le pilier étant un cylindre creux) est colonisée par des cellules 

musculaires lisses et des péricytes. Ces cellules et les cellules endothéliales se réorganisent 

et déposent du collagène pour agrandir le pilier et aboutir à la formation de deux vaisseaux 

distincts. 

Ce mécanisme est utilisé pour ajuster et remodeler les besoins des réseaux capillaires 

existants. Il permet notamment d’accroître rapidement la surface d’un plexus capillaire 

(ensemble de vaisseaux anastomosés 7 entre eux) pour faciliter les échanges métaboliques. 

L’intussusception est également essentielle pour ajuster la taille, la forme et la position des 

capillaires existants afin d’optimiser le flux sanguin aux besoins environnants. C’est 

notamment par ce mécanisme que les capillaires en surplus ou devenus inutiles sont 

supprimés au profit d’autres. 

 
7 Décrits des vaisseaux étant connectés et partageant la même lumière 
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C’est un mécanisme essentiel pour le remodelage et la maturation des réseaux vasculaires 

lors du développement, de la vascularisation de zones lésées ou l’adaptation aux besoins 

métaboliques en conditions physiopathologiques (42). Par conséquent, il est moins pertinent 

à étudier dans le contexte de la réparation osseuse car la perfusion initiale au sein de l’implant 

dépendra du bourgeonnement de vaisseaux préexistants. Cet aspect de l’angiogenèse n’est 

pas plus développé dans ces travaux de thèse. 

I.2.4. La signalisation de l’angiogenèse par bourgeonnement 

I.2.4.1. Le VEGF-A et ses récepteurs 

Le VEGF est l’acteur central et principal de l’angiogenèse qu’il active et dirige au moyen 

de gradients de concentration. Il existe plusieurs isoformes du VEGF, parmi celles-ci le VEGF-

A est le principal déclencheur de l’angiogenèse. Il existe également plusieurs récepteurs 

VEGFR, codés par différents gènes, qui sont numérotés 1 (Flt-1 : fms related receptor tyrosine 

kinase 1), 2 (Flk-1/KDR : Fetal liver linase 1/ Kinase insert domain receptor) ou 3 (Flt-4 : fms 

related receptor tyrosine kinase 4). De ces trois récepteurs, VEGFR2 est considéré comme le 

principal car il transmet plus fortement le signal pro-angiogénique suite à la liaison de VEGF-

A. VEGFR1 transmet moins efficacement le signal pro-angiogénique et possède une forme 

membranaire et une forme soluble. Cette efficacité réduite et ces deux formes suggèrent que 

VEGFR1 a une fonction inhibitrice et régulatrice de l’angiogenèse en régulant notamment 

grâce à sa forme soluble la quantité de VEGF disponible pour les autres récepteurs. VEGFR3 

n’est lui exprimé que pendant le bourgeonnement ou dans les cellules endothéliales 

lymphatiques(43).  

VEGF-A est, chez la souris8, exprimé sous trois isoformes : VEGF120, VEGF164 et 

VEGF180 (44). Chez l’humain, le VEGF possède 1 acide aminé supplémentaire, les trois 

isoformes du VEGF-A sont donc notés VEGF121, VEGF165 et VEGF181. VEGF120 diffuse 

facilement au sein des tissus, VEGF180 est essentiellement séquestré dans la matrice extra-

cellulaire et VEGF164 présente un profil intermédiaire. La combinaison de leur relargage 

différé notamment lors de la dégradation de la lame basale des vaisseaux sanguins (45) 

permet d’avoir un gradient de VEGF contrôlé pour guider le bourgeonnement (46) (47). 

En dehors de l’angiogenèse le VEGF-A est sécrété en permanence par les cellules 

endothéliales en quantité limitée mais essentielle à la maintenance du réseau vasculaire (48) 

I.2.4.2. La compétition dynamique entre les cellules endothéliales 

Cette compétition dynamique où des « tip cells » peuvent devenir des « stalk cells » et 

vice-versa est réalisée suite à l’activation de la voie Notch par le VEGF dans les cellules 

endothéliales. La voie Notch est une voie de signalisation juxtacrine9 qui régule de nombreux 

processus biologiques. L’acteur principal de cet équilibre dynamique est le ligand Dll4 du 

récepteur Notch. Dans les cellules endothéliales, Dll4 est surexprimé suite à la liaison entre 

VEGF et son récepteur principal VEGFR2. Cette protéine Dll4 est exprimée à la surface des 

cellules et peut alors se lier à Notch présent sur les cellules endothéliales environnantes. Cette 

liaison inhibe l’expression de VEGFR2 et du récepteur auxiliaire VEGFR3 tout en augmentant 

l’expression de VEGFR1, l’inhibiteur des deux autres récepteurs au VEGF. Par conséquent, 

 
8 La voie de signalisation murine (souris) est décrite en raison de l’utilisation dans la partie 

expérimentale de la lignée cellulaire murine C166 comme modèle de cellule endothéliale. 
9 Décrit un mode de communication entre deux cellules en contact physique 
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cette voie de signalisation exerce un rétrocontrôle négatif où les premières cellules qui 

répondent au VEGF inhibent la réponse des cellules voisines. Seules les cellules les mieux 

positionnées par rapport au signal VEGF adoptent le phénotype pro-migration des « tip cells » 

et orientent le futur vaisseau vers l’origine du signal. Les autres cellules, les « stalk cells » 

participent alors à l’élaboration du corps du vaisseau (32, 49). 

I.2.4.3. Les métalloprotéases matricielles 

Les MMPs sont des endopeptidases (des enzymes dégradant les protéines en 

permettant l’hydrolyse des liaisons peptidiques au sein des chaines d’acides aminés) utilisant 

les ions Zn2+ ou Ca2+ comme cofacteur. Elles sont traduites à l’état de proenzymes inactives 

en raison de la présence d’un propeptide inhibiteur. Elles sont activées en condition 

physiologique lors de la perte de ce propeptide. Leur activité est également finement régulée 

par des inhibiteurs appelés inhibiteurs tissulaires des MMP (TIMP : tissue inhibitor of matrix 

metalloprotease) pour ne pas dégrader la matrice extra-cellulaire en excès (50). En plus de 

leur fonction de dégradation de la matrice extra-cellulaire, les MMPs modulent le signal de 

nombreuses voies impliquées dans l’inflammation et la migration cellulaire en retirant des 

domaines à des cytokines ou à des récepteurs de ces voies tels que le facteur de nécrose 

tumoral (TNF : Tumor Necrosis Factor), l’interleukine-6 (IL-6), le récepteur du facteur de 

croissance épidermique (EGFR), VEGF ou Notch (51). La majorité des MMP sont sécrétées 

mais certaines sont retrouvées au niveau des membranes dont MMP-2 (52). Certaines de ces 

MMP transmembranaires sont retrouvées au niveau de vésicules extracellulaires permettant 

vraisemblablement d’exercer leur fonction à distance de la cellule (53). 

Leur fonction dans l’angiogenèse est triple : dégradation de la matrice extra-cellulaire pour 

permettre la migration des cellules, relargage de facteurs solubles (pro- et anti- angiogenèse) 

et modulation de certaines voies de signalisation de l’angiogenèse (PDGF : facteur de 

croissance dérivé des plaquettes et VEGF notamment). 

La modulation de la signalisation par les protéines MMP-2, MMP-9 et MMP-14 est essentielle 

au signal transmis par VEGF. L’absence de ces MMP entraîne une absence de signal associé 

à VEGF malgré la présence de VEGFR2 (51). MMP-14 se lie physiquement à PDGF-β et son 

absence dans des souris transgéniques entraine une diminution de sa signalisation ce qui 

entraine un phénotype de vaisseau sanguin anormal avec des péricytes et cellules 

musculaires lisses insuffisamment développés (54). 

La protéine MMP-9 est importante pour l’angiogenèse et l’homéostasie des tissus vasculaires. 

Elle est notamment capable de cliver le VEGF en séparant son domaine de liaison à la matrice 

extra-cellulaire de celui permettant sa liaison à ses récepteurs. Ce clivage modifie sa 

signalisation en facilitant l’agrandissement de vaisseaux préexistants plutôt qu’en augmentant 

l’angiogenèse par bourgeonnement (52). La protéine MMP-9 est synthétisée sous une pro-

forme inactive et est stockée dans des vésicules cytoplasmiques. Quand les cellules 

endothéliales sont quiescentes, la majeure partie des vésicules accumulent MMP-9 en vue 

d’une sécrétion importante et localisée tandis qu’une petite partie des vésicules sécrètent une 

faible quantité de MMP-9 nécessaire à l’homéostasie des cellules endothéliales et des tissus 

environnant (55). Lors d’un signal pro-angiogénique, la sécrétion de MMP-9 est accrue et elle 

est activée par TIMP-1 dans le milieu extra-cellulaire. Cette forme clivée exerce son activité 

protéolytique sous forme soluble ou s’ancre sur des protéines de la matrice extra-cellulaire 

(52). Dans les cellules endothéliales en migration MMP-9 est parfois stockée dans une forme 

active clivée dans ses vésicules intracellulaires de stockage avant sa sécrétion (56). 
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I.2.4.4. Les angiopoïétines 

Les angiopoïétines sont des protéines essentielles au bon déroulement de 

l’angiogenèse et à la maintenance des vaisseaux. Elles sont au nombre de 4 (Ang1-4) et sont 

les ligands des protéines Tie-1 et Tie-2 (Tyrosine kinase with immunoglobulin-like and EGF-

like domains -1 / -2). Tie-1 a pour seule fonction identifiée de former un hétérodimère avec 

Tie-2 pour moduler le signal de ce dernier. Les 4 angiopoïétines se lient à Tie-2 et enclenchent 

une signalisation qui leur est propre. Les plus importantes dans l’angiogenèse sont Ang-1, 

principalement sécrétée par les péricytes et les cellules musculaires lisses ; et Ang-2, 

principalement sécrétée par les cellules endothéliales en réponse à VEGF-A et à l’hypoxie. La 

signalisation associée à la liaison d’Ang-1 à Tie-2 est centrée sur la stabilisation des vaisseaux. 

Tie-2 activée par Ang-1 se relocalise aux jonctions cellules-cellules et inhibe l’apoptose, 

augmente l’expression de Dll4 et la sécrétion de collagène IV (pour reformer la lame basale) 

et favorise l’accumulation de la molécule d’adhérence cellule-cellule VE-Cadhérine (Vascular-

Endothelial Cadherin) aux jonctions cellulaires. Ang-2 serait un agoniste10 faible de Tie-2 et 

aurait de fait un rôle d’antagoniste compétitif de la voie Ang-1 en cas d’activation des cellules 

endothéliales par un signal pro-angiogénique. La faible activation de Tie-2 par Ang-2 limite 

notamment le recrutement de péricytes par les cellules endothéliales et facilite de ce fait leur 

migration, promouvant l’angiogenèse par bourgeonnement (57). Le niveau d’expression de 

Tie-2 semble également directement corrélé avec l’intensité des contraintes de cisaillement 

au sein des vaisseaux (58). 

I.2.4.5. Le Facteur de von Willebrand 

Le Facteur de von Willebrand (vWF) est une glycoprotéine soluble de 220 kDa stockée 

avant sa sécrétion dans le cytoplasme au sein des corps de Weibel-Palade, des vésicules 

recouvertes de clathrine. vWF est impliquée dans la régulation de l’angiogenèse, 

l’inflammation et l’hémostase11. Son inhibition in vivo chez la souris entraine une augmentation 

de leur vascularisation. Son inhibition in vitro entraine une augmentation de la prolifération et 

de la migration des cellules endothéliales. Cet effet serait provoqué par une modification de la 

signalisation de la voie VEGF-VEGFR2, au moyen d’une perturbation de l’activité de l’intégrine 

ανβ3 connue pour ses effets pro- ou anti-angiogéniques selon le contexte. De plus, l’inhibition 

de vWF augmente le niveau de sécrétion d’Ang-2 (un facteur pro-angiogénique agissant en 

synergie avec le VEGF-A comme décrit dans le paragraphe précédent) probablement car vWF 

recrute les corps de Weibel-Palade dans lesquels sont stockées vWF et Ang-2. En l’absence 

de ces corps de Weibel-Palade Ang-2 est sécrétée immédiatement après sa synthèse (59). 

vWF a un rôle de régulateur de la bonne organisation vasculaire mais des différences liées au 

type de cellules et au contexte vasculaire ne sont pas exclues (60),(61),(62). De plus, 

l’expression de vWF est dépendante de la localisation des cellules endothéliales avec une 

expression accrue dans les veines. Son expression est stimulée par l’hypoxie et le VEGF (60). 

I.2.4.6. Le rôle de l’hypoxie, des radicaux libres de l’oxygène et de l’enzyme eNOS 

La concentration en oxygène est un régulateur central de l’angiogenèse. La 

concentration physiologique d’O2 d’un tissu varie de 3% à 5%, lorsque celle-ci diminue elle 

entraine immédiatement une activité accrue du facteur induit par l’hypoxie 1 (HIF-1 : Hypoxia 

Inducible Factor-1) (63). Ce facteur de transcription va induire l’angiogenèse en promouvant 

 
10 Désigne une molécule activatrice du récepteur qu’elle lie 
11 Désigne les mécanismes permettant le retour à un écoulement sanguin normal 
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la transcription de gènes codant pour des facteurs angiogéniques (VEGF, Tie-2, MMP-2, 

MMP-9…). Cette transcription accrue est permise par la liaison de HIF-1 à des séquences 

dites de réponses à l’hypoxie (HRE : Hypoxia Response Element) (64). La voie de signalisation 

simplifiée d’HIF1 est schématisée dans la Figure 6. 

 

Figure 6: Voie simplifiée de HIF1 

NOX : NADPH oxydase ; NOS : oxyde nitrique synthase, ERO1 (Endoplasmic Reticulum 

Oxidoreductin 1). Ces trois protéines et la chaine respiratoire mitochondriale sont les principaux 

générateurs d’espèces radicalaires entrainant l’apparition de radicaux libres de l’oxygène. VHL = Von 

Hippel–Lindau une protéine impliquée dans l’ubiquitinylation de HIF-1α ; HRE (Hypoxia Response 

Element) : élément de réponse à l’hypoxie. – Adaptée de (64) 

L’effet promoteur de HIF-1 est régulé par l’état redox des cellules concernées (Figure 6). 

L’activation de HIF-1 se fait par la liaison entre les sous-unités HIF-1α et HIF-1β, la sous-unité 

HIF-1α en condition normale est constamment hydroxylée par la prolyl hydroxylase (PHD) puis 

dégradée par la voie ubiquitine-protéasome (Figure 6). En condition hypoxique, la PHD a une 

activité diminuée, n’ayant pas d’oxygène disponible, HIF-1α échappe à la dégradation et peut 

se lier à son partenaire HIF-1β puis activer les gènes de facteurs angiogéniques notamment 

VEGF (64). 

Les conditions redox affectent cette interaction, l’acide ascorbique par exemple, semble abolir 

l’activité de HIF-1 in vitro en maintenant l’activité de la PHD en conditions hypoxiques (Figure 
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6 )(65). A l’inverse, une concentration élevée d’espèces réactives de l’oxygène (ROS : reactive 

oxygen species) peut affecter l’état redox du fer du site catalytique de la PHD et par 

conséquent augmenter l’activité de HIF-1. Il a été démontré in vivo qu’un stress oxydatif bref 

engendré par la reperfusion d’un tissu cardiaque placé en hypoxie pendant une courte durée 

(5 à 10 min) est directement responsable d’une augmentation de l’angiogenèse (66). Au sein 

de la cellule, la protéine ERO1 (Endoplasmic Reticulum Oxidoreductin 1) et la NADPH oxydase 

4 (NOX4), sont d’importants générateurs de peroxyde d’hydrogène H2O2. Leur activité et celle 

de la chaine de transport des électrons au sein des mitochondries apparaissent comme les 

plus importantes sources de ROS contribuant à l’angiogenèse physiologique (Figure 6 haut) 

(64). 

L’oxyde nitrique (NO), produit dans les cellules endothéliales par le biais de l’enzyme 

eNOS (endothelial Nitric Oxide Synthase) est un important messager secondaire en tant que 

radical libre à l’état gazeux capable de diffuser librement entre les cellules depuis son site de 

production. Son rôle dans l’angiogenèse repose dans son interaction avec les résidus 

cystéines des protéines. Ceux-ci subissent l’ajout du NO sur leur groupe sulfhydrile lors d’une 

réaction de S-nitrosylation. Cette modification post-traductionnelle des protéines entraine une 

modification de l’activité des protéines cibles (67). Le NO module fortement la voie pro-

angiogénique de HIF-1 vraisemblablement grâce à cette réaction en interagissant directement 

sur la stabilité finale de HIF-1α en modifiant sa Cys533 et peut-être sa Cys800. Son effet serait 

toutefois dépendant de la régularité du signal et des concentrations en oxygène du milieu : les 

flux ponctuels de NO seraient stabilisateurs alors que les flux chroniques seraient 

déstabilisateurs. De plus, en normoxie, le NO serait stabilisateur de HIF-1α alors qu’il serait 

déstabilisateur en condition hypoxique. Les mécanismes d’actions exacts et leur chronologie 

ne sont pas complètement élucidés, mais il apparait que le NO est capable d’inhiber 

directement la PHD probablement du fait de sa nature de radical (Figure 6) lui permettant 

d’augmenter l’angiogenèse par l’action de HIF-1. Paradoxalement, le NO peut également 

faciliter l’action de PHD en lui rendant accessible l’oxygène utilisé par la chaine respiratoire 

mitochondriale. L’action de NO entraine le désassemblage des jonctions adhérentes des 

cellules favorisant ainsi l’initiation de l’angiogenèse en permettant la migration des cellules 

endothéliales. (64). Signe de son implication étroite avec la situation oxydative de la cellule, la 

transcription de eNOS est augmentée en présence de peroxyde d’hydrogène H2O2 (68). Le 

NO est également essentiel à la dissociation de l’endothélium vasculaire lors de l’angiogenèse 

induite par le VEGF. Une S-nitrosylation de la Cys619 de la β-caténine est provoquée suite à la 

production de NO par eNOS et provoque la dissociation de la β-caténine avec les jonctions 

adhérentes permettant la perméabilisation des vaisseaux et donc la migration des cellules 

endothéliales (69). eNOS est surexprimée lors de la liaison du VEGF-A à son récepteur 

VEGFR2 (70). 

I.2.4.7. Voie YAP/TAZ 

Dans les cellules endothéliales, le tandem de la protéine YAP (YES-associated protein) 

et TAZ (Transcription Activator with PDZ binding motif) régule l’expression d’Ang-2 et permet 

le transport de VEGFR2 à la membrane plasmique. Le rôle de YAP/TAZ dans les cellules 

endothéliales est cependant très variable selon l’organe considéré avec une influence 

probable des concentrations en oxygène disponible. Par exemple, son inactivation diminue 

l’angiogenèse dans la rétine alors qu’elle stimule la croissance de vaisseaux sanguins dans 

les os longs en empêchant l’inhibition de HIF-1α qu’il réalise en temps normal (24). 
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I.2.4.8. Le métabolisme des cellules endothéliales 

Le métabolisme des cellules endothéliales est particulièrement spécialisé, la 

génération d’adénosine triphosphate (ATP) se réalise principalement (>80%) par glycolyse 

anaérobie(71) car la génération d’ATP par voie oxydative dans les mitochondries est utilisée 

pour générer des signaux par l’intermédiaire des ROS produits (72). Ces aspects sont résumés 

dans la Figure 7. 

 

Figure 7 Métabolisme simplifié des cellules endothéliales 

Adaptée de (73) 

CE : cellule endothéliale. OXPHOS (OXydative PHOsphorylation) : Phosphorylation oxydative. Les 

cellules endothéliales utilisent principalement la glycolyse pour produire leur ATP en conditions 

quiescente ou active (« Tip cells » ici en guise d’illustration mais les « stalk cells » le sont 

également), vraisemblablement afin de faciliter le transfert d’O2 aux tissus environnants et de 

réserver le métabolisme oxydatif à des fins de signalisation pro-angiogénique par le biais de la voie 

HIF-1. 

La faible consommation d’O2 par les cellules endothéliales facilite sa diffusion en profondeur 

dans les tissus vascularisés (Figure 7 à gauche). Pour subvenir aux besoins énergétiques des 

cellules pendant leur migration, la glycolyse est particulièrement active à leur membrane sous 

les prolongements cellulaires servant à la mobilité (Figure 7 à droite). La glycolyse permet de 

fournir de l’ATP là où les mitochondries sont absentes par le biais d’une cascade enzymatique 

qui se met en place le long des lamellipodes et filopodes entre les filaments d’actine. Le 

blocage de cette cascade entraine un phénotype de cellule quiescente pour les « tip cells » ; 

ce qui montre l’importance de la glycolyse dans leur fonctionnement normal (73). De plus, la 

réponse des cellules endothéliales aux signaux environnants entraine des modifications 

profondes de leur métabolisme nécessaires à leur bonne fonction (74). 

I.2.5. Les molécules d’adhésion de la cellule endothéliale 

L’organisation structurale des cellules endothéliales est essentielle au bon 

fonctionnement du système vasculaire, par conséquent des protéines régulent fortement les 

capacités de liaisons des cellules endothéliales dans l’espace. 
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I.2.5.1. VE-Cadhérine  

La VE-Cadhérine est une molécule transmembranaire ayant un rôle structural pour les 

cellules endothéliales en réalisant des liaisons homophiliques permettant d’assurer la 

cohésion des vaisseaux sanguins dans les jonctions adhérentes (75). Son expression totale 

dans les cellules endothéliales varie peu ou pas et c’est sa localisation qui est modifiée lors 

de la migration des cellules endothéliales en réponse à un signal pro-angiogénique. 

L’élongation des cellules suite à la stimulation angiogénique entraine la diminution de la 

concentration locale de VE-Cadhérine et la perte de jonctions adhérentes. En l’absence de 

ces jonctions, des lamellipodes formés par la polymérisation du cytosquelette d’actine 

protrudent de la cellule et enclenchent la formation de nouvelles jonctions adhérentes quand 

ils rencontrent une autre cellule. Ces jonctions adhérentes ne sont pas permanentes et 

évoluent selon la progression de la migration, tant que les cellules sont allongées, la 

concentration locale de VE-Cadhérine ne peut pas être stable tout le long de la cellule ce qui 

assure une bonne capacité de migration des cellules tant que le signal pro-angiogénique est 

présent. Dans les cellules endothéliales en migration les lamellipodes, et donc les jonctions 

adhérentes, se positionnent principalement au niveau des extrémités de ces cellules 

polarisées. Cette localisation préférentielle aux extrémités permet le maintien des cellules 

entre elles lors de la progression du fuseau (41). 

De plus, lors d’un signal pro-angiogénique induit par le VEGF en concentration suffisante, la 

VE-Cadhérine peut être internalisée. Cette internalisation survient suite à l’activation de 

VEGFR2 par le VEGF comme schématisé dans la Figure 8. 
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Figure 8 : Mécanisme d'internalisation de VE-Cadhérine par VEGFA/VEGFR2 

Figure adaptée de (76). Suite à la liaison de VEGFA sur VEGFR2, celui-ci se dimérise et 

s’autophosphoryle. Cela entraine par le biais de la protéine adaptatrice des cellules T (TSAd) 

l’activation de la tyrosine kinase Src (abbréviation de Sarcoma). Src va phosphoryler VE-Cadhérine, 

ce qui entraine son internalisation et contribue ainsi à la perméabilité des vaisseaux sanguins en 

désassemblant les jonctions adhérentes. La famille des protéines claudines et l’occludine sont des 

protéines transmembranaires impliquées dans l’étanchéité des espaces entre les cellules. 

L’internalisation de la VE-Cadhérine suite à la liaison de VEGFA sur VEGFR2 (Figure 8), 

favorise la perte des jonctions adhérentes et accroit la perméabilité vasculaire et la migration 

des cellules endothéliales lors de l’angiogenèse (76). La présence membranaire de VE-

Cadhérine est essentielle à l’anastomose des « tip cells » en fin de migration. Elle est 

également indispensable dans la maturation normale des vaisseaux sanguins pendant 

l’angiogenèse (43). 

Une forte expression membranaire, non polarisée, de VE-Cadhérine est généralement une 

indication de vaisseaux matures quiescents (77). Elle peut réprimer les signaux angiogéniques 

induits par le VEGF, si ce dernier est peu concentré, car elle est capable de former un 

complexe avec VEGFR2 et de recruter des phosphatases le déphosphorylant. Cela l’inactive 

et inhibe l’action du VEGF sur les cellules endothéliales quiescentes. 

La VE-Cadhérine peut être inactivée par différents mécanismes. L’activation de la migration 

des cellules endothéliales entraine une forte glycolyse qui favorise l’endocytose de VE-

Cadhérine ce qui diminue son expression à la membrane sans avoir recours à la signalisation 

par le VEGF (78). L’enzyme MMP-9 est capable de cliver la VE-Cadhérine et accroît ainsi la 

perméabilité de vaisseaux sanguins in vitro et ex vivo (79). 
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I.2.5.2. PECAM-1 

La protéine PECAM-1 (Platelet/Endothelial Cell Adhesion Molecule-1) également 

identifiée comme CD31 est une protéine transmembranaire de 130 kDa de la famille des 

immunoglobulines formant des liaisons homophiliques avec son extrémité extra-cellulaire. 

C’est la protéine la plus importante en nombre dans les jonctions cellulaires des cellules 

endothéliales. Elle est essentielle au fonctionnement vasculaire normal, son absence 

entrainant une perte de l’étanchéité des vaisseaux mais également, paradoxalement, des 

défauts majeurs de migration des cellules endothéliales. Cette dernière fonction provient d’une 

action déphosphorylante des kinases des adhésions focales (FAK) que son domaine 

cytoplasmique, quand il est phosphorylé, réalise en combinaison avec la phosphatase à 

tyrosine SHP-2. La déphosphorylation des FAK modifie l’activité de la protéine G RhoA et 

permet la mobilité des cellules endothéliales. En conséquence, l’absence de PECAM-1 inhibe 

in vitro la formation de tubules multicellulaires par des cellules endothéliales cultivées sur du 

MatrigelTM dans un milieu pro-angiogénique. Le domaine intracellulaire de PECAM-1 jouerait 

également un rôle dans leur survie en inhibant une voie apoptotique intrinsèque (80). C’est 

une protéine importante pour la transmission des forces mécaniques, comme le stress de 

cisaillement du flux sanguin, aux cellules endothéliales et à leur adaptation à ces forces (81). 

Elle diffuse librement dans la membrane et son accumulation aux jonctions cellulaires serait 

essentiellement passive. De grandes zones enrichies en PECAM-1 se forment petit à petit aux 

zones de contact cellules-cellules et leur présence est proportionnelle à l’état de maturité du 

vaisseau (82). Ces zones enrichies en PECAM-1 sont généralement dénuées d’actine, de 

myosine et de VE-Cadhérine (81). 

I.2.6. Une signalisation riche 

De très nombreux facteurs de croissance et voies de signalisation ont des fonctions 

dans l’angiogenèse, bien que non étudiées dans les présents travaux les acteurs suivants 

présentent une importance particulière au sein de l’angiogenèse : 

I.2.6.1. Endomucine 

L’endomucine, aussi appelée sialomucine, endomucine- 1/2 ou mucine-14, est une 

glycoprotéine transmembranaire exprimée par les cellules endothéliales et qui selon sa 

glycosylation peut être pro ou antiadhérente (83). Elle est également essentielle au signal pro-

angiogénique transmis par VEGF : son absence inhibe la prolifération, la migration et la 

tubulogenèse induite par VEGF in vitro et entraine un défaut d’angiogenèse in vivo (84). Son 

domaine extra-cellulaire aurait notamment pour fonction de permettre l’internalisation de 

VEFGR2 suite à sa liaison avec le VEGF (85). 

I.2.6.2. VCAM-1 

La molécule d’adhérence des cellules vasculaires 1 (VCAM-1 : Vascular Cell Adhesion 

Molecule. Aussi appelée CD106) est une protéine transmembranaire qui permet l’adhésion 

des cellules immunitaires à l’endothélium vasculaire pendant l’inflammation. Elle permet de 

réguler la migration des lymphocytes B et T ainsi que celle des précurseurs hématopoïétiques. 

Elle existe également sous forme soluble où elle sert de gradient chimiotactique positif pour 

les monocytes (83). Lors de la réponse à l’inflammation, son expression est augmentée par le 

TNF-α sécrété par les lymphocytes se dirigeant vers la zone d’inflammation. Sa liaison avec 

l’intégrine α4β1 des lymphocytes entraine un remodelage des adhérences cellulaires et une 
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sécrétion de MMP permettant la perméabilisation de l’endothélium vasculaire et la migration 

des lymphocytes (86). 

I.2.6.3. Des voies complémentaires au VEGF : PDGF et FGF 

La voie de signalisation du facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), et celle 

du facteur de croissance des fibroblastes (FGF : Fibroblast Growth Factor) sont deux voies de 

signalisation distinctes mais participant à la régulation de l’angiogenèse en activant une 

signalisation proche de la voie VEGF.  

PDGF est composé de 5 membres : les homodimères de PDGF- A à -D et un hétérodimère 

AB. Ils se lient aux récepteurs à activité tyrosine kinase PDGFR-α ou -β et stimulent la survie, 

la prolifération et la migration des cellules endothéliales. Une suractivation de cette voie PDGF 

est suffisante pour enclencher l’angiogenèse tumorale.  

La famille protéique des FGF est composée de 18 membres capables de se lier aux 4 

récepteurs à activité tyrosine kinase FGFR-1 à -4 qui une fois activés ont une fonction de 

stimulation de la prolifération, de la migration et d’autres effets pro-angiogéniques chez les 

cellules endothéliales où l’on retrouve principalement FGFR-1 et un peu de FGFR-2. La voie 

FGF fonctionne généralement en synergie avec VEGF et PDGF pour amplifier l’angiogenèse 

(87). 

I.2.6.4. EphrinB2/EphB4 

Le récepteur B4 des hépatomes produisant de l’érythropoïétine (EphB4), et son ligand 

EphrinB2 sont deux protéines transmembranaires de la famille des récepteurs à activité 

tyrosine kinase. Ils forment une importante voie de communication bidirectionnelle cellule-

cellule qui joue un rôle dans le développement du système vasculaire, la spécification 

veine/artère, la réparation des vaisseaux et l’angiogenèse pathologique. Ils jouent également 

une importante fonction dans l’induction de l’angiogenèse par le VEGF en étant essentiels à 

la bonne fonction de la voie VEGF-Dll4/Notch décrite en partie I.2.4.2 (88). 

I.2.7. Le rôle des contraintes mécaniques dans l’angiogenèse 

Les contraintes mécaniques générées par le flux sanguin sont responsables en partie 

d’une grande diversité de phénotypes de la cellule endothéliale. Elles sont également 

essentielles à la maturation des vaisseaux sanguins notamment lors du remodelage par 

intussusception qu’elles régulent. Ces contraintes ont également une influence sur 

l’angiogenèse par bourgeonnement où le stress de cisaillement exercé dans et autour d’un 

vaisseau joue un rôle significatif (17). Il a par exemple été montré qu’un stress de 1 Pa au sein 

de la lumière du vaisseau ou transmural (contre son enveloppe extérieure, par exemple en 

cas de fuite de fluide interstitiel autour du vaisseau) entraine son bourgeonnement 

indépendamment de l’état de maturation du vaisseau préexistant. En plus d’initier le 

phénomène, le maintien de ce stress de cisaillement est nécessaire à la poursuite du 

bourgeonnement, son arrêt entrainant celui du processus. Le flux transmural dirigerait 

également le bourgeonnement le long du gradient de pression généré. Le stress de 

cisaillement appliqué par le flux sanguin est également capable de réguler négativement le 

bourgeonnement induit par le VEGF en supprimant le signal pro-angiogenèse dans des 

vaisseaux nouvellement formés et perfusés avec succès (89). Les caractéristiques d’un flux 

auquel des cellules endothéliales sont exposées peuvent avoir une influence majeure sur leur 

signalisation. Un flux laminaire continu diminue les signaux inflammatoires, inhibe l’apoptose 
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de cellules endothéliales et entraine une sécrétion accrue de NO. Un flux turbulent discontinu 

entraine quant à lui un phénotype pro-inflammatoire des cellules endothéliales avec une 

expression importante de molécules d’adhérence comme VCAM-1 servant à l’extravasation 

des cellules immunitaires à travers l’endothélium (90). 

Similairement, le rôle mécanique de l’environnement extracellulaire des cellules endothéliales 

est essentiel dans toutes les étapes de la vie d’un endothélium : 

- la force de l’adhérence des cellules endothéliales est liée à la rigidité de 

l’environnement (matrice extra-cellulaire) avec, à priori, une force d'adhérence 

croissante avec la rigidité. L’adhérence en retour influence directement le 

comportement cellulaire : apoptose si trop faible, « différenciation » si moyenne 

(acquisition d’un phénotype de « tip cell »), prolifération si forte (comme pour les 

« stalk cells » lors du bourgeonnement lorsqu’une nouvelle matrice extracellulaire 

est formée autour du bourgeon). Des excès de rigidité peuvent cependant conduire 

à des inhibitions de l’angiogenèse mais la réponse des cellules endothéliales est 

fortement dépendante du tissu dans lequel elles forment un vaisseau (91). 

- La vitesse de migration des cellules endothéliales est directement liée à la rigidité 

de leur environnement. Un équilibre dans sa rigidité est nécessaire, s’il est trop 

souple, les mouvements des cellules sont ralentis et si celui-ci est trop rigide, leur 

capacité à s’organiser en réseau complexe est diminuée. Les gradients de rigidité 

générés pendant la dégradation de la matrice extracellulaire par les « tip cells » 

favorisent et orientent la migration du bourgeon. La diminution de la rigidité promeut 

la migration des cellules endothéliales et leur acquisition du phénotype de « tip 

cell ». La matrice nouvellement générée autour de l’axe de migration permet de 

fournir aux « stalk cells » une force d’adhérence satisfaisante pour proliférer (91). 

- Lors de la maturation du vaisseau, la rigidité environnante impacte le recrutement 

des cellules murales supportrices. Une rigidité accrue augmente le nombre de 

péricytes et de cellules musculaires lisses se positionnant autour du nouvel 

endothélium (91). 

I.3. Le tissu osseux 

I.3.1. Généralités sur le tissu osseux 

Le tissu osseux forme des organes, les os, qui sont un mélange de matrice minérale et 

organique. Ils sont créés et entretenus par les cellules osseuses. Le tissu osseux dans son 

ensemble est extrêmement dynamique avec des fonctions variées et complètement 

indispensables au bon fonctionnement de l’organisme. En effet, le tissu osseux joue un rôle 

dans : 

- la mobilité de l’organisme en fournissant un ancrage aux muscles squelettiques par 

les tendons afin de permettre des mouvements complexes. 

- La protection physique des organes vitaux avec des structures spécialisées, 

notamment la boîte crânienne pour le cerveau, la colonne vertébrale pour la moelle 

épinière et la cage thoracique pour le cœur et les poumons. 

- La production de composés essentiels à la survie en servant de refuge pour les 

cellules souches hématopoïétiques, responsables notamment de la production des 

globules rouges, globules blancs et plaquettes. 
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- L’équilibre métabolique et énergétique. D’une part, ll sert de réservoir de 

métabolites grâce à sa composition riche en minéraux, permettant un accès aisé 

aux ions calciums et phosphates. D’autre part, il régule des mécanismes comme la 

thermogenèse dans les adipocytes ou la sécrétion d’insuline dans le pancréas au 

moyen de sécrétions endocrines (92). 

I.3.2. Organisation générale du tissu osseux 

On retrouve un total de plus de 200 os dans le corps humain adulte. Ceux-ci se 

rencontrent sous diverses formes décrites anatomiquement en tant qu’os longs (tibia, 

radius…), plats (côtes, plaques crâniennes…), courts (métacarpes…), sésamoïdes 

(patella…), ou encore irréguliers (vertèbres…). 

Ces différentes formes d’os sont la résultante de l’organisation spatiale des deux types d’os 

composant le tissu osseux : l’os compact, aussi appelé cortical (lamellaire ou haversien) et l’os 

spongieux ou trabéculaire (93). Ces types d’os bien que d’organisation différente sont 

composés de deux phases : 

- une phase organique faite de protéines de la matrice extracellulaire essentiellement 

(90%) de type collagènes (majoritairement de type 1). Le reste des protéines 

matricielles étant constitué de protéoglycanes (protéines sur lesquelles sont greffés 

des sucres) tels que la décorine, le biglycane, le lumicane ou l’ostéoadérine. Enfin, 

on retrouve des protéines essentielles aux fonctions du tissu osseux comme 

l’ostéocalcine (OCN), l’ostéonectine, l’ostéopontine (OPN), et des facteurs de 

croissance dont la famille des protéines morphogénétiques osseuses (BMP : Bone 

Morphogenetic Protein) (94). 

- Une phase inorganique principalement faite d’ions calciums et phosphates sous la 

forme de cristaux d’hydroxyapatite carbonatée et avec des substitutions de 

monohydrogénophosphate, de formule chimique approchée 

Ca8.3(PO4)4.3(CO3)x(HPO4)y(OH)0.3 avec (x + y) = 1,7 et x augmentant avec l’âge de 

l’individu. Le pourcentage massique de CO3 varie de 5% à 9% selon l’os et l’âge 

de l’individu (95). On retrouve dans cette phase de nombreux autres ions sous 

forme de traces : hydrogénocarbonate, sodium, potassium, citrate, magnésium, 

carbonate, fluor, zinc, baryum, strontium… (94), (96). 

Les cristaux de la phase inorganique se présentent sous forme de plaquettes nanométriques 

(environ 15-20 nm de long pour 7-15 nm de large avec une épaisseur de 2 à 4 nm) et 

s’orientent le long des fibres de collagène (97), (98). Le dépôt de l’hydroxyapatite s’initie au 

sein des fibres de collagène au niveau d’une séquence de répétition longitudinale présente 

tous les 670 Å. La croissance de la phase minérale autour du germe initial finit par occuper 

tout l’espace disponible autour de la phase organique. Ces deux phases forment un tissu 

composite minéralisé quand l’échafaudage créé par les fibres de collagènes est rempli 

d’hydroxyapatite (99). 

I.3.2.1. L’os compact 

L’os compact représente environ 80% du squelette total, c’est un type d’os dense 

(porosité habituelle <5%) et solide qui recouvre l’os spongieux situé au cœur des os. Son 

organisation et son positionnement dans un os est représenté dans la Figure 9 : 
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Figure 9: Anatomie de l'os compact et aperçu de l'os spongieux 

Gauche : os compact. Droite : aperçu de l’os spongieux décrit en partie I.3.2.2 

Adaptée de (100) 

L’os compact vu dans la Figure 9 en coupe schématisée s’organise en sous-unités appelées 

ostéons, ostéones ou systèmes de Havers. Ces sous-unités sont des structures cylindriques 

de 400 nm de long et 200 nm de large et au nombre estimé de 21 x 106 chez l’adulte. Elles 

sont composées de lamelles de matrice minéralisée concentriques et sont connectées entre 

elles longitudinalement par un canal en leur centre appelé canal de Havers et 

transversalement par les canaux de Volkmann. Ces deux types de canaux sont traversés de 

capillaires et de terminaisons nerveuses (non représentées dans la Figure 9) permettant le 

transport de nutriments et l’innervation des os. On retrouve entre les lamelles osseuses des 

ostéocytes (Figure 9 en haut à droite) qui sont des cellules spécialisées dans la maintenance 

et la veille de l’os. Ces cellules sont connectées entre elles grâce à des canaux appelés 

canalicules où des prolongements cytoplasmiques se positionnent et se connectent avec ceux 

des cellules voisines au moyen de jonctions communicantes, ces cellules forment ainsi un 

syncytium fonctionnel. Les os compacts sont recouverts d’une couche fibreuse appelée 

périoste présente sur toute leur surface externe (Figure 9 à gauche) à l’exception des zones 

de cartilage articulaire (101). 

Ce périoste est particulièrement important pour la croissance osseuse et la réparation de 

fracture. Il est composé de deux couches tissulaire (non représentées sur la Figure 9), une 

externe fibreuse et une interne appelée cambium, comportant de nombreuses cellules en 

contact avec l’os compact sous-jacent. La couche externe est elle-même composée de deux 

sous-couches : une inélastique externe composée de collagène, de fibroblastes et d’un 

important réseau neurovasculaire qui vient alimenter et innerver la surface et l’intérieur de l’os 
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sous-jacent. La sous-couche interne est quant à elle fortement élastique dû à sa composition 

majoritairement faite de fibres élastiques et de collagène. Le cambium possède des cellules 

souches mésenchymateuses, des cellules ostéoprogénitrices, des ostéoblastes, des 

fibroblastes et un important réseau vasculaire qui apporte avec lui des péricytes ayant un 

potentiel ostéoblastique. Enfin, toutes les couches du périoste sont ancrées à la surface de 

l’os compact par de grandes fibres de collagènes appelées fibres de Sharpey (102). 

Similairement, l’endoste (non représenté sur la Figure 9) est un tissu conjonctif situé sur 

l’intégralité de la surface interne de l’os au sein des canaux de Havers, des canaux de 

Volkmann, de la niche de la moelle osseuse et de l’os spongieux. Il est composé de 

nombreuses cellules avec un potentiel ostéoblastique important permettant une réparation 

efficace de l’os. 

I.3.2.2. L’os spongieux 

L’os spongieux représente environ 20% du squelette total, il s’organise en structures 

ressemblant à des nids d’abeille offrant un important espace au sein des os qu’il compose tout 

en offrant une résistance à la compression en toute direction (visible à droite de la Figure 9). 

La Figure 10 présente schématiquement l’os spongieux. 

 

Figure 10 : Anatomie d'un trabécule d'os spongieux en remodelage 

Figure adaptée de (103) 

L’os spongieux (Figure 10 à gauche) est formé de sous-unités appelées trabécules allant d’une 

taille de 50 nm à 400 nm et constituées de lamelles de matrice minéralisée concentriques 

séparées par des canalicules et organisées en demi-lune, vues en coupe (Figure 10 à droite). 

Ces trabécules seraient environ 14 x 106 chez l’adulte et possèderaient une surface totale 

d’environ 7 m² au sein des os et à la surface de laquelle est présent l’endoste (101). 
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I.3.2.3. Description d’un os long 

Les os longs sont généralement ceux le plus soumis au stress mécanique et donc ceux 

qui possèdent la meilleure résistance aux tensions. Leur fonction dans la motricité en fait aussi 

les os les plus fréquemment endommagés lors de traumatismes (104). Pour ces raisons ce 

sont des os très étudiés car leur bonne réparation est une condition essentielle à un regain de 

leurs propriétés mécaniques ainsi qu’à un retour à une qualité de vie normale suite à un 

traumatisme osseux important. 

La Figure 11 présente schématiquement un os long (ici un fémur) : 

 

Figure 11 : Anatomie d'un os long 

Figure adaptée de (103) 

Les os longs (Figure 11) sont composés de trois zones : 

- une partie centrale creuse appelée diaphyse. 

- Deux parties médianes en cône appelées métaphyses. 

- Deux parties distales arrondies que sont les épiphyses. 
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La diaphyse est essentiellement de l’os compact alors que les métaphyses et les épiphyses 

sont essentiellement de l’os spongieux recouvert d’une fine couche d’os compact. L’intérieur 

de la diaphyse est un long conduit appelé canal médullaire. Il est tapissé d’endoste et contient 

de la moelle osseuse jaune ayant peu de cellules souches hématopoïétiques car 

essentiellement composée d’adipocytes, de vaisseaux sanguins et de nerfs connectés. L’os 

spongieux des métaphyses et des épiphyses accueille principalement de la moelle rouge 

impliquée notamment dans la production d’hématies (101). 

I.3.2.4. Description d’un os plat 

Les os plats sont schématisés dans la Figure 12 :  

 

Figure 12 : Anatomie d'un os plat 

Figure adaptée de (103) 

La composition d’un os plat (Figure 12) se résume à deux couches :  

- un os compact fin formant une coque autour de l’os, 

- une zone centrale d’os spongieux. 

Dans un être humain adulte, les os les plus nombreux sont les os plats (côtes, plaques 

crâniennes…) et ils accueillent environ 80% de la moelle osseuse rouge produisant 

notamment les hématies (101). 

I.4. Les cellules du tissu osseux 

Un tissu osseux est formé et entretenu par les interactions de quatre types de cellules : 

les ostéoblastes, les ostéoclastes, les cellules bordantes de l’os et les ostéocytes. Les cellules 

bordantes de l’os et les ostéocytes sont des ostéoblastes en veille et dans un état de 

différenciation avancée situés respectivement à la surface de l’os ou au sein de l’os (94). 

I.4.1. Les ostéoblastes 

Les ostéoblastes matures sont des cellules cuboïdes capables de créer de l’os. Elles 

sont dérivées des cellules stromales mésenchymateuses (CSM) et représentent de 4 à 6% de 
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toutes les cellules nichant dans et sur l’os. Ce sont des cellules au phénotype typique de 

cellules polarisées sécrétrices de protéines : elles possèdent un réticulum endoplasmique 

rugueux12 très développé et un important appareil de Golgi13. On observe sous la membrane 

plasmique de nombreuses vésicules sécrétoires orientées vers la surface de l’os. Une fois 

matures, certains ostéoblastes ont des prolongements cytoplasmiques s’enfonçant dans l’os 

et atteignant les ostéocytes présents au cœur du tissu osseux sous-jacent. Après cette 

maturation, les ostéoblastes peuvent emprunter trois voies : la mort par apoptose, devenir des 

cellules bordantes de l’os ou devenir des ostéocytes (94). 

La différenciation de CSM en ostéoblastes est un phénomène essentiel pour le modelage, 

remodelage et la réparation osseuse. Des gènes spécifiques sont activés pour diriger la 

différenciation des CSM vers les progéniteurs ostéochondraux. Les gènes nécessaires aux 

différents devenirs des CSM sont illustrés dans la Figure 13. 

 

Figure 13 : Différenciation et devenir final des ostéoblastes matures 

OSX : ostérix ; DLX5 (Distal-less homeobox 5) ; BSP2 (Bone sialoprotein II) : sialoprotéine osseuse 

de type II. Adaptée de (105) 

La différenciation des CSM en pré-ostéoblastes (Figure 13) se fait en réponse, dans la majorité 

des cas, à l’activation de la voie des protéines morphogénétiques osseuses (BMP) ou de la 

 
12 Le réticulum endoplasmique rugueux est un organite orienté vers la production de protéines 
13 L’appareil de Golgi est un organite de tri, de modification et de sécrétion des protéines 
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voie de Wnt (wingless-related integration site) : Wnt/β-Caténine. La signalisation par la voie 

Wnt est un acteur essentiel du remodelage osseux en empêchant la différenciation des CSM 

vers les lignées adipocytaires et chondrocytaires. Pour diriger les progéniteurs vers le stade 

de pré-ostéoblaste, l’expression des protéines ostérix, Dlx5 (Distal-less homeobox 5) et le 

facteur de transcription apparenté à Runt 2 (Runx2 : Runt-related transcription factors 2) est 

nécessaire (105). Runx2 est par ailleurs un facteur de transcription indispensable à cette 

différenciation, son absence entrainant une absence d’ostéoblastes (94)(105). Une fois à l’état 

de pré-ostéoblastes, ces cellules vont se différencier en ostéoblastes matures en exprimant 

séquentiellement différentes protéines qui sont schématisées sur la Figure 14. Les 

ostéoblastes matures peuvent ensuite mourir par apoptose, devenir des cellules bordantes de 

l’os ou des ostéocytes qui sont des cellules détaillées ultérieurement dans les parties 0 et I.4.3 

respectivement. 

 

Figure 14: Comportement de pré-ostéoblastes et temporalité d'expression de marqueurs 

ostéogéniques typiques 

Figure extraite de (106). ALP = Phosphatase Alcaline, COL = Collagène 1, OSN = Ostéonectine, 

OPN = Ostéopontine, OSC = Ostéocalcine 

Un pré-ostéoblaste (Figure 14) entame une phase de prolifération puis de différenciation. Au 

cours de leur différenciation, ces pré-ostéoblastes expriment Col1A1 et maturent jusqu’à 

produire de la phosphatase alcaline (ALP : Alkaline Phosphatase). Au cours de la maturation, 

ces cellules s’agrandissent et prennent leur forme cuboïde typique. Elles augmentent leur 

expression de la protéine ostérix, sécrètent des protéines de la matrice organique de l’os 

comme l’OCN, l’OPN, la sialoprotéine osseuse de type I et II (BSP I//II), l’ostéonectine et le 

collagène de type 1. L’OPN possède un domaine de liaison à l’hydroxyapatite et un domaine 

de liaison à motif RGD (Arginine – Glycine – Acide aspartique). Ce motif peptidique permet sa 

liaison aux cellules par le biais des intégrines ανβ3 et par conséquent des cellules à l’os (107). 

L’OPN augmente donc l’adhérence des ostéoblastes et ostéoclastes à l’os. Sa présence 

augmente l’activité des ostéoclastes par sa liaison avec l’intégrine ανβ3 (108). Elle agit aussi 

en tant que facteur régulateur de la minéralisation osseuse en limitant la cristallisation de 

l’hydroxyapatite (109), (110). L’OCN est la protéine la plus abondante de la matrice organique 

de l’os après le collagène. Elle est exprimée uniquement par les ostéoblastes et sa fonction 

précise dans l’os est encore mal connue mais des études suggèrent un rôle régulateur de la 

minéralisation en limitant la vitesse de minéralisation. Une étude récente renforce cette 
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hypothèse en montrant qu’elle est essentielle à la bonne orientation des cristaux 

d’hydroxyapatite et donc renforce la résistance mécanique de l’os (111). De plus, elle agirait 

de concert avec l’OPN et le collagène en formant des réseaux protéiques capables de 

stabiliser les sites de fractures et de prévenir leur agrandissement (112). 

En plus de ces protéines sécrétées, la présence de la protéine connexine 43 qui permet aux 

ostéoblastes de former des jonctions communicantes est essentielle à leur maturation, à la 

synchronisation des cellules lors du remodelage osseux et à la formation des ostéocytes (94). 

I.4.2. Les cellules bordantes de l’os 

Les cellules bordantes de l’os sont des ostéoblastes redevenus quiescents qui se sont 

aplatis et recouvrent la surface de l’os en l’absence de résorption ou de formation osseuse. 

Leur phénotype est typique de cellules quiescentes avec un noyau lui-même aplati, un 

réticulum endoplasmique et un appareil de Golgi peu développés. Elles conservent leurs 

jonctions communicantes grâce à la connexine 43 et certaines de ces cellules sont en contact 

avec les ostéocytes situés au cœur de l’os grâce à des prolongements cytoplasmiques formant 

un réseau connecté de cellules osseuses en veille. Elles joueraient un rôle de gestion de 

l’activité des ostéoclastes. Elles serviraient en effet de protection de la surface de l’os contre 

l’agression incontrôlée des ostéoclastes en leur en empêchant l’accès. Elles peuvent 

également moduler leur différenciation en étant capable de sécréter de l’OPG et le ligand de 

l’activateur du récepteur du facteur nucléaire Kappa-B (RANKL : Receptor Activator of Nuclear 

factor Kappa-B Ligand) comme évoqué ultérieurement (I.4.4) (94). Lors du remodelage osseux 

elles sont responsables de la formation de la canopée qui isole la zone remodelée (99). Elles 

sont également essentielles à la résorption osseuse en dégradant les fibrilles de collagène 

après le passage des ostéoclastes ce qui est une étape nécessaire à la déposition d’os 

nouveau par les ostéoblastes (113). 

I.4.3. Les ostéocytes 

Les ostéocytes sont d’anciens ostéoblastes matures redevenus partiellement 

quiescents une fois encastrés dans le tissu osseux qu’ils synthétisaient. Ils expriment des 

protéines caractéristiques comme la sclérostine ou la protéine de la matrice de la dentine 1. 

La sclérostine, codée par le gène SOST est sécrétée par les ostéocytes, c’est une protéine 

centrale dans l’homéostasie du tissu osseux. Elle inhibe la voie Wnt et donc la différenciation 

de CSM en précurseur ostéoblastique (voie de signalisation normale en Figure 13), ce qui 

limite l’ostéogenèse dans leur environnement (114). Les ostéocytes représentent de 90 à 95% 

des cellules présentes au sein de l’os avec une durée de vie très élevée, des cellules âgées 

de 25 ans ayant été identifiées. Ce sont des cellules d’apparence dendritiques (avec de 

nombreux et fins prolongements) mais dont la morphologie précise dépend du type d’os 

qu’elles occupent (94). Le cloisonnement imposé aux ostéoblastes par l’os nouvellement 

formé serait un signal essentiel à l’induction de la différenciation en ostéocyte. Les 

mécanismes responsables ne sont pas encore identifiés mais un rôle de l’hypoxie, de l’arrêt 

de la prolifération et d’une signalisation par les intégrines sur toute la surface de la cellule sont 

des hypothèses envisagées (115). Suite à cet encastrement dans l’os, les ostéoblastes en 

cours de différenciation diminuent leur activité sécrétrice et développent des prolongements 

cytoplasmiques se connectant aux ostéocytes préexistants et aux cellules à la surface de l’os 

grâce aux jonctions communicantes permises par la connexine 43. 



Arthur Brunel | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 51 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

L’os est par conséquent traversé en toute part d’un réseau cellulaire capable d’échanger 

rapidement des petites molécules. De plus, les lacunes dans lesquelles sont situées les 

ostéocytes se trouvent à proximité des capillaires pour leur permettre de recevoir nutriments 

et oxygène. Ces lacunes permettent aussi le mouvement de fluides interstitiels. La mort par 

apoptose des ostéocytes signalant un tissu dégradé ou mal alimenté est un signal déclencheur 

de la résorption osseuse. Les ostéocytes sont capables de ressentir les forces mécaniques 

exercées sur eux, supposément par un complexe protéique spécialisé ou/et par les 

déformations de leur cytosquelette. Suite au signal ressenti, ils réguleraient l’activité des 

ostéoblastes et ostéoclastes environnants permettant, par exemple, le renforcement d’un tissu 

osseux fortement sollicité mécaniquement (94). 

I.4.4. Les ostéoclastes 

Les ostéoclastes sont des cellules multinucléées au bout de leur voie de différenciation 

et sont issues des cellules souches hématopoïétiques. La différenciation de pré-ostéoclastes 

en ostéoclastes matures capables de fusionner entre eux passe par le facteur central connu 

sous le nom de ligand de l’activateur du récepteur du facteur nucléaire Kappa-B (RANKL) 

identifié en 1999 (116), (117). Il est indispensable tant in vitro qu’in vivo pour la différenciation 

de pré-ostéoclaste en ostéoclaste mature (118, 119). RANKL est exprimé, entre autres, à la 

surface d’ostéoblastes et interagit avec l’activateur du récepteur du facteur nucléaire Kappa-

B (RANK : Receptor Activator of Nuclear factor Kappa-B) à la surface des pré-ostéoclastes. 

Ce dernier est exprimé en présence du facteur stimulateur des colonies de macrophages (M-

CSF : Macrophage colony-stimulating factor) et stimule leur différenciation en ostéoclastes. La 

différenciation peut être inhibée par l’ostéoprotégérine (OPG) qui se lie à RANKL et l’empêche 

d’activer RANK. L’OPG est exprimée par les ostéoclastes matures mais également par les 

ostéoblastes et les cellules bordantes de l’os et participe à la communication juxtacrine entre 

ces cellules. 

RANKL peut être clivé par des MMPs ce qui génère une forme soluble (120, 121) qui conserve 

une activité (122) (121). Une inhibition du clivage par knock-out (KO) de MMP14 dans une 

coculture ostéoblastes/ostéoclastes conduit à une augmentation de l’ostéoclastogenèse 

suggérant que la forme soluble est moins efficace que la forme membranaire (120), (94). 

RANKL est exprimé principalement dans des cellules mésenchymateuses et dans les 

ostéocytes, qui l’expriment environ 10 fois plus que les ostéoblastes. L’ostéoclastogenèse, la 

formation d’ostéoclastes matures, n’est pas contrôlée exclusivement par les ostéocytes malgré 

cette forte expression de RANKL car l’expression d’OPG par les ostéoblastes et les cellules 

bordantes de l’os doit être réprimée. L’ostéoclastogenèse est un processus impliquant toutes 

les cellules osseuses d’une zone à remodeler (123). Le contrôle de cette régulation évolue 

avec l’âge de l’individu. Des travaux supprimant l’expression de RANKL dans différents types 

cellulaires chez la souris, montrent que chez les individus jeunes, les sources de RANKL sont 

aussi des chondrocytes hypertrophiques présents dans les plaques de croissance (structure 

à l’extrémité des os longs où celui-ci gagne en taille), et des ostéoblastes mais pas des 

ostéocytes. Chez des souris âgées, les ostéoblastes ne participent plus à la présentation de 

RANKL et les ostéocytes prennent le relais (123–125). 

L’interaction RANKL/RANK promeut l’expression de NFATc1 (Nuclear factor of activated T-

cells, cytoplasmic 1), qui est le facteur de transcription central de l’ostéoclastogenèse, et de la 

protéine DC-STAMP (Dendrocyte expressed seven transmembrane protein). Ces deux 

facteurs centraux stimulent des voies de transcription nécessaires à l’expression de gènes 
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spécifiques des ostéoclastes comme la phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP : 

Tartrate-resistant acid phosphatase) et la cathepsine K (126). 

I.4.5. Interactions entre cellules osseuses 

I.4.5.1.1. Le remodelage osseux et l’unité multicellulaire de base 

Malgré son apparence minérale et figée dans le temps, les os sont en constant remodelage 

grâce à l’action simultanée des unités multicellulaires de base (UMB, BMU en anglais : Basic 

Multicellular Unit) permettant de renouveler jusqu’à 10% du tissu osseux chaque année (127). 

Ces UMB sont des petites structures couplant l’activité de résorption des ostéoclastes à 

l’activité de déposition de l’os des ostéoblastes lors du cycle de remodelage. Ce cycle se 

réalise en cinq étapes : l’activation, la résorption, l’inversion, la formation et la terminaison. Ce 

cycle est réalisé petit à petit à différents endroits simultanément (sans coordination temporelle 

des phases du remodelage) sur l’ensemble du tissu osseux par les UMB. Cela permet son 

renouvellement constant, entrainant sa réparation, son renforcement et la libération des 

espèces chimiques de la phase minérale en fonction des besoins (99). La structure 

schématisée d’une UMB est présentée dans la Figure 15 : 

 

Figure 15 : Anatomie simplifiée d'une unité multicellulaire de base (UMB) et du compartiment de 

remodelage osseux 

Extraite depuis (128) 

La composition d’une UMB (Figure 15) est faite d’ostéoclastes, d’ostéoblastes et est alimentée 

par un capillaire sanguin. Elle est cloisonnée dans l’espace par un tissu conjonctif la 

recouvrant, appelé canopée, formé par les cellules bordantes de l’os et délimitant un 

compartiment de remodelage osseux. Structurellement, on peut identifier trois « régions » au 

sein d’une UMB. Premièrement, la canopée formée par des cellules bordantes de l’os et 

connectée à un capillaire de la moelle osseuse. Ce capillaire permet l’alimentation des cellules 

de l’UMB et permet aux précurseurs ostéoclastiques d’atteindre le site de remodelage. 

Deuxièmement, la surface de l’os où sont situés les ostéoclastes matures et les ostéoblastes. 

Les premiers résorbent l’os et sont suivis par les seconds qui déposent de l’os néoformé. 

Troisièmement, l’intérieur de l’os en remodelage et les ostéocytes qui régulent le processus 

en participant au recrutement des ostéoclastes grâce à M-CSF et à leur maturation avec la 



Arthur Brunel | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 53 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

signalisation RANKL et OPG (évoqué en partie I.4.4). En parallèle, la sécrétion de la 

sclérostine par les ostéocytes limite la formation osseuse en bloquant la voie Wnt essentielle 

à la différenciation des CSM en pré-ostéoblastes comme évoqué en partie I.4.1. La sclérostine 

est essentielle au bon remodelage osseux (129), (114). 

Le mode d’action d’une UMB dépend de l’os en remodelage, sur l’os compact elle forme un 

cylindre sur l’ostéon alors qu’elle forme une tranchée sur l’os spongieux, s’étale sur 4 mois 

pour le premier et sur près de 9 mois pour le second. Cette longue période dépasse la durée 

de vie des cellules la composant et nécessite donc de former de nouveaux ostéoclastes et 

ostéoblastes pendant son action. Cette formation se fait sous le contrôle des ostéocytes 

environnants dans les 2 types d’os. 

La sélection de la zone de remodelage peut se faire par les ostéocytes, comme évoqué en 

partie I.4.3, qui en cas d’apoptose vont sécréter des facteurs pro-remodelage. Une sélection 

aléatoire des zones à remodeler se fait également sous le contrôle de l’hormone 

parathyroïdienne (PTH) dans sa participation à l’homéostasie du calcium (99). 

Le cycle détaillé d’après (99) et (130) s’effectue comme suit : 

- L’activation des précurseurs ostéoclastiques qui sont recrutés depuis la circulation 

sanguine. Ils se positionnent sur l’os que les cellules bordantes viennent de libérer 

pour délimiter la zone d’action de l’UMB. Les pré-ostéoclastes se différencient et 

fusionnent pour former des ostéoclastes matures. 

- La résorption, pendant 2 semaines en moyenne, où les ostéoclastes matures 

dégradent la matrice minérale puis la matrice organique. Les ostéoclastes meurent 

ensuite par apoptose évitant ainsi une trop importante résorption. 

- L’inversion qui dure de 4 à 5 semaines pendant lesquelles la surface de l’os 

fraichement dégradée est nettoyée de ses débris par des macrophages. En 

parallèle, elle est préparée par des cellules de la lignée ostéoblastique qui retirent 

la matrice de collagène non minéralisée et déposent une couche de matrice 

minéralisée sans collagène. Cette matrice augmente l’adhérence des ostéoblastes 

à cette zone. 

- La formation qui peut durer jusqu’à 4 mois pendant lesquels les ostéoblastes 

matures sécrètent d’abord une matrice organique riche en collagène de type 1 puis 

assistent à la minéralisation de cette matrice. 

- La terminaison où les ostéoblastes vont soit mourir par apoptose, se transformer 

en cellules bordantes de l’os ou devenir des ostéocytes s’ils ont été inclus dans 

l’os. Cette phase est réalisée grâce à la sécrétion de facteur anti-ostéogéniques 

comme la sclérostine. 

I.4.5.1.2. Contrôle du remodelage osseux. 

Le remodelage osseux est finement contrôlé au niveau cellulaire local mais sa régulation est 

opérée à l’échelle de l’organisme entier. La Figure 16 ci-dessous résume les nombreux acteurs 

principaux de la régulation du remodelage osseux. 
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Figure 16 : Contrôle du remodelage osseux 

+ = stimulation, - = inhibition. Extraite depuis (131)  

La régulation du remodelage osseux à l’échelle de l’organisme (Figure 16) est effectuée par 

de nombreuses hormones, molécules sécrétées principalement par des glandes endocrines, 

et par des facteurs de croissance. 

Les hormones ont des fonctions pro-formation osseuse ou pro-résorption osseuse et certaines 

sont capables d'exercer les deux fonctions selon le contexte. Ces fonctions synthétisées en 

Figure 16 sont détaillées par la suite grâce à l’exploitation des donnés d’un article de synthèse 

(131). 

L’hormone parathyroïdienne (Figure 16, « PTH, ») a pour fonction de maintenir l’homéostasie 

du calcium dans le sang. Elle agit sur la lignée ostéoblastique et peut être pro-formation à 

petites doses intermittentes ou pro-résorption à forte dose constante. La stimulation de la 

résorption se réalise en stimulant l’expression de RANKL et inhibant celle d’OPG chez les 

ostéoblastes, ce qui entraine la maturation des ostéoclastes. La stimulation de la formation 
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osseuse se fait en promouvant la prolifération et la différenciation de la lignée ostéoblastique 

notamment par l’activation de la voie Wnt et l’inhibition de l’expression de la sclérostine par 

les ostéocytes. 

La vitamine D (Figure 16) est également impliquée dans l’homéostasie du calcium en agissant 

sur son assimilation et maintien dans l’organisme. Dans l’os, elle a un rôle pro-formation 

osseuse par une action autocrine14 promouvant la différenciation des ostéoblastes et le 

couplage de la résorption à la formation osseuse. Des taux élevés de vitamine D peuvent 

entrainer une hypercalcémie en raison d’une plus grande absorption par l’alimentation et par 

la sur-mobilisation du tissu osseux (132). 

La calcitonine (Figure 16) est une hormone exerçant une fonction pro-formation par inhibition 

de la formation de la bordure en brosse des ostéoclastes (une structure cellulaire essentielle 

à la résorption) et en réduisant leur nombre. La calcitonine favoriserait la différenciation des 

ostéoblastes et inhibe également leur apoptose ainsi que celle des ostéocytes. 

Les œstrogènes (Figure 16, « Estrogen ») sont des hormones pro-formation en inhibant la 

différenciation des ostéoclastes et en stimulant leur apoptose. Elles agiraient en bloquant la 

signalisation RANKL chez les ostéoclastes, en modulant l’expression de cytokines pro-

résorption comme l’interleukine (IL)-1, IL-6, le TNF-α et M-CSF. Les œstrogènes inhiberaient 

l’apoptose des ostéoblastes. 

Les androgènes (Figure 16) sont des hormones pro-formation qui inhibent la différenciation 

des ostéoclastes. Elles agissent par deux méthodes : par inhibition directe des ostéoclastes 

et par interaction avec le système RANKL/RANK/OPG par le biais des ostéoblastes et 

ostéocytes. De plus, chez les ostéoblastes, ils augmentent la sécrétion de collagène de type 

1, d’OCN et l’activité de l’ALP et donc augmentent l’activité pro-formation. 

L’hormone thyroïdienne triiodothyronine (Figure 16) est une hormone pro-résorption qui a 

néanmoins un effet stimulant sur la différenciation des ostéoblastes mais inhibe leur 

prolifération. Son principal effet est de stimuler l’activité ostéoclastique directement et 

indirectement en modulant l’expression de cytokines pro-résorption. 

Les glucocorticoïdes (Figure 16) sont des hormones pro-résorption en promouvant la 

différenciation des ostéoclastes par augmentation de l’expression de RANKL et inhibition de 

l’expression d’OPG. Une exposition prolongée peut également directement inhiber la 

prolifération et la différenciation des ostéoblastes. Ils diminuent la sécrétion des œstrogènes 

et des androgènes, deux familles d’hormones pro-formation comme évoqué précédemment 

ce qui renforce encore leurs effets pro-résorption. 

L’hormone de croissance GH (Figure 16) est une hormone pro-formation qui agit directement 

sur les ostéoblastes car elle stimule leur prolifération et la production de collagène. Elle agit 

également de concert avec l’hormone PTH où cette action combinée diminue la résorption. 

De nombreux facteurs de croissance non hormonaux (Figure 16) ont également d’importantes 

fonctions sur le remodelage osseux avec des fonctions variées et contrastées soulignant 

d’importants rôles régulateurs. Les données présentées sont également issues de 

l’exploitation des donnés de l’article de synthèse précédent (131). 

La famille des BMP (Figure 16) qui comprend de nombreux membres orientant la 

différenciation des CSM vers la lignée ostéoblastique : BMP-2, -4, -5, -6 et -7 qui ont un fort 

 
14 Dans une sélection autocrine la cellule qui sécrète le composé en possède un récepteur 
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effet pro-formation en augmentant l’expression de Runx2 et Ostérix. Par exemple, une des 

actions de BMP-2 est d’augmenter très fortement l’expression d’OCN au point qu’une courte 

expression transitoire de BMP-2 suffise à entrainer la formation osseuse. 

Les 2 facteurs de croissance transformant β (TGFβ : Transforming Growth Factor β) TGFβ1 

et 2 (Figure 16) sont impliqués dans le remodelage osseux. TGFβ1 est pro-formation en 

stimulant l’apoptose des ostéoclastes tandis que TGFβ2 est pro-résorption en stimulant 

l’activité des ostéoclastes. De plus les TGFβ ont des effets qui peuvent apparaitre opposés 

sur les ostéoblastes. Ils stimulent les premières étapes de leur différenciation et le dépôt de 

protéines dans la phase organique de l’os puis inhibent leur maturation complète. Les TGFβ 

agissent également en opposition avec la voie des BMP et travaillent de concert avec 

l’hormone PTH dans ses rôles pro-formation et pro-résorption. Le dépôt de TGFβ dans la 

phase organique de l’os est un important facteur pro-formation. Quand les ostéoclastes le 

libèrent de l’os il peut stimuler la différenciation de CSM en pré-ostéoblastes. 

Les facteurs de croissance de l’épiderme (EGF : Epidermal Growth Factor) et leur récepteur 

EGFR (Figure 16) ont des fonctions à priori contradictoires : l’absence d’EGFR entraine des 

défauts de formation osseuse et une résorption trop importante suggérant que son activation 

est pro-formation. Pourtant, ses ligands EGF sont des inhibiteurs de la différenciation des 

ostéoblastes et diminuent l’expression des facteurs de transcription clefs Runx2 et Ostérix. De 

plus, ils diminuent la production d’OPG par les ostéoblastes ce qui favorise la différenciation 

des ostéoclastes. Le système EGFR/EGF serait au final stimulateur du remodelage osseux et 

favorise l’ostéogenèse. 

Les facteurs de croissance des fibroblastes dont les membres FGF-2 et FGF-18, ont des 

fonctions pro-formation (Figure 16). FGF-2 est notamment essentiel à l’action pro-formation 

de l’hormone PTH et de BMP-2 et il stimule la différenciation de CSM en pré-ostéoblastes. 

FGF-18 est un régulateur de cette différenciation et son absence entraine un retard 

d’ossification. Un autre membre, FGF-23, est impliqué dans l’homéostasie du phosphate de 

manière endocrine, (133), et a une fonction qui dépend du contexte, avec une régulation par 

l’hormone PTH et la vitamine D. De plus, leur récepteur FGFR1 est un inhibiteur de la 

maturation des ostéoblastes alors que FGFR2 régule positivement l’activité ostéogénique de 

ces derniers. 

Le facteur de croissance similaire à l’insuline 1 (IGF-1 : Insulin-like Growth Factor-1) (Figure 

16) est le facteur de croissance le plus déposé dans la phase organique du tissu osseux et 

son activité est nécessaire au maintien d’un équilibre entre résorption et formation. Il stimule 

la différenciation de CSM en ostéoblastes mais également celle des ostéoclastes notamment 

en maintenant à un niveau physiologique l’expression du système RANKL/RANK. C’est un 

facteur de croissance qui agit également de concert avec l’hormone PTH dans son rôle pro-

formation. 

Malgré cette régulation déjà très complexe, de nombreux autres mécanismes de régulation 

existent. Par exemple les ostéoclastes sécrètent le micro-ARN15 (ARN : Acide ribonucléique) 

miR-214-3p qui réduit l’activité ostéogénique des ostéoblastes en entrainant une diminution 

de l’expression d’ALP, d’OPN et de BSP II, et donc conduit à une plus faible formation de tissu 

osseux (134). Les ostéoclastes peuvent aussi sécréter le composé 3a du complément16 qui 

 
15 Les micro-ARN sont de petites séquences d’ARN qui se lient et bloquent la traduction de l’ARN 

messager en protéine. 
16 Le complément est un système protéique jouant un rôle important dans l’immunité innée. 
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stimule la formation d’os et qui pourrait servir à stimuler les ostéoblastes sur le site de 

résorption osseuse pour assurer le renouvellement du tissu (135). 

I.4.5.1.2.1. Mécanisme de la résorption osseuse 

Pour leur activité de résorption osseuse, les ostéoclastes doivent adhérer au tissu 

osseux et former un anneau d’actine au niveau de leur pôle basal pour sceller la zone à 

résorber. Cette zone, au-dessous de laquelle l’os sera résorbé, est isolée pour protéger 

l’environnement extérieur et concentrer les acteurs de la dégradation de la matrice osseuse. 

Le mécanisme contrôlant la polymérisation de l’anneau d’actine passe par une forte adhérence 

de l’ostéoclaste à la surface de l’os grâce à l’intégrine 𝛼𝜈𝛽3. Cette liaison active la protéine c-

Src et permet la formation d’un important réseau dynamique de podosomes17 (136–138). Pour 

augmenter la sécrétion de facteurs de dégradation de la matrice osseuse, la membrane au 

sein de la fosse de résorption devient circonvoluée et développe de nombreuses 

microvillosités. Cette structure est appelée la bordure en brosse (94). Pour dégrader la matrice 

inorganique de l’os, les ostéoclastes sécrètent des protons via des canaux ioniques 

spécialisés appelés V-ATPases situés sur la bordure en brosse (139). Dans le même temps, 

le canal ionique ClC-7 (Chloride channel 7 alpha subunit, ou canal chlorure) et sa sous-unité 

Ostm1 (Osteopetrosis-associated transmembrane protein 1) ont pour fonction la neutralisation 

des charges positives au sein de la chambre de résorption en y déplaçant du Cl-. En parallèle, 

l’enzyme CA2 catalyse une réaction produisant HCO3
- et H+ à partir d’acide carbonique, le 

proton est sécrété par les V-ATPases dans la lacune de résorption et HCO3
- est utilisé par des 

échangeurs d’anions pour ramener Cl- dans le cytosol (140). D’autres enzymes de la 

dégradation du tissu osseux sont également sécrétées comme la phosphatase acide 

résistante au tartrate (TRAP), la cathepsine K et MMP-9. Cette combinaison de produits 

sécrétés permet la dégradation de la phase organique après la dissolution de la phase 

inorganique par les protons (94). La lacune présente dans l’os suite à cette action est appelée 

lacune de Howship. 

I.4.5.1.2.2. Mécanisme de la synthèse osseuse 

La synthèse de l’os est réalisée par les ostéoblastes qui déposent tout d’abord la phase 

organique, souvent appelée ostéoïde, puis minéralisent celle-ci. Les protéines sécrétées sont 

principalement des fibres de collagène, majoritairement de type 1, des protéoglycanes comme 

la décorine, le biglycane et l’ostéoadérine et des protéines comme l’OCN, l’ostéonectine, 

l’ostéopontine et la BSP II. 

Les mécanismes précis de la minéralisation ne sont pas encore complètement élucidés mais 

elle s’effectuerait de deux manières complémentaires : 

- Une minéralisation vésiculaire qui débute par la sécrétion de vésicules de 30 à 200 

nm de diamètre depuis la face apicale des ostéoblastes sur la matrice organique 

récemment déposée. Ces vésicules riches en ions calciums se lient à la matrice 

organique pendant que les protéoglycanes immobilisent ces ions grâce à leurs 

charges négatives. La subséquente dégradation de ces protéoglycanes par les 

ostéoblastes entraine la libération des ions calciums et leur concentration dans les 

vésicules grâce à une internalisation par la protéine annexine. En parallèle, l’action 

 
17 Les podosomes sont des prolongements coniques de la membrane plasmique contenant de 

nombreux filaments d’actine et retrouvés principalement aux extrémités de la cellule. Ils sont impliqués 

dans la motilité des cellules. 
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d’enzymes de type phospholipase cliverait des phospholipides pour les transformer 

en phosphocholine, elle-même clivable par l’enzyme PHOSPHO1 

(Phosphoethanolamine/Phosphocholine phosphatase 1) afin de libérer du 

phosphate inorganique Pi. La concentration croissante de Ca2+ et de Pi conduirait 

à la précipitation de cristaux d’hydroxyapatite « biologique » au sein de ces 

vésicules qui finiraient par éclater sous la pression des cristaux formés(94) (96). 

- Une minéralisation s’effectuant entre les fibres de collagène de type 1 suite à la 

dégradation du pyrophosphate inorganique par l’ALP. Le Pi et les ions Ca2+ extra-

cellulaires précipitent au sein des fibrilles de collagène de type 1 dans des zones 

inaccessibles aux inhibiteurs de la minéralisation grâce à des espaces 

nanométriques existants dans l’arrangement spécifique des multimères de ces 

fibres de collagène. Pour cette minéralisation la dégradation du pyrophosphate 

inorganique est une étape essentielle car la déposition d’hydroxyapatite est 

dépendante du ratio molaire pyrophosphate inorganique/phosphate inorganique. 

Une étude in vivo de la minéralisation de cartilage d’embryon de poulet montre que 

la déposition est optimale lorsque le ratio dépasse 140 et complètement inhibée 

lorsqu’il est inférieur à 70 (141). 

I.4.6. Le système vasculaire dans l’os long : 

Le tissu osseux comprend de nombreuses cellules, il doit être approvisionné en 

nutriments, en oxygène et se débarrasser de ses déchets grâce à la circulation du sang. Le 

réseau vasculaire des os est similaire au reste des organes irrigués avec des capillaires les 

traversant. Cependant, dans l’os long normal le réseau vasculaire est un peu différent, il est 

illustré dans la Figure 17. 
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Figure 17 : Système sanguin au sein de l’os 

A : schématisation générale d’un os long, les points d’entrée des veines et des artères (non 

représentés) se trouvent généralement au niveau de la métaphyse. Chez les petits rongeurs, la 

plaque de croissance épiphysaire (non représentée) subsiste à l’âge adulte et est irriguée par les 

capillaires de type H ; B : coupe observée par microscopie confocale de fémur de souris âgée de 

deux semaines. Les pointillés délimitent les zones de l’os observées : mb = métaphyse, dp = 

diaphyse. Adaptée de (47) & (142) 

Le système vasculaire d’un os long (Figure 17) est le suivant : les artères entrent par les 

extrémités distales sous l’épiphyse à travers l’os compact pour venir irriguer la plaque 

épiphysaire. Quelques autres artères traversent l’os de la métaphyse à la diaphyse pour 

irriguer l’endoste. Les veines occupent une position centrale et sont reliées aux capillaires 

environnants puis passent généralement au centre de la diaphyse et sortent par l’os compact 

sous l’épiphyse. Les capillaires au sein des os longs sont organisés en deux types labélisés 

« H » et « L », distincts dans leur organisation et leur identité moléculaire mais reliés ensemble 

au sein d’un même réseau. Les type H expriment fortement PECAM-1 et l’Endomucine là où 

les type L les expriment moins ou peu. Les type H sont situés au niveau de la métaphyse et 

sont organisés en colonnes parallèles avec des branchements en arc entre eux. Les type L 

quant à eux forment un réseau vasculaire branché sinusoïdal plus classique. Malgré 

l’abondance de capillaires, la diaphyse est hypoxique avec notamment un fort signal HIF-1α 

au sein du noyau des cellules osseuses présentes là où l’os de la métaphyse jusqu’à 

l’épiphyse apparait normalement oxygéné (142). Cette hypoxie pourrait avoir plusieurs 

origines non mutuellement exclusives : un flux sanguin moins important dans la diaphyse à 

cause de l’organisation branchée du réseau vasculaire ; une importante consommation 

d’oxygène par les cellules souches hématopoïétiques locales ; l’existence de capillaires moins 

fenestrés à cause de la barrière sang/moelle osseuse proche de l’endoste (47). 
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I.4.7. L’angiogenèse au sein du tissu osseux 

Au sein du tissu osseux l’angiogenèse obéit vraisemblablement aux mêmes règles que 

dans le reste de l’organisme avec un fort rôle du taux d’oxygène. Elle est aussi étroitement 

liée aux sécrétions des cellules composant le tissu osseux car les chondrocytes, les 

ostéoblastes et les progéniteurs osseux sécrètent notamment du VEGF (143). Une différence 

notable est à souligner dans la voie Notch décrite plus haut dans la partie I.2.4.2 et dont 

l’activation inhibe le phénotype de « tip cell » et est essentielle à l’angiogenèse par 

bourgeonnement. Dans les cellules endothéliales au sein des os longs, l’activation de la voie 

Notch est à l’inverse un activateur de l’angiogenèse en stimulant la prolifération et la 

croissance des vaisseaux sanguins. L’absence de cette voie entraine des défauts dans le tissu 

osseux qui seraient notamment dus à l’absence de Noggin, un facteur soluble consécutif à 

l’activation de la voie Notch et dont la sécrétion par les cellules endothéliales est capable de 

stimuler la croissance osseuse, la minéralisation, la maturation des chondrocytes et 

d’augmenter le nombre d’ostéoprogéniteurs. La communication entre les cellules 

endothéliales et les cellules du tissu osseux est donc essentielle au bon fonctionnement du 

squelette des os longs (144). Cette interaction expliquerait que lors du vieillissement, la perte 

de masse osseuse est également associée à une diminution de la circulation sanguine 

osseuse. Pour le système vasculaire, une diminution du nombre d’artères et une quasi-

disparition des capillaires de type H sans modification du nombre de cellules endothéliales est 

observée avec l’âge. Ce changement pourrait provenir d’une diminution globale de la 

signalisation de Notch entrainée par une diminution du débit sanguin suite à la perte d’efficacité 

du système circulatoire liée à l’âge (47). 

Les cellules osseuses et les cellules endothéliales sont capables de se renforcer 

mutuellement. Des travaux montrent qu’en coculture avec des ostéoblastes, les cellules 

endothéliales survivent grâce à l’action des premiers, possiblement grâce à leur sécrétion de 

VEGF et d’OPN. Cette dernière, sécrétée par les ostéoblastes mais également par les 

ostéoclastes, est un facteur anti-apoptotique chez les cellules endothéliales (110). Ces 

interactions ne seraient pas à sens unique puisque les cellules endothéliales sont connues 

pour sécréter BMP-2, Endotheline-1 et IGF qui ont un effet positif sur la prolifération des 

ostéoblastes et la différenciation des ostéoprogéniteurs mais aussi des pré-ostéoclastes 

comme évoqué plus haut en partie I.4.5.1.1 pour BMP-2 et IGF (145). 

I.4.8. La réponse du tissu osseux à la suite d’un traumatisme 

I.4.8.1. Réponse immunitaire 

Tout traumatisme physique entraine une inflammation. L’inflammation est un état 

impliquant des cellules immunitaires locales ayant pour fonction de préparer l’environnement 

concerné à l’action du système immunitaire environnant et de combattre d’éventuels 

pathogènes ou d’effectuer des tâches de nettoyage des tissus lésés. 

Les macrophages sont essentiels dans cette réponse car ils régulent la nature de la réponse 

à l’environnement local. Ils peuvent orienter les cellules d’un environnement lésé à poursuivre 

l’état inflammatoire ou à enclencher des mécanismes de réparation. Les macrophages 

peuvent être majoritairement pro-inflammation ou pro-réparation mais leur classification n’est 

pas binaire. Une classification simplifiée des types de macrophages considère qu’il existe au 

moins 9 phénotypes différents (146). Malgré tout, il est généralement admis que deux grands 

types de macrophages existent : des macrophages pro-inflammatoires dits « M1 » et des 
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macrophages anti-inflammatoires (pro-réparation tissulaire) dits « M2 ». Cette différence 

s’exprime par des voies de signalisations spécifiques et par la sécrétion de cytokines pro ou 

anti-inflammatoires (147). Les macrophages M1 produisent de l’interféron gamma (IFN-𝛄), de 

l’IL-12 en grande quantité et de l’IL-10 en faible quantité alors que les macrophages M2 

produisent de l’IL-10 en grande quantité et IL-12 en faible quantité (148). 

I.4.8.2. Réponse immunitaire et biomatériaux 

Les biomatériaux pour la réparation osseuse sont implantés au niveau de la zone lésée 

par des moyens chirurgicaux, ce qui entraine une réponse immunitaire en deux temps. 

Une réponse primaire à l’acte chirurgical qui détruit le tissu environnant entraine l’activation du 

système immunitaire ce qui conduit à la formation d’un hématome à la surface du biomatériau. 

Cet hématome est issu de l’activation et l’agrégation des plaquettes par le facteur tissulaire 

(aussi appelé thromboplastine), une protéine transmembranaire présente dans les tissus 

conjonctifs et maintenue éloignée du sang en conditions normales. Cet agrégat plaquettaire 

et les débris cellulaires activent l’immunité et des cellules spécialisées sont recrutées au 

niveau du site d’implantation à la suite de la sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires par 

les cellules immunitaires locales. Les principaux médiateurs sécrétés sont des cytokines pro-

inflammatoires comme IL-1, IL-6, IL-11, IL-18 et le TNF-α, ce qui entraine le recrutement des 

lymphocytes, des granulocytes, des macrophages et des progéniteurs mésenchymateux. 

Suite à cette réponse initiale se produisant en général en 24 h, les macrophages recrutés sur 

le matériau vont moduler l’immunité. Si le matériau est perçu comme pro-inflammatoire, des 

macrophages maintiennent une polarisation M1. Cette inflammation prolongée entraine 

l’apparition de macrophages pro-réparation de type M2 destinés à contrôler la formation d’une 

capsule fibreuse autour du matériau. Cela induit un défaut d’implantation par l’absence de 

formation de tissu osseux et par la suite de remodelage osseux (130), (149). Ce phénomène 

est illustré dans la Figure 18. 
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Figure 18 : Réponse immunitaire à un matériau pro-inflammatoire entrainant une inflammation 

chronique (encapsulation fibreuse) 

Extraite depuis (149) 

Lorsqu’un matériau entraine une inflammation chronique (Figure 18), il y a d’abord une 

inflammation aigue liée à l’acte chirurgical (Figure 18 gauche). Ensuite, lors de la résorption 

du caillot sanguin, des granulocytes (PMNs pour polymorphonuclear leukocyte) dégradent la 

surface du matériau en sécrétant des ROS et des enzymes protéolytiques. Ces dernières, en 

dégradant le caillot sanguin libèrent des fragments du matériau emprisonné. Des mastocytes 

(mast cell) et des monocytes attirent des macrophages et des cellules dendritiques. Si le 

matériau est pro-inflammatoire (Figure 18 centre), l’inflammation sera chronique. Les 

macrophages vont internaliser les fragments de matériau s’ils font moins de 5 µm, dans le cas 

où les fragments sont plus grands, les macrophages fusionnent et forment des cellules 

géantes multinucléées (FBGC : Foreign Body Giant Cell). En parallèle, des cellules 

dendritiques peuvent phagocyter des fragments du matériau et peuvent déclencher une 

réaction de rejet immunitaire si celui-ci présente des sites antigéniques. Dans le cas présent, 

les macrophages et les cellules dendritiques vont orienter des lymphocytes pour qu’ils 

supervisent l’encapsulation fibreuse du matériau (Figure 18 droite). De nombreuses cellules 

immunitaires signalent à des fibroblastes de recouvrir la surface du matériau d’une capsule 

fibreuse l’isolant de l’organisme (150). 

Si le matériau n’entraine pas une inflammation continue, les macrophages M1 laissent leur 

place à des macrophages pro-réparation M2 spécialisés dans le contrôle du modelage osseux. 

Ces macrophages M2 vont permettre la vascularisation de l’implant après environ 4 semaines. 

Des progéniteurs ostéoblastiques permettant la formation d’un nouvel os sont ensuite recrutés. 

Ce cas de figure est schématisé en Figure 19. 



Arthur Brunel | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 63 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

Figure 19 : Réponse immunitaire à un matériau n'entrainant pas de réponse inflammatoire 

chronique (ostéo-intégration) 

Extraite depuis (149) 

Lorsqu’un matériau n’entraine pas d’inflammation chronique (Figure 19), il y a premièrement 

une inflammation aigue liée à l’acte chirurgical (Figure 19 gauche). Ensuite, lors de la 

résorption du caillot sanguin, des granulocytes (PMNs) dégradent la surface du matériau en 

sécrétant des ROS et des enzymes protéolytiques. Des fragments du matériau emprisonnés 

dans le caillot sont ainsi libérés. Des mastocytes (mast cell) et des monocytes attirent des 

macrophages et des cellules dendritiques qui dans le cas d’un matériau non inflammatoire 

(Figure 19 milieu) vont créer un environnement favorable à la production d’os primaire en 

recrutant des progéniteurs osseux. L’os primaire formé précédemment est remplacé par un os 

mature suite à la signalisation des ostéocytes enfermés dans l’os primaire (Figure 19 droite) 

(150). 

L’os primaire formé possède des fibres de collagène désorganisées et peu minéralisées ce 

qui en fait un os mécaniquement fragile (101). Cet os primaire est remplacé par de l’os 

lamellaire en 6 à 12 mois suite au remodelage osseux décrit en partie I.4.5.1.1 (130), (149). 

I.4.8.3. L’angiogenèse dans l’os suite à un traumatisme : 

En conséquence de la formation d’un hématome au niveau du site impacté, 

l’environnement du tissu lésé devient hypoxique. Cette hypoxie entraine une forte réponse 

pro-angiogénique par la sécrétion de VEGF, cette réponse est essentielle pour assurer une 

réparation osseuse complète (151). La sécrétion de VEGF proviendrait majoritairement des 

ostéoblastes suite à l’activation de HIF-1α en raison de l’hypoxie (mécanisme évoqué dans la 

partie I.2.4.6) (152). Le VEGF a des fonctions diverses et importantes qui dépendent de la 

phase dans laquelle se trouve la zone lésée. Au moment de la blessure le VEGF est concentré 
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dans le caillot sanguin d’où il attire les cellules immunitaires dont des macrophages qui vont 

orchestrer le processus de réparation (comme décrit dans la sous-partie précédente). La zone 

lésée est progressivement comblée par du cartilage et le VEGF en régule la quantité en 

inhibant la différenciation des progéniteurs osseux en chondrocytes. Les chondrocytes 

hypertrophiques se développant dans le cartilage sécrètent de grande quantité de VEGF. Le 

VEGF sécrété permet la pénétration du cartilage par des vaisseaux sanguins qui permettent 

le recrutement de cellules dégradant le cartilage et des pré-ostéoblastes qui vont synthétiser 

le nouvel os. La différenciation de ces pré-ostéoblastes est stimulée par le VEGF qu’ils 

sécrètent en grande quantité. Cette sécrétion de VEGF attire des vaisseaux sanguins qui 

apportent nutriments et minéraux. Ces nouvelles cellules endothéliales sécrètent BMP-2 qui 

stimule la différenciation des pré-ostéoblastes et leur capacité de minéralisation au niveau du 

site reperfusé. Cette relation paracrine se poursuit jusqu’à la fin du remodelage osseux (153). 

Par ailleurs, l’angiogenèse est régulée par la sécrétion de la cytokine TNF-α qui possède un 

effet de préparation à l’angiogenèse. Quand TNF- α est présente sur une durée de 2 à 3 jours, 

elle bloque la migration des cellules endothéliales en stimulant l’expression de la protéine 

Jagged-1. Jagged-1 est un ligand de Notch et les cellules l’exprimant peuvent inhiber la 

migration des autres cellules environnantes comme évoqué en partie I.2.4.2. De plus, la 

signalisation par le VEGF est inhibée car TNF-α entraine la surexpression de VEGFR2 tout en 

bloquant sa signalisation, piégeant le VEGF sans entrainer d’effet. Par conséquent, le TNF-α 

retarde l’angiogenèse et quand il n’est plus exprimé suite à la diminution de l’inflammation, 

l’angiogenèse peut démarrer(154). 

De plus, pour permettre la progression des cellules endothéliales au cœur de la zone lésée 

les MMPs sont essentielles. Leur absence, par exemple celle de MMP-9 (155), entraine des 

anomalies de la réparation osseuse à cause d’une vascularisation insuffisante. Leur activité 

doit être régulée pour permettre le dépôt des éléments de la matrice extra-cellulaire nécessaire 

au nouveau tissu. Ce contrôle est réalisé par les inhibiteurs de MMP TIMP-1 et TIMP-2 qui 

sont exprimés après la reperfusion des tissus (51), (47). 

Par ailleurs, plusieurs autres facteurs de croissance pro-angiogéniques tels que le facteur de 

croissance du placenta PlGF (Placental Growth Factor), FGF 2, FGF9 et Dj-1 joueraient un 

rôle pro-réparation dans l’os sans que leur fonction précise et leur origine ne soient élucidées 

(156). 

La réponse angiogénique à un traumatisme osseux est donc plus complexe que sa forme 

physiologique puisque son couplage avec l’immunité est essentiel et que le tissu osseux 

dégradé transmet lui-même des signaux aux cellules endothéliales. 

I.5. Stratégies de développement pour des céramiques adaptées aux problématiques 

de la réparation du tissu osseux 

I.5.1. Généralités sur les céramiques adaptées aux problématiques de la réparation du 

tissu osseux 

Suite à ces informations, et comme évoqué dans le préambule, il apparait clair que 

promouvoir la réparation d’un tissu osseux à l’aide d’une céramique exige d’elle : 

- d’être biocompatible vis-à-vis des cellules osseuses, des cellules endothéliales et 

des cellules immunitaires et ne pas inhiber leurs fonctions cellulaires principales. 

- De favoriser l’apparition d’un phénotype anti-inflammatoire. 
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- De ne pas inhiber la minéralisation à sa surface. 

- De ne pas inhiber les interactions cellulaires contribuant à la stabilité du système 

(sécrétion de facteurs paracrines stabilisateurs…). 

De plus, la réparation d’un tissu osseux ayant d’importantes lacunes demande une stimulation 

de l’angiogenèse afin d’amener une vascularisation au sein de l’implant céramique. Or, pour 

rappel l’hydroxyapatite seule ne possède pas d’effet stimulateur sur les cellules endothéliales 

et sa capacité à réparer par elle-même de grandes lacunes osseuses est par conséquent 

limitée. Différentes stratégies cherchent à conférer aux implants cet aspect stimulateur avec 

des implants qualifiés de « bio-instructeurs », car possédant des éléments transmettant une 

information au tissu environnant, (157). Les grands axes de cette stratégie sont la 

fonctionnalisation (la modification chimique de la surface du matériau), la micro- ou nano-

structuration (la modification de la topographie ou la réalisation de motifs physiques 

spécifiques à la surface du matériau), l’imprégnation (l’ajout en surface ou dans la structure 

physique du matériau de molécules ensuite libérées dans son environnement) et le dopage 

(l’ajout d’espèces chimiques au sein de la structure chimique du matériau). 

Au sein de ces travaux de thèse, c’est l’option du dopage chimique qui a été étudiée où des 

hydroxyapatites dopées au cuivre (158) ou au silicium (159) ont vu leurs propriétés 

angiogéniques (leur capacité à promouvoir l’angiogenèse) et angioconductrices (la capacité à 

permettre aux vaisseaux sanguins de se développer et se maintenir à la surface du matériau) 

évaluées. 

Ces dopages prennent la forme de substitutions au sein de la structure chimique de 

l’hydroxyapatite. Ceci explique le développement d’une bibliographie spécifique aux produits 

dopants. 

I.5.2. Effets biologiques des paramètres physico-chimiques de céramiques 

phosphocalciques sur les types cellulaires au sein de l’os 

I.5.2.1. Paramètres physiques 

Les paramètres physiques par lesquels un matériau céramique est susceptible de modifier le 

comportement de cellules à sa surface sont ceux interagissant avec ses protéines d’adhérence 

et/ou modulant ses voies de mécanotransduction. Les paramètres physiques susceptibles 

d’agir sur ces aspects sont la rigidité, la surface spécifique et la topographie. 

I.5.2.1.1. Rigidité 

La rigidité d’une céramique est très élevée, de l’ordre de 100 GPa ce qui est bien au-delà du 

niveau de rigidité des tissus osseux qui oscillent autour de quelques centaines de MPa à 

quelques GPa pour l’os spongieux et à quelques dizaines de GPa pour l’os compact (160), 

(161). Le tissu osseux est par ailleurs très rigide par rapport aux tissus biologiques mous où 

la rigidité varie de quelques Pa à quelques kPa. Les cellules cultivées directement à la surface 

d’une céramique vont donc toutes subir un biais qui peut être une contractilité exacerbée et/ou 

un métabolisme plus énergivore. Cet effet est vraisemblablement le même entre toutes les 

céramiques phosphocalciques car la réponse de cellules à la rigidité de leur substrat est 

généralement maximisée avant même d’atteindre des valeurs de l’ordre du MPa (162). 
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I.5.2.1.2. Surface spécifique 

La surface spécifique peut moduler l’effet biologique d’un matériau en modifiant la quantité de 

protéines adsorbées à sa surface. Cette quantité augmente généralement avec 

l’hydrophobicité et la surface spécifique avec un taux maximal d’adsorption de protéines d’une 

taille supérieure au kDa estimé entre 2 et 10 mg/m² pour les surfaces hydrophobes (163). 

Cependant, une quantité accrue de protéines adsorbées n’est pas systématiquement associée 

à un effet biologique accru. Les effets biologiques sont dépendants de la nature des protéines 

adsorbées et de la conformation qu’elles adoptent à la surface (164). Des protéines impliquées 

dans l’adhérence des cellules vont moduler leur mobilité et leur capacité de prolifération (165). 

Des protéines de type facteurs de croissances vont moduler le phénotype des cellules à 

proximité selon les voies de signalisation qu’ils régissent (166). En guise d’exemple, les effets 

de protéines adsorbées à la surface d’un matériau et impliquées dans des voies de 

signalisation pouvant affecter des cellules endothéliales d’après (166) sont présentées dans 

la Figure 20. 
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Figure 20 : Rôles de protéines adsorbées sur les cellules endothéliales 

Figure adaptée de (166). Les 4 voies de signalisation proposées sont les suivantes : Case 1 

(marron) : des protéines adsorbées (schématisés par le symbole « ligands ») telle que 

l’adiponectine sont responsables d’une augmentation du niveau de calcium intracellulaire après leur 

liaison avec les récepteurs cellulaires les reconnaissant à la manière du récepteur à l’adiponectine 

1 ou 2. L’augmentation du niveau de calcium intracellulaire permet l’activation des intégrines en 

surface des cellules. Case 2 (violet) : La thrombospondine 1 adsorbée peut activer le TGF-β et 

activer sa voie de signalisation entrainant la surexpression de ses récepteurs. Case 3 (vert) : des 

protéines adsorbées comme la vitronectine sont reconnues par les intégrines actives qui s’y lient et 

déclenchent leur cascade de signalisation. Case 4 (jaune) : le facteur de coagulation 2 et la 

fibronectine 1 adsorbées en surface sont reconnues par le récepteur du facteur de coagulation F2 

ou les intégrines et entrainent le remodelage du cytosquelette d’actine. Les effets de ces différentes 

voies de signalisation sont multiples. Le TGF- β stimule l’expression des intégrines (surexpression 

des gènes des intégrines ITGA5, ITGA6, ITGB5…) et promeut l’angiogenèse. Les intégrines 

activant la voie de signalisation des adhésions focales vont promouvoir l’adhérence (surexpression 

des gènes des protéines des adhérences focales comme la Taline TLN, la kinase des adhérences 

focales FAK, la vinculine VCL) et la prolifération des cellules en développant les fibres de stress et 

en activant des facteurs de survie et de prolifération comme Akt. 

L’effet, simplifié, de nombreuses protéines adsorbées sur des cellules est principalement de 

faciliter leur adhérence et leur prolifération comme illustré en Figure 20. Ces fonctions sont 

essentielles à la croissance d’une population cellulaire à la surface d’un matériau. La surface 

spécifique est donc un paramètre important dans la biocompatibilité d’un biomatériau (164). 
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I.5.2.1.3. Taille des grains 

La taille des grains d’une céramique phosphocalcique peut influencer le comportement de 

cellules en modifiant l’agencement de protéines adsorbées et/ou en contraignant leur 

conformation. Ces contraintes peuvent ensuite moduler des voies de signalisation 

membranaire et/ou utilisant la mécanotransduction en modifiant les sites d’ancrages des 

cellules. 

Quand les grains d’un matériau sont de dimension comparable ou inférieure à des protéines 

l’adsorption de celles-ci à sa surface peut être significativement diminuée (164). Les protéines 

sur lesquelles les cellules vont adhérer ont des dimensions ne dépassant pas quelques 

dizaines de nanomètres. L’albumine sérique bovine (BSA : Bovine Serum Albumin) qui est la 

protéine la plus abondante du sérum de veau fœtal constituant environ 60% m/m des protéines 

totales (167) est globulaire et fait environ 7 nm (168). La vitronectine, une protéine également 

contenue dans le sérum, est un acteur majeur de l’adhérence des cellules aux surfaces sur 

lesquelles elle est adsorbée (169). Elle mesure en tant que monomère libre 6 à 8 nm et forme 

des multimères d’environ 25 nm (170). Les matériaux avec des grains d’environ un ordre de 

grandeur supérieur, soit 100 nm ou plus, ne devraient pas engendrer de modification majeure 

de la signalisation cellulaire par ce biais. 

I.5.2.1.4. Topographie 

La rugosité d’un matériau peut engendrer des effets biologiques. Si elle est de taille 

comparable aux cellules, elle peut contraindre la disposition de leur cytosquelette et activer 

des voies de signalisation propres à la mécanotransduction. Les principales voies de 

signalisation de ce processus appliqué ici aux cellules endothéliales sont illustrées dans la 

Figure 21. 
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Figure 21 : Illustration de voies de mécanotransduction impliquées dans la signalisation de 

l'angiogenèse 

Figure adaptée de (171). Les canaux calciques TRPV4 (transient receptor potential vanilloid-type 4) 

et Piezo1 (piezo type mechanosensitive ion channel component 1) sont activés quand la membrane 

plasmique est déformée par une contrainte mécanique. Leur activation entraine un influx de calcium 

qui active MT1-MMP (membrane type 1-matrix metalloproteinase), PI3K (Phosphoinositide 3-

kinase) et JNK (c-jun N-terminal kinase) stimulant la prolifération et la migration de la cellule. 

L’activation de TRPV4 et Piezo1 entraine la surexpression de HIF-1α et par conséquent la sécrétion 

de VEGF. En réponse à un stress mécanique la VE-Cadhérine, PECAM-1 et les intégrines 

entrainent la surexpression de PI3K qui active Akt. Akt active NF-kB (nuclear factor-kappa B) et 

mTOR (mammalian target of rapamycin), stimulant la prolifération et la survie de la cellule, active 

eNOS entrainant une surproduction de NO stimulant la migration et la survie cellulaire. Les 

intégrines et les complexes formés au niveau des adhérences focales activent également la voie de 

ERK 1/2 (extracellular signal-regulated protein kinase 1/2) et YAP qui stimulent la prolifération et la 

voie ROCK/RhoA, entraînant la surexpression de HIF-1α et la sécrétion de VEGF. 

En raison de l’existence de ces voies de mécanotransduction (Figure 21), des paramètres 

physiques d’un matériau peuvent moduler la survie, la prolifération et la migration de cellules 

endothéliales. Par exemple ils peuvent entrainer une modification du nombre d’adhérences 

focales des cellules passant par les intégrines ou modifier la taille des zones de contacts entre 

les cellules réalisées par PECAM-1 et/ou VE-Cadhérine. Une étude montre comment la 

signalisation des intégrines de cellules endothéliales est modulée par la rugosité : quand celle-

ci est de dimension comparable à celle des cellules, elle permet à un maximum de liaisons 

d’être créées (172). Ce phénomène est illustré dans la Figure 22 : 
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Figure 22 : Impact de la rugosité sur la sécrétion de VEGF par les cellules endothéliales 

Figure adaptée de (172). CPC : surface simplifiée d’une céramique phosphocalcique. Protéines : 

couche de protéines adsorbées permettant la fixation des intégrines. CE : cellule endothéliale. 

La modification de la signalisation des intégrines par la rugosité (Figure 22) permettrait dans 

le cas d’une rugosité moyenne de stimuler la sécrétion de VEGF. Dans cette étude (172) des 

CSM dérivées de tissu adipeux sont cultivées sur une surface de polystyrène ayant une 

rugosité moyenne de 4,17 ± 0,17 µm. Sur cette surface, les cellules produisent plus de VEGF 

que celles cultivées sur une surface plane à la rugosité moyenne de 0,13 ± 0,07 µm ou ayant 

une forte rugosité moyenne de 25,4 ± 3,8 µm. Les auteurs de cette étude suggèrent qu’une 

rugosité proche de la taille des cellules maximise le nombre d’intégrines pouvant interagir avec 

les protéines adsorbées. Ils suggèrent que la suractivation des intégrines entraine une 

signalisation accrue par le biais de la protéine FAK qui active les voies Rho/ROCK et ERK 1/2 

ce qui augmente la sécrétion de VEGF (172). Ces interprétations sont cohérentes avec les 

voies de signalisation décrites dans la Figure 21 précédente. 

I.5.2.2. Paramètres chimiques  

De nombreuses espèces chimiques, sous forme ionique, sont essentielles à la 

formation de tissus osseux et à sa vascularisation en agissant comme cofacteurs pour des 

enzymes, en participant au processus de minéralisation ou en servant de messager 

secondaire18 des cellules. De ce fait, de nombreuses stratégies d’amélioration des propriétés 

biologiques de matériaux céramiques considèrent leur dopage avec des éléments chimiques 

d’intérêt. Cette partie bibliographique s’intéresse aux effets biologiques et plus 

particulièrement aux effets sur les cellules endothéliales, les ostéoblastes et les ostéoclastes 

du calcium et du phosphore, éléments de base constitutifs des céramiques d’hydroxyapatite 

ainsi que du cuivre et du silicium, éléments de dopage. 

 
18 Désigne une molécule produite dans la cellule suite à la réception d’un signal extracellulaire (e.g. 

suite à la fixation d’un ligand à son récepteur) qui va activer ou inhiber d’autres acteurs cellulaires 

participant ainsi à la propagation du signal initial. 
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I.5.2.2.1. L'impact du calcium 

Dans les milieux biologiques, on retrouve le calcium sous la forme ionique Ca2+, il y a 

environ 100 mg/L (2,5 mM) de calcium dans le sang, environ 40% de ce calcium est lié à des 

protéines (notamment l’albumine), 50% se retrouve sous forme ionique et 10% est complexé 

à des composés anioniques (HCO3
- HPO4

2-, acide lactique…). Cette concentration est 

finement régulée par l’action d’hormones : la PTH, la Vitamine D et la Calcitonine évoquées 

en partie I.4.5.1.1. Ces hormones contrôlent la réabsorption et l’excrétion rénales ainsi que 

l’absorption intestinale du Ca2+ en plus de la formation et la résorption osseuse pour maintenir 

une concentration constante ou, à défaut, de la rétablir vers sa valeur physiologique (173). 

Toutes les cellules de l’organisme expriment à leur membrane la protéine CaSR (calcium 

sensing receptor), un récepteur couplé aux protéines G. CaSR est activé par le Ca2+ 

extracellulaire, et d’autres ligands comme le Mg2+, il active de nombreuses voies de 

signalisation avec des effets variables selon type cellulaire. Dans la thyroïde, il contrôle la 

sécrétion de l’hormone PTH selon la concentration plasmique de Ca2+ sous forme ionique : 

quand elle est inférieure à 50 mg/L (1 mM) la sécrétion est maximale tandis qu’elle est 

minimale quand la concentration est supérieure à 62,5 mg/L (1,25 mM) (174), (175). 

Au sein des cellules, la concentration de Ca2+ varie très fortement selon les compartiments 

cellulaires. Dans le cytoplasme on retrouve environ 4 µg/L (0,1 µM) de Ca2+. La majorité du 

calcium intracellulaire est retenue dans le réticulum endoplasmique où la concentration est 

estimée entre 40-120 mg/L (1-3 mM). Dans le réticulum endoplasmique, le calcium est 

majoritairement lié à des chaperons protéiques, notamment la calréticuline. Dans cet organite 

la concentration de calcium libre est estimée à 2,4-16 mg/L (60-400 µM) en situation de 

stockage et à 0,04-2 mg/L (1-50 µM) en relargage. (176). Cette compartimentation et ces 

différences de concentrations de plusieurs ordres de grandeur permettent d’utiliser ces forts 

gradients électrochimiques à des fins de signalisation. Les flux de calcium intracellulaires sont 

essentiels à une très grande diversité de fonctions biologiques (177). Ces flux de calcium 

permettent d’atteindre jusqu’à une concentration cytoplasmique locale de 1,2 mg/L (30 µM), 

soit 300 fois le niveau basal, ce qui le rend disponible aux protéines nécessitant du calcium 

(178). 

Le Ca2+ est également un messager secondaire impliqué dans de nombreuses voies de 

signalisation cellulaire (179). Dans le cytosol, il peut se lier avec la Calmoduline, une protéine 

de 17 kDa qui peut lier 4 Ca2+ ce qui entraine un changement de conformation de la protéine. 

La Calmoduline activée peut ensuite activer de très nombreuses protéines et enzymes de 

voies de signalisation différentes. Parmi ces protéines, on peut citer la PhK (Phosphorylase 

Kinase), qui est essentielle au catabolisme du glycogène, et la famille des CaM-kinases (Ca2+ 

/Calmodulin-activated Protein Kinases) qui régulent de très nombreux processus biologique 

comme la plasticité cérébrale ou la fréquence cardiaque (180). 

Le Ca2+ sert dans presque toutes les fonctions cellulaires principales. Il est essentiel au cycle 

cellulaire et à l’apoptose (181). Les flux intracellulaires permettent également d’orienter la 

machinerie cellulaire lors du développement et de coordonner les cellules entre elles (178). Il 

est également essentiel à l’activité de très nombreux enzymes dégradant les composés 

cellulaires (protéases, phospholipases et nucléases). Enfin, l’utilisation du phosphate comme 

intermédiaire énergétique dans toutes les cellules de mammifères demande de le maintenir 

séparé du calcium sous peine de les voir précipiter ensemble (179). Par conséquent, les flux 

de calcium doivent être contrôlés dans le temps et dans l’espace. 
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I.5.2.2.1.1. Effets sur les cellules endothéliales 

Le calcium est un élément essentiel à la fonction normale des cellules endothéliales et 

ses flux sont nécessaires à l’angiogenèse (182). Les impacts des variations de concentrations 

extra-cellulaires sont cependant peu étudiés. 

Une étude in vitro (183) a été réalisée sur des cellules endothéliales humaines de la veine 

ombilicale (HUVECs : Human Umbilical Vein Endothelial Cells) en faisant varier la 

concentration extra-cellulaire de calcium à l’état Ca2+. Cette concentration a un effet 

stimulateur dose-dépendant (gamme testée 40-120 mg/L soit 1-3 mM) sur l’expression de la 

protéine membranaire V-CAM-1. Elle entraine un effet accru en réponse au facteur TNF-α et 

cela permet d’augmenter la capacité d’adhésion de monocytes aux HUVECs. Une 

concentration de calcium extracellulaire plus importante entraine également une concentration 

intracellulaire plus importante sans utiliser le calcium stocké dans les organites de la cellule. 

La concentration intracellulaire est suivi à l’aide d’une sonde calcique fluorescente et des 

observations avec un microscope confocal. L’augmentation de la concentration de calcium 

intracellulaire se fait vraisemblablement par diffusion passive ou facilitée19. Cette 

augmentation de la concentration de calcium intracellulaire, qui est caractéristique d’un état 

inflammatoire, ne modifie pourtant pas les niveaux de NO (monoxyde d’azote) et de ROS. 

L’explication probable serait que ces deux systèmes sont essentiellement régulés par des 

variations rapides de concentration capables de déplacer les équilibres chimiques et non par 

des niveaux prédéfinis, tant que ceux-ci ne sont pas cytotoxiques (183). Une autre étude in 

vitro
 
(184) sur des cellules endothéliales murines SVEC4-10 montre que la diminution de la 

concentration en calcium à environ 52 mg/L (1,3 mM) d’un milieu en contenant originellement 

62 mg/L (1,55 mM) entraine une diminution de la taille du réseau vasculaire dans une matrice 

de collagène de près de 50% par rapport à un milieu de contrôle, suggérant l’existence de 

concentrations de calcium extracellulaires plus favorables à l’angiogenèse (184). 

I.5.2.2.1.2. Effets sur les ostéoblastes 

Le calcium extracellulaire est un élément nécessaire à la signalisation pro-

ostéogénique : une étude in vitro (185) montre qu’une concentration de calcium dans une 

gamme 120-400 mg/L (3-10 mM) entraine de manière dose-dépendante une stimulation de la 

prolifération de pré-ostéoblastes murins MC3T3-E1 et une diminution de l’activité de l’ALP. 

Quand ces concentrations de calcium sont appliquées sur une culture de monocytes humains, 

le milieu de culture de ces derniers, dit alors conditionné20, devient stimulateur de la 

prolifération mais également de l’activité de l’ALP des MC3T3-E1. Ce milieu conditionné et le 

calcium seul ont tous les deux des effets chimiotactiques attractant sur ces ostéoblastes (185). 

Une autre étude in vitro (186) sur des ostéoblastes primaires murins issus de la calvaria montre 

que le calcium à une concentration de 400 mg/L (10 mM) a un effet chimiotactique attractant 

comparable à celui d’un milieu conditionné pendant 48 h par des CSM. Similairement, une 

concentration de calcium de 100 mg/L (2,5 mM) entraine la régénération osseuse ex vivo de 

la calvaria de souris avec un effet supérieur à du milieu conditionné pendant 48 h par des 

CSM. L’expression des marqueurs ostéogéniques Col1a, Runx2, Ostérix, ALP et OCN est par 

ailleurs diminuée après exposition à une concentration de calcium de 200 mg/L (5 mM) (186). 

Ces deux études illustrent le rôle direct de recrutement du calcium sur les ostéoblastes en 

 
19 La diffusion facilitée décrit un mode de transport utilisant des structures biologiques spécialisés pour 

faire passer des composés au travers de la membrane plasmique sans dépense d’énergie 
20 Quand un milieu de culture est modifié par un acteur (cellules, matériaux…) on parle de milieu 

conditionné 
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inhibant leur différenciation pour favoriser leur prolifération et leur migration à priori vers les 

sites fraichement résorbés. Une grande partie de cette signalisation passerait par l’activation 

de CaSR (187). Ces études montrent également l’existence d’un contrôle indirect pro-

recrutement mais également pro-différenciation du calcium passant par les cellules 

environnantes des ostéoblastes. 

Ce dernier aspect est illustré par une étude in vitro (188) sur des CSM humaines qui une fois 

exposées à 312 mg/L (7,8 mM) de calcium, triplent leur expression du facteur de croissance 

pro-différenciation ostéoblastique BMP-2 (188). Une étude in vitro (189) montre, quant à elle, 

un effet pro-différenciation du calcium relargué par de l’hydroxyapatite nanométrique sur des 

pré-ostéoblastes murins MC3T3-E1 cultivés sur des inserts et donc non au contact avec le 

matériau. La concentration de calcium efficace est dans cette étude de 136 mg/L (3,4 mM) et 

elle entraine une stimulation de l’activité de l’ALP, une surexpression de l’OPN et de BSP. Ces 

effets pro-différenciation apparaissent partiellement dépendants du calcium comme le 

montrent des tests utilisant des inhibiteurs des canaux calciques de type L, des canaux 

essentiels à une importante voie calcique (189). 

Le calcium est donc pro-ostéogénique avec un rôle dans la coordination résorption-formation 

lors du remodelage osseux. Cet effet est vraisemblablement dépendant de sa concentration 

avec un effet favorable à la régénération osseuse dès 100 mg/L (2,5 mM), de son 

environnement cellulaire et potentiellement de la nature physique de la surface sur laquelle se 

trouvent les cellules exposées à cette concentration. 

I.5.2.2.1.3. Effets sur les ostéoclastes 

Le calcium extracellulaire jouerait plutôt un rôle anti-résorption osseuse et donc 

d’inhibition des ostéoclastes. 

Une étude in vitro (190) conduite sur des cellules de type ostéoclaste, dérivées de monocytes 

humains U-937, évalue leur réponse à la surface de disques de phosphate tricalcique (TCP) 

ou d’hydroxyapatite pure et frittés à 1300°C pendant 1 h sous air. Les ostéoclastes cultivés 21 

jours sur les deux matériaux y sont retrouvés en quantité similaire et avec une activité 

mitochondriale comparable. L’hydroxyapatite favorise la formation de grandes cellules qui 

forment un plus grand anneau d’actine que sur le TCP. Des lacunes de résorption sont 

présentes sur les deux matériaux et sont de plus grande taille sur l’hydroxyapatite que sur le 

TCP. Les auteurs de l’étude suggèrent que la concentration de Ca2+ est plus élevée en 

présence de TCP en raison de sa solubilité plus importante par rapport à l’hydroxyapatite qu’ils 

ont mesurée à respectivement 8,3 moles/mm² contre 3,5 moles/mm². Cette concentration de 

Ca2+ plus importante inhiberait la résorption des ostéoclastes et expliquerait les plus grandes 

lacunes de résorption sur l’hydroxyapatite (190). 

Les auteurs d’une étude in vitro (191) recherchent l’effet d’une concentration de calcium accrue 

sur des pré-ostéoclastes et des ostéoclastes de poulet différenciés cultivés originellement 

dans un milieu contenant 80 mg/L (2 mM) de calcium. Cette étude montre que les ostéoclastes 

augmentent leur niveau de calcium intracellulaire de manière dose-dépendante avec la 

concentration de calcium extracellulaire dès l’ajout de 10 mg/L (0,25 mM) et jusqu’à un 

maximum testé de 320 mg/L (8 mM) de calcium supplémentaire dans le milieu. Cette 

augmentation de la concentration intracellulaire de calcium, a pour conséquence une réduction 

des podosomes nécessaires à la formation de l’anneau d’actine permettant de sceller la lacune 

de résorption des ostéoclastes. Des ostéoclastes matures exposés à 160 mg/L (4 mM) de 

calcium extracellulaire ont une capacité de résorption diminuée de moitié par rapport à des 
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ostéoclastes exposés à 80 mg/L (2 mM) de calcium. Cet effet inhibiteur du calcium est 

transitoire et leur capacité de résorption est restaurée avec le retour à une concentration de 

calcium extracellulaire de 80 mg/L (2 mM) (191). 

Une étude in vitro (185) (citée précédemment en sous-partie I.5.2.2.1.2) utilisant le milieu 

conditionné de monocytes humains, suggère qu’il possède un effet inhibiteur dose-dépendant 

de l’activité ostéoclastique quand les monocytes sont exposés à une gamme de concentration 

de calcium de 120-400 mg/L (3-10 mM). Après exposition à ce milieu, des cellules 

hématopoïétiques issues de la rate de souris forment significativement moins de cellules 

multinucléées positives à TRAP lors d’une induction de cette différenciation en ostéoclastes 

par la vitamine D. La diminution survient dès la plus faible concentration de calcium avec 

environ 25% de cellules différenciées en moins pour 120 mg/L (3 mM) et 50% pour 400 mg/L 

(10 mM) (185). 

Cette inhibition des ostéoclastes survient pour des concentrations de calcium supérieures au 

niveau physiologique, le sérum contenant environ 100 mg/L (2,5 mM) de calcium dont plus de 

la moitié est sous forme ionique comme évoqué en partie I.5.2.2.1. Cet effet pourrait être un 

mécanisme de protection du tissu osseux en cas de maintien anormal des ostéoclastes sur 

une zone de résorption (192). 

I.5.2.2.2. L’impact du phosphore 

Le phosphore est un élément essentiel à de très nombreux procédés biologiques mais 

il est particulièrement important dans les échanges énergétiques. Par conséquent, il est vital 

au bon fonctionnement des muscles squelettiques et cardiaques. Dans les milieux biologiques, 

on retrouve le phosphore principalement sous forme de phosphate inorganique (Pi), 

phospholipides et ester de phosphites. La concentration sanguine varie entre 89 mg/L et 149 

mg/L (2,87 mM à 4,81 mM), la part de Pi étant de 25,6-41,6 mg/L (0,83-1,34 mM), celle des 

phospholipides de 69-97 mg/L (2,23-3,13mM) et celle des esters de phosphites de 25-45 mg/L 

(0,81-1,45 mM). Près de 85% de tout le phosphore est présent dans le tissu osseux, la part 

circulante représente moins de 1% et le reste se retrouve dans les autres tissus. Le phosphore 

se retrouve essentiellement dans les cellules où la concentration est près de 100 fois 

supérieure à celle du milieu extracellulaire. L’homéostasie du phosphore étant particulièrement 

importante, elle est sous le contrôle de plusieurs hormones : la Vitamine D qui favorise son 

absorption par les intestins, la PTH et le facteur de croissance FGF-23 qui favorisent son 

élimination par les reins. La sécrétion de FGF-23 provient principalement des ostéocytes 

tandis que les ostéoblastes font partie des cellules sécrétant de la vitamine D, le tissu osseux 

agit donc sur la phosphatémie de manière endocrine (132), (133). De plus, les cellules sont 

capables de détecter les concentrations extracellulaires de Pi par des mécanismes encore mal 

compris et des variations de concentrations peuvent activer des voies de signalisation sans 

internalisation du Pi (193). 

I.5.2.2.2.1. Effet sur les cellules endothéliales 

Le Pi est un élément altérant profondément les cellules endothéliales au-delà des 

doses physiologiques. Il entraine l’apoptose des cellules endothéliales à partir d’une 

concentration extracellulaire de 77 mg/L (2,5 mM) en provoquant la surproduction de ROS 

intracellulaires (194). Des concentrations supérieures à 77 mg/L (2,5 mM) entrainent des 

défauts d’angiogenèse constatés dans un modèle de la membrane chorio-allantoïde (CAM) 

d’embryon de poulet avec un réseau vasculaire moins étendu et plus rigide. Des cellules 
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endothéliales E.Ahy926 exposées à 77 mg/L (2,5 mM) n’arrivent pas à former de tubules dans 

un modèle de tubulogenèse sur MatrigelTM. Cette concentration de Pi entraine la diminution de 

l’expression de la protéine annexine II in vitro et également in vivo chez des patients atteints 

d’hyperphosphatémie. L’annexine II est essentielle au bon fonctionnement des membranes 

plasmiques et par conséquent à la mobilité cellulaire et donc à l’angiogenèse (195). Les 

différents effets négatifs proviendraient également d’une inhibition de la voie de signalisation 

d’eNOS quand les concentrations de Pi sont trop écartées des valeurs physiologiques (trop 

faibles ou trop grandes) ce qui perturberait l’angiogenèse par manque de NO pour permettre 

le bourgeonnement vasculaire (196), (197). 

I.5.2.2.2.2. Effet sur les ostéoblastes 

La concentration de Pi extracellulaire pourrait augmenter l’expression d’OPN chez les 

ostéoblastes pour des valeurs entre 4 mM et 10 mM (106). Cette concentration favoriserait 

également l’expression de la protéine Dmp1 (Dentin matrix acidic phosphoprotein 1), un 

marqueur ostéocytaire ce qui suggèrerait un rôle du Pi dans la différenciation des ostéoblastes 

en ostéocytes (198). 

I.5.2.2.2.3. Effet sur les ostéoclastes 

Le Pi semble être principalement un inhibiteur ostéoclastique : une étude in vitro 

montre qu’une gamme de concentration de Pi de 77-124 mg/L (2,5-4 mM) inhibe la 

différenciation des ostéoclastes en stimulant la production d’OPG et est capable d’induire 

directement l’apoptose d’ostéoclastes différenciées de lapin (199). Une autre étude in vitro 

(200) sur des ciments de phosphate de calcium montre que la différenciation et l’activité de 

résorption de pré-ostéoclastes murins issus de monocytes de la moelle osseuse augmentent 

avec le ratio Ca/P et que celles-ci sont maximales pour un ratio de 1,667 (correspondant à 

l’hydroxyapatite) et diminuent de manière dose-dépendante avec des quantités croissantes de 

phosphates. Les auteurs de l’étude suggèrent un effet inhibiteur du phosphate sur la liaison 

RANKL/RANK par écrantage ionique, et que la diminution de la concentration de phosphate 

pour les ratios Ca/P les plus élevés favoriserait l’activité de résorption. Des tests d’implantation 

de ces ciments in vivo montrent cependant que plus le ratio Ca/P est élevé, meilleure est 

l’ostéogenèse, ce qui suggère que l’inhibition par le phosphate servirait de garde-fou en cas 

de dérégulation de la résorption (200). 

I.5.2.2.3. L’impact du cuivre 

I.5.2.2.3.1. Rôle biologique du cuivre 

Le cuivre est un élément chimique indispensable au bon fonctionnement de nombreux 

processus biologiques. Il joue le rôle de cofacteur pour de nombreux enzymes grâce à la 

relative aisance d’alterner entre ses deux états redox Cu+ et Cu2+. Il est retrouvé notamment 

dans le cytoplasme, au sein de l’enzyme superoxyde dismutase 1 (SOD1) chargée de 

l’élimination des espèces radicalaires dommageables pour la cellule. Il est localisé aussi dans 

les mitochondries au sein de la chaîne respiratoire où notamment le cytochrome C oxydase 

(ou complexe IV), un transporteur d’électrons essentiel à cette chaîne car catalysant la 

réduction du dioxygène O2 pour la respiration cellulaire, l’utilise pour sa fonction (201). En 

dernier exemple, le cuivre est un cofacteur essentiel de la lysyl oxydase qui est nécessaire à 

la bonne formation de la matrice extracellulaire car elle réticule les fibres de collagène et 
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d’élastine. L’absence de cuivre conduit notamment à un tissu osseux dégradé (202) et moins 

résistant (203). 

Le cuivre est retrouvé dans le sérum total environ 1,2 mg/L (19 µM) de cuivre chez l’adulte 

(203), pour une quantité totale estimée à environ 100 mg dans le corps entier (201). Dans les 

milieux biologiques, le cuivre est très majoritairement lié à des chaperons protéiques 

spécialisés dans son transport dont la céruléoplasmine, responsable à elle seule de 40% à 

70% de son transport dans le plasma (204). Quand il n’est pas lié à des chaperons, il est 

trouvé localement sous forme soluble (205) Cu2+ ou Cu+, bien que cette dernière forme, moins 

stable, se transforme rapidement en Cu2+ vraisemblablement par réaction avec les ions 

superoxydes O2
.- (206). Dans les milieux intracellulaires, où la forme Cu+ est majoritaire, il est 

en condition physiologique quasi-exclusivement lié à d’autres chaperons protéiques 

spécialisés dans son transport (207), (208). 

Pour que les cellules utilisent et échangent du cuivre, il existe des molécules très spécialisées 

dans son internalisation et son externalisation. On peut citer la protéine hCTR1 (High affinity 

copper uptake protein 1), responsable à plus de 80% de cette internalisation cellulaire (209), 

(201), les ATPases ATP7A et ATP7B, situées dans l’appareil de Golgi qui sont nécessaires à 

la sécrétion du cuivre dans le milieu extracellulaire par le biais de vésicules. Des mutations sur 

ces ATPases sont responsables de la maladie de Menkès et de la maladie de Wilson, deux 

pathologies liées à une accumulation intracellulaire du cuivre et responsables, entre autres, 

de troubles neurologiques (201), (210). 

La nécessité d’un système de transport aussi spécialisé s’explique pour deux raisons : il est 

d’une part nécessaire de maintenir une homéostasie satisfaisante de cet élément trace dans 

le corps. La diminution de cuivre mobilisable à l’échelle cellulaire y entraine des dommages 

(211). D’autre part, le cuivre est très réactif et il est nécessaire d’éviter la génération de dégâts 

cellulaires à cause de cette réactivité. Ces dégâts proviendraient en grande partie de ROS, 

notamment les radicaux hydroxyle HO• et superoxyde •O2
- , dont la formation apparait 

catalysée par la présence de Cu2+ libre. Le contexte environnemental aurait également son 

importance puisque certains composés supposés anti-ROS, à l’instar de l’acide ascorbique, 

peuvent faciliter la génération de ROS par Cu2+ (212). Les types de dommages causés par les 

ROS sont multiples mais les plus importants endommagent profondément le fonctionnement 

des cellules. Ils peuvent altérer la structure des protéines par modification des acides aminés 

les composant ou modifier les bases de l’acide désoxyribonucléique (ADN), ce qui entraine 

des anomalies génétiques qui peuvent être permanentes (213), (214). 

I.5.2.2.3.2. Effets sur les cellules endothéliales 

Le cuivre est généralement considéré comme un agent pro-angiogénique. Il agit 

comme un agent chimiotactique attracteur pour les cellules endothéliales (215) et, par 

exemple, l’absence de cuivre chez le lapin provoque une diminution de l’angiogenèse. De plus, 

les zones de la rétine de ces lapins, riches en cellules endothéliales, seraient également plus 

riches en cuivre (216). 

Une expérience in vitro (217) montre que les ions cuivre Cu2+ stimulent spécifiquement la 

prolifération de cellules endothéliales humaines issues de l’artère ombilicale (HUAEC : Human 

Umbilical Artery Endothelial Cells) ou d‘HUVEC. L’adjonction de 500 µM de CuSO4 dans un 

milieu de culture sans sérum est suffisante pour obtenir un doublement de la population de 

cellules en 48 h en l’absence d’autres facteurs de croissance. De plus, cet effet ne passe pas 

par des voies de signalisation médiées par les facteurs de croissance dans le sérum et n’est 
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pas inactivé par l’ajout d’anticorps dirigés contre des facteurs pro-angiogéniques, des facteurs 

de croissance ou des facteurs chimiotactiques. Un effet stimulant la prolifération des HUAEC 

et HUVEC est observé dès 5 µM de CuSO4, avec un effet dose-dépendant maximal à partir 

de 200 µM. En parallèle, une autre étude montre que la prolifération d’HUVEC est stimulée 

dès 63 µg/L (1 µM) de cuivre mais ne trouve pas d’effet dose-dépendant (217). En dernier 

exemple, une étude sur des HUVEC testant deux gammes de concentrations de cuivre montre 

une augmentation de l’angiogenèse par bourgeonnement dans des matrices de gel ECMatrix. 

Elle montre également que les HUVEC exposées à la gamme de concentrations de cuivre de 

10-30 mg/L (157–472 µM) ont leurs expressions de VEGF et eNOS augmentées alors que la 

gamme 240-740 mg/L (3,77 à 11,64 mM) n’entraine qu’une augmentation de l’expression 

d’eNOS (218), potentiellement en réponse à une augmentation de la génération de ROS (68). 

Les effets pro-angiogéniques observés pourraient provenir de l’activation de la voie de 

l’hypoxie médiée par HIF-1 malgré des conditions de normoxie. Le cuivre apparait capable, 

peut-être par l’action de ROS, de stabiliser la sous-unité HIF-1α normalement dégradée en 

normoxie par la PHD comme évoqué en partie I.2.4.6 (219). Cependant une étude observe un 

niveau de ROS intracellulaire inchangé chez des HUVEC pour des doses de cuivre allant 

jusqu’à 6,4 mg/L (100 µM) (217). 

Les cellules endothéliales sont davantage tolérantes que d’autres types cellulaires à l’effet 

cytotoxique provoqué par une forte concentration en cuivre. Les doses supportées varient 

cependant selon les études et la provenance des cellules endothéliales utilisées. Des cellules 

endothéliales aortiques voient leur capacité de relaxation mécanique diminuer dès 127 µg/L 

(2 µM) de cuivre et leur viabilité diminuer dès 1,27 mg/L (20 µM) (220). Des HUVECs voient, 

quant à elles, leur prolifération ne diminuer, sans modification de leur viabilité, qu’à partir de 

14,1 mg/L (222 µM) de cuivre (217). Une autre étude sur des HUVECs et HUAECs ne montre 

pas de perte de viabilité jusqu’à la dose testée maximale de 31,8 mg/L (500 µM) de cuivre 

(13). Cela résulte probablement d’une adaptation métabolique au contexte spécifique des 

cellules endothéliales, qui ont un métabolisme peu oxydatif comme évoqué en partie I.2.4.8. 

Ce métabolisme spécialisé leur permettrait de diffuser plus d’O2 dans les tissus environnants, 

mais également d’utiliser les ROS comme signaux par le biais notamment de la voie HIF-1. 

Par ailleurs, le sang transporte de nombreuses molécules réactives comme l’homocystéine 

qui, dans une réaction catalysée par le cuivre libre ou la céruléoplasmine, génère des ROS. 

Cette réaction entraine, dans certaines pathologies où les taux d’homocystéine sont élevés, 

de l’athérosclérose et donc de graves problèmes vasculaires (214), (211). Les cellules 

endothéliales sont donc probablement plus adaptées à affronter un stress oxydatif que des 

cellules qui y ont une exposition moindre. 

I.5.2.2.3.3. Effets sur les ostéoblastes 

Le cuivre aurait un effet positif sur l’activité ostéogénique des ostéoblastes, une des 

raisons de cette stimulation tiendrait à l’augmentation de l’activité de la lysyl oxydase en 

présence de concentration de cuivre accrue. De nombreuses études évaluant les propriétés 

ostéogéniques de matériaux dopés ou imprégnés de cuivre montrent une augmentation des 

marqueurs ostéogéniques typiques : augmentation de l’activité de l’ALP, augmentation de 

l’expression d’OCN et d’OPN. D’après la revue (11) ces études montrent très souvent des 

augmentations de la densité de l’os déposé et une augmentation de la différenciation de pré-

ostéoblastes en ostéoblastes matures. Une étude suggère également la possibilité d’une 

modulation de l’inflammation par le cuivre. Ceci en polarisant des macrophages vers un état 
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pro-inflammatoire M1, favorable à la formation d’ostéoblastes matures en stimulant la 

prolifération et la différenciation de pré-ostéoblastes (221). 

Les ostéoblastes paraissent moins bien tolérer de fortes concentrations de cuivre que les 

cellules endothéliales. Par exemple, une étude montre une diminution de la viabilité de pré-

ostéoblastes murins MC3T3-E1 dès 0,8 mg/L (12,4 µM) de cuivre avec une génération dose-

dépendante de ROS associée au cuivre (217). Une étude (222) sur des pré-ostéoblastes 

murins MC3T3-E1 voit un effet cytotoxique apparaitre à la forte concentration de 63,5 mg/L (1 

mM) de cuivre mais sans effet dose-dépendant identifié jusqu’à la concentration maximale 

testée de 1000 mg/L (16 mM) de cuivre (222). 

I.5.2.2.3.4. Effets sur les ostéoclastes 

Le cuivre aurait un effet inhibiteur sur la résorption osseuse effectuée par les 

ostéoclastes. En effet, cela pourrait passer par l’action de la superoxyde dismutase, utilisant 

le cuivre pour neutraliser des espèces radicalaires utilisées par les ostéoclastes pour la 

dégradation de la matrice minérale de l’os. 

La tolérance des ostéoclastes au cuivre apparait également plus faible que celle des cellules 

endothéliales. Dans une étude sur des ostéoclastes humains dérivés de cellules 

mononucléées du sang périphérique (PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell), des effets 

cytotoxiques surviennent dès 1,9 mg/L (30 µM) de cuivre. Leur activité de résorption osseuse 

diminue dès 1,1 mg/L (17,8 µM) mais ces cellules conservent la capacité de se différencier en 

ostéoclastes à cette concentration (223). 

Le phénomène d’ostéoporose (diminution de la masse osseuse) chez les personnes âgées 

pourrait être en partie atténué par des supplémentations de cuivre dans l’alimentation, ce qui 

renforce l’hypothèse de son effet inhibiteur de la résorption osseuse (224). 

I.5.2.2.3.5. Effets supplémentaires  

En plus de ces effets cellulaires, le cuivre est à même de diminuer de façon 

indépendante et dose-dépendante, la vitesse de formation des hydroxyapatites de l’os du fait 

de sa forte affinité pour les phosphates ainsi que pour les carbonates CO3
2- et hydroxydes OH- 

(225). 

I.5.2.2.4. L’impact du silicium 

I.5.2.2.4.1. Rôle biologique du silicium 

Le silicium est un élément considéré comme essentiel car vraisemblablement 

nécessaire à la formation du tissu osseux. On le retrouve dans l’ensemble de l’organisme à 

des taux variables selon le tissu considéré : 1 mg/L (35 µM) dans le sérum, 100 mg/L (3,5 mM) 

dans l’os, et dans une fourchette de 200-600 mg/L (7-21 mM) dans le cartilage et certains 

tissus conjonctifs. Dans l’os, il est retrouvé en plus grande concentration dans les phases 

initiales de la minéralisation au sein des sites d’ostéogénèse. D’anciennes études (226) (227) 

sur l’animal montrent qu’une carence en silicium entraine un retard de croissance du tissu 

osseux : les os sont plus fins, plus petits et plus souples ce qui entraine des déformations 

anatomiques et un manque de robustesse. D’autre part, une quantité réduite de collagène est 

observée dans le cartilage de ces animaux carencés (226), (227). D’après une revue (14), des 

études plus récentes sur l’animal montrent qu’une carence en silicium entraine l’augmentation 

de la sécrétion de l’OPN qui est une molécule pro-résorption. D’après la même revue, des 
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études sur l’alimentation humaine montrent une influence positive du silicium sur la densité 

minérale osseuse où un écart maximal de 10% a été observé entre les individus à l’apport le 

plus riche en silicium par rapport à ceux pour lesquels l’apport est le plus faible. Certaines de 

ces études sont cependant contestées et la compréhension du rôle du silicium est donc encore 

imparfaite (14). L’absorbabilité du silicium dans l’alimentation est principalement de la forme 

d’acide orthosilicique Si(OH)4 (228). 

Dans les milieux biologiques, le silicium est retrouvé principalement sous cette forme d’acide 

orthosilicique Si(OH)4 tant que la concentration ne dépasse pas 28-56 mg/L (1-2 mM) et le pH 

9. Au-delà de cette concentration, de l’autopolycondensation entraine la formation d’un gel se 

déposant par gravité au fond du milieu, même à pH neutre (229), (230). 

I.5.2.2.4.2. Effet sur les cellules endothéliales 

Le silicium semble promouvoir l’angiogenèse bien que les mécanismes impliqués 

soient encore peu compris : une étude in vitro montre un effet pro-angiogénique direct du 

silicium sur des HUVEC en passant par une inhibition de PHD et la conséquente stabilisation 

de HIF-1α ce qui entraine une angiogenèse par la voie de l’hypoxie comme décrite en partie 

I.2.4.6 (231). Une autre étude in vitro (232), avec des nanotubes de TiO2 dopés au silicium sur 

lesquels sont cultivées des cellules endothéliales EA.hy926, montre des augmentations dose-

dépendantes de la prolifération, de la sécrétion de VEGF et de la production de NO avec une 

gamme de concentration en silicium testée de 2,5-7 mg/L (90-250 µM) (232). Une étude (233) 

sur l’implantation in vivo de ciments de brushite (CaHPO4.2H2O) dopés au silicium, montre 

une vascularisation accrue de l’implant après 8 semaines mais la voie impliquée n’est pas 

recherchée (233). D’après une revue (234), d’autres études in vivo montrent quant à elles 

l’existence d’un effet indirect du silicium qui stimulerait la sécrétion de facteurs pro-

angiogéniques par les cellules environnantes des cellules endothéliales. Ces résultats sont 

consolidés par la démonstration in vitro (235), d’un effet paracrine pro-angiogénique de 

fibroblastes sur des HUVEC en présence de 0,7-1,8 mg/L (25-65 µM) de silicium dans un 

modèle de coculture : les fibroblastes en coculture augmentent leur sécrétion de VEGF ce qui 

conduit les HUVEC à exprimer les marqueurs pro-angiogéniques eNOS et VE-Cadhérine 

(235). 

L’interaction précise du silicium avec l’angiogenèse n’est donc pas encore pleinement 

comprise. Sur les cellules endothéliales, il pourrait s’agir d’une activation de la voie de l’hypoxie 

en inhibant PHD par interaction directe avec ses cofacteurs Fe2+ ou l’acide ascorbique. Un rôle 

direct ou relié à la synergie avec d’autres ions est également possible, par exemple en 

renforçant l’action du cuivre par un mécanisme là encore non élucidé (234). 

I.5.2.2.4.3. Effet sur les ostéoblastes 

Le silicium en solution est considéré comme un élément pro-ostéogénèse en stimulant 

la prolifération, la différenciation, l’activité de l’ALP et les capacités de minéralisation des 

ostéoblastes indépendamment de facteurs ostéogéniques comme l’acide ascorbique ou la 

dexaméthasone (236). Une étude in vitro (237) sur des pré-ostéoblastes murins MC3T3-E1 

montre que le silicium soluble a un effet stimulateur de la minéralisation de manière dose-

dépendante. La minéralisation de l’environnement est accrue avec des doses croissantes de 

silicium de 0,028-2,8 mg/L (1-100 µM). Cet effet stimulateur pourrait provenir d’une stimulation 

de la capacité de minéralisation des ostéoblastes mais l’activité de l’ALP n’apparait augmentée 
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que pour 0,14-0,28 mg/L (5-10 µM) de silicium. Cela suppose que le silicium améliore la 

minéralisation de manière dose-dépendante indépendamment des ostéoblastes (237). 

Des résultats similaires sont obtenus avec des matériaux dopés au silicium. Une étude (236) 

montre notamment une augmentation du dépôt de minéraux à la surface d’un implant 

d’hydroxyapatite dopée au silicium suivi par une stimulation de l’ostéogénèse. Les résultats 

optimaux sont obtenus pour un ratio de silicium de 0,8% m/m (236). Une autre étude (233) 

(citée dans la sous-partie précédente) montre une ostéogénèse accrue apparaissant sur des 

implants de brushite dopés au silicium après 4 semaines d’implantation avec un ratio optimal 

de silicium de 0,5% m/m (233). 

Le mécanisme précis de ces effets n’est pas encore élucidé bien que l’élément déclencheur 

puisse être une stimulation de la production de collagène de type 1 : il apparait que l’acide 

orthosilicique Si(OH)4 est suffisant pour en augmenter la synthèse avec des résultats optimaux 

obtenus entre 0,28-0,56 mg/L (10-20 µM). Dans cette même gamme de concentration, une 

expression accrue de l’ALP et de l’OCN est observée indiquant dans le même temps une 

augmentation de la différenciation en ostéoblastes matures (238). Une autre étude (239) 

montre que Si(OH)4 stimule la différenciation de CSM en ostéoblastes en inhibant le facteur 

de transcription NF-κB par le biais d’une surexpression du micro-ARN miR-146a. L’inhibition 

de NF-κB entraine l’activation de la voie Runx2 qu’il inhibe en temps normal, ceci permet la 

différenciation et la maturation des ostéoblastes (239). 

I.5.2.2.4.4. Effet sur les ostéoclastes 

L’effet du silicium sur les ostéoclastes n’est pas encore clairement établi avec de 

nombreux articles apparaissant contradictoires au premier abord. 

Une étude (230) montre que le silicium provenant de la dissolution d’un bioverre (45S5) 

diminue de manière dose-dépendante la différenciation, l’expression génétique de marqueurs 

ostéoclastiques clefs (le récepteur à la calcitonine, la cathepsine K, TRAP…) et inhibe in vitro 

l’activité de résorption de pré-ostéoclastes murins RAW264.7. La fourchette de concentration 

de silicium inhibitrice sans modification de viabilité serait de 66-125 mg/L (2,35-4,45 mM) 

(230). Une autre étude in vivo (233) (citée dans les deux sous-parties précédentes) sur des 

ciments de brushite dopés au silicium ne trouve pas d’anomalie dans la différenciation de pré-

ostéoclastes RAW264.7 en présence de silicium. Les auteurs de l’étude observent in vitro que 

les ciments dopés entrainent une activité TRAP augmentée et des lacunes de résorption de 

volumes plus importants à la surface du matériau, deux signes d’une plus grande activité 

ostéoclastique. Par ailleurs, le ratio optimal de silicium dans le matériau pour cet effet serait 

de 0,5% m/m (233). Une autre étude in vivo (236) montre une activité de résorption des 

ostéoclastes variable en présence d’hydroxyapatite dopée au silicium. Cette activité apparait 

dépendante de la concentration en silicium, les ratio massiques (m/m) 0,2%, 0,4%, 0,8% et 

1,5% entrainant des phénotypes différents : activité ostéoclastique importante pour 0,2% et 

0,4% avec une plus faible organisation du nouveau tissu osseux. Les ratios 0,8% et 1,5% 

montrent une plus faible résorption ce qui suggère une inhibition pour les fortes concentrations 

de silicium (236). En dernier exemple, une étude in vitro teste de l’hydroxyapatite dopée au 

silicium avec des ratios de 0,5% m/m et 1,2% m/m et les compare à de l’hydroxyapatite pure. 

Cette étude montre une meilleure résorption du matériau en présence de silicium ainsi qu’une 

absence d’inhibition des ostéoclastes avec 14 mg/L (0,5 mM) de silicium en solution (240). 

En conclusion de ces différentes études, il faut comprendre que l’effet seul de la concentration 

de silicium soluble ne peut probablement pas expliquer tous ces résultats obtenus sur des 
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matériaux. Les modifications sur la stabilité et la structure du matériau apportées par le silicium 

ont vraisemblablement une grande importance avec en facteur suggéré, une plus grande 

capacité d’adsorption des protéines par la surface de matériaux dopés au silicium. Cette 

modification pourrait entrainer une meilleure adhérence des ostéoclastes et faciliter la 

résorption du matériau (241), (236), (240). De plus, les interactions des ostéoclastes avec les 

cellules environnantes sont modifiées par la présence de silicium, une étude montre 

notamment que des pré-ostéoclastes murins RAW264.7 seuls ne sont pas affectés par une 

concentration en silicium de 0,28-2,8 mg/L (10-100 µM). En revanche, en cas de coculture 

avec des ostéoblastes Sa-OS-2 0,28 mg/L (10 µM) de silicium suffisent à diminuer le nombre 

d’ostéoclastes matures exprimant TRAP (242). Ce résultat est attribué à l’augmentation 

concomitante de l’expression de l’inhibiteur de la différenciation ostéoclastique OPG par les 

ostéoblastes (242), (243). 

I.6. Brève revue des hydroxyapatites dopées au cuivre ou au silicium pour la 

régénération osseuse et/ou l’angiogenèse. 

L’utilisation de dopage chimique est répandue dans les biomatériaux comme la partie 

précédente a pu le mettre indirectement en évidence. De nombreux travaux se sont intéressés 

au dopage de l’hydroxyapatite, les paragraphes suivants font état de la bibliographie de ces 

hydroxyapatites dopées au cuivre ou au silicium qui sont les matériaux étudiés dans cette 

thèse. 

I.6.1. Les hydroxyapatites dopées au cuivre 

Les travaux traitant d’hydroxyapatites dopées au cuivre et réalisant des tests in vitro 

ou in vivo avec des cellules impliquées dans la réparation osseuse sont peu nombreux : 

Les travaux de Gomes et al. (244) étudient des phosphates de calcium biphasique (BCP) 

formés d’hydroxyapatite et de β-TCP dopés au cuivre. Le dopage du BCP est obtenu par 

substitution lors d’une synthèse par voie aqueuse où une solution de nitrate de calcium 

tétrahydraté Ca(NO3)2.4H2O, une solution de pentoxyde de phosphore P2O5 et une solution de 

nitrate de cuivre (II) Cu(NO3)2 sont mélangés à 85°C pendant 24 h. Le ratio molaire Cu/Ca du 

dopage au cuivre utilisé pour des tests in vitro de cytotoxicité est de 0,01 et les températures 

de frittage sous air sont de 600°C, 900°C ou 1200°C pendant 15 h. Ces tests sont conduits 

sur des CSM primaires de moelle osseuse humaine. Les cellules sont cultivées sur des 

disques, obtenus par pressage uniaxial des poudres frittées, pendant 7 jours et leur viabilité 

est comparée à des cellules sur des matériaux non dopés. La présence de cuivre diminue la 

viabilité des cellules quelle que soit la température de frittage. Le matériau fritté à 1200°C 

n’entraine pas de perte de viabilité significative des cellules s’il est rincé au préalable avec de 

l’eau pure. Les auteurs de l’étude attribuent cette cytotoxicité importante des matériaux frittés 

à 600°C et à 900°C à la présence de chaux et à une importante concentration de cuivre en 

solution. Le relargage de cuivre a été étudié par immersion des disques dans 20 mL de milieu 

de culture DMEM sur 21 jours. Du cuivre est relargué dès le premier jour avec des niveaux de 

solubilisation différents selon les températures de frittage. Le BCP fritté à 600°C relargue à 1 

jour 28 mg/L (441 µM) et jusqu’à 40 mg/L (629 µM) à 21 jours, celui fritté à 900°C de 18 mg/L 

(283 µM) jusqu’à 50 mg/L (787 µM) et celui fritté à 1200°C de 10 mg/L (157 µM) jusqu’à 12 

mg/L (189 µM). D’après les auteurs, ces différences de solubilisation sont liées aux différences 

chimiques entre ces matériaux, celui fritté à 900°C étant principalement composé de β-TCP 

très soluble tandis que celui fritté à 1200°C est principalement composé d’hydroxyapatite peu 

soluble. Dans la continuité de cette étude, les travaux de Jacobs et al. (245) évaluent la 
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cytotoxicité des mêmes BCP dopées au cuivre avec des ratios molaires Cu/Ca de 0,005, 0,01 

et 0,02 et des températures de frittage de 600°C, 900°C et 1200°C pendant 15 h. Les poudres 

sont ensuite immergées 48 h dans de l’eau pure pour retirer la chaux. L’activité métabolique 

de cellules souches mésenchymateuses humaines est mesurée in vitro après culture sur des 

disques des matériaux jusqu’à 15 jours. Aucune baisse d’activité métabolique significative 

n’est mesurée aux jours 3, 7 et 15. La concentration en cuivre maximale mesurée est de 12 

mg/L (189 µM) pour le matériau fritté à 600°C avec un ratio molaire de cuivre de 0,2. Le 

relargage du cuivre par les matériaux frittés à 600°C et 900°C est comparable et la 

concentration en solution évolue proportionnellement au ratio molaire. Le relargage du cuivre 

est plus faible pour le matériau fritté à 1200°C qui est majoritairement composé 

d’hydroxyapatite. 

Les travaux de Li et al. (246) portent sur des nanoparticules d’hydroxyapatite de 70 nm de 

diamètre obtenues par synthèse par voie aqueuse en faisant réagir de l’hydroxyde de calcium 

et de l’acide phosphorique. Ces nanoparticules sont ensuite substituées au cuivre par une 

méthode d’échange ionique utilisant de l’acétate de cuivre (II) Cu(CH3COO)2·H2O. Ce matériau 

relâche des ions Cu2+ dans du tampon phosphate salin (PBS). Le matériau contenant 0,66% 

m/m de cuivre dans la structure entraine une concentration de cuivre de 82 µg/L (1,29 µM) 

après 24 h d’immersion dans du PBS. Ce matériau avec 0,66% m/m de cuivre possède un 

effet cytotoxique quand il est placé pendant 24 h avec des ostéoblastes de fœtus humains 

HFOB 1.19 dans du milieu de culture DMEM/F12. Une cytotoxicité comparable est retrouvée 

avec un matériau contenant 0,33% m/m de cuivre mais la concentration de cet élément 

relâchée en solution n’a pas été mesurée. 

Les travaux de Elrayah et al. (247) décrivent des architectures d’hydroxyapatite pure frittées 

puis recouvertes d’hydroxyapatites substituées au cuivre par une méthode hydrothermale 

utilisant différents ratio de solutions de nitrate de cuivre (II) Cu(NO3)2 mélangées à des 

solutions de nitrate de calcium Ca(NO3)2 et d’hydrogénophosphate de sodium Na2HPO4. 

L’hydroxyapatite substituée résultante contient des ions Cu2+ avec une concentration 

massique m/m de 0,03% à 0,07%. Les matériaux « cuivrés » apparaissent biocompatibles vis-

à-vis de cellules endothéliales humaines primaires sur la durée d’étude in vitro de 5 jours. 

L’effet du cuivre en tant qu’élément potentiellement relargué dans le milieu n’est pas étudié. 

Les auteurs notent que cette addition du cuivre entraine des modifications de la topographie 

de surface par les grains déposés à la surface de l’hydroxyapatite sous-jacente. Ils relient ces 

modifications à un effet stimulateur de l’angiogenèse observé in vivo chez le lapin. Après 

implantation des architectures, davantage de vaisseaux sanguins sont observés autour des 

implants recouverts d’hydroxyapatite substituée au cuivre par comparaison avec des 

architectures d’hydroxyapatite pure. 

Les travaux de Mou et al. (248) décrivent des architectures faites d’un mélange d’un 

copolymère d’acides aminés multiples et de particules d’hydroxyapatite déficitaire en calcium 

dopée au cuivre. L’hydroxyapatite dopée au cuivre est préparée par précipitation en milieu 

aqueux à partir de solution de sulfate de cuivre (II) CuSO4, de nitrate de calcium tétrahydraté 

Ca(NO3)2.4H2O et de phosphate de diammonium (NH4)2HPO4. Les architectures testées 

possèdent une concentration massique de cuivre allant de de 0,5% à 5%. Les compositions 

contenant 2% m/m de cuivre et au-delà entrainent une cytotoxicité sur des cellules souches 

mésenchymateuses de rat dès 4 jours de culture in vitro. La composition avec une 

concentration de 1% m/m est capable de stimuler l’adhérence, la prolifération et l’activité de 

l’ALP de ces cellules in vitro. En mesurant le cuivre contenu dans du PBS remplacé à différents 

intervalles de temps, les auteurs de l’étude observent que cette composition relâche jusqu’à 
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2,5 mg/L (39 µM) de cuivre en solution après 2 semaines avec une concentration décroissante 

à mesure que le PBS est remplacé jusqu’à retrouver à 0,4 mg/L (6,3 µM) à 16 semaines. 

Les travaux de Nikitina et al. (249) décrivent une hydroxyapatite substituée en cuivre 

synthétisée par précipitation à partir d’une solution de nitrate de cuivre (II) Cu(NO3)2 avec des 

solutions de nitrate de calcium Ca(NO3)2 et de phosphate de diammonium (NH4)2HPO4. Des 

concentrations de 0,1 à 0,5 moles de cuivre par mole d’hydroxyapatite ont été testées. Des 

tests sont effectués sur des poudres qui sont calcinées de 900°C jusqu’à 1400°C, puis mises 

en forme et frittées de 1200°C jusqu’à 1400°C. Ces traitements thermiques entrainent la 

formation d’α- et /ou de β-TCP ainsi que de CaO. Des tests de biocompatibilité utilisant des 

cellules humaines d’ostéosarcome MG-63 montrent que les différentes concentrations de 

cuivre testées n’entrainent pas de perte de viabilité et augmentent même la densité cellulaire 

à 14 jours. 

Les travaux de Bazin et al. (158) réalisés au sein de l’IRCER en collaboration avec l’ICMCB 

(Université de Bordeaux), seront plus détaillés dans la partie matériels et méthodes puisque 

l’hydroxyapatite substituée au cuivre utilisée dans cette thèse est reprise de son étude. 

Quelques points clefs en rapport avec les études précédentes sont développés ici. 

Premièrement, la méthode d'élaboration passe par une voie solide avec mélange d’oxyde de 

cuivre CuO et d’hydroxyapatite pure résultant en une insertion de cuivre dans l’apatite par 

frittage réaction. A la suite de celui-ci, il n’existe qu’une seule phase cristalline apatitique et le 

cuivre dans la structure de l’hydroxyapatite est majoritairement sous forme Cu (I) mais du Cu 

(II) peut être présent en faible quantité. Des substitutions au cuivre allant de 0,1 à 1,5 molaire 

(0,8% m/m à 10,7% m/m) ont été réalisées. Les propriétés biologiques évaluées sont la 

biocompatibilité et la différenciation de pré-ostéoblastes murins MC3T3-E1 testées in vitro sur 

des céramiques denses et comparées à celles une hydroxyapatite pure. Il apparait que les 

hydroxyapatites substituées contenant jusqu’à 0,5 mole (3,8% m/m) de cuivre par mole 

d’hydroxyapatite sont biocompatibles mais entrainent une légère diminution des marqueurs de 

la différenciation des pré-ostéoblastes en ostéoblastes. 

I.6.2. Les hydroxyapatites dopées au silicium 

Il existe une plus grande quantité de travaux traitant d’hydroxyapatites substituées au 

silicium comparativement à celles substituées au cuivre. Cela provient probablement du fait 

que ses fonctions pro-ostéogenèse sont connues depuis plus longtemps et qu’il est très bien 

toléré par les cellules comme cela a été développé en partie I.5.2.2.4. Devant le plus grand 

nombre de travaux existants, une sélection a été effectuée en guise d’illustration des 

hydroxyapatites silicatées. 

Les travaux de Patel et al. (250) décrivent l’élaboration d’hydroxyapatite substituée en silicium 

contenant 0,8% m/m de silicium par une méthode de précipitation aqueuse où de l’acétate de 

silicium est ajouté pendant une réaction entre deux solutions d’hydroxyde de calcium Ca(OH)2 

et d’acide orthophosphorique H3PO4. En l’absence d’acétate de silicium, cette réaction permet 

d’obtenir de l’hydroxyapatite pure. Les deux matériaux sont ensuite mis sous la forme de 

granules de 0,5 mm à 1 mm et frittés à 1200°C pendant 2 h sous air. Ces granules de taille et 

de forme comparables sont ensuite implantés in vivo dans des fémurs de lapin « White Rabbit 

New Zealand » et leur intégration osseuse est évaluée après 23 jours. Les granules des deux 

compositions ne génèrent pas d’inflammation observable et s’intègrent au tissu osseux 

environnant. Ceux avec silicium s’intègrent mieux à l’os (60% de leur surface externe au 

contact contre 47% sans silicium) et le développement d’un tissu osseux est plus important 



Arthur Brunel | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 84 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

(37,5% contre 22%). Le rythme de déposition de la matrice minérale est plus important autour 

des granules au silicium (4 µm/jour contre 2,5 µm/jour). Cette étude met donc en évidence un 

accroissement des propriétés ostéogéniques de l’hydroxyapatite quand on lui ajoute du 

silicium. Dans la continuité de ces travaux, l’étude de Botelho et al. (251) décrit in vitro les 

effets sur des ostéoblastes primaires humains de ces hydroxyapatites dopées au silicium 

synthétisées par la même méthode que l’étude précédemment citée. Deux taux de silicium au 

sein de l’hydroxyapatite sont testés, 0,8% m/m et 1,5% m/m et ces matériaux frittés à 1300°C 

durant 2 h sous air sont comparés à de l’hydroxyapatite pure. La présence de 1,5% m/m de 

silicium stimule la différenciation des ostéoblastes avec une augmentation de l’activité de l’ALP 

à 7 jours. Le matériau à 0,8% m/m de silicium stimule davantage l’activité des cellules après 

21 jours, une fois que la minéralisation est en cours, avec une plus importante quantité de 

protéines retrouvées ce qui suggère qu’il existe un effet dose-dépendant et un optimum qui 

est dépassé pour 1,5% m/m de silicium. 

D’autres travaux soulignent l’existence de cet optimum de concentration du silicium dans 

l’hydroxyapatite comme ceux de Aminian et al. (252) qui décrivent l’élaboration d’une 

hydroxyapatite substituée au silicium par méthode hydrothermale. Une solution de nitrate de 

calcium tétrahydraté Ca(NO3)2 .4H2O réagit avec du phosphate d’ammonium (NH4)3PO4 et de 

l’orthosilicate de tétraéthyle Si(CH3-CH2O)4 puis est maintenue pendant 8 h à 200°C. La 

poudre obtenue est lavée, puis calcinée à 800°C durant 1 h sous air, puis mise en forme de 

disque. Deux matériaux avec des concentrations de silicium respectives de 0,8% m/m et 1,5% 

m/m sont préparés et des tests biologiques in vitro sont réalisés. En comparaison à de 

l’hydroxyapatite pure, le matériau contenant 0,8% m/m de silicium entraine un accroissement 

de 44% de l’activité métabolique d’ostéoblastes humains Saos-2, là où le matériau contenant 

1,5% m/m de silicium n’entraine qu’une augmentation de 14%. Des images MEB de la surface 

des matériaux indiquent par ailleurs, une meilleure adhérence des ostéoblastes et un meilleur 

étalement de ces derniers sur le matériau contenant 0,8% m/m de silicium. 

Les travaux de Sun et al. (253) décrivent une hydroxyapatite substituée au silicium obtenue 

par réaction hydrothermale à 150°C pendant 24 h entre de l’hydroxyde de calcium Ca(OH)2, 

du phosphate monocalcique (Ca(H2PO4)2 et des nanoparticules dioxyde de silicium SiO2. La 

poudre résultante est mise sous la forme de disque puis frittée à 1000°C pendant 2 h sous air. 

Trois matériaux avec des concentrations de silicium variables sont obtenus avec des ratios 

molaires Si/Ca après synthèse de 0,1, 0,02 et 0,002. Les paramètres physiques des matériaux 

sont comparables et seule la chimie diffère. Des tests biologiques sont réalisés in vitro sur des 

pré-ostéoblastes murins MC3T3-E1 et les résultats sont comparés à de l’hydroxyapatite pure. 

Un relargage de silicium dépendant de sa concentration dans le matériau est observé après 

48 h en milieu de culture avec des concentrations en solution de 8 mg/L (0,28 mM), 54 mg/L 

(1,92 mM) et 108 mg/L (3,84 mM) pour les matériaux aux ratios molaires Si/Ca de 0,002, 0,02 

et 0,1 respectivement. La relation non linéaire entre la quantité de silicium dans le matériau et 

sa présence en solution montre l’existence d’équilibres chimiques limitant la présence de 

silicium soluble. Les matériaux avec des ratios molaires Si/Ca de 0,02 et 0,1 entrainent 

respectivement une augmentation de la prolifération des cellules à 7 jours et à 4 et 7 jours 

soulignant l’importance de la dose disponible de silicium. A 14 jours le matériau avec un ratio 

molaire de Si/Ca de 0,1 stimule l’activité de l’ALP. La mesure de l’expression de 21 gènes 

impliqués dans la prolifération et la différenciation de ces cellules montre que le matériau avec 

un ratio molaire de 0,002 Si/Ca a un effet inhibiteur sur la majorité de ces gènes par rapport à 

HA, là où celui ayant un ratio de 0,1 a un effet majoritairement stimulateur sur ces mêmes 

gènes. D’après ces résultats, la concentration en silicium contrôle la prolifération et la 
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différenciation de ces ostéoblastes tout en notant que des gènes importants dans 

l’ostéogenèse comme celui codant la protéine BMP-2, décrit dans la partie I.4.5.1.1, sont 

surexprimés à toutes les concentrations de silicium dans le matériau. 

Cependant, il est à noter qu’une seule étude s’intéressant à l’effet d’un tel matériau silicaté sur 

l’angiogenèse a été publiée (254). Comme il a pu déjà transparaitre lors de la bibliographie 

des effets du silicium sur les cellules endothéliales, cet axe de recherche apparait 

particulièrement délaissé. Ces travaux sont ceux de Fu et al. (254), où les auteurs comparent 

les propriétés biologiques in vitro de disques de titane recouverts d’une couche 

d’hydroxyapatite substituée au silicium ou d’hydroxyapatite pure. Ces couches sont réalisées 

à l’aide de deux types de procédés de déposition électrochimique utilisant une solution 

d’électrolytes contenant 2,5 mM de Ca2+, 1,2 mM de PO4
3- et 0,3 mM de SiO3

2-. L’effet du 

silicium et de la nanotopographie sont évalués, le matériau testé contient 0,8% m/m de silicium 

et selon le procédé de déposition électrochimique il forme une surface de cristaux 

d’hydroxyapatite ayant une apparence de feuillets ou de bâtonnets nanométriques. Des pré-

ostéoblastes murins MC3T3-E1 cultivés à la surface de ces disques ont leur différenciation 

stimulée quand la surface est composée de feuillets nanométriques. Les solutions servant à 

créer les revêtements sont également évaluées in vitro sur des HUVEC et montrent que le 

silicium entraine une augmentation de leur vitesse de migration et de la formation de tubules. 

Il entraine également une augmentation de la production de NO et de l’expression de 

marqueurs liés à l’angiogenèse comme VEGF et eNOS. 

I.6.3. Bilan des hydroxyapatites substituées au cuivre ou au silicium pour la 

régénération osseuse et/ou l’angiogenèse 

Les études biologiques sur les hydroxyapatites substituées pour la régénération osseuse sont 

nombreuses mais peu d’entre elles prennent la problématique de l’angiogenèse en compte. 

La majorité des études traitant de la substitution au silicium ne caractérisent pas leurs effets 

sur l’angiogenèse malgré l’importance de cet aspect dans la réparation osseuse (sous-partie 

I.4.8.3) et l’effet vraisemblablement stimulateur du silicium (sous-partie I.5.2.2.4.2). En 

conséquence, les propriétés angioconductrices et/ou angiogéniques de substitutions au 

silicium au sein d’hydroxyapatites sont très mal comprises tout comme les mécanismes sous-

jacents. Les études caractérisant des hydroxyapatites substituées au cuivre pour la 

régénération osseuse s’intéressent peu à la problématique de l’angiogenèse malgré la 

stimulation avérée du cuivre pour celle-ci (sous-partie I.5.2.2.3.2). Une seule étude, réalisée 

in vivo s’y intéresse. 

Dans ces différentes études, les mécanismes biologiques affectés par la substitution ionique 

ne sont pas systématiquement recherchés ne permettant pas d’identifier leur origine. De plus, 

dans les travaux utilisant des hydroxyapatites substituées au cuivre, la concentration de cet 

élément dans un milieu n’est pas systématiquement recherchée alors qu’elle est déterminante 

pour ses effets biologiques (sous-partie I.5.2.2). Les matériaux sont obtenus par des méthodes 

différentes et la caractérisation de leurs propriétés physico-chimiques pertinentes pour leurs 

effets biologiques comme la surface spécifique, la rugosité ne sont pas toujours réalisées ou 

prises en compte. La comparaison à un standard d’hydroxyapatite bien caractérisé ou à un 

matériau similaire à l’hydroxyapatite substituée n’est par ailleurs pas systématique. En 

l’absence de ces contrôles, les effets observés ne peuvent pas être assimilés à la seule 

présence de l’élément dopant. 
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Les travaux de thèse présentés ici s’inscrivent dans la continuité de plusieurs études sur les 

hydroxyapatites substituées réalisées précédemment au laboratoire IRCER. Ces travaux sont 

la thèse de Tiphaine Bazin (158), (255) sur les hydroxyapatites substituées au cuivre 

synthétisées par voie solide et celle de Mickaël Palard (256), (257), sur les hydroxyapatites 

substituées au silicium par voie aqueuse. Les travaux de cette thèse sont en partie dédiés à 

la caractérisation in vitro des propriétés angiogéniques de ces matériaux. 

I.7. Conclusions et objectifs de l’étude 

Lorsqu’un os présente un défaut de masse critique qui doit être comblé par un implant 

et qu’une greffe osseuse n’est pas souhaitable ou possible, l’utilisation de substitut osseux 

s’impose. Les substituts à base de céramiques phosphocalciques font l’objet de nombreuses 

recherches en raison de leur biocompatibilité et de leur bonne ostéoconduction. Parmi ces 

céramiques, l’hydroxyapatite est intéressante en raison de sa faible solubilité qui permet le 

développement de tissu à sa surface. En revanche, l’absence d’activité pro-angiogénique de 

l’hydroxyapatite la rend inadaptée quand le défaut de masse critique nécessite l’implantation 

d’une pièce faisant plus de 1 cm depuis l’os (258). Parallèlement, de nombreux modèles 

d’études in vitro des propriétés biologiques de céramiques phosphocalciques pour la 

réparation osseuse ne prennent pas suffisamment en compte la complexité du micro-

environnement osseux. 

Pour conférer des propriétés pro-angiogéniques aux céramiques phosphocalciques leur 

dopage par divers éléments chimiques est étudié dans de nombreux travaux. Le cuivre et le 

silicium sont deux éléments possédant des caractéristiques les rendant très désirables pour 

la réparation osseuse. Le cuivre est un facteur pro-angiogénique et anti-résorption osseuse 

avéré mais dont les modes d’action en tant que dopant et les concentrations efficaces sont 

mal connues. Le silicium est un facteur pro-ostéogénique en tant que dopant et pro-

angiogénique mais cette dernière propriété est peu étudiée et mal comprise. Les 

connaissances des propriétés biologiques sur l’angiogenèse d’hydroxyapatites dopées au 

cuivre ou au silicium restent lacunaires. 

Cette thèse a pour premier objectif de caractériser in vitro les propriétés biologiques 

d’hydroxyapatites denses dopées au cuivre ou au silicium. La lignée de cellules endothéliales 

murines C166 sera utilisée pour évaluer les capacités angiogéniques et angioconductrices des 

céramiques testées. La biocompatibilité des hydroxyapatites, l’expression de marqueurs 

angiogéniques centraux et les capacités fonctionnelles des cellules endothéliales seront 

évaluées. L’effet biologique des différents paramètres physico-chimiques des céramiques 

pourra être évalué et comparé en réalisant également, dans ces travaux, la synthèse des 

hydroxyapatites, leur mise en forme et leur caractérisation physico-chimique. 

Le second objectif est de développer un modèle in vitro de caractérisation des propriétés 

biologiques de céramiques phosphocalciques qui soit plus représentatif de l’environnement in 

vivo. Les cellules C166 ou la lignée de pré-ostéoblastes murins MC3T3-E1 sous-clone 14 

seront cultivées en monocultures ou en coculture sur des architectures d’hydroxyapatite 

denses macroporeuses, mises en forme par procédé de fabrication additive en micro-

extrusion, placées dans un bioréacteur en flux par perfusion. Le développement des cellules 

à la surface des architectures sera contrôlé par des méthodes d’observation microscopique et 

l’expression de marqueurs clefs de l’angiogenèse et/ou de l’ostéogenèse sera analysée. 

Les démarches expérimentales détaillées seront présentées au début de chaque partie 

associée. 
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Partie II. Matériels & Méthodes 

II.1. Matériaux 

II.1.1. Synthèse d’hydroxyapatite (HA) 

L’hydroxyapatite utilisée dans cette thèse, de formule Ca10(PO4)6(OH)2, est synthétisée 

au laboratoire selon un procédé de précipitation par voie aqueuse développé précédemment 

(259). Dans un réacteur illustré à la Figure 23, une solution aqueuse de nitrate de calcium 

tétrahydraté Ca(NO3)2,4H2O (237124, Sigma-Aldrich) à 0,64 M est agitée à 100 tr/min et 

chauffée à 90°C sous atmosphère d’argon. Une solution aqueuse d’hydrogénophosphate de 

di-ammonium (NH4)2HPO4 (A.5360/53, Fisher scientific) à 0,64 M est chauffée à 60°C et 

ajoutée à vitesse constante à l’aide d’une pompe péristaltique (Pumpdrive 5206, Heidolph), 

réglée à 48 mL/min, à la solution de calcium de manière à obtenir un ratio molaire final 

Ca/P=10/6 correspondant à l’hydroxyapatite pure. Après addition des réactifs, le mélange est 

maintenu sous agitation à 120 tr/min pendant 15 min à 90°C sous balayage d’argon à 0,5 

L/min et pH 9, ce dernier est régulé par ajout automatisé d’une solution d’hydroxyde 

d’ammonium NH4OH (A/3280/21, Fisher scientific) à 8,79 M, à l’aide d’une pompe gamma 

(gamma/ L, ProMinent). Une fois la maturation terminée, le précipité est récupéré dans des 

pots et centrifugé 5 min à 500 g pour éliminer le milieu liquide de la synthèse. La pâte résultante 

est lavée deux fois en H2O DI en centrifugeant les pots 5 min à 500 g. Le précipité est ensuite 

mis à sécher pendant 14 h au minimum dans une étuve à 100°C. Le solide résultant est ensuite 

broyé à l’aide d’un pilon dans un mortier en agate. Avant toute utilisation, cette poudre est 

caractérisée chimiquement comme renseigné ultérieurement dans la partie II.1.4. Si les 

caractérisations chimiques confirment que la poudre est monophasée et exempte de 

contamination chimique, alors cette poudre brute est calcinée à 650°C pendant 30 min avec 

des rampes thermiques de 20°C/min au sein d’un four (LH30/13, Nabertherm) pour éliminer 

les nitrates résiduels avant son utilisation. 

II.1.2. Synthèse d’hydroxyapatite substituée au silicium (Si0.4HA) 

L’hydroxyapatite substituée au silicium utilisée dans cette thèse, de formule 

Ca10(PO4)5.6(SiO4)0.4(OH)1.6, est également réalisée au laboratoire et s’appuie sur des travaux 

précédents (159). Le procédé est similaire à la synthèse d’hydroxyapatite stœchiométrique 

mais une solution aqueuse de tétra-acétate de silicium Si(OCOCH3)4 (345156, Sigma-Aldrich) 

à 0,04 M est ajoutée à celle d’hydrogénophosphate d’ammonium (NH4)2HPO4 à 0,6 M, de 

manière à obtenir une substitution de silicium de x=0,4 mol soit 1,13% m/m. Pour pouvoir 

utiliser cette solution de silicium, celle-ci est préalablement homogénéisée dans un broyeur 

planétaire (PulverizetteTM 6, Fritsch) à l’aide de billes de broyage en alumine de 15 mm de 

diamètre pendant 1 min à 150 tr/min. Le procédé est ensuite le même que pour la synthèse 

d’hydroxyapatite pure et permet d’obtenir une poudre brute référencée Si0.4HA. Avant toute 

utilisation, cette poudre est caractérisée chimiquement comme renseignée dans la partie II.1.4. 

Si les caractérisations chimiques confirment que la poudre est monophasée et exempte de 

contamination chimique, alors cette poudre brute est calcinée à 700°C pendant 2 h avec des 

rampes thermiques de 20°C/min dans un four (LH30/13) pour éliminer les nitrates résiduels. 
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Figure 23 : Illustration du système de synthèse par précipitation en voie aqueuse 

II.1.3. Préparation d’une hydroxyapatite substituée au cuivre (Cu0.1HA et Cu0.5HA) 

L’hydroxyapatite substituée au cuivre est réalisée au laboratoire sur la base de travaux 

précédents (158) utilisant un procédé de synthèse par voie solide. Deux concentrations de 

cuivre sont utilisées résultant en des matériaux de formule Ca10(PO4)6CuIIzCuIyO2H2
-
2z-y (y ≫ z) 

où x=y+z et x = 0,1 (Cu0.1HA) ou x = 0,5 (Cu0.5HA). Les deux compositions évoquées ensemble 

le seront sous la notation CuxHA. Une poudre d’hydroxyapatite pure et calcinée est mélangée 

dans une jarre en téflon avec 0,8% m/m ou 3,8% m/m de poudre d’oxyde de cuivre CuO 

(33307, Alfa Aesar) et 2% m/m de dispersant (Darvan C-N 13710, Vanderbilt Minerals). Elle 

est broyée par attrition avec des billes de zircone (ZrO2) de 1 mm de diamètre selon un ratio 

m/m de billes par rapport à la poudre de 3,75. L’attrition est réalisée pendant 3 h dans de l’H2O 

DI, grâce à une pâle en téflon connectée à un système d’attrition (R41-25/4, NETZSCH) réglé 

à 800 tr/min. Cette étape permet de réduire la taille des particules afin de favoriser la réaction 

par voie solide qui permettra, lors du frittage, l’insertion du cuivre dans la structure de 

l’hydroxyapatite. 

La granulométrie de la poudre est contrôlée à 1 min et à 3 h sur des prélèvements passés au 

travers d’un tamis cellulaire de 100 µm de porosité (ClearLine® 141380C, Dominique 

Dutscher), pour retenir les billes et les éventuels amas. Les mesures sont réalisées dans de 

l’H2O DI sous agitation et en circulation à l’aide d’un analyseur à diffraction laser (LA-950V2, 

Horiba) après avoir placé les flacons contenant les échantillons dans un bain à ultrasons 

pendant 5 min à puissance maximale. Les calculs sont réalisés avec l’indice de réfraction de 

l’hydroxyapatite (1,63). La granulométrie initiale permet d’apprécier l’effet de l’attrition. La taille 

moyenne souhaitée des particules d’hydroxyapatite est d’environ 2 µm de diamètre, afin de 

faciliter la réaction entre les composés et permettre la bonne incorporation du cuivre dans 
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l’apatite. Cette valeur à atteindre a été déterminée lors des travaux de thèse de Tiphaine Bazin 

(255). Les profils granulométriques de Cu0.1HA après 1 min et après 3 h d’attrition sont 

présentés dans la figure 24. 

 

Figure 24 : Distribution volumique des particules de Cu0.1HA après 1 min ou 3 h d'attrition 

Echelle logarithmique. Le profil en trait plein correspond à 1 min d’attrition, celui en pointillé à 3 h 

d’attrition. L’aire sous la courbe indique la proportion (en %) du volume occupé par une taille 

donnée de particules. 

La granulométrie en volume de Cu0.1HA après 1 min ou 3 h d’attrition (Figure 24) suit une 

distribution multimodale. Après 1 min d’attrition, la distribution a deux ensembles séparés. Le 

diamètre moyen dans le premier ensemble est 0,17 µm. Cette distribution représente les 

particules de CuO et les grains individuels d’hydroxyapatite. Le diamètre moyen dans le 

deuxième ensemble est de 8 µm, il correspond à des amas de particules d’hydroxyapatite. Les 

diamètres de particules sous lesquels se trouvent 10%, 50% et 90% du volume de la 

distribution sont : D(v,0.1) = 0,32 µm, D(v,0.5) = 10,70 µm et D(v,0.9) = 51,25 µm. 

Après 3 h d’attrition, le profil granulométrique de Cu0.1HA possède 3 ensembles. Le premier a 

un diamètre moyen de 0,3 µm, et représente une population de particules individuelles ou de 

très petits amas, il correspond toujours aux particules de CuO et aux grains d’hydroxyapatites. 

Deux ensembles, l’un avec un diamètre moyen de 1,5 µm et l’autre de 7,8 µm représentent 

une population de particules allant de 0,6 à 30 µm. Cette dernière population est composée 

essentiellement d’amas d’hydroxyapatite. Les diamètres de particules sous lesquels se 

trouvent 10%, 50% et 90% du volume de la distribution sont : D(v,0.1) = 0,18 µm, D(v,0.5) = 

0,65 µm et D(v,0.9) = 2,44 µm. 

La distribution granulométrique des poudres de Cu0.1HA en nombre de particules est 

présentée dans la Figure 25. 
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Figure 25 : Granulométries en nombre de la poudre Cu0.1HA après 1 min ou 3 h d’attrition 

Le profil en trait plein correspond à 1 min d’attrition, celui en pointillé à 3 h d’attrition. Le signal 

représente la part (en %) des particules de différentes tailles. 

La granulométrie en nombre, de poudres de Cu0.1HA après 1 min ou 3 h d’attrition (Figure 25), 

révèle que la très large majorité (>99,99%) des particules sont de petite taille (<1 µm). Après 

1 min d’attrition, la taille moyenne des particules est de 0,1 ± 0,03 µm. Après 3 h la taille 

moyenne des particules est de 0,16 ± 0,07 µm. L’augmentation de la taille moyenne des 

particules et l’étalement de la distribution peut s’expliquer par la réduction des amas 

d’hydroxyapatites en de nombreuses particules qui restent de faible dimension (<1 µm). 

A la suite des 3 h d’attrition des poudres de Cu0.1HA, peu d’amas subsistent et les particules 

font moins de 2 µm de diamètre. Les profils granulométriques de Cu0.5HA sont présentés en 

Figure 26. 
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Figure 26 : Distribution volumique des particules de Cu0.5HA après 1 min et 3 h d'attrition 

Le profil en trait plein correspond à 1 min d’attrition, celui en pointillé à 3 h d’attrition. Le signal 

indique la part (en %) du volume occupé par une taille donnée de particules. 

La granulométrie en volume de Cu0.5HA après 1 min ou 3 h d’attrition (Figure 26) suit une 

distribution multimodale. Après 1 min d’attrition, la distribution comporte trois ensembles 

séparés. Le premier ensemble a un diamètre moyen de 0,16 µm et représente les particules 

de CuO et les grains individuels d’hydroxyapatite. Le deuxième ensemble a un diamètre 

moyen de 7 µm. Un troisième ensemble de particules à un diamètre moyen de 230 µm. Cette 

population correspond à des amas de particules d’hydroxyapatite et les très grands amas 

(>100 µm) occupant proportionnellement beaucoup de volume, ils y sont « surreprésentés ». 

Les diamètres de particules sous lesquels se trouvent 10%, 50% et 90% du volume de la 

distribution sont : D(v,0.1) = 2,1 µm, D(v,0.5) = 6,15 µm et D(v,0.9) = 16,4 µm. 

Après 3 h d’attrition le profil granulométrique de Cu0.5HA est bimodal. Le premier ensemble a 

un diamètre moyen de 0,2 µm et représente une population de particules individuelles ou de 

très petits amas de CuO ou de grains d’hydroxyapatite. Le deuxième ensemble a un diamètre 

moyen de 8 µm et cette dernière population est composée essentiellement d’amas 

d’hydroxyapatite. Les diamètres de particules sous lesquels se trouvent 10%, 50% et 90% du 

volume de la distribution sont : D(v,0.1) = 0,13 µm, D(v,0.5) = 2,8 µm et D(v,0.9) = 9,6 µm. 

La distribution granulométrique en nombre de particules des poudres de Cu0.5HA est 

présentée dans la Figure 27. 
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Figure 27 : Granulométrie en nombre typiques de Cu0.5HA après 1 min et 3 h d'attrition 

Le profil en trait plein correspond à 1 min d’attrition, celui en pointillé à 3 h d’attrition. Le signal 

représente la part (en %) des particules de différentes tailles. 

La granulométrie en nombre de poudres de Cu0.5HA après 1 min ou 3 h d’attrition (Figure 27) 

révèle que la très large majorité des particules (>99,99%) est de petite taille (<1 µm). Après 1 

min d’attrition la taille moyenne des particules est de 0,1 ± 0,03 µm. Après 3 h la taille moyenne 

des particules est de 0,1 ± 0,05 µm. 

A la suite des 3 h d’attrition des poudres de Cu0.1HA peu d’amas subsistent et les particules 

font moins de 2 µm de diamètre. 

Ces granulométries sont conformes à ce qui est souhaité pour faciliter l’insertion du cuivre lors 

du frittage. 

La pâte obtenue suite à l’attrition est récupérée à travers un tamis en inox de 80 µm (Retsch), 

puis séchée pendant 24 h à 100°C. Le solide résultant est tamisé à 80 µm avec ce même 

tamis et la poudre est prête pour la mise en forme. 

II.1.4. Caractérisation des poudres 

Pour s’assurer de la pureté du produit de synthèse, et de l’absence de contaminant, 

différentes caractérisations sont effectuées sur les poudres de HA, Si0.4HA, Cu0.1HA et 

Cu0.5HA. 

Les poudres de HA et de Si0.4HA sont caractérisées en accord avec la norme ISO 13779-3 

(260). La poudre issue de la synthèse (parties II.1.1 pour HA ou II.1.2 pour Si0.4HA) est broyée 

au mortier et pilon en agate puis calcinée à 1000°C pendant 15 h. Les rampes thermiques sont 

réglées à 20°C/min et un palier à 400°C est maintenu en fin de cycle (four MOS-B 180/4, 
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Protherm). Le maintien à 400°C permet de garder la poudre déshydratée le temps de la 

réalisation d’un test colorimétrique à la phénolphtaléine. 

Ce test vise à détecter la présence de chaux grâce à la phénolphtaléine, un indicateur coloré 

virant de l’incolore en milieu acide au rose en milieu basique (pH > 8). Pour ce faire, quelques 

grains de poudre chaude sont immergés dans une solution aqueuse de phénolphtaléine 

composée d’environ 200 mL d’H2O DI et quelques gouttes d’une solution mère de 

phénophtaléine. En présence de chaux vive CaO, celle-ci s’hydrate au contact de l’eau et 

forme le composé Ca(OH)2 qui est une base forte (pKA de 12,6) et entraine le virage de la 

solution et une coloration rose. 

II.1.4.1. Diffraction des rayons X 

Pour contrôler la pureté des phases et s’assurer de l’absence de phase cristalline 

secondaire β- ou α-TCP et d’oxyde de calcium (CaO), les échantillons de poudre d’apatite 

calcinée à 1000°C sont analysés par diffraction des rayons X à l’aide d’un diffractomètre (D8 

Advance Da Vinci, Bruker) en configuration Bragg-Brentano. Ce diffractomètre utilise les 

radiations Kα du cuivre (CuKα) et possède un détecteur discriminant les niveaux d’énergie 

(Lynxeye XE-T) qui permet de ne sélectionner que le doublet Kα1. L’illumination est maintenue 

constante à l’aide d’une fente variable et un fond continu est obtenu à l’aide d’un couteau 

motorisé éliminant les signaux provenant des phénomènes de diffusion. Pour ne pas observer 

les échantillons sous une orientation préférentielle, ils sont mis en rotation à 10 tr/min et 

préparés de telle sorte à ce que les surfaces soient aussi isotropes que possible. Pour ce faire, 

les poudres sont déposées dans le porte échantillon sans compression et la surface est mise 

à niveau en appliquant des mouvements de haut en bas et dans différentes directions à l’aide 

d’une lame de rasoir. Pour lisser la surface, un unique tassement est réalisé à l’aide d’une 

lame de verre déposée sur la surface. Les diffractogrammes pour HA et Si0.4HA sont collectés 

entre 27° et 40° (2θ) avec un pas de 0,04° et un temps de pose par pas de 4 s. Ceux pour les 

CuxHA sont acquis sur poudre après attrition avec le CuO (obtenue selon le protocole de la 

sous-partie II.1.3) et sur poudre résultante d’une pastille de CuHA frittée et broyée dans un 

mortier en agate, pour contrôler la bonne insertion du cuivre dans l’hydroxyapatite (en 

observant la disparition du signal de CuO). L’analyse par DRX est faite entre 10° et 60° (2θ) 

avec un pas de 0,02° avec un temps de pose par pas de 1,2 s. Les phases cristallines sont 

identifiées à l’aide d’un logiciel spécialisé (EVA, Bruker) permettant de comparer les pics de 

diffraction avec les références contenues dans les fiches ICDD-PDF (International Center for 

Diffraction Data – Powder Diffraction Files). Les fiches utilisées sont renseignées dans le 

Tableau 1. 
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Tableau 1 : fiches ICDD-PDF utilisées pour la caractérisation des matériaux 

Composé chimique 

 
N° de fiche PDF 

Hydroxyapatite : Ca10(PO4)6(OH)2 

 
9 - 0432 

β-TCP : Ca3(PO4)2 

 
55 - 0898 

α-TCP : Ca3(PO4)2 9 - 0348 

Ca(OH)2 4 - 0733 

Chaux (oxyde de calcium) : CaO 

 
37 - 1497 

Oxyde de cuivre (II) : CuO 48 - 1548 

Oxyde de cuivre (I) : Cu2O 5 - 667 

Seules les poudres présentant une absence de phase secondaire cristallisée ont été utilisées 

pour la suite des expériences. 

Des diffractogrammes illustrés typiques des poudres de HA et de Si0.4HA sont représentés ci-

dessous dans la Figure 28 : 

 

Figure 28 : Diffractogrammes typiques d'une poudre de HA et d’une poudre de Si0.4HA calcinées à 

1000°C sous air pendant 15 h 

Etoile : angles correspondant à l’hydroxyapatite 

L’analyse des phases cristallines des poudres de HA et Si0.4HA (Figure 28) montre que tous 

les pics correspondent au signal de l’hydroxyapatite. Aucun pic n’est rencontré pour les autres 

phases secondaires qui peuvent être rencontrées (α- et β-TCP, CaO ou Ca(OH)2). 

L’intégration du CuO dans l’apatite est présentée à l’aide d’une comparaison des 

diffractogrammes d’une poudre de Cu0.5HA non frittée et d’une poudre de Cu0.5HA issue du 

broyage de pastilles frittées à 1100°C pendant 1 h. 
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Figure 29 : Diffractogrammes typiques d'une poudre de Cu0.5HA non frittée et d’une poudre de 

Cu0.5HA frittée à 1100°C sous air pendant 1 h 

Poudre frittée (trait rouge) : pastille de Cu0.5HA frittée à 1100°C sous air pendant 1 h puis broyée au 

mortier et pilon en agate. Poudre non frittée (trait noir) : poudre de HA calcinée à 650°C pendant 30 

min et attritée durant 3 h avec 3,8% m/m de CuO.  

Sur les diffractogrammes des poudres de Cu0.5HA frittée et non frittée (Figure 29), les pics 

correspondent pour l’essentiel aux angles attendus de l’hydroxyapatite. Un pic à l’angle 

correspondant au CuO (38,8°) est présent sur le diffractogramme de Cu0.5HA non frittée 

(Figure 29 bas). La disparition de ce pic après le frittage à 1100°C pendant 1 h (Figure 29 

haut) atteste de la bonne incorporation du cuivre dans l’apatite. 

Les diffractogrammes du matériau Cu0.1HA avant et après frittage ne possèdent que des pics 

associés aux angles de l’hydroxyapatite (l’oxyde de cuivre CuO, présent en faible quantité 

avant frittage, est en dessous du seuil de détection). 

II.1.4.2. Spectroscopie Infrarouge à Transformée de Fourier (FTIR) 

Pour s’assurer de la pureté chimique des poudres de HA et de Si0.4HA elles sont analysées à 

l’aide d’un spectromètre infrarouge à transformée de Fourier (Spectrum One, Perkin Elmer). 

Du bromure de potassium KBr (206391000, Acros Organics), maintenu en atmosphère sèche, 

est pressé en pastille de 10 mm de diamètre. 150 mg de KBr sont pesés et mis en forme par 

pressage uniaxial. Ensuite, quelques grains de la poudre à analyser, préalablement calcinée 

à 1000°C durant 15 h, sont ajoutés à une autre pastille de KBr de 150 mg. Enfin une dernière 

pastille est réalisée avec un ajout de plusieurs dizaines de grains de la poudre à tester dans 

les 150 mg de KBr. Ces pastilles sont ensuite analysées par le spectromètre en réalisant 32 

scans en transmittance entre 4000 cm-1 et 400 cm-1 avec une résolution de 4 cm-1. La première 

pastille, de KBr uniquement, sert à faire le blanc. 

Les spectres obtenus sont contrôlés pour s’assurer qu’aucune bande vibrationnelle ne 

correspond à un contaminant potentiel. De plus, pour Si0.4HA l’absence de bande à 800 cm-1 

est contrôlée pour s’assurer de la bonne incorporation des ions silicates et l’absence de silice 
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vitreuse. Les bandes vibrationnelles correspondant à l’hydroxyapatite et à l’hydroxyapatite 

substituée au silicium sont présentées dans le Tableau 2 et le  

Tableau 3. Les spectres infrarouges de poudre de HA et de Si0.4HA calcinées à 1000°C 

pendant 15 h sont présentés dans la Figure 30. 

Tableau 2 : Bandes vibrationnelles communes utilisées pour la caractérisation de la poudre de HA et 

de Si0.4HA 

Bandes vibrationnelles sélectionnées d’après (261) 

Bande d’absorption IR (cm-1) Mode 

474 ν2PO4 

570 ν4PO4 

602 ν4PO4 

632 νLOH 

961 ν1PO4 

1043 ν3PO4 

1090 ν3PO4 

1640 δH2O adsorbée 

3000-3700 νH2O adsorbée 

3573 νs(OH) 
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Tableau 3 : Bandes vibrationnelles spécifiques utilisées pour la caractérisation de Si0.4HA 

D’après des travaux précédents au laboratoire (159) et des données de la littérature (261). 

Bande d’absorbance IR (cm-1) Mode 

504 SiO4 

522 SiO4 

752 SiO4 

840 Si-R 

890 Si-O 

928 SiO4 

945 SiO4 ou Si-OH 

984 SiO4 ou Si-OH 
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Figure 30 : Spectres FTIR typiques de poudre de HA et de Si0.4HA calcinées à 1000°C 

pendant 15 h sous air 

Spectre noir : HA. Spectre bleu : Si0.4HA. Encadré en pointillés : région présentée dans le 

zoom situé dans la moitié inférieure de la figure. Spectres mis à en forme à l’aide du logiciel 

Spectraglyph (F. Menges "Spectragryph - optical spectroscopy software", Version 1.2.14, 

2020, http://www.effemm2.de/spectragryph/ ) 

Sur les spectres FTIR des poudres de HA et de Si0.4HA (Figure 30), toutes les bandes 

vibrationnelles correspondant à l’hydroxyapatite pure (Tableau 2) sont observées. 

Au niveau du spectre FTIR de la poudre de Si0.4HA, les bandes vibrationnelles à 504, 522 et 

752 cm-1 associées au SiO4, celle à 890 cm-1 associée à la liaison Si-O et celles à 945 et 984 

cm-1 associées à la liaison Si-OH ou au SiO4 dans la structure apatite sont retrouvées. La 
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bande vibrationnelle à 800 cm-1 associée à la silice vitreuse n’est pas observée (159), (261). 

Ces bandes vibrationnelles confirment la bonne incorporation des ions silicates dans l’apatite. 

La substitution ionique en silicium dans Si0.4HA entraine une diminution du nombre de 

groupements PO4 et OH, comme le rappelle sa formule Ca10(PO4)5.6(SiO4)0.4(OH)1.6. Ceci 

explique la diminution relative par rapport au spectre de HA de l’intensité des bandes 

vibrationnelles de OH à 3573 et 632 cm-1 et de PO4 à 1090 et 632 cm-1 (mieux visible en Figure 

30 dans la partie non zoomée). 

II.1.5. Elaboration de céramiques 

II.1.5.1. Pastilles mises en forme par pressage uniaxial 

Pour fabriquer des pastilles cylindriques sur lesquelles sont réalisées les cultures 

cellulaires, les poudres calcinées sont broyées à l’aide d’un pilon et d’un mortier en agate puis 

placées dans des matrices avant d’être pressées. Deux tailles de matrices sont utilisées : 10 

mm de diamètre et 13 mm de diamètre. Pour former une pastille de 10 mm, appelées par la 

suite ϕ10, 300 mg de poudre est placé au sein d’une matrice (GS03100, Specac). Pour les 

pastilles de 13 mm, appelées par la suite ϕ13, 500 mg de poudre est placé au sein d’une 

matrice (GS03000, Specac). Ces poudres sont pressées à une pression de 56 MPa maintenue 

pendant 20 s à l’aide d’une presse hydraulique (GS15011, Specac). 

II.1.5.2. Obtention d’une pâte d’hydroxyapatite permettant la mise en forme 

d’architecture macroporeuse par micro-extrusion 

La fabrication d’architectures poreuses en HA par micro-extrusion demande la 

réalisation d’une pâte de rhéologie adaptée à l’extrusion. Les caractéristiques de celle-ci 

doivent être celles d’un fluide non newtonien pseudoplastique rhéofluidifiant. Une poudre de 

HA brute est calcinée à 1055°C pendant 1 h sous air avec des rampes thermiques de 10°C/min 

dans un four (MOS-B 180/4). Cette poudre est ensuite broyée au pilon et mortier en agate et 

tamisée à l’aide d’un tamis en acier de 300 µm (60131000300, Retsch) pour s’assurer de 

l’absence d’amas de poudre de grande taille. 

Cette poudre est par la suite broyée par attrition dans de l’H2O DI à l’aide de billes de zircone 

yttriée de 1 mm de diamètre. Le ratio massique billes/poudre est de 3,75 avec ajout de 1% 

m/m de dispersant (Darvan® C-N). Le mélange est placé dans une jarre en téflon et est attrité 

pendant 90 min à 1000 tr/min à l’aide d’une pâle en téflon mise en mouvement par un système 

d’attrition (R41-25/4, NETZSCH). 

La granulométrie de la poudre est contrôlée à 1 min et à 90 min selon le même protocole que 

celui renseignée dans la partie II.1.3. Les poudres attritées sont utilisées pour la suite du 

procédé quand la taille maximale des particules de HA ne dépasse pas 10 µm afin de faciliter 

l’extrusion de la pièce. 

Les profils granulométriques en volume typiques d’une poudre de HA avant et après attrition 

sont présentés dans la Figure 31. 
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Figure 31 : Distributions volumiques de poudre de HA calcinée à 1055°C pendant 1 h après 1 min 

ou 90 min d'attrition 

Le profil en trait plein correspond à 1 min d’attrition, celui en pointillé à 90 min d’attrition. Le signal 

indique la part (en %) du volume occupé par une taille donnée de particules. 

La granulométrie en volume d’une poudre de HA calcinée à 1055°C pendant 1 h après 1 min 

ou 90 min d’attrition (Figure 31) suit une distribution multimodale. Après 1 min d’attrition la 

distribution est bimodale. Le premier ensemble a un diamètre moyen de 0,39 µm et représente 

une population de particules individuelles ou de petits amas de grains d’hydroxyapatite. Le 

deuxième ensemble a un diamètre moyen de 17,4 µm et un plateau est présent de 26 à 34 

µm. Cette deuxième population correspond à des amas de particules d’hydroxyapatite. Les 

diamètres de particules sous lesquels se trouvent 10%, 50% et 90% du volume de la 

distribution sont : D(v,0.1) = 1,3 µm, D(v,0.5) = 17,9 µm et D(v,0.9) = 74,1 µm. 

Après 90 min d’attrition, le profil granulométrique de HA est plus étroit par rapport à 1 min 

d’attrition et reste bimodal. Le premier ensemble a un diamètre moyen de 0,3 µm et représente 

une population de particules individuelles ou de très petits amas de grains d’hydroxyapatite. 

Le deuxième ensemble a un diamètre moyen de 1,15 µm et représente une population d’amas 

de particules d’hydroxyapatite. Les diamètres de particules sous lesquels se trouvent 10%, 

50% et 90% du volume de la distribution sont : D(v,0.1) = 0,16 µm, D(v,0.5) = 0,65 µm et 

D(v,0.9) = 2 µm. 

La Figure 32 présente les profils granulométriques de la même poudre mais avec une 

représentation selon le nombre de particules. 
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Figure 32 : Profils granulométriques en nombre d’une poudre de HA calcinée à 1055°C pendant 1 h 

après 1 min ou 90 min d'attrition 

Le profil en trait plein correspond à 1 min d’attrition, celui en pointillé à 90 min d’attrition. La courbe 

représente la part (en %) des particules de différentes tailles. 

La granulométrie en nombre de particules de HA après 1 min ou 90 min d’attrition (Figure 32), 

révèle que la très large majorité des particules (>99,99%) fait moins de 1,5 µm à 1 min ou à 

90 min d’attrition. Après 1 min d’attrition la taille moyenne des particules est de 0,3 ± 0,11 µm. 

Après 90 min la taille moyenne des particules est de 0,12 ± 0,07 µm. La diminution de la taille 

des particules et le resserrement de la distribution s’explique par la réduction des amas 

d’hydroxyapatites en particules de plus faible dimension. Ces mesures confirment l’efficacité 

de l’attrition et les particules d’hydroxyapatites font moins des 10 µm maximum souhaités. 

La pâte résultante de cette attrition est récupérée et filtrée à travers un tamis en acier de maille 

de 80 µm (60131000080, Retsch) puis séchée en étuve à 200°C durant 24 h. La poudre est 

ensuite broyée au pilon et mortier en agate et tamisée à l’aide du même tamis de 80 µm. 

La pâte pour l’extrusion est ensuite réalisée, un gel de méthylcellulose à 4% m/v est 

confectionné en utilisant du méthylcellulose (METHOCELTM E4M, 34516, Colorcon). Pour cela 

à 96 g d’H2O DI est ajouté une quantité de dispersant (Darvan® C-N) permettant d’obtenir 

dans la pâte finale une concentration de 1,2 mg de dispersant par m² de poudre. La quantité 

de dispersant (Darvan® C-N) est déterminée d’après la masse de gel selon le taux de charge 

visé de 50% en volume d’HA et le dispersant (Darvan® C-N) déjà ajouté pour l’attrition de la 

poudre (1% m/m). 

Ce mélange est agité à 100 tr/min à l’aide d’une tige d’agitation à disque dissolveur (R 1303, 

Ika) et porté à 60°C à l’aide d’une plaque chauffante. L’agitation est alors réglée à 250 tr/min 

et 4 g de méthylcellulose (METHOCELTM E4M) sont progressivement ajoutés jusqu’à la 
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solubilisation complète de la poudre. Le mélange est maintenu à 250 tr/min et 60°C pendant 

30 min. Une fois la chauffe arrêtée, le mélange est laissé à refroidir passivement jusqu’à 35°C 

en maintenant une agitation à 250 tr/min. Le gel est conservé au minimum pendant 24 h à 4°C 

avant utilisation pour permettre une bonne hydratation des chaines de méthylcellulose. 

Après ce repos, 2,96 g de ce gel sont pesés et 9,6 g de poudre sont soigneusement ajoutés 

en 5 fois sur une durée totale d’environ 1 h. Quand toute la poudre est ajoutée et que le 

mélange est homogène, 3% m/m d’une solution de polyéthylène imine (PEI, 408700, Sigma-

Aldrich) est ajoutée jusqu’à son intégration complète dans la pâte. Celle-ci est ensuite passée 

trois fois dans un laminoir tricylindre (EXAKT) en positions resserrées pour chasser l’air et 

achever l’homogénéisation de la pâte. Suite à cela, elle est emballée dans une double couche 

de parafilm et placée à 4°C dans un récipient en verre lui-même fermé hermétiquement à l’aide 

d’un parafilm. La pâte est conservée au moins 24 h à 4°C avant son utilisation pour que le 

système revienne à un état de repos avant l’extrusion. 

Le taux de charge, qui détermine le volume que la céramique occupe dans la pâte, est 

déterminé à cette étape selon la formule : 

𝑡𝑎𝑢𝑥 𝑑𝑒 𝑐ℎ𝑎𝑟𝑔𝑒 = 𝑉𝐻𝐴/(𝑉𝐻𝐴 + 𝑉𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑞𝑢𝑒) 

V déterminant le volume. VHA est calculé grâce à sa masse volumique selon la formule : 

𝑉𝐻𝐴 = 𝑚𝐻𝐴/𝜌𝐻𝐴 

m est la masse d’HA et ρ sa masse volumique. Vorganique est le volume occupé par le PEI et le 

gel à 4% v/v de méthylcellulose, ce volume est déterminé selon la formule : 

𝑉𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑞𝑢𝑒 = 𝑚𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑞𝑢𝑒/𝜌𝑜𝑟𝑔𝑎𝑛𝑖𝑞𝑢𝑒 

 La masse volumique de HA sous forme de poudre est mesurée pour chaque lot par 

pycnométrie selon le protocole décrit ultérieurement dans la partie II.1.10. La masse volumique 

de la poudre de HA avoisine les 3,1 g/cm3, celle du PEI est de 1,08 g/cm3 et celle du gel est 

de 1,15 g/cm3 et est déterminée en pesant un volume fixe. Le taux de charge visé dans ces 

expériences est de 50% pour obtenir une pièce céramique dense après frittage. Après calcul 

les taux de charges des pâtes d’HA utilisées dans ces travaux sont compris entre 49% et 52%, 

proches de la valeur souhaitée de 50%.  

Le procédé de mise en forme par extrusion est décrit au début de la Partie V. 

II.1.6. Contrôle des températures de calcination et de frittage 

 Les températures réelles atteintes lors des différents cycles thermiques sont contrôlées 

à l’aide d’anneaux de mesure de la température, PTCR – ETH (Ferro) pour les cycles avec 

des paliers compris entre 850°C et 1100°C, PTCR – STH (Ferro) pour ceux avec des paliers 

compris entre 1130°C et 1400°C. Ces anneaux sont placés proche des échantillons pendant 

le cycle thermique puis leurs diamètres sont mesurés après refroidissement. La température 

réelle de l’enceinte au voisinage des échantillons est estimée d’après des tables de 

température fournies par le fabricant. Sur ces tables, les diamètres des anneaux de mesure 

sont associés à une température puis une correction de cette température est appliquée en 

fonction du temps de palier de frittage. 

Les traitements thermiques des matériaux sont décrits au début de la Partie III pour les 

pastilles. Le traitement thermique est décrit au début de la Partie V pour les architectures 

macroporeuses. 
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II.1.7. Méthodes de caractérisation 

Les dimensions physiques des pièces sont prises à l’aide d’un pied à coulisse, les 

caractérisations de leurs autres paramètres physiques font appel à des appareillages et 

techniques décrits ci-dessous. 

II.1.8. Détermination de la taille des grains et des pores par microscopie électronique à 

balayage 

La surface des céramiques frittées est observée à l’aide d’un microscope électronique 

à balayage (MEB) (Quanta FEG 450, FEI). Pour ce faire, les échantillons sont fixés sur un 

portoir métallique à l’aide d’un papier collant conducteur électrique ou d’une laque d’argent 

colloïdal PELCO® (16031, Agar scientific). Les échantillons sont nettoyés de leurs poussières 

par projection d’air comprimé. Pour faciliter les observations, la métallisation des échantillons 

peut être requise et est réalisée à l’aide d’un pulvérisateur (« Agar sputter coater », Agar 

scientific) projetant du platine. Les échantillons sont placés dans une enceinte étanche sous 

balayage d’argon, les réglages utilisés dans ces travaux permettent la projection plasma d’une 

couche de platine d’environ 3 nm. 

Les analyses sont réalisées sur au moins 3 images obtenues sur 3 échantillons indépendants 

à l’aide du logiciel ImageJ (NIH, https://imagej.nih.gov/ij/download.html) pour mesurer la taille 

des grains et des pores.  

II.1.9. Détermination de la porosité ouverte par la méthode de la poussée d’Archimède 

La porosité ouverte des pastilles est déterminée par la méthode de la poussée 

d’Archimède. L’humidité résiduelle des pastilles est éliminée par séchage à 200°C pendant 24 

h. Les pastilles sont pesées dans cet état sec donnant la masse sèche. Elles sont ensuite 

complètement imbibées d’H2O DI grâce à un système de chambre à vide mouillable puis 

pesées dans l’H2O DI donnant la masse immergée. L’H2O DI présente en surface est retirée 

à l’aide d’un papier absorbant saturé en H2O DI et la masse des pastilles est de nouveau 

mesurée, donnant la masse humide. Ces trois masses permettent d’extraire la porosité 

ouverte selon la formule 𝑝𝑜𝑟𝑜𝑠𝑖𝑡é 𝑜𝑢𝑣𝑒𝑟𝑡𝑒 = ((𝑚𝑖𝑚𝑏𝑖𝑏é𝑒 − 𝑚𝑠è𝑐ℎ𝑒)/(𝑚ℎ𝑢𝑚𝑖𝑑𝑒 − 𝑚𝑖𝑚𝑚𝑒𝑟𝑔é𝑒))  ×

 100 exprimée en pourcentage de porosité. 

II.1.10. Détermination de la masse volumique des matériaux par pycnométrie 

La masse volumique des matériaux frittés ou sous forme de poudre est déterminée sur 

3 échantillons indépendants préalablement séchés à 100°C pendant 24 h. Elle est mesurée à 

l’aide d’un pycnomètre à gaz (AccuPyc II 1340, Micromeritics) en utilisant de l’hélium. Après 

la réalisation d’un blanc 10 mesures successives sont réalisées pour obtenir une moyenne 

pour chaque échantillon. 

II.1.11. Détermination de la surface spécifique de poudres ou de pastilles par la 

méthode de la BET 8 points 

La surface spécifique des poudres est contrôlée à l’aide de la méthode Brunauer, 

Emmett et Teller (BET) 8 points en utilisant un analyseur d’adsorption (ASAP 2020, 

Micromeritics) fonctionnant au gaz azote après un dégazage réalisé par une chauffe à 250°C 

pendant 1 h. La surface spécifique des poudres d’HA utilisées dans l’élaboration des 

architectures servant à ces travaux est comprise entre 10 m²/g et 17 m²/g. 

https://imagej.nih.gov/ij/download.html
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La surface spécifique des pastilles est mesurée grâce à la méthode BET 8 points à 

l’aide d’un analyseur d’adsorption (ASAP 2020) utilisant le gaz krypton. Le dégazage est 

réalisé à 350°C durant 4 h, les échantillons sont pesés dans leur contenant puis les mesures 

effectuées par l’appareil. 

II.1.12. Détermination de la rugosité de surface des pastilles par profilométrie 

La rugosité de la surface des pastilles est mesurée à l’aide d’un profilomètre à stylet 

(DEKTAK 6M, Veeco) en utilisant un stylet en diamant ayant une pointe de 12,5 µm de rayon 

et en appliquant une masse de 1 mg. Les données de 6 passages de 4 mm de long sur 3 

échantillons indépendants sont collectées. Ces mesures permettent de déterminer trois 

valeurs. La première est la rugosité RA qui est la déviation moyenne par rapport à la ligne 

moyenne de la rugosité et représente donc l’écart-moyen entre les pics et les vallées. La 

seconde, le RV est la valeur la plus grande rencontrée sous la ligne moyenne de la rugosité. 

Troisièmement, le RZ est la différence moyenne entre les 5 pics les plus hauts et les 5 vallées 

les plus profondes autour de la ligne moyenne, elle indique donc l’écart-moyen entre les 

extrêmes du relief. 

II.1.13. Analyse des éléments chimiques solubles par spectrométrie d’émission 

optique à couplage plasma inductif (ICP-OES) 

Le calcium Ca, le phosphore P, le silicium Si et le cuivre Cu sont recherchés dans les 

milieux de culture dans lesquels ont été immergés les matériaux avec ou sans cellules. 

L’analyse par ICP-OES nécessite un volume minimal d’environ 5 mL pour réaliser les mesures 

sur ces 4 éléments. Les concentrations des éléments Si et Cu étant faibles une procédure 

particulière est mise en place pour éviter les dilutions : les milieux de différentes expériences 

indépendantes, au temps sélectionné, sont récupérés et regroupés. Après une pesée pour 

calculer leur volume ils sont traités avec de l’acide nitrique HNO3 (20 413.321, Prolabo) pour 

qu’il atteigne une concentration de 2% v/v. L’acidification des milieux permet de prévenir la 

précipitation du cuivre ou du silicium. Les échantillons liquides sont maintenus à 37°C sous 

agitation à la vitesse de 100 tr/min avant analyse. Les mesures par l’ICP-OES (Optima 

8300DV, Perkin Elmer) sont répétées trois fois pour obtenir une moyenne et un écart-type. 

II.2. Caractérisation des propriétés biologiques des céramiques à base 

d’hydroxyapatite 

II.2.1. Modèles biologiques : lignées cellulaires 

II.2.2. Cellules endothéliales murines : C166 

Pour modéliser le comportement des cellules endothéliales à la surface des 

céramiques, la lignée immortalisée de cellules endothéliales murines C166 (ATCC® - CRL-

2581™) a été sélectionnée. Cette lignée cellulaire est issue de cellules endothéliales murines 

extraites du sac vitellin d’embryons issus du croisement entre une femelle NMRI/GSF et un 

mâle CD-1 transgénique. Les souris NMRI-GSF font partie d’une lignée de souris albinos 

SWISS originaire du Naval Medical Research Institute (NMRI) de la ville de Bethesda aux 

Etats-Unis d’Amériques. Avant les travaux de développement des C166, elles ont été 

obtenues auprès de la Gesellschaft für Strahlen- und Umweltforschung (GSF). Les cellules 

endothéliales des souris NMRI/GSF lient sélectivement à la lectine de Dolichos biflorus. Les 

souris CD-1 sont dérivées de souris albinos SWISS originaires du laboratoire Charles River 
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aux Etats-Unis d’Amériques. Pour le développement des C166, des souris CD-1 sont rendues 

transgéniques par transfection du pro-oncogène fes au stade embryonnaire (262). Les cellules 

C166 issues de ce croisement expriment plusieurs copies du proto-oncogène fps (fps/fes). 

Elles sont capables de former des hémangiomes multifocaux21 in vivo. In vitro ces cellules 

possèdent un comportement physiologique. Elles peuvent notamment former des tubules sur 

MatrigelTM et forment un pavage caractéristique des cellules endothéliales à confluence (263, 

264). Elles sont également capables de proliférer sans stimulation exogène, et ce 

vraisemblablement grâce à une suractivation de la voie de signalisation des intégrines (265), 

(266). Les cultures peuvent être maintenues jusqu’à passage 20 sans anomalie. Les cultures 

dans ces travaux ont été utilisées entre les passages 3 et 16. 

Le choix de cette lignée est justifié par : 

- le comportement physiologique de ces cellules in vitro qui permet une évaluation 

pertinente des propriétés biologiques des matériaux testés. 

- L’aspect pratique de l’utilisation d’une lignée stable ce qui facilite la comparaison 

entre des expériences éloignées dans le temps. 

- L’espèce animale dont elles sont issues, c’est-à-dire la souris, afin de mettre en 

place des cocultures mono-espèce. 

- Le choix d’un modèle « plus économique » en termes de coût tout en gardant en 

mémoire les biais inhérents à ce modèle. 

II.2.3. Pré-Ostéoblastes murins : MC3T3-E1 Sous-clone 14 

La composante ostéoblastique a été modélisée en utilisant le sous-clone 14 de la lignée 

pré-ostéoblastique murine MC3T3-E1 (ATCC® CRL2594TM). La lignée MC3T3-E1 est issue 

de la calvaria de souris nouveau-nés de souche C57BL/6 âgés de 1 jour (267). A partir de 

cette lignée hétérogène, différents clones naturels ont été isolés en fonction de leurs capacités 

de minéralisation. Parmi ces clones le sous-clone 14, isolé par Wang D. et al (268), présente 

une capacité accrue de minéralisation et de phénotype proche d’ostéoblastes de calvaria 

primaires. Ces pré-ostéoblastes ont une activité de l’ALP et une expression de l’OCN 

augmentées en présence de VEGF (153). Dans ce travail, les cellules ont été utilisées entre 

les passages 3 et 12. 

II.2.4. Conditions de culture cellulaire 

Les lignées cellulaires sont appelées de manière générale « C166 » ou « MC3T3-E1 

sous-clone 14 » ou « MC3T3-E1-Sc14 » sans mention préalable du terme « cellules ». Les 

manipulations sont réalisées sous l’enceinte stérile d’un poste de sécurité microbiologique. 

Les C166 sont cultivées en milieu de formulation « Dulbecco’s Modified Eagle Medium » 

(DMEM) contenant 4,5 g/L de glucose, 580 mg/L de L-glutamine, sans pyruvate (41965 

ThermoFisher scientific). Ce milieu est complété avec 10% v/v de sérum de veau fœtal (SVF, 

10270, ThermoFisher scientific), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine 

(BP2959, Fisher scientific). Ce milieu est par la suite appelé cDMEM. 

Les MC3T3-E1 sous-clone 14 sont cultivées en « Minimum Essential Medium Eagle » 

formulation Alpha (MEM-α) sans acide ascorbique (A10490 ThermoFisher scientific), complété 

 
21 Tumeurs bénignes causées par une prolifération excessive des cellules endothéliales 
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avec 10% v/v de SVF (10270, ThermoFisher scientific), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL 

de streptomycine (BP2959, Fisher scientific). Ce milieu est par la suite appelé cMEM-α. 

Les milieux contenant le SVF et le cocktail d’antibiotiques sont appelés de manière générale 

milieux complets. 

Les cellules sont cultivées en routine dans des flasques ( 83.3910 ou 83.3911, Sarstedt), à 

une densité d’ensemencement de 6500 cellules/cm2 pour les C166 et de 12500 cellules/cm2 

pour les MC3T3-E1 sc14. Les milieux sont changés tous les trois jours. Les cellules sont 

décollées lorsque le tapis cellulaire occupe 80 à 85% de la surface de culture. Pour ce faire, 

les cellules sont rincées une fois en PBS 1X, le tapis cellulaire est recouvert de TrypLETM 22 

1X (12563, ThermoFisher scientific) pendant 5 min (MC3T3-E1 sc14) ou 10 min (C166) à 

37°C. L’action du TrypLE est stoppée par ajout d’un volume équivalent de milieu complet. Les 

suspensions cellulaires sont centrifugées pendant 5 min à 300 g puis le culot cellulaire est 

remis en suspension en milieu complet. Un prélèvement de cette suspension est utilisé pour 

compter les cellules après coloration au bleu Trypan 0,04% m/v (T6146, Sigma-Aldrich) sur 

un hématimètre de Malassez (ROCMD, Greiner Bio-One) en utilisant un microscope optique 

inversé Primo Vert (Zeiss). 

II.2.5. Préparation des matériaux céramiques pour la culture cellulaire 

Préalablement à la culture cellulaire, les céramiques ont été emballées dans du papier 

d’aluminium et stérilisées à 200°C pendant 2 h sous chaleur sèche dans une étuve (Memmert) 

comme indiqué en fin des parties II.1.5.1 et V.2.1. Elles sont ensuite stockées dans l’enceinte 

stérile d’un poste de sécurité microbiologique. Une heure avant leur utilisation les pastilles de 

céramiques et les architectures en HA sont placées au fond de puits d’une plaque de culture 

cellulaire 24 puits (83.3922.005, Sarstedt) et immergés dans 1 mL ou 1,5 mL de milieu de 

culture complet respectivement afin qu’un équilibre chimique entre les matériaux et le milieu 

de culture puisse s’établir. Ce milieu est collecté et conservé à -20°C en vue d’analyses 

ultérieures. L’ensemencement cellulaire est ensuite réalisé sur les céramiques. 

II.2.6. Ensemencement des cellules et conditions de culture 

II.2.6.1. Évaluation des propriétés angiogéniques des HA substituées par le cuivre ou 

le silicium 

Pour les analyses en imagerie et les différents dosages décrits par la suite, les cellules 

de la lignée C166 sont ensemencées sur des pastilles de diamètre 10 mm à une densité de 

10 000 cellules/cm2. Pour les analyses nécessitant d’extraire les macromolécules 

intracellulaires (protéines et acides nucléiques), les cellules ont été ensemencées à hauteur 

de 25 000 cellules/cm2 à la surface de pastilles de diamètre 13 mm afin de collecter un 

maximum de matériel biologique. Le volume d’ensemencement est de 1 ml. Les 

ensemencements sont réalisés en déposant délicatement la suspension à la surface des 

matériaux, goutte à goutte, à l’aide d’une micropipette. Les cellules sont gardées en culture en 

incubateur sous 5% de CO2 dans une atmosphère saturée en humidité. 

Après 24h de culture, les matériaux céramiques supportant les cultures sont placés dans un 

nouveau puits contenant 1 ml de milieu de culture complet frais. Ce changement de position 

 
22 Solution contenant des enzymes, lesquelles coupent et inactivent les protéines d’adhérence 

cellulaire pour permettre le décollement des cellules 
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permet de limiter la génération d’artefacts par les cellules ayant adhéré au plastique de culture 

dans le fond du puits. 

Afin d’évaluer les échanges chimiques entre la surface du matériau et le milieu de culture sans 

rompre les équilibres chimiques installés, le choix a été fait de ne pas renouveler le milieu de 

culture avant 7 jours de culture. Compte-tenu de l’accumulation de déchets métaboliques, de 

la diminution de la disponibilité en nutriments au cours du temps, et des modifications des 

équilibres ioniques par évaporation, la capacité de ces milieux de 7 jours à soutenir la 

croissance de cellules a été évaluée en amont. Pour cela, il a été vérifié et validé que des 

milieux issus des cultures à 7 jours sont capables de soutenir la croissance de cellules 

cultivées sur plastique pendant 7 nouveaux jours et ce toujours sans changement de milieux. 

Pour cette vérification, des cellules C166 ont été ensemencées dans des plaques de culture 

selon le protocole décrit dans cette sous-partie avec des densités d’ensemencement de 

25 000 cellules/cm². Du milieu ayant alimenté des C166 cultivées dans des plaques de culture 

pendant 7 jours, à la même densité initiale de 25 000 cellules/cm², est utilisé pour la 

resuspension des culots de cellules et l’ensemencement de la nouvelle plaque. La croissance 

et l’apparence des C166 a été contrôlée pendant 7 jours, aucune différence avec du milieu 

frais n’a été observée. 

II.2.6.2. Développement de modèles de coculture en bioréacteur à flux pour 

l’évaluation des propriétés biologiques des matériaux céramiques 

II.2.6.2.1. Description du bioréacteur à flux en perfusion 

Le bioréacteur en flux à perfusion permet de réaliser des cultures 3D dynamiques sous 

flux. Il est composé d’une pompe et de lignes de culture indépendantes, et est placé dans un 

incubateur de culture à 37°C, 5% CO2 dans une atmosphère saturée en humidité. Chaque 

ligne est composée des éléments présents sur la photographie légendée de la Figure 33. 
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Figure 33 : Composition d'une ligne du bioréacteur à flux 

Une ligne de bioréacteur (Figure 33) est composée d’un filtre stérile (Figure 33 en haut à 

gauche) qui maintient ouverte une entrée du réservoir, ce qui facilite les échanges gazeux du 

système. Le système est protégé des contaminations grâce aux pores de 0,22 µm du filtre. 

L’autre sortie du réservoir sert à l’alimentation en milieu de celui-ci et aux prélèvements. Cette 

entrée est protégée par un bouchon de type « luer » permettant une fermeture hermétique et 

stérile. Les pinces permettent de rediriger le flux de milieu de culture. La pince sur le marquage 

bleu coupe l’alimentation de la chambre de perfusion et celle sur le marquage rouge coupe 

une dérivation qui permet au milieu de ne pas passer par la chambre. Cette dernière pince est 

toujours fermée quand le système est en fonctionnement. Le réservoir en verre peut contenir 

25 mL de milieu de culture. Le support métallique permet d’ancrer les tubulures (en silicone) 

recouvertes de platine (pour une action antibactérienne, (269) et poreuses aux gaz. Cette 

porosité permet de placer les lignes directement dans l’incubateur sans nécessiter la présence 

d’un système d’oxygénation. La tubulure flexible jaune est actionnée par la pompe ce qui 

permet de mettre le milieu de culture en mouvement. La cassette assure le maintien de la 

tubulure flexible sur la tête de la pompe. Le support, les hémi chambres présentées dans la 

Figure 34, ainsi que le réservoir sont issus d’un kit commercial (SKE research equipment). 

La chambre de perfusion est assemblée selon un montage présenté dans la Figure 34. 
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Une chambre de perfusion (Figure 34) est composée de deux hémi chambres se refermant 

sur un support qui assure l’étanchéité à l’aide de joints. Ce support accueille des portoirs en 

téflon qui se positionnent autour de l’architecture céramique et la maintiennent dans une 

position constante face au flux. 

La circulation du milieu de culture est assurée par une pompe péristaltique (MasterFlex® L/S®, 

Cole-Parmer) avec un modèle de tête de pompe rotative (7519-25, Cole-Parmer) réglée à un 

débit de 1 mL/min. L’ensemble du système est placé au sein d’un incubateur (Heracell™ VIOS 

160i, Thermo scientific) permettant de maintenir une température de 37°C dans une 

atmosphère saturée en humidité et contenant 5% de CO2. 

II.2.6.2.2. Mise en place des cultures en bioréacteur 

Avant la mise en place de la culture, 25 ml de milieu de culture complet sont placés 

dans le flacon réservoir de chaque ligne. Ces lignes sont placées dans l’incubateur et reliées 

à la pompe péristaltique afin d’amorcer la circulation du milieu de culture pour chasser l’air et 

les bulles qui peuvent apparaître. 

Les architectures céramiques sont ensemencées goutte à goutte à la micropipette avec une 

suspension contenant 50 000 cellules dans un volume de milieu de culture complet de 1,5 mL. 

Ce volume est nécessaire pour recouvrir les architectures dans les plaques 24 puits. Les 

architectures de HA sont ensemencées soit avec des monocultures de C166 ou de MC3T3-

E1 E1 sous-clone 14 dans leurs milieux complets respectifs (cDMEM ou cMEM-α). Une 

condition de coculture avec un ratio de 2 cellules C166 pour 1 cellule MC3T3-E1 sous-clone 

14 dans un mélange égal de milieux complets cDMEM et cMEM-α est également réalisée. Le 

mélange de cellules de la coculture est réalisé extemporanément à partir de suspensions 

cellulaires. 

 

Figure 34 : Composants d'une chambre de perfusion du bioréacteur à flux 
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Les architectures avec cellules sont placées pendant 5 h dans un incubateur de culture afin 

de permettre aux cellules d’adhérer à la surface du matériau. Ce temps d’attente est une 

précaution pour garantir l’adhérence des cellules sur le matériau et de résister au flux. Il est 

connu que dès 1 h après l’ensemencement sur HA les cellules MC3T3-E1 E1 sous-clone 14 

forment des adhérences cellulaires sur la céramique (270). L’adhérence est contrôlée en 

parallèle visuellement sur le plastique des puits de culture avec une transition de forme de 

cellules arrondies vers des cellules partiellement étalées. 

Le système de bioréacteur à flux est illustré dans la Figure 35. 

 

Figure 35 : Système de bioréacteur à flux en perfusion au sein de l’incubateur 

Le milieu liquide dans le système en perfusion est renouvelé tous les 7 jours au niveau du 

réservoir. L’abondance du milieu de culture, 25 mL dans le réservoir, limite fortement 

l’apparition de problèmes de concentration et/ou d’appauvrissement du milieu évoqués plus 

haut en partie II.2.6. Malgré tout et en raison de l’existence d’un volume mort dans les 

tubulures d’environ 5 mL, du milieu issu de culture en bioréacteur âgé de 3 semaines, et ayant 

donc subi 2 renouvellements, a été contrôlé de la même façon qu’évoqué dans le paragraphe 

II.2.6. Ce milieu a notamment permis la croissance de C166, MC3T3-E1 sc14 ou coculture 

pendant 1 semaine sans renouvellement dans des puits en plastiques. 
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II.2.7. Évaluation de la réponse des cellules endothéliales C166 aux céramiques à base 

d’HA substituée par le silicium ou le cuivre. 

II.2.7.1. Mesure de l’activité métabolique par le test de MTT. 

Le métabolisme énergétique de la cellule implique des activités oxydatives et 

déshydrogénases effectuées par des enzymes. En particulier, la production d'adénosine 

triphosphate (la molécule de transfert énergétique centrale des cellules) par les mitochondries 

dépend d’une réduction de co-enzymes par des déshydrogénases. Ces réactions ont 

notamment lieu au cours du cycle de Krebs 23 et 70% environ de l’activité déshydrogénase 

cellulaire provient des enzymes mitochondriales dont la succinate déshydrogénase. L‘activité 

métabolique des cellules est mesurée en utilisant du bromure de tétrazolium bleu de thiazolyle 

(158990010, Acros Organics) ou MTT. C’est un composé jaune clair, soluble en milieu aqueux, 

qui une fois réduit par les déshydrogénases en formazan, forme des cristaux intracellulaires 

insolubles de couleur violette. La formation de ces cristaux peut être dosée par 

spectrophotométrie à 584 nm après lyse des cellules et solubilisation des cristaux dans du 

diméthylsulfoxyde (DMSO). 

Après 24 h, 48 h, 72 h et 96 h de culture des C166 à la surface des matériaux ou 72 h de 

culture de C166 dans des plaques 96 puits (83.1835, Sarstedt) en présence de milieux 

conditionnés par les céramiques (procédé détaillé en partie II.2.7.10), le milieu de culture est 

retiré et remplacé par une solution à 37°C de cDMEM contenant 0,5 mg/mL de MTT. Les 

cellules sont incubées avec le MTT pendant 90 min à 37°C. Le surnageant est retiré et 150 µL 

de DMSO (D5879, Sigma Aldrich) sont ajoutés sur les cellules. Dans le cas où les cellules 

sont cultivées à la surface de céramiques, les pastilles sont retournées dans les puits. La 

plaque est placée pendant 30 min sous agitation à 150 tr/min à l’abri de la lumière. La solution 

résultante est transférée en triplicat technique de 50 µL dans une plaque 96 puits (83.1835, 

Sarstedt) et la densité optique est mesurée à 584 nm à l’aide d’un lecteur de plaque fluorimètre 

(FLUOstar OPTIMA, BMG LABTECH). Un blanc est réalisé à l’aide de DMSO et la spécificité 

du signal est assurée par l’utilisation d’un contrôle négatif. Celui-ci est réalisé dans des puits 

contenant des cellules traitées à 0,12 vol d’H2O2 pendant 24 h ce qui assure une mortalité 

cellulaire de 100%. La densité optique des différentes conditions est comparée à celle obtenue 

pour des C166 cultivées sur le matériau de référence constitué d’HA pure. 

II.2.7.2. Mesure de la mortalité cellulaire par marquage nucléaire à l’iodure de 

propidium (IP) 

La mortalité des cellules est mesurée en utilisant l’iodure de propidium (IP) comme 

sonde fluorescente nucléaire. L’IP est une molécule intercalante de l’ADN qui ne peut pas 

pénétrer dans les cellules vivantes du fait de l’intégrité de leur membrane plasmique. Au cours 

des processus de mort cellulaires par nécrose ou par apoptose (phases tardives), les 

membranes cellulaires sont altérées et deviennent perméables. L’IP permet donc de marquer 

les cellules en état d’apoptose tardive ou de nécrose (271). Après 24 h, 96 h ou 168 h de 

culture, une solution d’IP à 3 µM (81845, Sigma-Aldrich) dans du cDMEM à 37°C est ajoutée 

pendant 20 min, puis le milieu est retiré. Les cellules sont rincées deux fois en cDMEM et trois 

fois en PBS 1X. Les cellules sont fixées au paraformaldéhyde (PFA, 47608, Sigma Life 

science) 4% m/v en PBS 1X pendant 10 min puis rincées trois fois pendant 5 min en PBS 1X. 

 
23 Cycle central du métabolisme dans lequel l’énergie des glucides, lipides et acides aminés est 

récupérée. 
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Un contremarquage nucléaire est réalisé avec 20 µM d’Hoechst 33342 (62249, 

Thermoscientific) en PBS 1X pendant 5 min à température ambiante. Un contremarquage est 

un marquage visant à rendre visible ou augmenter le contraste d’une zone d’intérêt pour 

faciliter l’observation, ou permettre, la localisation d’un autre marquage. Ici, le Hoechst permet 

de visualiser l’ADN et donc par extension les noyaux. Le marquage IP permet alors de compter 

le ratio de noyaux positifs c’est à dire le ratio de cellules mourantes. Après ce contremarquage 

les cellules sont rincées 3 fois en PBS 1X. Les marquages sont observés à l’aide d’un 

microscope à épifluorescence (Axio Imager M2, Zeiss). 

II.2.7.3. Mesure de la viabilité cellulaire par marquage à la calcéine 

 La viabilité cellulaire est mesurée à 24 h, 48 h, 72 h et 96 h de culture à l’aide d’une 

calcéine modifiée, une molécule fluorescente qui porte un groupement ester acétoxyméthyle 

inhibant sa fluorescence. Cette calcéine modifiée peut rentrer librement dans les cellules en 

diffusant à travers les membranes plasmiques. Une fois dans cet environnement le 

groupement acétotoxyméthyle est retiré par les estérases intracellulaires et la fluorescence de 

la calcéine est restaurée. Les estérases étant inactivées dans les cellules mortes la 

fluorescence de la calcéine y reste inhibée et ces cellules apparaissent non fluorescentes. La 

molécule utilisée dans cette thèse est la calcéine Red Orange (C34851, Thermofisher 

scientific) qui est intrinsèquement fluorescente et émet de la fluorescence à 590 nm. Elle est 

également excitable avec une excitation maximale à 577 nm. 15 min avant la fin du temps de 

culture, la moitié du volume des puits de culture est remplacé par une solution de calcéine 2X 

à 12 µM préparée dans du cDMEM à 37°C. Les cellules sont rincées 2 fois en cDMEM et 3 

fois en PBS 1X. Les cellules sont fixées au PFA 4% m/v en PBS 1X pendant 10 min puis 

rincées 3 fois pendant 5 min en PBS 1X. Un contremarquage nucléaire est réalisé avec 20 µM 

d’Hoechst 33342 en PBS 1X pendant 5 min à température ambiante et les cellules sont rincées 

3 fois en PBS 1X. Les marquages sont observés à l’aide d’un microscope à épifluorescence 

(Axio Imager M2). 

II.2.7.4. Mesure de la prolifération cellulaire par incorporation du 5-Ethynyl-2′-

deoxyuridine (EdU) 

Le taux de prolifération cellulaire est mesuré en ajoutant du 5-Ethynyl-2′-deoxyuridine 

(EdU) dans des cultures cellulaires. L’EdU est un analogue de la thymidine, une des quatre 

bases constituant l’ADN, il peut être utilisé par les cellules quand elles répliquent leur ADN au 

cours de la division cellulaire par mitose (phase S). L’EdU incorporé dans l’ADN peut accepter 

la greffe covalente d’un azide fluorescent par une réaction dite de « chimie click », après 

fixation et perméabilisation des cellules. Les noyaux des cellules entrées en phase S au cours 

de la période d’incubation avec l’EdU seront visualisés en microscopie à fluorescence. 

Après 24 h, 48 h, 72 h ou 96 h de culture une solution d’EdU (C10337, ThermoFisher scientific) 

à 10 µM est préparée dans du cDMEM à 37°C. Cette solution est ajoutée pendant 45 min puis 

les cellules sont rincées 3 fois en PBS 1X puis fixées par immersion en PFA 4% m/v en PBS 

1X pendant 10 min. Enfin, elles sont rincées 3 fois pendant 5 min en PBS 1X. Pour éliminer le 

cuivre en solution présent dans les conditions CuxHA, les pastilles avec les cellules sont 

immergées dans une solution d’acide éthylène diamine tétra-acétique (EDTA24, 409971000, 

Acros Organics) à 1 M en PBS 1X pendant 5 min. Elles sont ensuite placées pendant 10 min 

dans une solution de Tris 100 mM à pH 7,5 (A4263, AppliChem). Les cellules sont ensuite 

 
24 L’EDTA est un chélateur des cations divalents. 



Arthur Brunel | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 113 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

perméabilisées pendant 15 min dans une solution de Triton X-100 (AAA16046AP Fisher 

scientific) à 0,5% v/v en PBS 1X et les cellules sont rincées 2 fois pendant 5 min en PBS 1X. 

Elles sont ensuite rincées 1 fois dans une solution de PBS 1X contenant 100 mM d’EDTA 

pendant 5 min pour s’assurer de l’absence de cuivre en solution. Le mélange réactionnel de 

chimie click contenant 2 mM CuSO4 (61230 Sigma-Aldrich), 5 µM azide AlexaFluor 488 

(760765, Sigma-Aldrich) et 100 mM d’acide ascorbique (A3604, AppliChem) est préparé 

extemporanément en H2O DI par ajout des différents éléments dans l’ordre écrit. Ce mélange 

est déposé sur les cellules pendant 30 min dans le noir à température ambiante. Après 3 

rinçages pendant 5 min en PBS 1X, un contremarquage nucléaire est réalisé à l’aide d’une 

solution de Hoechst 33342 à 20 µM dans du PBS 1X pendant 5 min. Les cellules sont rincées 

3 fois en PBS 1X puis observées au microscope à épifluorescence (Axio Imager M2). Pour 

chaque échantillon, au minimum 5 champs au grossissement final X100 ou 10 champs au 

grossissement final X400 sont photographiés grâce à une caméra (AxioCam MRm, Zeiss) 

couplée au microscope et à un logiciel spécialisé (Zen, Zeiss). 

Les images sont analysées avec le logiciel Image J (NIH). Le taux de cellules proliférantes est 

calculé en rapportant le nombre de cellules au noyau marqué à l’EdU sur le nombre de cellules 

totales déterminé par le contremarquage nucléaire. 

II.2.7.5. Évaluation de l’expression de protéines impliquées dans l’angiogenèse par 

Western Blot 

Les niveaux d’expression de différentes protéines sont détectés par électrophorèse sur 

gel de polyacrylamide en présence de dodécylsulfate de sodium (SDS-PAGE : Sodium 

Dodecyl Sulfate - PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) et Western Blot. Après 24 h, 48 h, 72 

h, 96 h ou 168 h de culture, les cellules à la surface des matériaux sont rincées 1 fois en PBS 

1X, placées dans un nouveau puits et conservées à -80°C jusqu’à l’extraction des protéines. 

Deux méthodes différentes d’extraction des protéines ont été suivies en fonction de la 

nécessité d’extraire les protéines ou les ARN et les protéines. 

Dans le premier cas, 150 µL de tampon de lyse (M-PER, Thermo Scientific) supplémenté d’un 

cocktail inhibiteur de protéases et de phosphatases (Roche) à 4°C sont ajoutés sur les cellules 

pendant 15 min sur glace. Les lysats cellulaires sont ensuite soigneusement homogénéisés, 

transférés en tubes coniques stériles de 1,5 mL et placés dans un bain à ultrason à puissance 

maximale pendant 10 min pour casser les brins d’ADN. 300 µL d’éthanol absolu (20821.310, 

VWR) à -20°C sont ajoutés et le système est maintenu pendant au moins 24 h à - 20°C afin 

de précipiter les protéines présentes dans les lysats cellulaires. 

Dans le second cas, les protéines sont récupérées suite à la lyse des cellules réalisée au cours 

du protocole d’extraction des ARN à l’aide d’un kit (RNeasy® plus microkit, Qiagen) (partie 

II.2.7.6) d’après les instructions de (272). Les éluats issus de la fixation des ARNs présents 

dans le lysat cellulaire dans une colonne d’affinité par centrifugation sont récupérés dans des 

tubes coniques de 1,5 mL. 400 µL d’éthanol absolu à -20°C sont ajoutés et les tubes sont 

placés à -20°C pendant au moins 24 h (272). 

Dans les deux cas, le contenu des tubes à -20°C est centrifugé à 20 000g pendant 20 min à 

4°C à l’aide d’une centrifugeuse (MF 20-R, AwelTM centrifugation) munie d’un rotor adapté aux 

tubes (AMF20-24, AwelTM centrifugation). Le surnageant est jeté et le culot est lavé 3 fois par 

ajout d’un volume d’éthanol absolu à -20°C suivi d’une centrifugation à 20 000g pendant 20 

min à 4°C, le surnageant étant ensuite éliminé. Après le dernier lavage, l’éthanol est 
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soigneusement éliminé puis le culot de protéines est séché en laissant le tube ouvert pendant 

au minimum 10 min à 37°C en chaleur sèche. 

Les culots protéiques sont resuspendus dans 25 µL de tampon de Laemmli 1X (ou tampon 

d’échantillon, Laemmli, 1970, 2% SDS, 10% glycérol et 60 mM Tris pH 6,8). La concentration 

des protéines est ensuite déterminée par spectrophotométrie UV à l’aide d’un 

spectrophotomètre à micro-volume (SpectraMax® QuickdropTM, Molecular Devices) à 280 

nm. Des mesures contrôles sont réalisées à 260 nm qui permettent d‘estimer la présence 

d’ADN contaminant et à 320 nm qui permettent de mesurer le bruit de fond, avec une forte 

sensibilité aux concentrations en sels. Les protéines sont dénaturées en ajoutant 5% de β-

mercaptoéthanol (A1108, AppliChem) et 0,002% de bleu de bromophénol (B0126, Sigma 

Aldrich) est ajouté pour visualiser les échantillons lors des dépôts. Les extraits traités sont 

ensuite chauffés à 95°C pendant 5 min. 

Entre 15 µg et 50 µg de protéines (masse identique entre les échantillons d’une même 

expérience), ou 5 µl d’un mélange de marqueurs de poids moléculaire Precision Plus 

ProteinTM WesternCTM (1610376, Bio-Rad), ou Full Range RainbowTM RPN800E (Cytiva) 

sont chargés dans les puits de gels d’acrylamide (Mini-PROTEAN® TGX™, Bio-Rad) en 

gradient de concentration de 4-15% ou de concentration de 10% (Biorad). Les protéines sont 

séparées selon leur poids moléculaire par migration électrophorétique SDS-PAGE dans un 

tampon Tris-Glycine-SDS (TGS, Biorad) dans une cuve d’électrophorèse (Mini-PROTEAN, 

Bio-Rad) alimentée par un générateur (PowerPac™ Basic, Bio-Rad) à 110 V. La migration est 

arrêtée quand le front de migration, visible grâce au bleu de bromophénol, arrive à l’extrémité 

opposée du gel. Les protéines sont transférées par électrophorèse dans un appareil de 

transfert semi-sec (Trans-Blot® Turbo™, Biorad) sur des membranes de PVDF d’une porosité 

de 2 µm (Immun-Blot® PVDF, Bio-Rad) préalablement régénérées en éthanol absolu, entre 

des couches de papier absorbant (Trans-Blot® Turbo™ RTA Transfer Kit, PVDF, 1704273, 

Bio-Rad). 

Les membranes sont lavées sous agitation 3 fois pendant 5 min dans un tampon Tris salin 1X 

(TBS 1X) contenant 20 mM de Tris Base (BP152, Fisher scientific), 4 g de NaCl (A1149, 

Applichem) et à un pH ajusté à 7,6 à l’aide d’HCl 1N (Sigma Aldrich). Les sites de liaisons 

protéiques aspécifiques sont ensuite saturés en recouvrant les membranes de TBS 1X 

contenant 0,05% v/v Tween-20 (BP337, Fisher scientific) (TBS-T 1X), et 5% m/v de protéines 

de lait (poudre de lait écrémé, Régilait) pendant au moins 30 min sous agitation à température 

ambiante. L’hybridation avec les anticorps primaires est réalisée dans le même mélange à 4°C 

sur la nuit dans un système de chambre humique statique où le milieu contenant l’anticorps 

est maintenu sur la membrane à l’aide d’un parafilm (Millipore). La nature et les concentrations 

des anticorps utilisés sont indiquées dans le Tableau 5. Les membranes sont lavées à 

température ambiante 3 fois pendant 5 min sous agitation en TBS-T 1X puis 1 fois en TBS 1X 

pendant 5 min. Elles sont ensuite hybridées avec les anticorps secondaires conjugués à la 

péroxydase de raifort (HRP : Horse raddish peroxidase) en TBS 1X sous agitation pendant 1 

h à température ambiante aux concentrations renseignées dans le Tableau 6. 

La détection des protéines se fait à l’aide de kits de substrat chimioluminescents 

(SuperSignalTM West Pico PLUS, ou SuperSignalTM West Atto, ThermoFisher scientific) selon 

les instructions du fabricant. Les réactifs du kit sont mélangés selon les recommandations du 

fabricant et 1 mL du mélange est déposé sur la membrane. La détection du signal luminescent 

est réalisée à l’aide d’un système d’imagerie couplé à une caméra (Fusion FX, Vilber) 

permettant l’acquisition du résultat. 
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Les anticorps liés aux protéines sur la membrane sont éliminés (déshybridation) à l’aide d’une 

solution contenant 1,5% m/v de glycine (A13816, ThermoFisher scientific), 1% v/v de Tween 

20 et 0,1% m/v de dodécylsulfate de sodium (SDS, L6026, Sigma-Aldrich) au pH ajusté à 2,2 

à l’HCl. Cette solution est appliquée 2 fois pendant 15 min à 50°C sous agitation puis les 

membranes sont lavées 3 fois en TBS-T 1X avant de pouvoir saturer à nouveau les sites 

aspécifiques pour de nouvelles hybridations sur les membranes. 

A partir des images obtenues, l’expression relative des protéines est déterminée par 

densitométrie en utilisant le logiciel ImageJ et ses fonctions intégrées. Pour une condition 

donnée le niveau d’expression relatif des protéines d’intérêt est normalisé sur celui de la 

GAPDH qui est utilisée comme protéine de ménage25. 

II.2.7.6. Expression des gènes associés à l’angiogenèse par RT-qPCR. 

Les niveaux d’expression de différents ARN messagers (ARNm) sont mesurés et 

comparés par la technique de la réa ction en chaîne par polymérases quantitative (qPCR, 

quantitative Polymerase Chain Reaction) après avoir été convertis en ADN complémentaire 

(ADNc) par rétrotranscription (RT). La conversion d’ARNm en ADNc est réalisée par 

l’intermédiaire d’une enzyme spécifique, la reverse transcriptase. Cet ADNc est amplifié au 

cours d’une réaction de PCR particulière car elle est réalisée en présence de sondes 

fluorescentes libérées à chaque amplification. L’émission de fluorescence est quantifiée par 

un appareil de qPCR (AriaMx Real-time PCR System, Agilent) et croît de manière 

exponentielle au cours des cycles d’amplification. La mesure de la fluorescence permet de 

remonter à la quantité d’ADNc initiale en comparaison avec une condition de référence. 

Un brin d’ADN est doublé à chaque cycle ce qui entraine une croissance exponentielle du 

nombre de brins et de l’intensité de fluorescence. Le cycle où le signal dépasse un seuil 

prédéfini détermine le cycle seuil (Ct, Cycle threshold). Il est donc dépendant de la quantité 

initiale d’ARNm, plus le nombre de copies initiales est important plus le Ct sera faible. 

Après 24 h, 96 h ou 168 h de culture, les cellules sont rincées 1 fois en PBS 1X. Le matériau 

est changé de puits et elles sont conservées à -80°C jusqu’à l’extraction des ARNm. 

L’extraction des ARN est réalisée sur glace à l’aide d’un kit (RNeasy® Micro Kit, Qiagen) selon 

les instructions du fabricant. Les centrifugations sont réalisées à l’aide d’une centrifugeuse 

(MF 20-R) munie d’un rotor à tubes coniques de 1,5 mL (AMF20-24). Après la première 

centrifugation, le surnageant contenant une partie des protéines est conservé pour leur 

précipitation en éthanol, comme indiqué dans la partie II.2.7.5. L’élution est faite par ajout de 

14 µL d’eau pure sans RNase puis en centrifugeant le tube à 20 000 g pendant 2 min. Le 

volume mort de la colonne étant de 2 µL, les ARN sont contenus dans un volume final de 12 

µL. Le dosage des ARN est fait par spectrophotométrie UV à 260 nm. Des mesures de contrôle 

sont réalisées à l’aide d’un spectrophotomètre à micro-volume (SpectraMax® QuickdropTM) 

dans un volume d’1 µL. Les mesures sont faites à 230 nm pour estimer la contamination 

éventuelle par des molécules organiques, à 280 nm pour estimer la contamination par des 

protéines et à 320 nm pour mesurer le bruit de fond et les concentrations en sels. 

La rétrotranscription est réalisée à l’aide d’un kit (High-Capacity RNA-to-cDNA, ThermoFisher 

scientific). D’après les instructions du fabricant, le mélange réactionnel est préparé en ajoutant 

un volume de 1 µl d’enzyme Reverse Transcriptase à 9 µL de tampon. Ensuite, 1 µg d’ARN 

 
25 Une protéine de ménage est une protéine dont l’expression est stable dans les cellules quel que 

soit leur état physiologique.  
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est ajouté et le volume du mélange réactionnel est complété à 20 µL avec de l’eau pure sans 

RNAse. La réaction se fait selon le cycle thermique suivant : 1 h à 37°C puis 5 min à 95°C et 

conservation de produit de RT à 4°C. Ce cycle est réalisé à l’aide d’un thermocycleur (T100TM, 

Bio-Rad). Les ADN obtenus sont stockés à -20°C avant utilisation. 

La PCR quantitative est réalisée en plaque 96 puits (Multiply® 72.1981, Sarstedt). Le mélange 

réactionnel est préparé sur glace. Pour ce faire, un mélange comprenant pour chaque 

échantillon 5 µL de « Master Mix » (TaqManTM Fast Advanced Master Mix, ThermoFisher 

scientific) comprenant l’enzyme, les nucléotides, les sels et le tampon, 0,5 µL d’un mélange 

contenant les amorces et les sondes spécifiques aux gènes analysés, sondes TaqManTM de 

ThermoFisher scientific : GAPDH (Mm99999915_g1), eNOS (Mm00435217_m1) et VWF 

(Mm00550376_m1), et 0,5µL d’eau pure stérile sans DNase est préparé. Ces 6 µL sont 

déposés dans les puits correspondants, puis 100 ng d’ADNc sont déposés pour chaque puits 

en utilisant 4 µL d’une solution préalablement diluée en eau de qualité biologie moléculaire, 

de manière à obtenir une concentration finale en ADNc de 25 ng/µL. Une fois ces mélanges 

effectués, la plaque est scellée à l’aide d’un film optique (95.1994 Sarstedt) puis brièvement 

centrifugée grâce à la centrifugeuse (MF 20-R) munie d’un rotor à plaque (SL3.-MTP). La 

plaque est ensuite placée dans un thermocycleur quantitatif (AriaMx Real-time PCR System) 

qui réalise le cyclage thermique et mesure la fluorescence dans les puits. Le cycle thermique 

utilisé pour l’amplification est le suivant : 95°C pendant 1 min suivi de 45 cycles de : 95°C 

pendant 3 s puis 60°C pendant 30 s. 

Les résultats sont analysés à l’aide d’un logiciel intégré au thermocycleur quantitatif (AriaMX, 

Agilent) pour déterminer les Ct. La méthode des ΔΔCt est utilisée pour comparer l’expression 

relative des différents marqueurs par rapport au contrôle interne. D’après cette méthode le Ct 

du gène de ménage, ici le gène de la GAPDH est soustrait au Ct du gène d’intérêt ce qui 

permet d’obtenir le ΔCt. Ensuite le ΔCt du marqueur de la condition de référence (ici : le 

matériau céramique HA) est soustrait au ΔCt du marqueur de la condition test et la valeur 

résultante est le ΔΔCt. Cette valeur est ensuite utilisée selon la formule RQ = 2-(ΔΔCt) pour 

obtenir l’expression relative car l’amplification est considérée comme efficace à 100% résultant 

en un doublement de la population à chaque cycle. 

II.2.7.7. Détection par immunofluorescence et observation in situ de protéines liées à 

l’angiogenèse. 

Après 24 h, 48 h, 72 h, 96 h ou 168 h de culture, les cellules sont rincées 1 fois en PBS 

1X puis fixées par recouvrement avec une solution de PFA 4% m/v en PBS 1X pendant 10 

min. Selon la localisation du marqueur cellulaire, membranaire, cytoplasmique ou nucléaire, 

les cellules sont perméabilisées par immersion dans une solution à 0,05% v/v de Triton X-100 

en PBS 1X pendant 5 min, une solution à 0,5% v/v de Triton X-100 en PBS 1X pendant 5 min 

ou une solution à 0,5% v/v de Triton X-100 en PBS 1X pendant 15 min respectivement et à 

température ambiante. Les sites antigéniques aspécifiques sont saturés par immersion dans 

une solution à 3% m/v d’Albumine Sérique Bovine (BSA, 268131000, Acros Organics) en PBS 

1X pendant au moins 30 min à température ambiante. Les cellules sont immergées dans des 

solutions contenant les anticorps primaires en vue de leur hybridation avec les protéines 

d’intérêt (Tableau 5) diluées en PBS 1X contenant 3% m/v de BSA pendant 1 h à température 

ambiante. Après 3 rinçages au PBS 1X, les anticorps primaires sont hybridés avec des 

anticorps secondaires conjugués à des fluorochromes (Tableau 7) en PBS 1X pendant 45 min 

à température ambiante et à l’abri de la lumière. Les cellules sont rincées 3 fois en PBS 1X. 
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Un contremarquage nucléaire est réalisé avec 20 µM d’Hoechst 33342 en PBS 1X pendant 5 

min à température ambiante. Les cellules sont rincées 3 fois en PBS 1X. Les marquages sont 

observés à l’aide d’un microscope à épifluorescence (Axio Imager M2). 

II.2.7.8. Détection par imagerie de fluorescence et observation in situ du cytosquelette 

d’actine 

Après 24 h, 48 h, 72 h ou 96 h de culture, les cellules sont rincées une fois en PBS 1X 

puis fixées par recouvrement avec une solution de PFA 4% m/v en PBS 1X pendant 10 min. 

Les cellules sont perméabilisées par immersion dans une solution 0,5% v/v de Triton X-100 

en PBS 1X pendant 5 min. Des sites antigéniques sont recherchés en parallèle de cette 

expérience, par conséquent, les sites antigéniques aspécifiques sont saturés par immersion 

dans une solution à 3% m/v de BSA en PBS 1X pendant au moins 30 min à température 

ambiante. L’actine filamentaire est marquée à l’aide de la molécule phalloïdine « CruzFluorTM 

488 Conjugate » au 1/1000 dans une solution de 3% m/v BSA en PBS 1X (sc-363791, Santa 

Cruz Biotechnology) pendant 1 h à température ambiante. Après 3 rinçages au PBS 1X les 

anticorps primaires sont hybridés avec des anticorps secondaires conjugués à des 

fluorochromes (Tableau 7) en PBS 1X pendant 45 min à température ambiante et à l’abri de 

la lumière. Les cellules sont rincées 3 fois en PBS 1X. Un contremarquage nucléaire est réalisé 

avec 20 µM d’Hoechst 33342 en PBS 1X pendant 5 min à température ambiante et les cellules 

sont rincées 3 fois en PBS 1X. La phalloïdine et l’immunomarquage concomitant sont observés 

à l’aide d’un microscope à épifluorescence (Axio Imager M2). 

II.2.7.9. Mesures de la sécrétion de VEGF164 

Le dosage de VEGF164 sécrété par les cellules C166 est réalisé dans les milieux de 

culture des pastilles après 4 jours et 7 jours sans concentration du milieu. 

Le dosage ELISA (technique d’immunoadsorption par enzyme liée) du VEGF est réalisé avec 

un kit (Mini TMB EDK Human VEGF, 900-TM10, Peprotech) dans des plaques 96 puits 

(« medium binding », 82.1581.100, Sarstedt) selon les instructions du fabricant. La révélation 

est réalisée pendant 20 min à température ambiante à l’aide du substrat chromogène de 

l’enzyme HRP (« 1-Step ULTRA TMB-ELISA », 34028, ThermoFisher scientific). Suite à cette 

incubation une coloration proportionnelle à la quantité de VEGF164 apparait dans les puits 

contenant du VEGF164. La réaction, enzymatique est alors arrêtée avec un ajout de 100 µL 

d’acide chlorhydrique HCL à 1 M. 

La coloration observée est mesurée par spectrophotométrie à l’aide d’un lecteur de plaque 

fluorimètre (FLUOstar OPTIMA) à 450 nm avec une correction à 595 nm et la concentration 

en VEGF164 des échantillons est calculée par régression linéaire à partir des valeurs 

mesurées pour la gamme étalon en tenant compte du facteur de dilution des échantillons. 

II.2.7.10. Évaluation de l’activité cellulaire par Wound Healing assay. 

Des pastilles ϕ10 sont immergées pendant 96 h dans 1 mL de DMEM complet qui est 

ensuite collecté, ce milieu est par la suite appelé milieu conditionné. Des cellules C166 sont 

ensemencées dans les puits d’une plaque 96 puits (Sarstedt) à 12500 cellules/cm² de manière 

à obtenir un tapis cellulaire à confluence après 48 h. Sur ce tapis cellulaire une blessure 

linéaire est réalisée à l’aide d’un « Woundmaker Tool » (4563, Sartorius) et le milieu de culture 

est remplacé par 100 µL de milieu conditionné, 30 µM ou 300 µM de CuSO4 (61230, Sigma-

Aldrich) en cDMEM complet, ou du cDMEM complet seul. Les mêmes conditions ont été 
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réalisées en présence de 50 µM d’acide ascorbique (A3604, AppliChem). Ces conditions sont 

présentées dans le tableau suivant : 

Tableau 4 : Conditions du Wound Healing assay 

DMEM complet conditionné 96 h par HA ϕ10 

DMEM complet conditionné 96 h par Cu0.1HA ϕ10 

DMEM complet conditionné 96 h par Cu0.5HA ϕ10 

DMEM complet conditionné 96 h par Si0.4HA ϕ10 

30 µM CuSO4 en DMEM complet 

300 µM CuSO4 en DMEM complet 

DMEM complet 

50 µM acide ascorbique en DMEM complet conditionné 96 h par HA ϕ10 

50 µM acide ascorbique en DMEM complet conditionné 96 h par Cu0.1HA ϕ10 

50 µM acide ascorbique en DMEM complet conditionné 96 h par Cu0.5HA ϕ10 

50 µM acide ascorbique en DMEM complet conditionné 96 h par Si0.4HA ϕ10 

50 µM acide ascorbique et 30 µM CuSO4 en DMEM complet 

50 µM acide ascorbique et 300 µM CuSO4 en DMEM complet 

50 µM acide ascorbique en DMEM complet 

La plaque est positionnée dans un incubateur à 37°C sous 5% de CO2 et avec une atmosphère 

saturée en humidité sur un système d’imagerie optique automatisée (Incucyte®, Sartorius) afin 

de monitorer la fermeture de la blessure sur une durée totale de 60 h avec l’acquisition de 2 

images par puits toutes les heures. 

Les images sont ensuite analysées à l’aide du logiciel interne au système Incucyte® pour 

déterminer à chaque temps le pourcentage de fermeture de la blessure et la taille de la 

blessure. 

II.2.7.11. Dosage des espèces radicalaires intracellulaires par test au diacétate de 

dichlorodihydrofluorescéine (H2DCFDA) 

Pour doser la génération d’espèces radicalaires intracellulaires dans les différentes 

conditions testées, un kit DCFDA / H2DCFDA (ab113851, Abcam) a été utilisé. Le DCFDA est 

une molécule fluorescente qui diffuse dans les cellules où les estérases intracellulaires clivent 

les acétates donnant un composé non fluorescent H2DCF. Ce composé peut être oxydé par 

les espèces radicalaires pour donner de la 2’, 7’ dichlorodihydrofluorescéine (DCF) 

fluorescente. Pour utiliser ce kit, l’absence de rouge de phénol dans le milieu de culture est 
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essentielle car celui-ci fait obstacle à la réaction du kit. Le kit requiert l’utilisation d’un tampon 

de composition non détaillée et appelé tampon 1X. 

Des cellules C166 sont cultivées préalablement en DMEM complet sans rouge de phénol, 

sans pyruvate, sans L-Glutamine et avec 4,5 g/L de glucose (31053, Thermofisher scientific) 

supplémenté avec 2 mM de L-Glutamine (25030, ThermoFisher scientific). Les C166 sont 

ensemencées en plaque 96 puits (Sarstedt) à 12 500 cellules/cm² pendant 24 h avant 

l’expérience. Au moment de l’expérience les cellules sont rincées avec 100 µL de tampon 1X. 

100 µL d’une solution de H2DCFDA à 20 µM en tampon 1X sont ajoutés pendant 45 min et les 

cellules sont incubées dans un incubateur de culture à 37°C, 5 % CO2 avec une atmosphère 

saturée en humidité. Pour cette incubation, la plaque est préalablement entourée d’une feuille 

d’aluminium pour maintenir les cellules dans le noir. Après les 45 min d’incubation les cellules 

sont rincées avec 100 µL de tampon 1X puis 100µL de différentes conditions en cDMEM sans 

rouge phénol sont ajoutés sur les cellules. Ces conditions sont les mêmes que celles du 

Tableau 4 précédent. 

Les milieux conditionnés le sont d’après la méthode décrite dans la partie II.2.7.10. Des 

contrôles sont réalisés : des cellules sans DCFDA et avec cDMEM sans rouge phénol, du 

cDMEM sans rouge phénol sans cellule et des contrôles positifs utilisant la molécule 

hydroperoxyde de tert-butyle (TBHP) à 200 µM et 400 µM en cDMEM sans rouge phénol. Les 

plaques sont maintenues dans le noir dans l’incubateur de culture à 37°C, 5 % CO2 avec une 

atmosphère saturée en humidité. Les mesures de fluorescence sont ensuite réalisées à 4 h et 

à 24 h à l’aide d’un lecteur de plaque fluorimètre (FLUOstar OPTIMA) configuré à une longueur 

d’’onde d’excitation à 485 nm et la détection d’une longueur d’onde d’émission à 520 nm. 

II.2.8. Analyse de la colonisation des architectures céramiques 3D en HA après 

monocultures et cocultures dans un système en perfusion dynamique. 

II.2.8.1. Mesures de la sécrétion de VEGF164 

Le dosage de VEGF164 sécrété par les cellules C166 et les cocultures 2 C166 :1 MC3T3-E1 

Sc14 est réalisé dans les milieux de culture après 7, 14 et 21 jours. Les milieux sont 

préalablement concentrés à l’aide de filtres à centrifuger (Amicon® (Ultra-4 Ultracel® - 10K, 

UFC801024, Meck Milipore) permettant de retenir les protéines de plus de 10 kDa. Pour cela 

4 mL du milieu à analyser est placé dans le filtre et centrifugé à 4000 g 40 min dans une 

centrifugeuse (MF 20-R) munie d’un rotor à tube conique (SL-200). Le milieu récupéré est 

pesé pour connaitre le facteur de dilution après prise en compte du facteur de rétention moyen 

du filtre. Ces milieux concentrés sont ensuite traités selon la méthode renseignée dans la 

partie II.2.7.9. 

La coloration observée est mesurée par spectrophotométrie à l’aide d’un lecteur de plaque 

fluorimètre (FLUOstar OPTIMA) à 450 nm avec une correction à 595 nm et la concentration 

en VEGF164 des échantillons est calculée par régression linéaire à partir des valeurs 

mesurées pour la gamme étalon en tenant compte du facteur de dilution des échantillons. 

II.2.8.2. Observations du matériel biologique au sein des architectures céramiques en 

HA par inclusion en résine de poly méthyl méthacrylate (PMMA) et coloration 

histologique. 

Après 7 jours, 14 jours ou 21 jours de culture les architectures sont rincées 3 fois en 

PBS 1X. Elles sont fixées à l’aide de PFA 4% m/v en PBS 1X pendant 15 min et lavées 3 fois 
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durant 5 min au PBS 1X. Les pièces sont ensuite placées dans un pilulier en verre puis 

immergées dans des bains successifs avec des étapes de dégazage réalisées sous sorbonne 

à l’aide d’une pompe à vide. La première étape est une déshydratation de l’échantillon à l’aide 

des bains suivants : 

- éthanol 70% en H2O DI pendant 24 h, température ambiante, dégazage 1 h. 

- Ethanol 80% en H2O DI pendant 24 h, température ambiante, dégazage 1 h. 

- Ethanol 90% en H2O DI pendant 24 h, température ambiante, dégazage 1 h. 

- Ethanol 100% (20821.310, VWR) pendant 24 h, température ambiante, dégazage 

1 h. 

- Ethanol 100% pendant 24 h, température ambiante, dégazage 1 h. 

L’imprégnation est réalisée à ce stade à l’aide des bains suivants : 

- xylène 100% (28973.363, VWR) pendant 24 h, température ambiante, dégazage 1 

h. 

- Xylène 50% + Méthyl méthacrylate (MMA, 25600.296, VWR) 40% + phtalate de 

dibutyle (524980, Sigma-Aldrich) 10% pendant 24 h, température ambiante, 

dégazage 1 h. 

- MMA 80% + phtalate de dibutyle 20% pendant 24 h, température ambiante, 

dégazage 1 h. 

- (Répétition) MMA 80% + phtalate de dibutyle 20%, pendant 24 h, température 

ambiante, dégazage 1 h. 

La polymérisation est démarrée à cette étape pour réaliser du poly méthyl méthacrylate 

(PMMA). Pour cela l’architecture est délicatement retirée du pilulier le temps d’ajouter 

séquentiellement les produits. Le benzoyle peroxyde est ajouté en premier puis le MMA et 

enfin le phtalate de dibutyle. La solution est mélangée par agitation au vortex à chaque étape. 

Quand tous les produits sont ajoutés et la solution homogénéisée l’architecture est remise en 

place dans le pilulier. Faire le mélange pièce par pièce permet de s’assurer de la présence 

des peroxydes initiateurs de la réaction dans tous les piluliers. Les bains successifs suivant 

cette méthode sont : 

- MMA 80% + phtalate de dibutyle 20% + benzoyle peroxyde 1% (8.01641, Sigma-

Aldrich), pendant 24 h, température ambiante, dégazage 1 h. 

- MMA 80% + phtalate de dibutyle 20% + benzoyle peroxyde 2%, pendant 24 h, 

température ambiante, dégazage 1 h. 

- MMA 80% + phtalate de dibutyle 20% + benzoyle peroxyde 2%, pendant 24 h, 

dégazage 2 h. Le pilulier est maintenu dans un grand volume d’eau, sauf pendant 

le dégazage, afin de limiter l’échauffement de la pièce en raison de la réaction 

exothermique de polymérisation du PMMA. 

La résine de PMMA polymérise ensuite en deux semaines environ après quoi elle est extraite 

en brisant délicatement le pilulier. La résine est découpée à l’aide d’une scie à fil diamanté 

(STX 202A, MTI corporation) en lames d’environ 300 µm d’épaisseur selon une organisation 

présentée dans la Figure 36. 
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Figure 36 : Scie à fil diamanté 

La platine amovible se déplace automatiquement en z selon les réglages indiqués et peut se 

déplacer en y manuellement pour contrôler la taille des lamelles. 

Les lames de PMMA obtenues sont ensuite polies jusqu’à atteindre environ 100 µm 

d’épaisseur à l’aide d’une polisseuse (LaboPol-5, Struers) et de disques à grains de carbure 

de silicium P1000 (30-5208-010, Buelher), P2500 (30-5208-025, Buelher) et P4000 (30-5208-

040, Buelher). Ces lamelles sont ensuite polies une dernière fois à l’aide d’une solution de 

particules d’alumine de taille comprise entre 2 µm et 3 µm (référence A, Escil) déposée sur un 

disque velours (Buelher). Les lamelles sont collées sur une lame en verre à l’aide d’une goutte 

de résine optique (Eukitt, 03989, Sigma-Aldrich) et le montage est mis à polymériser pendant 

20 min à température ambiante. Elles sont ensuite marquées à l’aide de bains dans des 

colorations histochimiques Hématoxyline (MHS, Sigma-Aldrich) et Eosine (Eosin Y 1.09844, 

Sigma-Aldrich) selon les instructions du fabricant. 

Les observations sont réalisées à l’aide d’un microscope à épifluorescence (Axio Imager M2). 

Des images en couleurs sont obtenues en l’absence de caméra dédiée grâce par modulation 

des intensités d’illumination à travers les filtres bleu, vert et rouge utilisés pour 

l’épifluorescence. Les intensités sont réglées sur un fond blanc et le réglage est validé quand 

les spectres bleu, vert et rouge enregistrent un signal équivalent. 
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II.2.9. Tableaux des anticorps utilisés lors des mesures d’expression et de localisation 

Tableau 5 : Anticorps primaires utilisés pour l’analyse de l’expression et de la localisation de 

marqueurs 

Espèce, cible protéique, référence, 

fabricant 

Dilution pour 

l’expression 

protéique 

Dilution pour la 

localisation de 

marqueur 

Lapin, VWF, PA5-16634, ThermoFisher 

scientific 
1/500 NA 

Lapin, MMP-9, SAB5700152, Sigma-Aldrich 1/1000 1/250 

Souris, PECAM-1 (CD31), sc-376764, Santa 

Cruz Biotechnology 
1/500 1/100 

Souris, VEGFR2, sc-6251, Santa Cruz 

Biotechnology 
1/250 1/200 

Souris, VEGF164, 500-P10, Peprotech NA 1/200 

Souris, HIF-1α, ab113642, Abcam 1/500 1/200 

Souris, VE-Cadhérine, sc-9989, Santa Cruz 

Biotechnology 
1/100 1/100 

Rat, KI 67, 14-5698-80, Invitrogen NA 1/200 

 

Tableau 6 : Anticorps secondaires utilisées pour l’analyse de l’expression protéique 

Espèce, réactivité, méthode de détection, référence, fabricant Dilution 

Mouton, anti-souris IgG, HRP, NA931, Cytiva 1/4000 

Chèvre, anti-lapin IgG H&L, HRP, ab6721, Abcam 1/4000 

 

Tableau 7 : Anticorps secondaires utilisés pour l’analyse de la localisation de marqueurs 

Espèce, réactivité, molécule fluorescente, référence, fabricant Dilution 

Chèvre anti-souris IgG, AlexaFluor 488, A11012, ThermoFisher scientific 1/1000 

Chèvre anti-souris IgG, Dylight 550, SA5-10173, ThermoFisher scientific 1/1000 

Chèvre anti-lapin IgG, AlexaFluor 488, A-11008, ThermoFisher scientific 1/1000 

Chèvre anti-lapin IgG, AlexaFluor 594, A11133, ThermoFisher scientific 1/1000 

Chèvre anti-rat IgG, AlexaFluor 488, A11006, ThermoFisher scientific 1/1000 

II.2.10. Observations des cultures cellulaires par microscopie optique 

Les cultures cellulaires sont contrôlées visuellement grâce à l’utilisation d’un 

microscope optique inversé (Primo Vert, Zeiss) muni d’anneaux à contraste de phase, 

permettant l’observation directe des cellules à la surface des flasques ou au fond des puits. 
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Les marquages fluorescents sont observés à l’aide d’un microscope à épifluorescence droit 

(Axio Imager M2). L’acquisition des données est faite sur au moins 5 champs avec un objectif 

au grossissement 10X ou 10 champs avec un objectif au grossissement 40X. Chaque série 

d’acquisition est répétée sur 3 échantillons indépendants suivant la même procédure 

d’observation c’est à dire un balayage progressif de l’échantillon pour ne pas observer deux 

fois la même zone. 

II.2.11. Analyse d’image 

Toutes les images de microscopie à épifluorescence, les images des membranes de 

Western Blot et les observations de matériaux au MEB sont analysées à l’aide du logiciel 

ImageJ (NIH, https://imagej.nih.gov/ij/download.html). 

Ce logiciel est utilisé sur des images prises en microscopie à fluorescence pour extraire les 

informations suivantes : densités cellulaires (avec l’aide du plugin Stardist (273)) (en comptant 

le nombre de noyaux marqués par le Hoechst 33342), le taux de cellules proliférantes (en 

rapportant le nombre de noyaux marqués à l’EdU sur le nombre de noyaux marquées au 

Hoechst 33342) et le taux de mortalité cellulaire (en rapportant le nombre de noyaux positifs à 

l’IP sur le nombre de noyaux marquées au Hoechst 33342). 

II.2.12. Analyses statistiques 

Tous les essais entrant dans le cadre de l’évaluation biologique des matériaux ont été 

réalisés sur un minimum de trois expériences indépendantes pour chaque temps d’analyse. 

Le logiciel Prism9 (GraphPad Software, San Diego, California USA) est utilisé pour réaliser les 

analyses statistiques. La normalité des données est testée à l’aide du test de Shapiro-Wilk 

avant de réaliser des tests paramétriques (Analyse de la variance, ANOVA à une ou deux 

voies) si elle est validée, ou non paramétriques (Kruskal-Wallis) dans le cas contraire. Les 

tests de comparaison multiples réalisés afin de déterminer s’il existe une différence 

significative entre deux conditions sont ceux de Tukey post-hoc suite à une ANOVA ou de 

Dunn post-hoc suite à un test de Kruskal-Wallis. Les degrés de significativité (p-value, p) sont 

exprimés sur les figures selon la nomenclature suivante : *: p < 0,05 ; **: p ≤ 0,005 ; ***: p ≤ 

0,001. L’absence de significativité n’est pas représentée sur les figures. 

https://imagej.nih.gov/ij/download.html
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Partie III. Etude in vitro du comportement biologique de C166 à la surface des 

matériaux en conditions de cultures 2D statiques 

III.1. Mise en forme et caractérisations des pastilles de matériaux 

Cette étude in vitro cherche à déterminer les propriétés biologiques d’hydroxyapatites 

dopées au cuivre ou au silicium. Les paramètres physico-chimiques influençant la réponse 

biologique de cellules endothéliales cultivées sur ou à proximité de ces matériaux doivent être 

identifiés pour rationaliser le développement de futures céramiques.  

Les matériaux sont mis en forme à partir des poudres synthétisées et caractérisées selon les 

procédures décrites dans la Partie II précédente. Celles utilisées sont considérées 

comme pures (monophasées et exemptes de contamination) dans la limite des systèmes 

d’analyse utilisés. La mise en forme par pressage uniaxial et le frittage sous air sont réalisés 

d’après les optimisations définies dans les travaux précédents de l’équipe (259), (159) et (158). 

Ces matériaux sont ensuite caractérisés chimiquement par DRX et FTIR pour contrôler la 

pureté de leur phase et leur composition chimique. Ils sont caractérisés physiquement par 

observations MEB, leur porosité est mesurée par poussée d’Archimède, leur densité est 

mesurée par pycnométrie, leur surface spécifique est déterminée par BET 8 points et leur 

rugosité est mesurée par profilométrie. Ces caractérisations physiques permettent notamment 

de comparer les propriétés de surfaces consécutives aux procédures d’élaboration des 

céramiques et qui peuvent engendrer des différences dans la réponse biologique de cellules 

cultivées à leur surface. 

III.1.1. Frittage des pastilles 

Les pastilles obtenues par pressage uniaxial selon le protocole décrit en sous-partie 

III.1 sont frittées selon les paramètres décrits dans le Tableau 8. 

Tableau 8 : Paramètres de frittage des pastilles 

Matériau 
Cycle thermique (rampe montée - 

pallier - rampe descente) 
Atmosphère Four 

HA 20°C/min - 1200°C 30 min – 20°C/min Air 

MOS-B 180/4 

(Protherm 

Furnaces)  

Cu0.1HA et 

Cu0.5HA 
20°C/min - 1100°C 1 h – 20°C/min Air MOS-B 180/4  

Si0.4HA 20°C/min - 1240°C 0,5 h – 20°C/min Air 
LHT04/17 

(Nabertherm) 

Les pastilles frittées sont immergées en éthanol (83804.360, VWR) et nettoyées dans un bain 

à ultrasons réglé à la puissance maximale pendant 10 min puis séchées pendant 24 h à 100°C 

dans une étuve. Les poussières résiduelles à la surface des pastilles sont retirées par 

projection d’air comprimé. Les pièces destinées à la culture cellulaire sont ensuite préparées 

selon les instructions de la sous-partie II.2.5. 

Dans la suite de ce texte, le terme de « matériaux » fera référence aux céramiques frittées. 
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III.1.2. Apparences et dimensions des pastilles 

 Les pastilles des matériaux HA, Cu0.1HA, Cu0.5HA et Si0.4HA sont présentées dans la 

photographie légendée de la Figure 37. 

 

Figure 37 : Pastilles ϕ10 et ϕ13 frittées sous air selon les paramètres du Tableau 8 

Les pastilles frittées ont des teintes dépendantes de leur chimie (Figure 37). Les pastilles de 

HA et de Si0.4HA sont blanches comme attendu de l’hydroxyapatite phosphocalcique pure sans 

chromophore. La coloration rose de Cu0.1HA s’explique par la présence du cuivre(I) dans la 

structure de l’apatite (158). La coloration pourpre de Cu0.5HA s’explique par sa plus grande 

teneur en cuivre par rapport à Cu0.1HA. 

Les pastilles au sein de chaque classe de taille (ϕ10 et ϕ13) ont des dimensions très proches 

entre elles : approximativement 7,5 mm de diamètre et 2,3 mm de hauteur pour les ϕ10 et 9,6 

mm de diamètre avec une hauteur de 2,3 mm pour les ϕ13. 

III.1.3. Caractéristiques chimiques des matériaux 

Les pastilles sont caractérisées chimiquement pour contrôler l’impact de la mise en 

forme et du frittage sur la pureté des phases, s’assurer de la présence des substitutions 

chimiques et contrôler la présence d’éventuelles contaminations. 

III.1.3.1. Caractérisation chimique par DRX 

Afin de caractériser les phases présentes dans les matériaux à l’issue du frittage, les 

pastilles obtenues sont analysées par DRX selon le principe décrit au paragraphe II.1.4.1. Le 

protocole suivi est celui utilisé pour l’analyse de la présence de CuO dans les poudres de 

CuHA. Il est ici appliqué à des pastilles frittées et entières. Les diffractogrammes obtenus sont 

présentés dans la Figure 38. 



 

 

 

Figure 38 : Diffractogrammes des pastilles frittées sous air de HA (1200°C 30 min), Cu0.1HA (1100°C 1 h), Cu0.5HA (1100°C 1 h) et Si0.4HA (1240°C 30 min) 



 

Les diffractogrammes des matériaux (Figure 38) montrent que l’HA reste monophasée après 

frittage grâce aux paramètres thermiques optimisés précédemment au sein de l’équipe (274). 

Les matériaux CuxHA et Si0.4HA possèdent ces mêmes pics de diffractions de l’HA 

monophasée. Cela confirme que le dopant et le cycle thermique adapté (Tableau 8) n’ont pas 

conduits à la formation d’une seconde phase cristalline. 

Le dédoublement des pics de diffractions s’explique par la sélection du doublet Kα1 du cuivre 

par le détecteur de l’appareil de DRX comme décrit en partie II.1.4.1. 

III.1.3.2. Caractérisation chimique par FTIR 

 Afin de caractériser chimiquement les pastilles frittées, leurs poudres obtenues après 

broyage au mortier et pilon sont caractérisés par FTIR selon le protocole décrit dans la sous-

partie II.1.4.2. Les bandes vibrationnelles de l’hydroxyapatite pure (Tableau 2) sont 

recherchées pour tous les matériaux. Pour le matériau Si0.4HA, les bandes vibrationnelles 

correspondant aux substitutions en silicium 

Tableau 3) dans l’apatite sont également recherchées. Des bandes vibrationnelles 

supplémentaires qui correspondent aux liaisons formées par le cuivre au sein de l’apatite sont 

recherchées pour les matériaux CuxHA et sont détaillées dans le Tableau 9. 

Tableau 9 : Bandes vibrationnelles spécifiques aux CuxHA 

Bandes d’absorption sélectionnées d’après les travaux d’élaboration de CuxHA (158). Toujours 

d’après ces travaux, la proximité du cuivre avec les hydroxyles influence la vibration de ces derniers et 

entraîne l’apparition de nouvelles bandes vibrationnelles leur correspondant.  

Bande d’absorbance IR (cm-1) Mode 

675 Cu-O 

760 Cu-O 

810 Cu-O 

840 Cu-O 

865 Cu-O 

3230 OH 

3340 OH 

3425 OH 

Les spectres résultants des analyses FTIR pour les 4 matériaux sont présentés ci-après en 

Figure 39. 
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Figure 39 : Spectres FTIR des poudres des pastilles frittées de HA (1200°C 30 min), Cu0.1HA 

(1100°C 1 h), Cu0.5HA (1100°C 1 h) et Si0.4HA (1240°C 30 min). 

Cadre en pointillés : région zoomée présentée dans la partie inférieure de la figure. Spectres mis à 

en forme à l’aide du logiciel Spectraglyph (F. Menges "Spectragryph - optical spectroscopy 

software", Version 1.2.14, 2020, https://www.effemm2.de/spectragryph/ ) 

Sur les spectres FTIR des 4 matériaux (Figure 39), toutes les bandes vibrationnelles 

correspondant à l’hydroxyapatite pure (Tableau 2) sont observées à l’exception de la bande à 

632 cm-1 associée à OH sur le spectre de Si0.4HA. 

Des bandes vibrationnelles caractéristiques de la liaison Cu-O sont présentes sur les 

matériaux Cu0.1HA et Cu0.5HA à 865, 840 et 675 cm-1. Les deux autres bandes vibrationnelles 

de Cu-O à 810 et 760 cm-1 ne sont détectées que sur Cu0.5HA du fait de sa concentration en 

cuivre plus importante. La substitution ionique en cuivre de CuxHA entraine la perte d’une 



Arthur Brunel | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 129 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

partie des hydroxyles comme en atteste la formule de ces matériaux : 

Ca10(PO4)6CuII
zCuI

yO2H2-2z-y avec y + z = x et y>>z. Cela explique en partie la diminution relative 

par rapport à HA de l’intensité des bandes vibrationnelles de OH à 3573 et 632 cm-1 du spectre 

de Cu0.5HA. Les mêmes bandes vibrationnelles du spectre de Cu0.1HA sont moins affectées 

du fait de sa concentration en cuivre moins importante qui entraine la perte de moins 

d’hydroxyles. La modification de la vibration de OH apportée par le cuivre est également 

dépendante de sa concentration. Sur le matériau Cu0.5HA, les bandes vibrationnelles à 3425 

et 3230 cm-1 sont détectées alors que seule celle à 3230 cm-1 est détectée sur Cu0.1HA. 

Sur le spectre FTIR du matériau Si0.4HA sont présentes la bande vibrationnelle à 504 cm-1 

associée au SiO4, celle à 840 cm-1 associée à la liaison Si-R, celle à 890 cm-1 associée à la 

liaison Si-O et celle à 984 cm-1 associée au SiO4 ou à la liaison Si-OH. Il n’y a pas de bande 

vibrationnelle aux alentours de 800 cm-1 ce qui confirme l’absence de silice vitreuse. La 

substitution ionique en silicium de Si0.4HA entraîne une diminution du nombre de groupements 

PO4 et OH comme le rappelle sa formule Ca10(PO4)5.6(SiO4)0.4(OH)1.6. Ceci explique la 

diminution relative par rapport à HA de l’intensité des bandes vibrationnelles de OH à 3573 

cm-1 et de PO4
 à 1090 et 602 cm-1 et la quasi-disparition (seul un épaulement est détecté) de 

la bande vibrationnelle à 632 cm-1 associée à OH. 

III.1.4. Caractéristiques physiques des matériaux : 

 Les paramètres physiques des matériaux susceptibles d’influencer des cellules à leur 

surface ou d’affecter le relargage d’éléments chimiques sont caractérisés. Ces paramètres 

sont la taille des grains, la porosité de surface, la rugosité et la surface spécifique. 

Les observations MEB des surfaces des différents matériaux sont présentées sur la Figure 40. 
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Figure 40 : Observations MEB des surfaces des pastilles 

Images obtenues avec une tension de 10 kV (FEI-Quanta FEG 450). Barre d’échelle = 2 µm 

Sur ces micrographies des surfaces des 4 matériaux (Figure 40), des différences de taille de 

grains sont visibles. Les grains du matériau Si0.4HA sont plus gros que ceux de HA qui sont 

eux-mêmes plus gros que ceux des CuxHA qui sont similaires entre eux. Les tailles moyennes 

des grains sont présentées dans le Tableau 10. 

Tableau 10 : Taille des grains des pastilles 

Mesures réalisées sur 3 pastilles par matériau avec plus de 300 grains mesurés. Résultats présentés 

en µm en tant que moyenne ± écart-type. 

Matériau HA Cu0.1HA Cu0.5HA Si0.4HA 

Taille des 

grains (µm) 
0,5 ± 0,2 0,4 ± 0,1 0,3 ± 0,1 0,7 ± 0,3 

D10 (µm) 0,25 ± 0,1 0,2 ± 0,1 0,2 ± 0,1 0,3 ± 0,1 

D90 (µm) 0,8 ± 0,2 0,6 ± 0,1 0,45 ± 0,1 1,2 ± 0,2 

Les légères variations de taille de grains entre les matériaux rapportées sur le Tableau 10 

s’expliquent avec les paramètres de frittage (Tableau 8). Les matériaux frittés à plus haute 

température ont des grains de taille plus importante : Si0.4HA est fritté à 1240°C, HA à 1200°C 

et les CuxHA à 1100°C. La croissance granulaire d’une céramique augmente avec la 

température et survient majoritairement après que son taux de densité relative dépasse 95%. 
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Les paramètres de frittage ont été optimisés dans les travaux précédents du laboratoire pour 

atteindre une densification importante avec une croissance granulaire limitée. Par exemple, la 

croissance granulaire pour l’HA pure est particulièrement active aux alentours de 1250°C 

(274), d’où une température de frittage sélectionnée de 1200°C et un temps de palier court 

(Tableau 8) qui permet d’atteindre une densification supérieure à 95% avec une croissance 

granulaire faible. L’optimisation des paramètres de frittage se visualise sur les micrographies 

de la surface des matériaux (Figure 40) où très peu de pores sont visibles. La porosité ouverte 

n'est pas mesurée précisément en raison d’un nombre de pores trop faible mais elle est 

considérée inférieure à 0,5% de la surface des matériaux. Des mesures dans l’eau par 

poussée d’Archimède indiquent une porosité ouverte de 3 ± 0,6% pour tous les matériaux. 

Cependant, la valeur d’environ 3% s’explique par la méthode expérimentale qui ne permet pas 

de retirer toute l’eau en surface des matériaux imbibés. 

Des grains clairs sont apparents sur les matériaux CuxHA (Figure 40) et leur taille est plus 

importante sur Cu0.5HA que sur Cu0.1HA. D’après les travaux de thèse de Tiphaine Bazin (158), 

ces observations correspondent à des grains du matériau pour lesquels la surface est enrichie 

en cuivre. 

Pour comprendre l’état de la structure interne des matériaux le taux de densification est 

calculé. Pour les matériaux HA et Si0.4HA il est obtenu d’après la formule :  

𝑡𝑎𝑢𝑥 𝑑𝑒 𝑑𝑒𝑛𝑠𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 =
𝑑𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡é 

𝑑𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡é 𝑚𝑎𝑥𝑖𝑚𝑎𝑙𝑒 𝑡ℎé𝑜𝑟𝑖𝑞𝑢𝑒 
 

La densité des matériaux frittés est mesurée par pycnométrie hélium et leur densité maximale 

théorique a été calculée dans de précédents travaux (159). La densité maximale théorique 

des matériaux CuxHA n’est pas connue et leur taux de densification est calculé à l’aide d’une 

autre formule utilisant des mesures expérimentales : 

𝑡𝑎𝑢𝑥 𝑑𝑒 𝑑𝑒𝑛𝑠𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 =  
𝑑𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡é 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑎𝑝𝑝𝑎𝑟𝑒𝑛𝑡𝑒

𝑑𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡é 𝑑𝑒𝑠 𝑝𝑜𝑢𝑑𝑟𝑒𝑠 𝑓𝑟𝑖𝑡𝑡é𝑒𝑠 
 

La densité relative apparente est obtenue grâce aux mesures des expériences de poussée 

d’Archimède à l’aide de la formule : 

𝑑𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡é 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑎𝑝𝑝𝑎𝑟𝑒𝑛𝑡𝑒 =  
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑠è𝑐ℎ𝑒

𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑖𝑚𝑏𝑖𝑏é𝑒 −  𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒 𝑖𝑚𝑚𝑒𝑟𝑔é𝑒
 

La densité des poudres frittées est mesurée par pycnométrie hélium, sur les poudres issues 

de pastilles frittées et broyées au mortier et pilon. Les résultats sont présentés dans le Tableau 

11. 
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Tableau 11 : Densité et taux de densification des pastilles 

Données des densités maximales théoriques de HA et Si0.4HA d’après les calculs de (159). 

Matériau HA Cu0.1HA Cu0.5HA Si0.4HA 

Densité mesurée 

(g/cm3) 
3,049 ± 0,003 3,085 ± 0,004 3,157 ± 0,001 3,069 ± 0,001 

Densité maximale 

théorique (g/cm3) 
3,154 NA NA 3,119 

Densité des 

poudres frittées 

(g/cm3) 

NA 3,123 ± 0,001 3,179 ± 0,001 NA 

Taux de 

densification (%) 
96,6 97,5 95,8 98,3 

Tous les matériaux ont un taux de densification supérieur à 95% (Tableau 11). Ce taux est 

communément admis pour caractériser un matériau céramique dense où la quasi-totalité des 

pores présents avant frittage sont supprimés lors du retrait (274). A ce niveau de densification, 

les pores observés en surface (Figure 40) correspondent aux pores résiduels fermés au cœur 

du matériau non éliminés lors de la densification et se trouvant à la surface du matériau. 

La rugosité des matériaux a ensuite été mesurée et les profils de rugosité sont présentés en 

Figure 41. 
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Figure 41 : Profils types des surfaces des pastilles 

Les variations des barres d’échelle sont dues aux différences de reliefs rencontrées par le stylet. 

L’inclinaison initiale du profil est liée aux conditions expérimentales et ne reflète pas l’inclinaison 

réelle d’une pastille sur une surface plane. 

Les valeurs extraites de ces mesures (Figure 41) sont rapportées dans le Tableau 12.  

Tableau 12 : Rugosité des pastilles mesurée par profilométrie 

Le RA, RV et RZ sont définis précédemment en sous-partie II.1.12. Données issues des mesures 

réalisées sur 3 pastilles de lots indépendants 

Matériau HA Cu0.1HA Cu0.5HA Si0.4HA 

RA (µm) 4,0 ± 0,3 1,4 ± 0,5 1,0 ± 0,1 8,1 ± 0,6 

RV (µm) -12,0 ± 1,0 -3,4 ± 1,0 -3,3 ± 0,2 -15,0 ± 1,0 

RZ (µm) 12,0 ± 0,4 3,8 ± 0,5 3,7 ± 0,1 16,0 ± 0,4 
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La topographie des pastilles (Tableau 12) des 4 matériaux présentent des différences. Les 

pastilles de CuxHA ont un RA, RV et RZ comparable entre elles et possèdent les valeurs de 

rugosité les plus faibles des 4 matériaux. Les pastilles de HA sont plus rugueuses que celles 

de CuxHA : leur RA, leur RV et leur RZ sont plus de 3 fois supérieurs. Les pastilles de Si0.4HA 

sont les plus rugueuses avec un RA 2 fois supérieur à celui de HA et ont un RV et un RZ 1,25 

fois supérieurs. Ces différences de rugosité sont à relier à la taille des grains et de leur 

distribution (Tableau 10) qui suivent la même relation Si0.4HA > HA > Cu0.1HA~Cu0.5HA. 

Les valeurs de RV et RZ sont à prendre avec précaution car la taille de la pointe du stylet (12,5 

µm de rayon) et le mode dynamique (le stylet se déplace à la surface du matériau à vitesse 

constante) l’empêchent d’atteindre le fond des pores et des vallées étroites et/ou profondes. 

La surface spécifique des matériaux est mesurée à l’aide de la méthode BET 8 points afin de 

comparer les surfaces disponibles entre les différents matériaux, les résultats sont regroupés 

dans le Tableau 13. 

Tableau 13 : Surface spécifique mesurée par la méthode de la BET 8 points 

Données issues des mesures réalisées sur un minimum de 3 pastilles de lots indépendants 

Matériau HA Cu0.1HA Cu0.5HA Si0.4HA 

Surface 

spécifique 

(m²/g) 

0,003 ± 0,001 0,0026 ± 0,0005 0,0021 ± 0,0005 0,009 ± 0,002 

Les surfaces spécifiques des matériaux (Tableau 13) sont très petites (21 à 90 cm2/g). Les 

pastilles de Cu0.5HA présentent le moins de surface disponible suivies des pastilles de Cu0.1HA 

qui en possède 1,25 fois plus. Les pastilles de HA possèdent 1,2 fois plus de surface disponible 

que celles de Cu0.1HA. Le matériau avec la plus grande surface disponible est Si0.4HA où celle-

ci est 3 fois supérieure à celle de HA, plus de 3 fois celle de Cu0.1HA et plus de 4 fois celle de 

Cu0.5HA. 

Ces résultats sont en accord avec les valeurs de rugosité (Tableau 12) où l’ordre Si0.4HA > HA 

> Cu0.1HA~Cu0.5HA est préservé, en lien également avec l’évolution de la taille des grains 

(Tableau 10). 

III.1.5. Conclusion de la caractérisation physico-chimique des pastilles 

Les différentes caractérisations des matériaux utilisés dans cette étude sont 

regroupées dans le Tableau 14. 



 

Tableau 14 : Caractéristiques physico-chimiques des matériaux utilisés en culture 2D statique 

Matériau Formules chimiques 

Masse de 

dopant 

(%masse) 

Taille de 

grain (µm) 

Porosité 

ouverte 

(%) 

Surface spécifique 

(m²/g) 
RA (µm) RZ (µm) RV (µm) Densité (g/cm3) 

Taux de 

densification 

HA Ca10(PO4)6(OH)2 NA 0,5 ± 0,2 <0,5% 0,003 ± 0,001 4 ± 0,3 12 ± 0,4 -12 ± 1,0 3,049 ± 0,003 96,6% 

Cu0.1HA 
Ca10(PO4)6CuII

zCuI
yO2H2-2z-y 

avec y + z = 0,1 (et y>>z) 

0,8% 

Cu 
0,4 ± 0,1 <0,5% 0,0026 ± 0,0005 1,4 ± 0,49 3,8 ± 0,5 

-3,4 ± 

1,0 
3,085 ± 0,004 97,5% 

Cu0.5HA 
Ca10(PO4)6CuII

zCuI
yO2H2-2z-y 

avec y + z =0,5 (et y>>z) 

3,8% 

Cu 
0,3 ± 0,1 <0,5% 0,0021 ± 0,0005 1 ± 0,1 3,7 ± 0,1 

-3,3 ± 

0,2 
3,157 ± 0,001 95,8% 

Si0.4HA Ca10(PO4)5.6(SiO4)0.4(OH)1.6 
1,07% 

Si 
0,7 ± 0,3 <0,5% 0,009 ± 0,002 8,1 ± 0,6 16 ± 1 -15 ± 1,0 3,069 ± 0,001 98,3% 

  



 

D’après les caractérisations chimiques, tous les matériaux sont des hydroxyapatites 

monophasées et seul le dopant, ou son absence, peut influencer la réponse biologique 

associée à leur chimie. 

D’après les caractérisations physiques, la différence de température de frittage entre les 

matériaux, imposée par la nature des dopants à insérer dans l’apatite, entraine des légères 

différences dans les tailles de grains. Cette différence de taille de grains suit la relation : 

Si0.4HA > HA > Cu0.1HA ~ Cu0.5HA. Elle entraine une variation de la topographie des matériaux 

où une relation similaire existe pour la rugosité : Si0.4HA > HA > Cu0.1HA ~ Cu0.5HA. Cette 

différence de rugosité et de taille des grains engendre une différence de surface spécifique 

des matériaux avec la relation Si0.4HA > HA > Cu0.1HA > Cu0.5HA. 

Ces trois paramètres physiques sont connus pour affecter la réponse biologique de cellules 

cultivées à leur surface en modulant des voies de mécanotransduction et/ou la signalisation 

de protéines membranaire, ce qui a été décrit dans la sous-partie I.5.2.1. Dans le cas des 4 

matériaux étudiés, les différences de valeurs de ces paramètres peuvent-elles engendrer des 

différences dans la réponse biologique ? 

(i) La taille des grains des matériaux peut affecter la signalisation des cellules si les grains ont 

des dimensions comparables aux protéines déposées en surface ce qui diminue l’adsorption 

de ces dernières (sous-partie I.5.2.1.3) ou s’ils forcent aux cellules d’adopter des 

conformations spécifiques en raison de taille comparable en influençant directement la 

topographie (sous-partie I.5.2.1.4). Les tailles des grains des 4 matériaux de cette étude sont 

10 à 100 fois supérieure aux protéines typiquement adsorbées. La taille de grain moyenne est 

comprise entre un minimum de 0,3 µm pour Cu0.5HA et un maximum de 0,7 µm pour Si0.4HA. 

Les protéines ont des dimensions de quelques nanomètres pour les monomères à quelques 

dizaines de nanomètres pour les multimères. Par conséquent, l’adsorption de protéines à la 

surface des matériaux ne devrait être inhibée sur aucun d’entre eux en raison de la taille de 

leurs grains. Les cellules ont un diamètre d’environ 25 µm, les grains sont donc très petits par 

comparaison (20 à 100 fois moins gros) et ils ne devraient pas influencer la conformation des 

cellules. Pour conclure, il ne devrait pas y avoir d’effet biologique spécifique à un matériau en 

raison de leur taille de grains. 

(ii) La rugosité peut affecter la réponse biologique si elle est de dimension comparable aux 

protéines adsorbées en surface ou aux cellules cultivées à sa surface (sous-partie I.5.2.1.4). 

Les rugosités moyennes sont micrométriques avec un RA compris entre un minimum de 1 µm 

pour Cu0.5HA et un maximum de 8 µm pour Si0.4HA. Les protéines adsorbées étant 

nanométriques, la rugosité n’affectera pas leur adsorption. Ces valeurs de rugosités sont 

comparables aux dimensions cellulaires (diamètre de ~25 µm, hauteur de 1 à 2 µm). Ainsi, il 

est probable qu’elles soient favorables à la réalisation de nombreuses liaisons entre les 

intégrines et le substrat ce qui est susceptible d’augmenter la sécrétion de VEGF (sous-partie 

I.5.2.1.4). Les différences de rugosité entre les matériaux sont contenues dans le même ordre 

de grandeur et la réponse biologique associée devrait être comparable. 

(iii) La surface spécifique détermine en partie la quantité de protéines adsorbées sur un 

matériau et ces dernières peuvent affecter la réponse biologique (sous-partie I.5.2.1.2). Les 

surfaces spécifiques des matériaux de l’étude sont comprises entre 21 cm²/g pour Cu0.5HA et 

90 cm²/g pour Si0.4HA. La surface spécifique de Cu0.5HA est très similaire à celle de Cu0.1HA 

qui est de 26 cm²/g et celle de HA de 30 cm²/g. Les quantités de protéines adsorbées sont 

donc probablement similaires sur les matériaux HA, Cu0.1HA et Cu0.5HA et plus importantes 

sur le matériau Si0.4HA. Ces protéines en quantité accrue sur Si0.4HA pourraient, en présentant 
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davantage de sites de liaisons, faciliter l’adhérence, la mobilité et la prolifération de cellules à 

sa surface. L’intensité de cet effet est toutefois complexe à estimer car les études sur 

l’influence de la surface spécifique sont faites sur des matériaux ayant des surfaces actives 

de plusieurs milliers de cm²/g, et les différences de surface spécifique entre les matériaux 

testés sont aussi dans un ordre de grandeur de milliers de cm²/g (275), (276). L’origine des 

différences d’effets biologiques entre ces matériaux dans ces études n’est pas complètement 

élucidée. Il pourrait s’agir d’une modification linéaire de la réponse biologique en fonction du 

nombre de protéines adsorbées, ou bien les différences proviendraient de l’apparition d’un 

effet seuil où une quantité suffisante de protéines adsorbées, comme des facteurs de 

croissance, entraine un effet biologique spécifique. Par conséquent, il n’est pas possible de 

connaître à l’avance l’intensité de l’éventuelle différence d’effet biologique provoquée par la 

surface spécifique accrue du matériau Si0.4HA. 

En conclusion, d’après la littérature explorée en sous-partie I.5.2.1, les 4 matériaux de cette 

étude possèdent des paramètres physiques favorables au développement d’une population 

de cellules endothéliales à leur surface. Il est possible que le matériau Si0.4HA favorise 

l’adhérence, de cellules cultivées à sa surface en raison de sa surface spécifique accrue. Il est 

également possible que les différentes chimies des matériaux entrainent des modifications 

dans la conformation des protéines adsorbées tel qu’il a été rapporté avec les matériaux HA 

et Si0.4HA dans une étude précédente réalisée au laboratoire (277). 

III.2. Biocompatibilité des matériaux 

III.2.1. Démarche expérimentale pour l’étude de la biocompatibilité des matériaux 

La biocompatibilité des 4 matériaux est évaluée en parallèle, l’hydroxyapatite HA est 

utilisée comme référence car sa biocompatibilité est bien établie. L’étude est réalisée sur une 

durée maximale de 7 jours qui est le temps maximal des études suivantes centrées sur les 

propriétés angiogéniques des matériaux. La solubilité des matériaux est également évaluée. 

Ceux-ci vont libérer des composés solubles dont les concentrations peuvent évoluer dans le 

temps (précipitation, internalisation par les cellules…), influencer et modifier l’environnement 

du matériau (modification de pH, modification des équilibres chimiques, effets sur la 

signalisation cellulaire…). Un matériau qui aurait des propriétés favorables initialement grâce 

à un dopant soluble pourrait devenir défavorable si ce dernier s’accumule jusqu’à une dose 

toxique. Il pourrait également perdre ses propriétés si le dopant précipite suite à l’évolution 

des équilibres chimiques du milieu. 

L’évaluation de la biocompatibilité des matériaux a été réalisée en ensemençant des cellules 

endothéliales C166 à leur surface et en effectuant diverses mesures de 1 jour à 7 jours de 

culture. La colonisation des matériaux est contrôlée en mesurant la densité cellulaire. Le 

développement des populations cellulaires est observé par visualisation du cytosquelette 

d’actine. Enfin, l’état physiologique des cellules est estimé en mesurant leur activité 

métabolique, leur mortalité et leur taux de prolifération. Le relargage des éléments chimiques 

dans les milieux de culture est mesuré par ICP-OES pour estimer l’impact de ces produits 

solubles. 

III.2.2. Croissance et organisation de la population cellulaire sur les matériaux 

Les cellules C166 à la surface des matériaux sont comptées en dénombrant les noyaux 

par observation du Hoechst 33342. Ces observations sont présentées dans la Figure 42. 



 

 

Figure 42 : Densités cellulaires à la surface des matériaux après 1, 4 et 7 jours de culture 

Les structures observées en gris sont des noyaux, visualisés grâce à leur marquage par le Hoechst 33342. Barre d’échelle = 200 µm. 



 

Dans cette sous-partie l’adhérence, le développement et l’organisation des cellules C166 sur 

les matériaux est présentée au cours du temps. 

La densité des C166 sur les matériaux (Figure 42) est homogène après 1 jour de culture à la 

surface des pastilles. Les C166 atteignent une forte densité où elles s’organisent en amas 

visibles sur tous les matériaux après 4 et 7 jours de culture. Au quatrième jour de culture, les 

amas de C166 sur HA, Cu0.5HA et Si0.4HA apparaissent globulaires alors que ceux sur Cu0.1HA 

apparaissent allongés et plus grands. Au jour 7 la densité de noyaux apparait visuellement 

comparable sur les matériaux HA, Cu0.1HA et Si0.4HA alors qu’elle semble moins importante à 

la surface du matériau Cu0.5HA. Des amas sans forme bien définie sont visibles sur Cu0.5HA. 

La résolution optique de certains noyaux peut être faible dans les cas où les cellules forment 

des amas multicellulaires épais ou que la planéité de la pastille n’est pas parfaite. Le comptage 

de ces noyaux est rapporté dans la Figure 43. 

 

Figure 43 : Densité des cellules C166 à la surface des matériaux 

Tests statistiques : ANOVA à 2 voies suivie d’un test post-hoc de Tukey. * : p-value < 0,05 ; ** : p-

value < 0,005 ; *** : p-value < 0,001. Nombre d’échantillons indépendants : Jour 1, Jour 2 et Jour 4 

n = 6, Jour 3 et Jour 7 n = 3. 

Les mesures de densité cellulaire (Figure 43) à la surface du matériau de référence HA 

montrent que les C166 prolifèrent entre le jour 1 et le jour 7. L’accroissement de population 

est particulièrement important entre le jour 1 et le jour 3 avec plus du doublement voir du 

triplement du nombre de cellules toutes les 24 h. 

Cette évolution de la population cellulaire est comparable à celles observées sur les matériaux 

Cu0.1HA et Si0.4HA. Les C166 sur le matériau Cu0.5HA ont une croissance similaire aux C166 

sur les autres matériaux jusqu’au jour 4, malgré des variations importantes mesurées le 
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quatrième jour. Ces variations entrainent un écart-type important avec 160900 ± 

44600 cellules/cm². La densité cellulaire sur Cu0.5HA au jour 7 est significativement plus faible 

que celle des autres conditions. La densité de C166 y est réduite d’environ un tiers avec une 

valeur de 192300 ± 31500 cellules/cm² alors qu’elle est de 265500 ± 79900 cellules/cm² pour 

HA, de 308400 ± 74500 cellules/cm² pour Cu0.1HA et de 285400 ± 94600 cellules/cm² pour 

Si0.4HA. 

Par ailleurs, la densité des cellules observées au jour 7 (Figure 42) est très importante et les 

C166 se développent en 3D. En raison de la densité et des chevauchements les noyaux des 

C166 se superposent très fortement. Dans ces conditions le comptage des cellules est 

complexe car même une analyse manuelle n’est pas parfaitement fiable. La mesure sous-

estime régulièrement la quantité de cellules réellement présentes à la surface des matériaux. 

Cette sous-estimation doit toucher en particulier Cu0.1HA et Si0.4HA où le chevauchement est 

très présent. Ce problème explique également les importants écart-types calculés à ce jour de 

culture. 

Les C166 sont des cellules proliférantes, le temps minimal nécessaire pour doubler une 

population de cellules endothéliales dépend de leur origine avec, par exemple, 12 h pour des 

cellules microvasculaires et 17 h pour des HUVECs (278). Par ailleurs, les C166 ont une 

prolifération intrinsèquement augmentée en raison de leur surexpression du proto-oncogène 

fps (fps/fes) (262). Par conséquent, la croissance de la population cellulaire observée sur tous 

les matériaux jusqu’au jour 3 (Figure 42 et Figure 43) est cohérente avec une capacité de 

doublement rapide : toutes les 12 h à 18 h. La croissance de la population cellulaire observée 

sur tous les matériaux jusqu’au jour 7, malgré un rythme plus réduit sur Cu0.5HA, témoigne 

d’une inhibition de contact limitée. En effet, cette croissance s’effectue alors que la confluence 

est vraisemblablement proche de 100% au 4ème jour (Figure 42). Comme discuté en sous-

partie II.2.2, cette inhibition de contact limitée pourrait provenir de la nature des C166 qui 

possèdent plusieurs copies du proto-oncogène fps (fps/fes) et sont capables de proliférer en 

excès in vivo en l’absence de stimulation spécifique (265), (266). La diminution du nombre de 

cellules observées sur le matériau Cu0.5HA au jour 7 de culture témoigne d’un ralentissement 

de la prolifération, de l’existence d’une surmortalité des cellules par rapport aux autres 

matériaux ou d’une combinaison de ces deux phénomènes. 

D’après la répartition des noyaux (Figure 42), l’organisation des C166 à la surface des 

matériaux pourrait être différente selon les matériaux sur lesquels elles sont cultivées. Cette 

organisation est observée par la suite en visualisant leur réseau d’actine. La Figure 44 

regroupe des observations du réseau d’actine filamentaire des C166 au jour 3 sur pastilles 

quand les cellules forment un tapis cellulaire recouvrant le matériau. 
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Figure 44 : Organisation du réseau d’actine des cellules C166 après 3 jours de culture à la surface 

des pastilles 

Flèches blanches : structures circulaires. Cadre en pointillés : zone du zoom. Bleu : noyau. Vert : 

actine. Barre d’échelle = 200 µm. 

L’actine dans les C166 au troisième jour de culture (Figure 44) cultivées à la surface du 

matériau de référence HA, forme un réseau de petits filaments qui ne correspondent pas au 

cytosquelette d’actine de cellules endothéliales quiescentes. Quelques structures de 

configuration circulaire et formées de plusieurs cellules sont visibles à la surface du matériau 

(Figure 44, flèches blanches). Cette organisation du réseau d’actine des C166 est également 

observée sur le matériau Si0.4HA (Figure 44). L’apparente diminution de la quantité d’actine 

sur le côté droit de l’image Si0.4HA (Figure 44) est liée à la non-planéité de l’échantillon et à la 

limite de la profondeur de champ de l’objectif. Sur les matériaux CuxHA, par rapport aux 

matériaux HA et Si0.4HA, le réseau d’actine des C166 est composé de filaments plus longs, 

plus larges et d’un plus grand nombre de structures circulaires multicellulaires (Figure 44, 

flèches blanches). Ces structures semblent plus nombreuses sur Cu0.1HA que sur Cu0.5HA. 

Des images au grossissement supérieur permettent de mieux appréhender ces 

différences dans l’organisation du réseau d’actine des C166 et sont présentées dans la Figure 

45. 
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Figure 45 : Organisation du réseau d’actine des cellules C166 après 3 jours de culture à la surface 

des pastilles, observations au grossissement 400X 

Bleu : noyau. Vert : actine. Barre d’échelle = 50 µm 

Au troisième jour de culture, de nombreuses fibres de stress sont visibles dans les C166 sur 

l’HA (Figure 45) et le réseau d’actine n’est visuellement pas organisé dans une direction 

préférentielle. Le réseau d’actine des C166 sur Si0.4HA est organisé de manière similaire à 

celui sur HA. Sur les matériaux CuxHA de nombreuses cellules (visuellement, plus de la moitié 

du champ visuel) sont allongées et orientées dans une direction commune avec un important 

réseau de filaments d’actine s’étendant sous leur membrane plasmique. De nombreuses 

cellules possèdent des filaments d’actine s’apparentant à des fibres de stress s’étendant sur 

plusieurs cellules. Ces filaments font, à priori, partie de réseaux de protéines connectant 

mécaniquement les cellules entre elles par le biais des jonctions adhérentes (279). 

D’après la littérature explorée dans la sous-partie I.2.2.2, l’existence de fibres de stress 

développées dans les C166 sur tous les matériaux suggère que ces cellules arrivées à 

confluence ne sont pas quiescentes. Cet état de tension des C166 est compatible avec une 

activation pro-angiogénique (26) ou inflammatoire (27). La présence de fibres de stress 
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orientées dans les cellules sur les matériaux CuxHA suggère qu’elles sont en migration et 

commencent à former un fuseau d’après les données de la sous-partie I.2.3.1. 

Les conditions de culture utilisées dans cette étude ne sont pas entièrement comparables aux 

études sur l’angiogenèse in vitro de la littérature car le substrat ne permet pas un 

développement des cellules en 3D. Pour autant, les observations précédentes (Figure 44 et 

Figure 45) suggèrent qu’un processus angiogénique similaire à celui décrit dans la sous-partie 

I.2.3.1 est à l’œuvre. Les grandes étapes de l’angiogenèse in vitro décrites par les auteurs de 

l’étude (36) lorsque les cellules endothéliales arrivent à confluence sont un allongement des 

cellules puis leur orientation et leur organisation en fuseaux multicellulaires délimitant des 

structures circulaires. Les fuseaux s’agrandissent et de moins en moins de cellules restent 

attachées à la surface du substrat, enfin la dernière étape est la création d’une lumière au sein 

de ces fuseaux (36). 

Les cellules C166 au troisième jour de culture sont à confluence, des structures circulaires 

sont présentes sur toutes les conditions (Figure 44), une orientation préférentielle des cellules 

et de leurs fibres de stress apparait sur CuxHA (Figure 45). Ces observations sont compatibles 

avec l’existence d’un signal angiogénique dans toutes les conditions et avec une précocité en 

présence des matériaux CuxHA. 

Les réseaux d’actine sont observés 24 h plus tard pour suivre l’évolution de ce phénomène, la 

Figure 46 présente des observations du réseau d’actine filamentaire de zones représentatives 

des populations de C166. 
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Figure 46 : Organisation du réseau d’actine des cellules C166 après 4 jours de culture à la surface 

des matériaux 

Bleu : noyau. Vert : actine. Barre d’échelle = 50 µm. 

Au quatrième jour de culture, le réseau d’actine des C166 (Figure 46) sur l’HA est composé 

essentiellement de filaments fins avec une localisation cytoplasmique plutôt que corticale, ce 

qui témoigne de cellules non quiescentes à la surface de l’ensemble du matériau. Le même 

phénotype est retrouvé sur le matériau Si0.4HA. Sur les matériaux CuxHA, le réseau d’actine 

est composé de filaments plus épais et plus longs que sur HA et Si0.4HA. Ces filaments sont 

orientés selon l’axe des cellules qui s’organisent en fuseaux multicellulaires délimitant des 

structures circulaires. Toujours sur les matériaux CuxHA, les C166 possèdent un important 

réseau de filaments sous-membranaire ainsi que de nombreux autres passant au centre des 

cellules qui peuvent s’apparenter à des fibres de stress. Sur le matériau Cu0.5HA, des zones 

sans cellules sont visibles et les cellules présentes semblent plus arrondies que sur les autres 

matériaux. 
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L’apparition de fuseaux de cellules renforce l’hypothèse que les C166 sont engagées dans un 

processus d’angiogenèse in vitro d’après les données de la littérature de la sous-partie I.2.3.1 

et ce malgré une culture à la surface d’un substrat 2D. 

Les structures circulaires observées sur les matériaux CuxHA sont également présentes sur 

l’HA et le Si0.4HA au quatrième jour mais avec des dimensions moins importantes. Ces 

différences sont illustrées dans la Figure 47 qui présente 3 images par matériau du réseau 

d’actine au niveau des structures circulaires formées par les C166 au quatrième jour de 

culture.



 

 

Figure 47 : Visualisation du réseau d'actine au niveau des structures circulaires formées par les C166 après 4 jours de culture à la surface des pastilles 

Vert : actine. Flèche blanche et pointillés : indiquent le contour de structure circulaire. Barre d’échelle = 50 µm 



 

Sur ces illustrations du réseau d’actine des C166 (Figure 47), les structures circulaires 

multicellulaires sont présentes sur le matériau de référence HA au quatrième jour de culture. 

Ces structures ont visuellement un diamètre compris entre 50 et 150 µm et les cellules les 

formant sont peu orientées avec une taille moyenne d’environ 20 µm de diamètre. Les C166 

sur le matériau Si0.4HA forment des structures très similaires de diamètre comparable avec 

des cellules de taille et de forme comparable. Sur les matériaux CuxHA les structures 

circulaires sont présentes mais sont plus grandes avec un diamètre compris entre 150 et 300 

µm. Les cellules composant les structures sont très orientées et sont allongées sur Cu0.1HA, 

avec une longueur cellulaire moyenne d’environ 30 µm. Sur Cu0.5HA, les cellules sont 

orientées mais sont arrondies avec un diamètre moyen d’environ 15 µm et ne sont pas toutes 

connectées entre elles. Les structures circulaires formées sur ce matériau délimitent des 

zones sans cellules. 

Les C166 forment des structures circulaires, apparentées à un processus d’angiogenèse par 

bourgeonnement, sur tous les matériaux. HA est connue comme non stimulatrice de 

l’angiogenèse ce qui signifie d’une part que HA comme tous les autres matériaux permettent 

l’angiogenèse. D’autre part cela signifie que les C166 sont capables de faire de l’angiogenèse 

in vitro spontanément. Ce comportement est documenté (280) pour la majeure partie des 

modèles de cellules endothéliales cultivées in vitro. Ce comportement découlerait de 

l’induction de la prolifération provoquée par les conditions de culture. De plus les C166 

surexpriment le gène fps (fps/fes). Ce gène peut moduler la signalisation des intégrines et 

stimulerait constitutivement la sécrétion du VEGF, acteur majeur de l’angiogenèse et son 

initiation (266) (comme évoqué en sous-partie II.2.2). 

L’allongement des cellules observé sur le matériau Cu0.1HA et l’organisation accrue des C166 

en grands fuseaux multicellulaires et structures circulaires sur les matériaux CuxHA sont 

compatibles avec une progression accélérée d’un processus angiogénique par rapport aux 

cellules sur les matériaux HA et Si0.4HA. 

Sur le matériau Cu0.5HA, les cellules sont plus arrondies que sur les autres matériaux et les 

structures circulaires n’ont pas de cellules en leur sein. Ces effets pourraient provenir d’un 

stress cellulaire entrainant des dommages irrémédiables conduisant à l’apoptose des cellules 

lors duquel elles perdent leurs adhérences à leur environnement et s’arrondissent (281). De 

plus, une surmortalité et/ou un stress cellulaire important inhibant la prolifération des cellules 

pourrait également expliquer la densité cellulaire plus faible mesurée sur Cu0.5HA à 7 jours de 

culture (Figure 43). S’il s’agit d’un stress, il est possible qu’il provienne de cuivre en solution, 

cet élément étant capable d’altérer les fonctions du cytosquelette de cellules endothéliales 

aortiques dès une concentration de 2 µM (220). Il peut aussi s’agir d’un défaut d’adhérence, 

qui peut entrainer une mortalité cellulaire s’il est prolongé. C’est le phénomène d’anoïkose une 

forme d’apoptose survenant en l’absence de liaison des intégrines de la cellule (282). 

Cependant, la raison de sa survenue après 4 jours de culture est difficile à établir s’il n'y a pas 

de stress cellulaire associé. Il est également possible qu’un stress oxydatif, qui pourrait 

provenir de cuivre en solution, cause des dommages irréversibles (213) à des composants 

biologiques essentiels à la mécanotransduction et modifie l’état de tension de la cellule. Un tel 

phénomène existe in vivo avec le glycocalyx, un ensemble de protéines, de sucres et de lipides 

situés sur la face externe de la membrane plasmique, qui module la déformabilité mécanique 

des membranes plasmique et protège les cellules endothéliales contre le flux sanguin. Quand 

ce glycocalyx est dégradé par un stress oxydatif, l’étanchéité des vaisseaux est compromise 

et les cellules endothéliales sont davantage susceptibles aux stress mécaniques et chimiques 

environnementaux (283). 
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L’apparition de nombreuses fibres de stress dans les C166 sur CuxHA orientées selon l’axe 

du fuseau de cellules est caractéristique de la migration de cellules endothéliales lors de 

l’angiogenèse par bourgeonnement (284). Une partie de ces filaments d’actine pourrait 

également faire partie du cortex cellulaire. Le cortex cellulaire est une structure spécialisée 

formée de filaments d’actine reliés à une protéine, la spectrine, et formant un réseau ancré à 

la face interne de la membrane plasmique (27). Cette structure est importante pour le maintien 

de la rigidité des cellules et pourrait témoigner de stress mécanique accru en raison de la 

migration des cellules dans les fuseaux. 

La superposition des cellules dans les structures formées par les C166 sur le matériau Cu0.1HA 

suggère une organisation contrôlée en 3D. Les amas de C166 visibles au quatrième jour de 

culture (Figure 42) ont été observés en microscopie biphotonique. La reconstruction 3D des 

sections optiques de noyaux obtenues par visualisation du Hoechst 33342 est présentée dans 

la Figure 48. 
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Figure 48 : Observations 3D (biphoton) des noyaux de C166 à la surface de pastilles après 4 jours 

de culture 

Rouge : noyaux. Les flèches blanches indiquent des zones à la densité cellulaire particulièrement 

importante. Les valeurs des graduations vertes sont en micromètres 

La Figure 49 montre un angle différent de représentation en 3D des noyaux des C166 sur le 

matériau Cu0.1HA présenté en Figure 48. 
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Figure 49 : Observation 3D (biphoton) des noyaux de C166 à la surface d’une pastille de Cu0.1HA 

après 4 jours de culture 

Rouge : noyaux. Les pointillés en blanc délimitent les zones de forte densité cellulaire et 

représentent l’organisation supposée des structures formées par les cellules C166. Graduations 

rouges = 10 µm. 

Ces reconstructions 3D des noyaux des C166 (Figure 48) montrent qu’il y a une répartition 

hétérogène de ceux-ci après 4 jours de culture sur le matériau de référence HA. Des noyaux 

sont regroupés dans des zones de fortes densités alors que certaines zones n’en contiennent 

pas ou très peu. Certains noyaux se chevauchent dans les zones de fortes densités. Les 

noyaux sont répartis d’une manière similaire sur le matériau Si0.4HA avec également des 

chevauchements de noyaux. Les noyaux sur le matériau Cu0.1HA sont également répartis de 

manière hétérogène mais les zones de fortes densités cellulaires contiennent plus de cellules 

que sur les matériaux HA et Si0.4HA (Flèches blanches, Figure 48). Dans ces zones, plus 

visibles sur l’observation à grossissement plus important (Figure 49), les chevauchements 

nucléaires sont communs et donnent l’impression d’un empilement de noyaux. Pour des 

raisons techniques les membranes plasmiques n’ont pas pu être observées dans ces 

expériences. De ce fait, il n’est pas possible d’affirmer que les noyaux présents superposés 

sur d’autres correspondent à des cellules détachées du substrat plutôt qu’à des cellules 

conservant une petite zone d’adhérence sur celui-ci. Le signal récupéré sur Cu0.5HA (Figure 

48) est dégradé avec des noyaux paraissant incomplets, ou fragmentés. Cela est 
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vraisemblablement lié à la méthode d’observation et une interaction avec la composition 

chimique du milieu, pas à une réalité biologique. Malgré ces artefacts, la répartition des noyaux 

semble similaire à celle observée sur les autres matériaux avec une densité cellulaire 

hétérogène et des amas de noyaux se chevauchant. 

L’organisation des C166 sur le matériau Cu0.1HA est plus complexe que sur les matériaux HA 

et Si0.4HA. 

La présence probable d’un chevauchement cellulaire des C166 dans des structures 

s’apparentant aux fuseaux sur le matériau Cu0.1HA (Figure 49), l’alignement des cellules et la 

formation de structures circulaires et de fuseaux sur les deux matériaux CuxHA (Figure 47) 

suggèrent fortement que les cellules C166 sont engagées dans un processus d’angiogenèse 

en 2D similaire à celui décrit précédemment pour les environnements 3D in vitro (36). 

III.2.2.1. Instabilité du tissu de cellules sur Cu0.5HA 

Un phénomène d’instabilité des cellules C166 est présent sur le matériau Cu0.5HA aux 

temps de culture de 4 et 7 jours. À ces temps de culture, la couche de cellules C166 est fragile 

et en cas de nombreuses manipulations (lavages, déplacements…), elle se décolle facilement 

du matériau. Pour cette raison, les comptages montrés plus haut en Figure 43, tout comme 

les images en Figure 42, sont issus d’expériences pensées en amont et demandant peu de 

manipulation pour conserver intacte la couche cellulaire. La Figure 50 regroupe des images 

d’immunofluorescence de cellules C166 après des manipulations importantes ayant 

partiellement décollé la couche cellulaire. 

 

 

Figure 50 : Décollement des C166 sur le matériau Cu0.5HA après 4 jours de culture 

Les cellules sont visualisées à l’aide du marqueur calcéine RO. A : couche de C166 s’étant 

enroulée suite à son décollement ; B : densité cellulaire apparente après le détachement de la 

majorité des cellules ; C : observation typique du bord des pastilles. Barre d’échelle = 200 µm 

Sur ces images de C166 décollées du matériau Cu0.5HA (Figure 50), il est visible sur la Figure 

50 A que les cellules se détachent en grappes. Elles restent attachées entre elles et cette 

couche de cellules tend à s’enrouler. La Figure 50 B illustre que certaines cellules restent 

attachées au matériau après décollement, bien qu’une partie des objets visualisés sont des 

débris cellulaires. L’hétérogénéité de la répartition des cellules encore attachées et la faible 

densité cellulaire observée suggère que le feuillet se détachant est constitué des amas 

cellulaires observés dans la Figure 43. Le bord typique de pastilles de Cu0.5HA avec des 

cellules à la bordure qui sont détachées est illustré sur la Figure 50 C. Il n’est pas possible de 

dire si le maintien des cellules sur les bords des pastilles provient d’un effet mécanique lié à 
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la proximité du bord ou d’une interaction physique avec la couche de cellules présente sur les 

côtés des pastilles. 

L’arrondissement des cellules et leur absence au sein des structures circulaires (Figure 46 et 

Figure 47) suggèrent l’existence d’un stress cellulaire et d’apoptose comme discuté 

précédemment. Par ailleurs, les observations de C166 cultivées à la surface du matériau 

Cu0.5HA pendant 7 jours révèlent que certains noyaux sont condensés (phénomène non 

illustré dans cette partie, visible nettement en Figure 64) ce qui est caractéristique de 

l’apoptose (285) et renforce l’hypothèse que la mortalité observée provienne d’un tel 

mécanisme. Par ailleurs, en raison du détachement de cellules et de l’arrondissement d’une 

autre partie d’entre elles, les populations de C166 possèdent vraisemblablement sur Cu0.5HA 

un ancrage moins efficace. Une autre possibilité serait une dégradation excessive des 

protéines d’ancrage ou des protéines adsorbées à la surface du matériau. Cette dégradation 

pourrait provenir de cuivre en solution qui est susceptible d’entrainer des dégâts oxydatifs à 

même d’altérer ou bloquer leur fonction (212). 

III.2.3. Activité métabolique 

Les mesures de densité cellulaire, le contrôle de l’organisation des cellules et une 

appréciation de la robustesse mécanique d’une couche de cellules ne sont pas suffisants pour 

évaluer la biocompatibilité du matériau. Il est important de contrôler l’état de ces cellules et 

une méthode donnant de bonnes indications à l’échelle de la population cellulaire est la 

mesure de l’activité métabolique. L’activité métabolique des C166 est mesurée grâce au test 

du MTT. Ce test entraine le développement d’une coloration proportionnelle au niveau 

d’activité d’enzymes essentielles au fonctionnement cellulaire et peu sujettes à variation en 

condition normale. L’absence d’activité de ces enzymes intervient généralement suite à des 

phénomènes cytotoxiques. Ce test permet de comparer les populations de cellules viables. 

Les résultats sont présentés dans la Figure 51. 

 

Figure 51 : Activité métabolique des cellules C166 exprimée en pourcentage de la moyenne des 

valeurs obtenues pour les cellules cultivées sur le matériau HA 

Tests statistiques : ANOVA à 2 voies suivie d’un test post-hoc de Tukey. Nombre d’échantillons 

indépendants : Jour 1 et Jour 2 n > 3, Jour 3 et Jour 4 n = 3. 

L’activité métabolique des C166 (Figure 51) sur le matériau HA est considérée pour chaque 

jour de culture comme la référence valant 100%. Le matériau HA est biocompatible et les 
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cellules à sa surface sont viables. Les variations d’activité métabolique observées sont liées 

aux différences de densité d’ensemencements, visibles sur la Figure 43, et aux variations inter-

expérimentales. L’activité métabolique des C166 sur les matériaux CuxHA et Si0.4HA est 

comparable à celle observée sur le matériau de référence HA à tous les temps de culture. Les 

valeurs oscillent entre 80 et 120% ± l’écart-type de l’activité métabolique des C166 sur HA. 

Ces résultats sont cohérents avec les mesures de densité cellulaire (Figure 43) et attestent 

que les cellules C166 sont présentes dans des quantités comparables jusqu’au jour 4 de 

culture sur les différents matériaux. La mesure de l’activité métabolique n’informe pas à elle 

seule sur la dynamique mortalité/prolifération. Par conséquent, il est nécessaire de mesurer le 

taux de mortalité et le taux de prolifération pour savoir si les variations de densité cellulaire 

(Figure 43) observées sont liées à des taux de mortalité différents et/ou à des taux de 

prolifération différents. En effet, il pourrait exister, pour une condition, une population cellulaire 

proliférant très vite avec un taux de mortalité élevé qui présente une densité cellulaire 

comparable à une autre condition proliférant peu mais sans mortalité cellulaire. De plus, dans 

la mesure où les dommages cellulaires peuvent entrainer des hausses d’activité métabolique 

(286) et que la génération d‘ions superoxydes peut fausser les résultats (287), une situation 

envisageable en présence de cuivre, il est nécessaire de vérifier l’état des cellules par des 

méthodes plus directes. 

III.2.4. Mortalité des C166 

La mortalité cellulaire est mesurée par l’incorporation de la molécule intercalante de 

l’ADN et fluorescente IP. Cette molécule ne peut pas passer à travers les membranes 

plasmiques intactes et permet ainsi de visualiser uniquement les noyaux des cellules en 

nécrose ou en apoptose tardive. La Figure 52 montre les noyaux de C166 marqués par IP et 

ceux marqués par le Hoechst 33342 après 7 jours de culture où les premières différences 

significatives d’incorporation de l’IP sont observées. 
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Figure 52 : Localisation de la mortalité des cellules C166 après 7 jours de culture sur les matériaux 

Cadre en pointillés : zone du zoom. Rouge : Iodure de propidium. Bleu : Noyaux. Les noyaux positifs à 

l’iodure de propidium apparaissent roses par superposition des couleurs. Barre d’échelle = 200 µm. 

La visualisation des cellules marquées à l’IP (Figure 52) après 7 jours de culture montre que 

sur le matériau de référence HA très peu de cellules sont mortes. Similairement, très peu de 

mort cellulaire est observée parmi les C166 sur le matériau Si0.4HA. Sur le matériau Cu0.1HA il 

semble y avoir plus de cellules mortes que sur l’HA et cette mortalité est visible au niveau des 

zones de forte densité cellulaire. Sur le matériau Cu0.5HA, une nette surmortalité des cellules 

C166 est observée et ces cellules mortes sont localisées majoritairement dans les zones de 

forte densité cellulaire. Les zones faiblement grisées dans la colonne IP pour HA et Si0.4HA 

(Figure 52 ) sont du bruit de fond, seuls les marquages les plus intenses sont ceux de noyaux 
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marqués. Les taux de mortalité mesurés à 1, 4 et 7 jours de culture sont présentés dans la 

Figure 53. 

 

Figure 53 : Mortalité des cellules C166 à la surface des pastilles exprimée en pourcentage de 

cellules mourantes sur la population cellulaire totale mesurée par contremarquage nucléaire au 

Hoechst 33342 

Tests statistiques : ANOVA à 2 voies suivie d’un test post-hoc de Tukey. *** : p-value < 0,001. 

Nombre d’échantillons indépendants = 3 

Les taux de mortalité des cellules C166 (Figure 53) sur le matériau de référence HA est 

d’environ 0,5% à 1 jour de culture et d’environ 5% à 4 et 7 jours de culture. A ces temps de 

culture, des taux de mortalité cellulaire comparables sont observés sur le matériau Si0.4HA. 

Des taux de mortalité cellulaire similaires sont également observés sur les matériaux CuxHA 

au jour 1 et au jour 4. Au septième jour de culture, le taux de mortalité des C166 est 

significativement plus élevé sur le matériau Cu0.5HA avec 32,9% ± 10,3% de cellules 

mourantes contre des valeurs de mortalité sur HA de 3,2% ± 2,2%, sur Cu0.1HA de 10,3% ± 

13,4% et sur Si0.4HA de 5,3% ± 2,4%. 

En raison de la forte condensation des noyaux des C166 marqués par l’IP (phénomène visible 

dans la condition Cu0.5HA en Figure 53 et particulièrement en Figure 64 présentée 

ultérieurement), la mortalité observée peut être associée à un phénomène d’apoptose plutôt 

que de nécrose (285). 

La surmortalité des C166 observée après 7 jours de culture sur le matériau Cu0.5HA s’explique 

probablement par sa chimie et en particulier sa concentration en cuivre. Si ce cuivre est 

relargué et atteint des concentrations suffisantes en solution, des effets cytotoxiques peuvent 

survenir. Les concentrations de cuivre susceptibles d’entrainer de tels effets sont comprises 

entre 20 µM à 200 µM de cuivre selon les études et les lignées de cellules endothéliales (220), 

(217), (11). Les concentrations d’espèces chimiques en solution ont été mesurées et sont 

présentées ultérieurement dans la sous-partie III.2.6. 
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III.2.5. Prolifération des C166 

La mesure du taux de prolifération est réalisée par observation de l’incorporation de 

l’EdU, un analogue de la thymidine, une base de l’ADN, qui est intégré par les cellules en 

prolifération lors de la phase S du cycle cellulaire où l’ADN est répliqué. La Figure 54 présente, 

en fausse couleur, la superposition des noyaux des cellules C166 en cours de prolifération, 

marqués par l’EdU, et du contremarquage nucléaire au Hoechst 33342 après 3 jours de culture 

sur les matériaux. 

 

Figure 54 : Localisation des noyaux de C166 proliférantes après 3 jours de culture sur les matériaux  

Bleu : noyaux ; Vert : EdU. Barre d’échelle = 200 µm. 

Les cellules C166 proliférantes au troisième jour de culture (Figure 54) sur le matériau de 

référence HA sont peu nombreuses et distribuées aléatoirement. Cela signifie que la 

population de cellules se multiplie de manière homogène en tout point du matériau. La 

prolifération des C166 sur le matériau Si0.4HA est comparable à celle observée sur l’HA. Sur 

les matériaux CuxHA, les C166 prolifèrent beaucoup plus que sur les matériaux HA et Si0.4HA 

tout en conservant une distribution aléatoire des cellules proliférantes. Les zones sans cellules 

observées sur Cu0.1HA et Cu0.5HA (Figure 54) ne sont pas exclusives à ces conditions et 

proviennent de la densité cellulaire présente au jour 3 (Figure 43). Cette densité cellulaire est 

équivalente à la surface de tous les matériaux et laisse encore quelques espaces non 

colonisés. 
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La Figure 55 présente les taux de prolifération calculés en rapportant le nombre de cellules 

positives à l’EdU sur le nombre total de cellules mesuré par contremarquage nucléaire au 

Hoechst 33342. 

 

Figure 55 : Taux de prolifération des cellules C166 sur les matériaux 

Tests statistiques : ANOVA à 2 voies suivie d’un test post-hoc de Tukey. * : p-value < 0,05 ; ** : p-

value < 0,005. Nombre d’échantillons indépendants = 3 

Le taux de prolifération des C166 (Figure 55) sur le matériau de référence HA est d’environ 

50% après 1 jour de culture, 35% après 2 jours de culture et 9% au troisième jour de culture. 

Les taux de prolifération des C166 sur le matériau Si0.4HA sont équivalents à tous les temps à 

ceux sur l’HA. Sur les matériaux CuxHA, les taux de prolifération des C166 sont comparables 

à ceux sur l’HA au jour 1 et au jour 2. Au jour 3, les taux de prolifération sont significativement 

augmentés sur les matériaux CuxHA par rapport à ceux sur l’HA et Si0.4HA avec sur Cu0.1HA 

30,5% ± 7,6% et sur Cu0.5HA 33,9% ± 3,6% contre pour HA 8,8% ± 3,8% et sur Si0.4HA à 9,7% 

± 3,9% de cellules proliférantes. 

A cause des nombreuses manipulations inhérentes à la méthode de mesure, un phénomène 

de décollement cellulaire, tel que celui présenté en Figure 50 sur le matériau Cu0.5HA, est 

observé sur tous les matériaux lors des études à 4 jours de culture. En conséquence, la 

mesure de l’incorporation de l’EdU n’a pas pu être réalisée efficacement au-delà de 3 jours de 

culture. 

La diminution de la prolifération des cellules C166 au cours du temps jusqu’à un taux d’environ 

9 % au troisième jour de culture (Figure 55) est un phénomène attendu lié à la densité cellulaire 

et aux inhibitions de contact qui en résultent. Cela explique qu’au temps maximal des mesures, 

le taux de prolifération est le plus faible car les C166 atteignent une confluence proche de 

100% sur tous les matériaux (Figure 54). Quand les cellules entrent en contact, les jonctions 

adhérentes nouvellement formées entrainent l’arrêt de la prolifération en inhibant l’activation 

de la protéine kinase Akt qui est un activateur majeur de la croissance cellulaire (288) (289). 
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Dans des cellules endothéliales quiescentes, les jonctions adhérentes formées par la VE-

Cadhérine sont une source d’inhibition de contact (290). L’existence de cellules proliférantes 

malgré cette inhibition de contact s’explique probablement par la nature du proto-oncogène 

fps/fes exprimé en plusieurs copies dans les C166, discutée en sous-partie II.2.2. Ce proto-

oncogène code pour la protéine tyrosine kinase Fps/Fes (Fujinami poultry sarcoma/Feline sar-

coma), celle-ci est à priori capable de modifier l’intégration des signaux extracellulaires 

passant par le cytosquelette des C166. Cela passerait par des interactions, d’après nos 

connaissances, non élucidées au sein des complexes intracellulaires des adhésions focales. 

Ces interactions stimuleraient l’activation de la voie ERK/MAPK (Extracellular signal-regulated 

kinases/Mitogen-activated protein kinases) et de facteurs de transcription mitogéniques 

associés (266). 

Les matériaux CuxHA stimulent la prolifération des C166 au troisième jour de culture mais la 

densité cellulaire n’est pas plus importante sur ces conditions aux jours 3 ou 4 de culture 

(Figure 43). Cela peut s’expliquer si la stimulation est rapidement compensée par 

l’accroissement des inhibitions de contact permettant aux autres conditions d’atteindre des 

densités cellulaires comparables. 

Cette stimulation de la prolifération pourrait s’expliquer par la présence de cuivre. Celui-ci est 

capable, dès 5 µM, d’augmenter la prolifération d’HUVEC (13). Ce seuil est plus bas que ceux 

théoriquement nécessaires à l’apparition de la mortalité cellulaire constatée précédemment 

sur le matériau Cu0.5HA après 7 jours de culture (Figure 53). Un effet stimulateur du cuivre 

après 3 jours de culture et une mortalité augmentée après 7 jours de culture pourrait 

s’expliquer par un relargage progressif du cuivre ou une toxicité chronique. Les concentrations 

d’espèces chimiques en solution ont été mesurées et sont présentées ultérieurement dans la 

sous-partie III.2.6. 

III.2.6. Relargage d’éléments chimiques par les matériaux 

Les éléments présents dans les CPCs (calcium, phosphore, cuivre, silicium…) sont 

tous susceptibles d’avoir des effets biologiques si leur concentration dépasse un seuil comme 

discuté dans la sous-partie I.5.2.2. Les CPCs ont toujours un certain degré de solubilité dans 

un milieu aqueux et une partie de leurs éléments chimiques y sera retrouvée (6). Cependant, 

il n’est pas garanti que ces éléments se retrouvent en solution libres ou liés à des chaperons 

protéiques car des échanges dynamiques entre les matériaux et le milieu sont possibles tout 

comme une utilisation rapide par les cellules n’est pas à exclure. Il est donc essentiel de 

mesurer les éléments chimiques présents dans les milieux des matériaux. Pour cela, le 

calcium, le phosphore, le cuivre et le silicium sont dosés par ICP-OES. Les dosages sont 

réalisés sur des milieux surnageants des pastilles de ϕ 10 et ϕ 13. Pour rappel, comme décrit 

en sous-partie II.2.6.1, les milieux de culture n’ont pas été renouvelés. L’étude de la 

biocompatibilité présentée précédemment a été réalisée intégralement sur des pastilles ϕ 10 

comme précisé en sous-partie II.2.6.1. L’étude présentée ultérieurement en Partie IV a été 

réalisée avec des pastilles ϕ 10 et ϕ 13, ceci explique l’étude du relargage des éléments 

chimiques par les deux tailles de pastille dans les paragraphes suivants. 

La Figure 56 présente les mesures du calcium en solution. 
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Figure 56 : Concentrations de calcium en solution en présence de pastilles 

Données issues du regroupement de 5 à 7 échantillons indépendants de milieux et mesurés lors 

d’une unique série d’analyse réalisant trois mesures séquentielles. Jour 4 et 7 : milieux de pastilles 

sur lesquelles des C166 sont présentes. Ligne pointillée : moyenne du niveau de base (cDMEM) 

Les mesures de concentration en calcium dans le milieu de pastilles des différents matériaux 

(Figure 56) montrent que les pastilles relâchent toutes du calcium dans le milieu. Les milieux 

en présence des pastilles pendant 1 h et en l’absence de cellules ont des concentrations de 

calcium très proches de celle du milieu de culture seul soit environ 2 mM. 

A 4 jours de culture en présence de cellules C166, la concentration de calcium dans le milieu 

augmente avec pour les ϕ10 : HA : 2,78 ± 0,05 mM, Cu0.1HA : 2,35 ± 0,02 mM, Cu0.5HA : 2,16 

± 0,02 mM et Si0.4HA : 2,56 ± 0,01 mM. Pour les ϕ13 HA : 2,7 ± 0,05 mM, Cu0.1HA : 2,29 ± 

0,03 mM, Cu0.5HA 2,33 ± 0,03 mM et Si0.4HA : 2,6 ± 0,04 mM. 

A 7 jours de culture en présence de C166, la concentration de calcium dans le milieu augmente 

encore par rapport à 4 jours avec pour les ϕ10 : HA : 3,52 ± 0,19 mM, Cu0.1HA : 2,71 ± 0,08 

mM, Cu0.5HA : 2,74 ± 0,04 mM et Si0.4HA : 3 ± 0,1 mM. Pour les ϕ13 HA : 4,01 ± 0,08 mM, 

Cu0.1HA : 2,86 ± 0,15 mM, Cu0.5HA 2,90 ± 0,1 mM et Si0.4HA : 3,18 ± 0,11 mM. 

La plus faible concentration de calcium en présence de CuxHA suggère une plus faible 

solubilité de l’apatite, néanmoins celle-ci n’a pas été étudiée précédemment. L’effet biologique 

potentiel de ces concentrations est discuté à la fin de cette sous-partie. 

Les mesures du phosphore en solution sont présentées dans la Figure 57. 
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Figure 57 : Concentrations de phosphore en solution en présence de pastilles 

Données issues du regroupement de 5 à 7 échantillons indépendants de milieux et mesurés lors 

d’une unique série d’analyse réalisant trois mesures séquentielles. Jour 4 et jour 7 : milieux de 

pastilles sur lesquelles des C166 sont présentes. Ligne pointillée : moyenne du niveau de base 

(cDMEM) 

La concentration en phosphore dans le milieu de pastilles des différents matériaux (Figure 57) 

à 1 h en absence de cellules est comparable entre tous les milieux et est similaire à celle du 

milieu sans matériau, à savoir 1,2 mM. Les concentrations en phosphore évoluent par la suite 

différemment selon les matériaux et la taille des pastilles utilisées. 

A 4 jours de culture en présence de C166 les différentes concentrations de phosphore 

mesurées dans les milieux sont pour les ϕ10 : HA : 1,47 ± 0,05 mM, Cu0.1HA : 1,21 ± 0,08 mM, 

Cu0.5HA : 0,96 ± 0,06 mM et Si0.4HA : 1,43 ± 0,06 mM. Pour les ϕ13 HA : 1,1 ± 0,13 mM, 

Cu0.1HA : 1,12 ± 0,09 mM, Cu0.5HA 0,92 ± 0,05 mM et Si0.4HA : 1,03 ± 0,06 mM. 

A 7 jours de culture en présence de C166 la concentration de phosphore dans le milieu 

augmente par rapport à 4 jours, sauf pour Cu0.1HA ϕ10 qui reste similaire avec pour les ϕ10 : 

HA : 1,60 ± 0,14 mM, Cu0.1HA : 1,14 ± 0,11 mM, Cu0.5HA : 1,21± 0,05 mM et Si0.4HA : 1,5 ± 

0,07 mM. Pour les ϕ13 HA : 1,20 ± 0,22 mM, Cu0.1HA : 1,38 ± 0,02 mM, Cu0.5HA 1,24 ± 0,05 

mM et Si0.4HA : 1,45 ± 0,08 mM. 

Les données à 7 jours en présence de cellules montrent qu’il existe une solubilisation du 

phosphore puisque les concentrations augmentent toutes par rapport au jour 4 à l’exception 

de Cu0.1HA en ϕ10 (Figure 57). L’effet biologique de ces concentrations est discuté à la fin de 

cette sous-partie. 

Les mesures du cuivre en solution sont présentées dans la Figure 58. 
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Figure 58 : Concentrations de cuivre en solution en présence de pastilles 

Données issues du regroupement de 5 à 7 échantillons indépendants de milieux et mesurés lors 

d’une unique série d’analyse réalisant trois mesures séquentielles. Jour 4 et jour 7 : milieux de 

pastilles sur lesquelles des C166 sont présentes. 

Le cuivre n’étant pas présent dans le milieu seul et dans celui conditionné par HA et Si0.4HA, 

seules les concentrations de cuivre dans le milieu des pastilles de CuxHA sont présentées 

(Figure 58). Les concentrations en cuivre dans les milieux sont : 

- avec le matériau Cu0.1HA ϕ10 à 1 h en présence de milieu de culture : 16 ± 70 µM, 

après 4 jours en présence de C166 : 26 ± 64 µM. Après 7 jours en présence de 

C166, le cuivre n’est pas détecté dans le milieu.  

- Pour les Cu0.1HA ϕ13 1 h en présence de milieu de culture : 2 ± 35 µM, après 4 

jours en présence de C166 : 35 ± 11 µM. Après 7 jours en présence de C166, le 

cuivre n’est pas détecté dans le milieu. 

- Pour les Cu0.5HA ϕ10 à 1 h en présence de milieu de culture : 100 ± 16 µM, après 

4 jours en présence de C166 : 243 ± 26 µM, après 7 jours en présence de C166 : 

156 ± 64 µM. 

- Pour les Cu0.5HA ϕ13 à 1 h en présence de milieu de culture : 63 ± 23 µM, après 4 

jours en présence de C166 : 284 ± 22 µM, après 7 jours en présence de C166 : 

311 ± 38 µM. 

La diminution de la concentration de cuivre dans le milieu entre 4 et 7 jours de culture peut 

être le fait d’une précipitation à la surface du matériau, du puits ou d’une internalisation par les 

C166. L’absence de diminution constatée sur Cu0.5HA ϕ13 à 7 jours en présence de C166 est 

peut-être due à une plus grande présence de cuivre disponible en raison d’une moindre 

internalisation par les cellules. L’effet biologique de ces concentrations est discuté à la fin de 

cette sous-partie. L’absence de détection du cuivre pour Cu0.1HA ϕ10 à 7 jours et pour Cu0.1HA 

ϕ13 à 1 h et 7 jours signifie que celui-ci est en-dessous des concentrations minimales 
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détectables par l’appareil utilisé. D’après les conditions expérimentales la concentration en 

cuivre minimale détectable pour Cu0.1HA ϕ10 à 7 jours est de 2,6 ppm soit environ 41 µM, pour 

Cu0.1HA ϕ13 à 1 h de 1,2 ppm soit 19 µM et pour Cu0.1HA ϕ13 à 7 jours de 2,6 ppm soit environ 

41 µM. 

Le silicium en solution a été recherché car celui-ci est à priori soluble dans les 

conditions expérimentales, à savoir un milieu aqueux à 37°C avec un pH oscillant autour de 7 

(229). Cependant, celui-ci n’a pas été détecté, ce qui indique d’après les limites techniques de 

l’appareil utilisé et des conditions expérimentales que les concentrations de silicium en solution 

sont inférieures à 1,2 ppm soit environ 40 µM. 

Suite à ces expériences, il est possible d’extraire des informations détaillées dans les 

paragraphes suivants. 

Les mesures de relargage des éléments calcium (Figure 56) et phosphore (Figure 57) 

confirment la solubilité de tous les matériaux. Les variations des concentrations de ces 

éléments chimiques (et du cuivre en Figure 58) au cours du temps montrent l’existence 

d’équilibres dynamiques avec peut-être des précipitations ou des internalisations des éléments 

par les cellules. 

Les concentrations de calcium n’ont vraisemblablement pas d’impact sur la biocompatibilité 

des matériaux. Comme évoqué dans la sous-partie I.5.2.2.1, une augmentation de la 

concentration de calcium extracellulaire est susceptible d’augmenter passivement et de 

manière proportionnelle la concentration intracellulaire de calcium, sans que cette 

augmentation provienne de calcium stocké dans les organites de la cellule (183). Mais cela 

n’est pas suffisant pour activer des voies de signalisation qui nécessitent une variation 

soudaine et importante de sa concentration (plusieurs ordres de magnitude supérieurs à la 

concentration basale). Toujours d’après les données de la bibliographie, l’effet des 

concentrations mesurées sur la capacité angiogénique des cellules endothéliales n’est pas 

connu mais elles ne devraient pas être défavorables à leur fonction ou leur développement 

(183), (184). 

D’après les données de la sous-partie I.5.2.2.2, les concentrations de phosphore retrouvées 

ne sont pas susceptibles d’affecter les cellules endothéliales de façon significative. Les 

variations par rapport au niveau de base sont peu importantes avec une augmentation 

maximale de 0,4 mM en 7 jours pour un maximum de 1,6 mM dans le milieu contenant le 

matériau HA. Le phosphore est cytotoxique à partir de 2,5 mM sous forme inorganique (194), 

(291). Les cellules C166 sur l’HA ont le plus faible taux de mortalité de l’expérience (Figure 

53) alors que leur milieu a la plus forte concentration de phosphore ce qui suggère que les 

concentrations rencontrées dans cette étude sont non cytotoxiques. 

Le silicium n’est pas retrouvé dans le milieu des matériaux Si0.4HA ce qui suggère qu’il peut 

avoir précipité à la surface du matériau et/ou que le silicium sous forme soluble a une 

concentration inférieure à 40 µM. Les mesures de calcium (Figure 56) et de phosphore (Figure 

57) issus du matériau Si0.4HA attestent qu’il se solubilise. Du silicium en faible concentration 

doit donc être présent en solution à des niveaux non détectables. Des concentrations de 

silicium d’environ 25 µM sont capables de stimuler des processus angiogéniques comme la 

formation de tubules dans du MatrigelTM ou d’accroître la sécrétion de VEGF (234). Il est donc 

possible que le silicium relâché par les matériaux Si0.4HA soit en concentration suffisante pour 

avoir un effet positif sur l’activité angiogénique des cellules endothéliales sans qu’il soit détecté 

mais aucun effet n’a été détecté sur la biocompatibilité. 
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Le cuivre mesuré dans le milieu des matériaux CuxHA ϕ 10 pourrait expliquer les phénomènes 

observés sur ces matériaux par rapport à HA. D’après les données de la sous-partie I.5.2.2.3, 

le cuivre en solution stimule la prolifération de cellules endothéliales avec des concentrations 

efficaces rapportées dès 5 µM et un effet dose-dépendant (13). Après 3 jours de culture sur 

les matériaux CuxHA, la prolifération des C166 est triplée (Figure 55), la concentration de 

cuivre n’a pas été mesurée à ce temps de culture mais les mesures au jour 4 (Figure 58) 

indiquent que les concentrations pour Cu0.1HA et pour Cu0.5HA sont proches de 35 µM et 243 

µM respectivement. Ces concentrations sont susceptibles d’accroître la prolifération des 

cellules endothéliales. Les cellules ne prolifèrent pas plus que celles sur les matériaux HA et 

Si0.4HA avant 3 jours de culture, cela pourrait provenir d’un taux de prolifération natif très 

important des C166 en raison de leur nature transgénique qui placerait les cellules au 

maximum de leur capacité proliférative en condition basale. Le cuivre pourrait alors forcer la 

prolifération des cellules malgré les inhibitions de contact en simulant une hypoxie via la 

génération de ROS (64). D’après les données de la sous-partie I.5.2.2.3.2, cela peut être 

suffisant pour stimuler la prolifération de cellules endothéliales en activant l’angiogenèse. 

Parallèlement, la génération de ROS pourrait permettre la surexpression de MMP-9 (292)(293) 

qui peut dégrader les sites extra-cellulaires de la VE-Cadhérine aux jonctions adhérentes (79). 

La VE-Cadhérine est un inhibiteur de la prolifération induite par le VEGF (294), comme 

rapporté en sous-partie I.2.5.1, et participe aux inhibitions de contact (290). 

La présence de cuivre dans le milieu des CuxHA renforce l’hypothèse que les structures 

multicellulaires observées (Figure 47) sont issues d’un processus angiogénique accéléré car 

des concentrations de cuivre inférieures à 1 µM sont capables de stimuler l’expression du 

marqueur d’initiation de l’angiogenèse VEGF et d’eNOS (218). Cet aspect sera traité en détail 

dans la Partie IV. 

III.2.7. Conclusion de l’étude de la biocompatibilité en modèle statique 

Cette étude a évalué les aspects fondamentaux de l’état physiologique d’une 

population cellulaire : la morphologie (sous-partie III.2.2), le métabolisme (sous-partie III.2.3), 

la prolifération (sous-partie III.2.5), la mortalité (sous-partie III.2.4).  

La conclusion de cette étude de biocompatibilité in vitro est que les matériaux dopés 

Cu0.1HA et Si0.4HA sont biocompatibles pour les cellules C166. Tous les paramètres étudiés 

démontrent que les cellules se développent de façon appropriée et possèdent des viabilités 

comparables au matériau de référence HA dont la biocompatibilité est solidement établie. La 

similitude des propriétés biologiques du matériau Si0.4HA et du matériau de référence HA 

montre que ni le dopage au silicium ni la surface spécifique accrue de Si0.4HA n’affectent 

significativement la biocompatibilité des matériaux dans le contexte expérimental. La 

biocompatibilité du matériau Cu0.5HA est plus complexe à caractériser en raison de résultats 

contrastés et de choix expérimentaux. Il apparaît de prime abord non biocompatible d’après le 

stress qu’il provoque vraisemblablement dans les C166 qui s’arrondissent après 4 jours de 

culture et d’après sa cytotoxicité avérée après 7 jours de culture où 30% de mortalité cellulaire 

y est mesurée en moyenne, à priori par apoptose en raison de la condensation de leur noyau 

(285). Ces effets entrainent une diminution de la densité cellulaire à sa surface après 7 jours 

de culture par rapport aux C166 à la surface des autres matériaux. A ce temps de culture, les 

cellules C166 sur le matériau Cu0.5HA ne sont cependant pas toutes en état de stress, 

visuellement certaines sont étalées avec de nombreux prolongements cellulaires, et la 

population cellulaire y est près de dix fois plus importante qu’au moment de l’ensemencement. 

Malgré le stress et la cytotoxicité qu’il provoque, ce matériau n’empêche pas le développement 
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et le maintien d’une population de cellules. De plus, la caractérisation physicochimique des 

matériaux (sous-partie III.1) permet d’attribuer sans équivoque les résultats spécifiques des 

matériaux CuxHA (prolifération augmentée, stress et cytotoxicité à la plus forte dose) à leur 

dopage au cuivre. Cette étude a été réalisée pendant 7 jours sans changement de milieu pour 

étudier les équilibres chimiques. Or, l’apport de nouvelles protéines du sérum lors d’un 

changement de milieu est à même de neutraliser la réactivité du cuivre (204). Des facteurs de 

croissance renouvelés auraient également une meilleure activité de protection contre la 

mortalité des cellules par le biais de leur signalisation anti-apoptotique. Il serait donc 

intéressant de réaliser la même étude avec des changements de milieu pour répondre à cette 

interrogation. Pour ces différentes raisons, dans des conditions expérimentales plus proches 

de conditions physiologiques, le matériau Cu0.5HA pourrait être biocompatible pour des 

cellules C166. La cause de la cytotoxicité du matériau Cu0.5HA observée à 7 jours pourrait 

également être investiguée plus en profondeur avec, par exemple, un test des comètes 

permettant d’évaluer qualitativement l’état de l’ADN d’une population cellulaire (295). L’état 

d’oxydation des cellules pourrait être caractérisé en mesurant la quantité intracellulaire du 

tripeptide antioxydant glutathion sous sa forme réduite (296). Une autre méthode serait de 

mesurer la quantité de malondialdéhyde intracellulaire qui est un composé produit lors de la 

peroxydation des lipides (297). De plus, les résultats de cette étude suggèrent que les deux 

matériaux CuxHA stimulent l’activité angiogéniques des C166. Par conséquent, il a été décidé 

de continuer à étudier les effets biologiques du matériau Cu0.5HA, afin notamment d’évaluer 

l’effet de la dose de cuivre sur les fonctions angiogéniques. 

En plus d’une méthode adaptée, il est important d’utiliser des conditions 

expérimentales répliquant au mieux les conditions in vivo. Pour estimer la biocompatibilité in 

vivo des matériaux, il est essentiel de prendre en compte la finalité de ces céramiques qui est 

de servir de substitut aux greffes osseuses avec une implantation dans un site où l’os présente 

un défaut de masse important. La formation de vaisseaux sanguins au sein de la céramique 

est un prérequis au succès de l’implantation mais il faut également que le matériau ne soit pas 

toxique pour les cellules osseuses qui vont devoir s’y développer et pour les cellules 

progénitrices présentes à proximité. Or, comme discuté dans la sous-partie I.5.2.2.3.3, les 

cellules osseuses sont plus sensibles au cuivre que les cellules endothéliales. Une étude 

montre une diminution de la prolifération sur 4 jours de culture de pré-ostéoblastes murins 

MC3T3-E1 et de cellules souches de moelle osseuse de rat dès 12 µM et 0,7 µM de cuivre en 

solution respectivement (217). La concentration de cuivre minimale retrouvée dans le milieu 

du matériau Cu0.5HA après 4 jours de culture est de 243 µM. Cela suppose qu’il sera 

également cytotoxique pour ces cellules dans des conditions de culture similaire. Une 

précédente étude réalisée au laboratoire sur le même matériau Cu0.5HA et une même HA de 

référence montre une diminution de la viabilité de pré-ostéoblastes murins MC3T3-E1 Sc14 

après 4 jours de culture à sa surface (158). Il est dès lors probable que le matériau Cu0.5HA 

soit toxique pour les cellules osseuses. Par ailleurs, un minimum de 26 µM de cuivre est 

mesuré dans le milieu du matériau Cu0.1HA à 4 jours de culture ce qui suppose qu’il serait 

également toxique pour les cellules osseuses en conditions de culture similaires. Ces 

suppositions sont appuyées par les données de l’étude (158), qui montrent que le matériau 

Cu0.1HA entraine une diminution de la viabilité de cellules MC3T3-E1 Sc14.  

Ces données soulignent le besoin d’évaluer la biocompatibilité de matériaux dans des 

conditions biologiques plus similaires à la situation in vivo. Une voie d’amélioration importante 

est l’utilisation de cocultures pertinentes. En effet, une combinaison de cellules endothéliales 
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et de pré-ostéoblastes serait plus représentative de la biocompatibilité in vivo d’un matériau et 

pourrait engendrer d’importantes différences de résultats car ces cellules se stimulent 

mutuellement. Ces stimulations se font au moyen de sécrétions paracrines, de la déposition 

de protéines de leur matrice extra-cellulaire et des jonctions adhérentes formées entre les 

cellules. Les voies de signalisation impliquées sont alors susceptibles d’augmenter la 

résistance des cellules à un stress (145), (298). La difficulté à apporter un avis définitif sur les 

propriétés d’un matériau souligne également la nécessité de développer des modèles 

d’analyse des biomatériaux in vitro plus proches des conditions in vivo et notamment capables 

de répliquer l’effet du mouvement des fluides interstitiels. La génération de flux permet 

d’exposer les cellules à un niveau d’élément dopant plus représentatif des concentrations 

réellement rencontrées in vivo. C’est dans cette optique qu’une mise en place d’un système 

de cultures in vitro dynamique en bioréacteur à perfusion par flux, utilisant des monocultures 

et une coculture, est présentée dans la partie V. 

La biocompatibilité des matériaux étudiés est satisfaisante ou suffisante pour permettre l’étude 

de voies importantes impliquées dans l’angiogenèse. Les résultats de cette étude sont 

présentés dans la partie IV. 
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Partie IV. Etude in vitro des propriétés angiogéniques des matériaux en 

conditions de cultures 2D statiques 

IV.1. Démarche expérimentale de l’évaluation des propriétés angiogéniques des 

matériaux 

Pour évaluer les propriétés des 4 matériaux sur l’angiogenèse, ceux-ci sont étudiés en 

parallèle. L’HA pure est utilisée comme référence à laquelle les 3 autres matériaux sont 

comparés. L’objectif de l’étude étant de comprendre l’effet des dopants sur l’angiogenèse, l’HA 

constitue un contrôle satisfaisant puisqu’elle ne possède pas d’effet stimulant sur 

l’angiogenèse (8). Des cellules endothéliales C166 sont cultivées à la surface des matériaux 

ou sont exposées à des milieux conditionnés par ces derniers. L’étude a été réalisée sur une 

période maximale de 7 jours car cette période est suffisante pour observer in vitro toutes les 

étapes clefs de l’angiogenèse qu’un matériau « idéal » stimulerait : la migration des cellules 

endothéliales, leur assemblage en de nouveaux vaisseaux et enfin la maturation de ces 

vaisseaux. La migration in vitro des cellules endothéliales en réponse à un signal pro-

angiogénique provenant d’une molécule soluble survient au bout de quelques heures à 

quelques jours selon l’intensité du signal (40). L’assemblage des cellules endothéliales en un 

nouveau vaisseau et sa maturation peuvent être observés in vitro entre 72 h et 120 h de culture 

dans des cocultures de cellules endothéliales et de péricytes (40). Observer un phénomène 

de maturation en monoculture est possible car les voies de signalisation entrainant la 

maturation des vaisseaux proviennent des cellules endothéliales (299). Par conséquent, les 

éventuels effets biologiques des matériaux affectant la capacité angiogénique des cellules 

endothéliales devraient pouvoir être observés dans la période de 7 jours sélectionnée. 

Pour mesurer l’état des processus angiogéniques à l’œuvre dans les C166 à la surface des 

matériaux étudiés, la nature exacte du processus observé doit être confirmée ou déterminée. 

De plus, les différences dans la progression de ce processus entre les conditions doivent être 

caractérisées. Ces informations sont obtenues en étudiant l’expression, la localisation et la 

sécrétion de protéines centrales dans l’angiogenèse. La sécrétion de VEGF par les cellules 

C166 est mesurée, la localisation des protéines centrales de l’angiogenèse VEGF164 et 

VEGFR2 est précisée ainsi que celle de la protéine MMP-9 essentielle à la migration des 

cellules endothéliales lors de l’angiogenèse. Les protéines membranaires PECAM-1 et VE-

Cadhérine sont observées car elles sont essentielles à l’assemblage des cellules endothéliales 

entre elles lors de la migration et la maturation des vaisseaux. Les expressions géniques de 

MMP-9, eNOS et VWF sont quantifiées. 

Des tests sont conduits pour comprendre l’origine des propriétés biologiques des matériaux. 

Les effets de leurs produits de dissolution sont mesurés par des tests de fermeture de blessure 

(« wound healing assay »). La génération d’espèces radicalaires intracellulaires est quantifiée. 

La voie de l’hypoxie est investiguée en suivant la localisation et l’expression de la protéine 

HIF-1α. 

IV.1.1. Sécrétion de VEGF164 

Le VEGF est le facteur de croissance central de l’angiogenèse permettant l’initiation 

de la migration des cellules endothéliales et dirigeant celles-ci vers la zone en besoin de 

perfusion. Son action est essentielle lors de la réparation osseuse (300) (sous-partie I.4.8.3) 

et un niveau de sécrétion basal est attendu dans les cellules endothéliales (48). La sécrétion 

de VEGF par les C166 cultivées à la surface des différents matériaux est mesurée par test 
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ELISA dans le milieu extra-cellulaire après 4 et 7 jours de culture, la Figure 59 présente les 

résultats obtenus. 

 

Figure 59 : Sécrétion de VEGF par les C166 après 4 et 7 jours de culture sur les matériaux 

Tests statistiques : ANOVA à 2 voies suivie d’un test post-hoc de Tukey. * : p-value < 0,05 ; ** : p-

value < 0,005 ; *** : p-value < 0,001. Nombre d’échantillons indépendants = 3.  

La sécrétion de VEGF164 par les C166 (Figure 59) après 4 jours de culture sur le matériau de 

référence HA entraîne, dans les conditions expérimentales une concentration de VEGF dans 

le milieu de culture d’environ 1,1 ± 0,22 ng/mL. Le VEGF est présent en trop faible quantité 

dans le milieu de culture seul pour être détecté, les concentrations détectées proviennent donc 

de la sécrétion des C166 uniquement. La sécrétion sur le matériau de référence HA est 

comparable à celles retrouvées dans les milieux du matériau Si0.4HA et dans les milieux des 

C166 cultivées sans matériaux avec une concentration de 0,94 ± 0,15 ng/mL et une 

concentration de 0,81 ± 0,27 ng/mL respectivement. Le matériau Cu0.1HA possède un effet 

stimulateur sur la sécrétion du VEGF par les C166 par rapport au matériau de référence HA, 

au Si0.4HA et aux puits plastiques. La concentration de VEGF retrouvée y est significativement 

supérieure avec 1,89 ± 0,33 ng/mL mesuré. La concentration de VEGF est de 1,39 ± 0,46 

ng/mL dans le milieu du matériau Cu0.5HA sans qu’une différence statistique soit retrouvée par 

rapport aux 4 autres conditions. 

Après 7 jours de culture sur le matériau HA, les C166 sécrètent du VEGF. Une concentration 

de 1,05 ± 0,6 ng/mL est retrouvée dans le milieu de culture. Les sécrétions de VEGF des C166 

cultivées sur le matériau Si0.4HA et en l’absence de matériau sont comparables à celles 

cultivées sur le matériau de référence HA. La concentration de VEGF en présence de Si0.4HA 

est de 1,08 ± 0,13 ng/mL et de 0,82 ± 0,15 ng/mL en l’absence de matériau. Elles sont 

similaires à celles mesurées après 4 jours de culture. La sécrétion de VEGF par les C166 est 

significativement augmentée en présence des CuxHA par rapport au matériau de référence 
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HA, au Si0.4HA et en l’absence de matériau. La concentration de VEGF en présence de 

Cu0.1HA est de 2,3 ± 0,39 ng/mL et de 1,93 ± 0,2 ng/mL en présence de Cu0.5HA. Ces deux 

concentrations ne sont pas significativement différentes entre elles. 

La localisation du VEGF164 dans les C166 après 4 jours de culture sur les matériaux est 

également contrôlée in situ par immunofluorescence et présentée dans la Figure 60. 

 

Figure 60 : Observation in situ de la localisation de l’expression du VEGF164 dans les populations 

de C166 après 4 jours de culture sur les matériaux, images composites 

Bleu : noyaux ; Vert : VEGF164. Flèche blanche : indique une cellule où l’expression de VEGF164 

est concentrée dans des organites intracellulaires. Flèche jaune : indique une cellule où 

l’expression de VEGF164 est cytoplasmique ou membranaire. Flèche rouge : indique une cellule 

exprimant pas ou peu VEGF164. Zone en pointillés : délimite des zones de forte densité cellulaire. 

Barre d’échelle = 50 µm. 

La localisation du VEGF164 (Figure 60) dans les populations de C166 sur le matériau de 

référence HA révèle l’existence de trois phénotypes d’expression différents. Une première 

catégorie de cellules exprime fortement le VEGF164 dans des structures intracellulaires 

périnucléaires pouvant correspondre à du réticulum endoplasmique et à l’appareil de Golgi 
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(Figure 60 flèches blanches). Une deuxième exprime du VEGF164 de manière diffuse dans 

leur cytoplasme ou leur membrane plasmique (Figure 60 flèches jaunes). Troisièmement, 

certaines cellules n’expriment pas de VEGF164 (Figure 60 flèches rouges). La première 

catégorie est principalement retrouvée dans les zones de plus forte densité cellulaire (Figure 

60 pointillés). Les cellules de la première catégorie sont entourées de celles de la deuxième. 

Les cellules de la troisième catégorie se retrouvent dans les zones de faible densité cellulaire 

(Figure 60 hors des pointillés). Ces différents phénotypes d’expression sont observés à 

l’identique dans les cellules sur les matériaux Cu0.1HA et Si0.4HA. Les cellules C166 sur le 

matériau Cu0.5HA ont également ces trois phénotypes d’expression mais l’organisation des 

cellules est différente. Les cellules de la première catégorie (Figure 60 flèches blanches) sont 

très présentes dans et en dehors des zones de forte densité cellulaire (Figure 60 pointillés). 

La concentration de VEGF164 retrouvée dans toutes les conditions provient de sécrétion 

récente. En effet, le VEGF164 a une demi-vie inférieure à deux heures in vitro dans une 

solution aqueuse contenant 0,2 M de PBS (301). Cependant, cette demi-vie peut être accrue 

par l’action de protéines comme l’albumine présente dans les milieux de culture complets. 

Cette protection peut prendre la forme d’une barrière contre les ROS présents dans le milieu 

(302) ou d’interactions non covalentes avec le VEGF164 (303). Ce type d’interaction non 

covalente peut, dans le meilleur cas rapporté, multiplier par 10 le temps de demi-vie d’une 

protéine de taille comparable au VEGF164. La demi-vie théorique du VEGF164 en milieu de 

culture est alors vraisemblablement comprise entre 2 h et 20 h. 

La concentration de VEGF, dans toutes les conditions est au-dessus du seuil d’environ 0,2 

ng/mL, où il stimule la prolifération d’HUVECs. Le taux de prolifération d’HUVECs augmente 

avec sa concentration et elle est maximale à partir de 10 ng/mL (304). La sécrétion de 

VEGF164 pourrait expliquer la forte prolifération des C166 observée dans toutes les conditions 

(sous-partie III.2.5). Les concentrations de VEGF164 de toutes les conditions sont contenues 

dans la gamme où l’effet mitogène est augmenté avec la dose. Par conséquent, la sécrétion 

plus importante de VEGF164 par les C166 à la surface de Cu0.1HA et la tendance à la hausse 

de la sécrétion de VEGF164 par les C166 sur le matériau Cu0.5HA pourraient expliquer en 

partie le maintien d’une prolifération importante des C166 à la surface des matériaux CuxHA 

au 3ème jour de culture (Figure 55). 

La localisation du VEGF164 apparait physiologique dans les populations de C166 étudiées. 

Le VEGF164 avant sécrétion est concentré dans les organites responsables de la production 

et la transformation de protéine, le réticulum endoplasmique et l’appareil de Golgi. Cela est 

cohérent avec les observations des cellules de la première catégorie qui expriment fortement 

le VEGF164 dans des organites intracellulaires dont les localisations peuvent correspondre. 

Le VEGF164 est également présent au niveau de la membrane plasmique et/ou du 

cytoplasme. L’accumulation dans la membrane plasmique est davantage probable car elle est 

physiologique. En effet, la sécrétion du VEGF164 peut être faite sous forme libre à partir de 

vésicule d’exocytose, mais aussi sous une forme liée à la membrane plasmique. Lors de ce 

dernier cas des morceaux de membrane plasmique sur lesquels du VEGF164 s’est accumulé 

sont « sécrétés » par la cellule (305). Ce mécanisme est cohérent avec la présence diffuse de 

VEGF164 dans les cellules de la deuxième catégorie. Celles-ci accumulent du VEGF164 à la 

surface de leur membrane plasmique. 

En dehors du phénotype spécifique à la population de cellules exprimant du VEGF164 sur le 

matériau Cu0.5HA les phénotypes sont comparables entre HA, Si0.4HA et Cu0.1HA. Cela 

suggère que la sécrétion accrue de VEGF164 mesurée sur Cu0.1HA (Figure 59) peut 
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s’expliquer de deux façons. Premièrement, dans la mesure où à 4 jours, les densités cellulaires 

sont équivalentes entre toutes les conditions, il est possible que sur Cu0.1HA les C166 

s’organisent davantage en amas où sont présentes les cellules de la première et deuxième 

catégorie, ce qui entrainerait une sécrétion accrue de VEGF164. Cette hypothèse est appuyée 

par des observations visuelles de grands amas de cellules exprimant VEGF164 (comme 

observé en Figure 60 dans la zone en pointillés) à la surface du matériau Cu0.1HA. Cette 

hypothèse est cohérente avec les observations de l’organisation de la population de cellules 

à la surface des matériaux (Figure 46 et Figure 48 notamment). Ces précédentes observations 

montrent qu’à la surface du matériau Cu0.1HA les nombreux amas de C166 sont plus organisés 

et de plus grande taille que ceux à la surface des matériaux HA et Si0.4HA. L’autre hypothèse 

serait que le mécanisme de sécrétion du VEGF164 des C166 dans les conditions CuxHA est 

modifié. Cependant, une étude sur des cellules endothéliales humaines, montre qu’une 

sécrétion augmentée passe par une accumulation plus importante de VEGF165 aux 

membranes plasmiques (305). Cela n’est pas observé dans les conditions CuxHA (Figure 60). 

L’augmentation de la sécrétion par les C166 sur le matériau Cu0.5HA s’explique 

vraisemblablement par la présence de nombreuses cellules sécrétrices sans qu’elles 

possèdent une localisation préférentielle dans les amas (Figure 60). 

L’origine des effets stimulateurs des CuxHA sur la sécrétion de VEGF164 pourrait être une 

stimulation par le cuivre comme il a déjà été rapporté après l’exposition d’HUVECs à des 

concentrations supérieures à 157 µM (218). L’origine de cet effet pourrait être une stimulation 

du gène codant pour VEGF suite à l’activation de la voie de réponse à l’hypoxie HIF-1 comme 

rapporté dans la sous-partie I.5.2.2.3.2. La plus faible augmentation de sécrétion de VEGF 

des C166 sur Cu0.5HA par rapport à celles sur Cu0.1HA après 4 jours de culture est 

probablement causée par la combinaison entre la densité cellulaire pouvant y être légèrement 

inférieure (Figure 43) et le stress cellulaire observé (Figure 47 et Figure 50) qui est 

vraisemblablement responsable après 7 jours de culture des effets cytotoxiques constatés sur 

ce matériau (Figure 53). 

La présence d’une plus grande concentration de VEGF164 dans l’environnement des C166 à 

la surface de Cu0.1HA après 4 jours de culture, la tendance à la hausse observée pour la 

condition Cu0.5HA après 4 jours de culture, et la sécrétion significativement augmentée dans 

les conditions CuxHA après 7 jours de culture, sont cohérentes avec le processus 

angiogénique constaté dans les expériences précédentes. La plus grande concentration de 

VEGF164 en présence de Cu0.1HA et la biocompatibilité de ce matériau peuvent expliquer le 

développement plus important des structures multicellulaires à la surface de celui-ci. 

IV.1.2. VEGFR2 

Le VEGFR2 est le récepteur principal au VEGF, c’est par lui que la majorité de son 

action pro-angiogenèse est transmise. C’est un marqueur des « tip cells » dans la compétition 

dynamique survenant lors de la migration des cellules endothéliales par bourgeonnement. Il 

est important de suivre les différences d’évolution et de localisation de son expression pour 

identifier les cellules réceptrices au VEGF et les éventuelles compétitions dynamiques en 

place. La localisation in situ de VEGFR2 dans les C166 observée par immunofluorescence à 

4 jours de culture est présentée dans la Figure 61. 
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Figure 61 : Expression in situ de VEGFR2 dans les C166 après 4 jours de culture sur les matériaux 

Vert : VEGFR2 ; Bleu : noyaux. Zones en pointillés : délimitation de certaines des structures 

multicellulaires organisées. Flèche blanche : indique certaines structures multicellulaires organisées 

en fuseaux. Barre d’échelle = 200 µm 

L’expression in situ de VEGFR2 dans les C166 après 4 jours de culture (Figure 61) sur l’HA 

est concentrée dans certaines cellules localisées dans ou à proximité d’amas de cellules où la 

densité cellulaire est forte. Les cellules en dehors de ces amas l’expriment peu ou pas. Ces 

amas de cellules s’organisent en structures multicellulaires de formes variables et de tailles 

allant de 50 à 300 µm de diamètre (Figure 61 pointillés). Les C166 sur le matériau Si0.4HA 

expriment VEGFR2 de manière similaire aux cellules cultivées sur HA avec des amas 

comparables en taille et en forme (Figure 61 pointillés). Les cellules C166 sur les matériaux 

CuxHA présentent une expression variable de VEGFR2 et les cellules l’exprimant fortement 

se retrouvent essentiellement dans des amas multicellulaires (Figure 61). Ces amas sont 

visuellement de plus grande taille et sont plus allongés que ceux formés par les C166 sur les 

matériaux HA et Si0.4HA avec des fuseaux multicellulaires allant de 300 à 500 µm de long 

(Figure 61 pointillés et flèches blanches). Les fuseaux observés sur le matériau Cu0.1HA sont 



Arthur Brunel | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 172 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

visuellement plus épais que ceux retrouvés sur le matériau Cu0.5HA. Sur ce dernier matériau 

les cellules sont aussi plus arrondies et les fuseaux qu’elles forment sont moins linéaires. 

La localisation in situ de VEGFR2 dans des observations à plus fort grossissement et centrées 

sur des amas cellulaires est présentée dans la Figure 62. 

L’expression de VEGFR2 par les C166 est également observée après 7 jours de culture et est 

présentée dans la Figure 63 avec 3 images représentatives des amas multicellulaires. 

 

Figure 62 : Expression in situ de VEGFR2 dans les C166 formant des amas cellulaires après 4 

jours de culture sur les matériaux 

Vert : VEGFR2 ; Bleu : noyaux. Barre d’échelle = 50 µm 



 

 

Figure 63 : Expression in situ de VEGFR2 dans les C166 après 7 jours de culture sur les matériaux. Images combinées.  

Vert : VEGFR2 ; Bleu : noyaux. Flèches blanches : cellule étalée de grande taille. Barre d’échelle = 200 µm 



 

L’expression in situ de VEGFR2 au sein des C166 formant des amas (Figure 62) à la surface 

du matériau HA après 4 jours de culture est principalement membranaire ou cytoplasmique. Il 

existe dans certaines cellules exprimant fortement VEGFR2 des zones intracellulaires où 

l’expression y est plus importante. Ces zones sont majoritairement périnucléaires ce qui 

suggère que VEGFR2 est présent au sein d’organites spécialisés dans la synthèse de 

protéines comme le réticulum endoplasmique ou l’appareil de Golgi. Ce phénotype est observé 

dans tous les amas de C166 sur les matériaux Cu0.1HA, Cu0.5HA et Si0.4HA. 

L’expression in situ de VEGFR2 dans les C166 après 7 jours de culture (Figure 63) sur l’HA 

est similaire à celle à 4 jours de culture (Figure 61). Des cellules l’expriment fortement et sont 

localisées dans les amas cellulaires et des cellules l’expriment peu ou pas et sont positionnées 

en dehors des amas. A 7 jours de culture, les amas de cellules exprimant VEGFR2 sont 

organisés en structures multicellulaires de grande taille dans lesquelles des fuseaux 

multicellulaires distinguables du reste de l’amas sont particulièrement denses en cellules. Les 

C166 sur le matériau Si0.4HA expriment VEGFR2 de manière similaire à celles sur l’HA avec 

des amas comparables en taille et en forme. Les cellules C166 sur les matériaux CuxHA ont 

également une expression de VEGFR2 importante ou faible voir absente. Les cellules 

l’exprimant fortement se retrouvent dans des amas multicellulaires presque exclusivement 

organisés en fuseaux multicellulaires. Ces fuseaux délimitent clairement des structures 

circulaires au sein desquels les C166 expriment faiblement VEGFR2. Les fuseaux observés 

sur le matériau Cu0.1HA sont plus épais et mieux délimités que ceux sur Cu0.5HA. Sur ce dernier 

matériau, les cellules sont aussi plus arrondies, celles dans les amas sont plus petites et moins 

connectées entre elles que dans les autres conditions. Des cellules de grande taille et très 

étalées (Figure 61 flèches blanches) sont présentes au sein des structures circulaires 

délimitées par les amas exprimant fortement VEGFR2. 

L’expression in situ de VEGFR2 au sein des amas de C166 à 7 jours de culture est présentée 

dans la Figure 64. 
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Figure 64 : Expression in situ du récepteur membranaire VEGFR2 dans les C166 formant des amas 

cellulaires après 7 jours de culture sur les matériaux 

Vert : VEGFR2 ; Bleu : noyaux. Flèches larges et blanches : indiquent des cellules très allongées. 

Flèches fines et blanches : indiquent des cellules exprimant VEGFR2 dans des organites 

intracellulaires. Zone en pointillés : délimite une cellule où l’expression de VEGFR2 est cytoplasmique 

ou membranaire. Barre d’échelle = 50 µm 

Après 7 jours de culture, l’expression de VEGFR2 par les C166 formant des amas (Figure 64) 

est sur l’HA très similaire à celle observée après 4 jours de culture (Figure 62) : certaines 

cellules, en bordure de l’amas, expriment peu VEGFR2, celles dans l’amas l’expriment 

davantage dans leur cytoplasme ou sur leur membrane plasmique (Figure 64 pointillés). Parmi 

les cellules exprimant VEGFR2, certaines ont une très forte expression de VEGFR2 dans des 

organites intracellulaires (Figure 64 flèches fines et blanches). La localisation périnucléaire de 

ces organites suggère qu’il s’agit du réticulum endoplasmique et/ou de l’appareil de Golgi. Ces 

trois phénotypes d’expression de VEGFR2 sont présents dans toutes les cellules C166 sur les 

autres matériaux Cu0.1HA, Cu0.5HA et Si0.4HA. Les C166 formant des amas sur les matériaux 

HA, Cu0.5HA et Si0.4HA adoptent principalement une morphologie cuboïde typique des cellules 

endothéliales à confluence (264). A la surface du matériau Cu0.1HA, les C166 dans les amas 
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sont très allongées (Figure 64 flèches larges et blanches). Des noyaux très condensés sont 

visibles sur le matériau Cu0.5HA ce qui est une conséquence de la mortalité cellulaire mesurée 

à ce jour de culture (Figure 53). 

L’expression de VEGFR2 par les C166 sur tous les matériaux apparait physiologique et est 

caractéristique des cellules endothéliales à confluence. Dans une population de cellules 

endothéliales certaines expriment fortement VEGFR2 et d’autres peu. Celles l’exprimant 

fortement seront à l’origine des amas puis des fuseaux multicellulaires en réponse à la liaison 

du VEGF sur VEGFR2 (41). La présence de zones intracellulaires enrichies en VEGFR2 

correspond à sa localisation physiologique dans l’appareil de Golgi depuis lequel il est 

transporté vers la membrane plasmique en réponse à la liaison avec le VEGF (306). Ce 

phénomène explique l’expression accrue de VEGFR2 au sein des amas multicellulaires et des 

fuseaux qu’ils forment. 

D’après l’étude in situ de la localisation de VEGFR2 dans les C166, ces cellules sont bien dans 

un processus angiogénique quel que soit le matériau à la surface duquel elles sont cultivées. 

Ce processus est engagé de manière autocrine car, comme évoqué en sous-partie I.2.4.1, 

c’est la liaison de VEGF à VEGFR2 qui initie la migration et l’élongation des cellules. Les 

cellules cultivées à la surface de HA et de Si0.4HA sont moins allongées, ce qui s’explique par 

la plus faible concentration de VEGF retrouvée dans le milieu d’après les résultats de la sous-

partie précédente. La sécrétion basale de VEGF par les C166 à la surface des matériaux HA 

et Si0.4HA est suffisante pour que les cellules exprimant fortement VEGFR2 initient la formation 

de fuseaux multicellulaires. Ceux-ci sont moins développés que les fuseaux formés par les 

C166 cultivées à la surface des matériaux CuxHA, où la sécrétion de VEGF est plus 

importante. 

IV.1.3. MMP-9 

L’expression de MMP-9 dans les C166 est mesurée car c’est une métalloprotéase 

matricielle essentielle à la progression des cellules endothéliales à travers la matrice extra-

cellulaire et à l’activation du VEGF qui y est emprisonné. Elle est également nécessaire à la 

progression de l’angiogenèse en réponse à un gradient de VEGF (51) et elle module la 

signalisation de ce dernier (52). Son expression est un indicateur de l’activité angiogénique 

des cellules endothéliales, et les modifications de son expression pourraient avoir un effet 

significatif sur la signalisation angiogénique des C166. L’expression de MMP-9 mesurée par 

Western Blot à 1, 4 et 7 jours de culture est présentée dans la Figure 65. 



Arthur Brunel | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 177 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

Figure 65 : Expressions relatives de MMP-9 dans les C166 après 1, 4 et 7 jour(s) de culture sur 

pastille 

A et B : données à 1 jour ; C et D : données à 4 jours ; E et F : données à 7 jours. Expression 

relative = Proportion globale du signal de la bande / proportion globale du signal GAPDH 

L’expression relative des formes de MMP-9 au cours du temps (Figure 65) dans les cellules 

C166 sur le matériau HA est comparable entre les trois formes de MMP-9 au jour 1 (Figure 65 

A et B). Ces trois formes sont une pro-forme inactive aux alentours de 100 kDa, deux bandes 

rapprochées de formes clivées et actives inférieures à 75 kDa et une forme aux alentours de 

35 kDa. Les deux premières formes (100 kDa et 75 kDa) sont comparables aux poids 
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moléculaires attendus de la forme inactive et des formes actives (56), (292), (307). La dernière 

forme à 35 kDa, moins documentée, correspondrait à des fragments actifs sécrétés (56). Au 

niveau de la double bande de formes actives de taille inférieure à 75 kDa, la bande supérieure 

a un niveau d’expression légèrement plus important (Figure 65 B). L’expression relative de 

ces 3 formes de MMP-9 dans les C166 sur les matériaux CuxHA à 1 jour de culture est 

comparable à celle des cellules sur l’HA (Figure 65 A et B). Les C166 sur le matériau Si0.4HA 

expriment équitablement les 3 formes de MMP-9 mais les surexpriment légèrement par rapport 

aux C166 sur les autres matériaux. Dans cette condition Si0.4HA, les expressions de la forme 

à 100 kDa et des formes inférieures à 75 kDa sont environ 1,5 fois supérieures, et celle de la 

forme à 35 kDa est 2 fois supérieures, à celles des C166 sur les autres matériaux (Figure 65 

A et B). Au jour 4 de culture, l’expression relative des 3 formes de MMP-9 dans les C166 sur 

l’HA est comparable mais il existe une variabilité importante de l’expression de la forme à 100 

kDa (Figure 65 C et D). Le niveau d’expression de ces formes de MMP-9 dans les C166 sur 

les matériaux Cu0.1HA, Cu0.5HA et Si0.4HA est comparable à celle des C166 sur l’HA malgré 

des variations importantes de l’expression de la forme à 100 kDa, et celles à moins de 75 kDa 

sur le matériau Cu0.5HA (Figure 65 C et D). Sur les matériaux HA et Si0.4HA, la forme inférieure 

à 75 kDa n’est présente que dans la bande supérieure, alors que sur Cu0.1HA et Cu0.5HA les 

C166 expriment essentiellement la bande inférieure (Figure 65 D). Au jour 7 de culture, 

l’expression relative des trois formes de MMP-9 est comparable dans les C166 sur l’HA (Figure 

65 E et F). Les expressions de ces formes de MMP-9 dans les C166 sur les matériaux Cu0.1HA 

et Si0.4HA sont équivalentes à celles des cellules sur l’HA (Figure 65 E et F). Les C166 sur le 

matériau Cu0.5HA expriment la forme de MMP-9 à 100 kDa à un niveau comparable aux 

cellules à la surface des autres matériaux mais les formes inférieures à 75 kDa et la forme à 

35 kDa sont environ 40% moins exprimées (Figure 65 E et F). 

Au jour 4 de culture, la diminution de l’expression intracellulaire d’une des bandes de forme 

active de MMP-9 de 75 kDa suggère que celle-ci est sécrétée, ou sécrétée en plus grande 

quantité que l’autre. Ces résultats amènent à observer in situ l’expression de MMP-9 par 

immunofluorescence au jour 4, pour rechercher une éventuelle modification de la localisation 

de MMP-9 associée aux variations de la bande à 75 kDa. Ces observations sont présentées 

dans la Figure 66. 
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Figure 66 : Expression in situ de MMP-9 dans les C166 après 4 jours de culture sur les matériaux. 

Jaune : MMP-9 ; Bleu : noyaux. Barre d’échelle = 50 µm. 

L’expression in situ de MMP-9 dans les C166 (Figure 66) sur le matériau HA après 4 jours de 

culture n’est pas identique dans toutes les cellules : certaines cellules l’expriment peu ou pas 

et d’autres fortement. Dans les C166 qui l’expriment fortement, MMP-9 est présente suivant 

deux localisations. Premièrement, une présence diffuse à priori membranaire et qui permet de 

distinguer partiellement le contour des cellules. Deuxièmement, une localisation de MMP-9, 

vraisemblablement dans des organites intracellulaires, très délimitée où une grande quantité 

de MMP-9 est présente. Ces deux localisations sont physiologiques, MMP-9 est stockée dans 

des vésicules au sein du cytoplasme et peut être présente sur la membrane plasmique sous 

une forme activée (56). La présence de cellules exprimant fortement MMP-9 et d’autres 

l’exprimant peu est observée dans toutes les cultures de C166 à la surface des matériaux. 

Dans les C166 cultivées à la surface du matériau Si0.4HA, le phénotype d’expression de MMP-

9 est comparable à celui retrouvé dans les C166 sur l’HA. Les C166 à la surface des matériaux 

CuxHA qui expriment MMP-9 le font différemment de celles sur HA et Si0.4HA. La localisation 

de MMP-9 est principalement membranaire et elle est présente, à priori, sur toute la surface 
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cellulaire. La quantité de MMP-9 présente dans ces localisations est plus importante dans les 

C166 sur le matériau Cu0.1HA que celles sur le matériau Cu0.5HA. La forte expression de MMP-

9 dans des organites intracellulaires, correspondant à priori aux vésicules cytoplasmiques où 

elle est stockée, sont visuellement moins nombreuses et plus petites dans les C166 à la 

surface des deux matériaux CuxHA que dans celles cultivées à la surface des matériaux HA 

et Si0.4HA. 

La Figure 67 correspond à des images prises en microscopie à fluorescence de MMP-9 dans 

les C166 à la surface des matériaux à plus faible grossissement, ce qui permet de mieux 

apprécier la présence de cellules l’exprimant peu. 

 

Figure 67 : Expression in situ de MMP-9 dans les C166 après 4 jours de culture sur les matériaux 

Jaune : MMP-9 ; Bleu : noyaux. Flèche blanche : zone contenant des C166 exprimant peu MMP-9. 

Barre d’échelle = 200 µm 

L’expression in situ de MMP-9 dans les C166 cultivées à la surface des 4 matériaux, observée 

à faible grossissement (Figure 67), est répartie entre une population de cellules exprimant 

fortement MMP-9 et une autre l’exprimant peu (Figure 67, flèches blanches). L’expression de 
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MMP-9 est intense dans les C166 formant des fuseaux multicellulaires sur le matériau 

Cu0.1HA. 

La localisation de MMP-9 dans les C166 après 4 jours de culture à la surface de tous les 

matériaux est physiologique. Les zones bien délimitées dans les C166 où l’expression de 

MMP-9 est forte correspondent vraisemblablement aux vésicules cytoplasmiques où est 

accumulée MMP-9 avant sa sécrétion. L’expression diffuse de MMP-9 dans les C166 

correspond vraisemblablement à une localisation membranaire de forme active clivée (56). La 

modification d’expression de la forme clivée et active de MMP-9 aux alentours de 75 kDa sur 

les CuxHA, présentée sur la Figure 65 D, peut s’expliquer par la différence de leur phénotype 

d’expression de MMP-9 par rapport aux C166 cultivées à la surface des matériaux HA et 

Si0.4HA. Par rapport à celles-ci, les C166 cultivées à la surface des matériaux CuxHA ont 

visuellement moins de vésicules cytoplasmiques où est exprimée MMP-9 et elles de plus 

petites tailles. De plus, les C166 à la surface des matériaux CuxHA ont une plus forte 

expression d’une forme membranaire clivée et active de MMP-9. Ces deux différences 

suggèrent que MMP-9 est davantage sécrétée par les C166 cultivées à la surface des 

matériaux CuxHA. Cette sécrétion accrue entraine la diminution du nombre de vésicules de 

stockage et l’augmentation du nombre de forme clivée et active sur la membrane plasmique. 

Ces résultats suggèrent que les formes clivées et actives de MMP-9 à 75 kDa (bande haute 

et bande basse de la Figure 65 D) n’ont pas le même devenir après leur sécrétion. La forme 

basse dont l’expression diminue dans les C166 à la surface des matériaux HA et Si0.4HA serait 

davantage liée à la membrane après sécrétion tandis que la forme haute serait davantage 

libre. Cela expliquerait que MMP-9 est observée en plus grande quantité au niveau des 

membranes plasmiques des C166 cultivées à la surface des matériaux CuxHA, et que moins 

de la forme haute est observée dans ces cellules. Cela suggèrerait que la synthèse de MMP-

9 est plus importante dans les C166 sur les matériaux CuxHA car les expressions relatives de 

la pro-forme non clivée sont comparables à 4 jour de culture dans toutes les conditions. Le 

VEGF est capable de stimuler l’expression et la sécrétion de MMP-9 dans différents types 

cellulaires comme l’épithélium pigmentaire de la rétine (307), les cellules musculaires lisses 

vasculaires (308) et des cellules endothéliales issues de certaines tumeurs primaires en cas 

de liaison de VEGF à VEGFR1 (309). Les C166 sur les matériaux CuxHA ne semblent pas 

surexprimer MMP-9 (Figure 65) mais la méthode retenue ne mesure que MMP-9 intracellulaire 

alors que la sécrétion d’une de ses formes est vraisemblablement augmentée (Figure 66 et 

Figure 67). Cela est compatible avec la sécrétion augmentée de VEGF par les C166 cultivées 

sur CuxHA. Pour confirmer cette hypothèse, il serait nécessaire de mesurer la quantité de 

MMP-9 sécrétée dans le milieu de culture à l’aide de test ELISA. 

La surexpression des formes de MMP-9 dans les C166 sur Si0.4HA à 1 jour de culture est trop 

faible pour être considérée comme significative et n’a pas été analysée qualitativement par 

immunofluorescence. Il est cependant possible que cette légère surexpression soit due à la 

surface spécifique plus importante des pastilles (Tableau 13) de Si0.4HA qui pourrait entrainer 

un plus grand dépôt de protéines de la matrice extra-cellulaire ou du sérum. L’expression des 

MMPs étant très sensible à l’environnement extra-cellulaire (55), un lien entre ces deux 

paramètres ne peut être exclu. 

Ces résultats suggèrent que la sécrétion accrue d’une forme active de MMP-9 par les C166 

sur les matériaux CuxHA est à-même de favoriser leur migration et permettre une signalisation 

physiologique du VEGF. 
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IV.1.4. PECAM-1 

PECAM-1 est une protéine membranaire spécifique aux cellules endothéliales qui a un 

rôle structurel essentiel pour l’intégrité physique des vaisseaux sanguins. L’accumulation de 

PECAM-1 indique la formation de jonctions cellules-cellules consécutives à la maturation d’un 

vaisseau sanguin. Sa présence est également essentielle à la capacité de migration des 

cellules endothéliales et à leur capacité de formation de tubules car elle permet la 

déphosphorylation des FAK comme évoqué en sous-partie I.2.5.2 (81). Compte tenu des 

différences constatées dans la formation des amas cellulaires et des fuseaux observés dans 

les expériences précédentes, l’expression de PECAM-1 doit être contrôlée. La Figure 68 

illustre la répartition de PECAM-1 in situ dans les C166 formant des amas après 4 jours de 

culture sur les différents matériaux. 

 

Figure 68 : Observation in situ de PECAM-1 dans les C166 formant des amas après 4 jours de 

culture sur les matériaux 

Rouge : PECAM-1. Bleu : noyaux. Les flèches blanches illustrent des zones enrichies en PECAM-1 

et orientées le long des jonctions cellules-cellules et/ou de l’axe des cellules environnantes. Barre 

d’échelle = 50 µm. 

L’expression in situ de PECAM-1 dans les C166 au sein d’amas après 4 jours de culture 

(Figure 68) sur l’HA se décompose en deux localisations. Premièrement, il existe des zones 

intracellulaires d’apparence globulaire, ou occasionnellement allongées, où PECAM-1 est 

fortement présente. Les zones allongées où PECAM-1 est fortement exprimée sont situées à 

l’interface entre des cellules (Figure 68 flèches blanches). Deuxièmement, PECAM-1 est aussi 

exprimée de manière diffuse suivant une localisation cytoplasmique ou membranaire avec un 

niveau d’expression variable selon les cellules. Ces 2 types de localisation de PECAM-1 sont 
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retrouvées dans les C166 sur tous les autres matériaux mais à des niveaux d’expression 

différents. Ces localisations sont celles attendues de PECAM-1 qui est présente sur 

l’ensemble de la membrane plasmique et qui s’accumule dans des zones de contact entre 

cellules endothéliales (310). Les C166 sur Si0.4HA ont un phénotype d’expression de PECAM-

1 comparable à celui sur l’HA. Le phénotype d’expression de PECAM-1 des C166 sur les 

matériaux CuxHA est différent avec des zones d’amas cellulaires où de très nombreuses 

cellules ont une forte expression diffuse de PECAM-1. 

La présence de zones allongées où l’expression de PECAM-1 est importante à l’interface entre 

des cellules sur tous les matériaux est typique d’une population cellulaire à confluence sans 

chevauchement cellulaire. La localisation de PECAM-1 étant déterminée par les zones de 

contact entre les cellules, cela signifie que les cellules ne participant pas aux fuseaux 

multicellulaires ont une organisation et une mobilité réduite, qui sont similaires entre toutes les 

conditions. 

L’accumulation de PECAM-1 dans les cellules des amas cellulaires formant des fuseaux sur 

les matériaux CuxHA, est compatible avec la formation d’une couche de cellules en migration. 

La proximité des cellules dans le fuseau et la superposition, au moins partielle, de leur 

membrane plasmique favorise l’accumulation de PECAM-1 et les jonctions formées peuvent 

favoriser la migration des cellules (81), (80). Ces résultats suggèrent que les C166 cultivées à 

la surface des matériaux CuxHA ont une mobilité accrue, compatible avec la migration de 

cellules endothéliales pendant l’angiogenèse par bourgeonnement. 

IV.1.5. VE-Cadhérine 

La VE-Cadhérine est une protéine membranaire essentielle à l’organisation structurelle 

des vaisseaux sanguins (75). Elle participe aux jonctions adhérentes des cellules 

endothéliales et sa localisation renseigne sur leur activité. Une forte expression membranaire 

sur tout le contour cellulaire est caractéristique de cellules quiescentes tandis qu’une 

localisation membranaire, parfois enrichie aux pôles cellulaires, est typique de cellules 

endothéliales en migration comme évoqué en sous-partie I.2.5.1. La Figure 69 présente la 

localisation de VE-Cadhérine dans les C166 sur les matériaux après 4 jours de culture. 
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Figure 69 : Expression in situ de VE-Cadhérine dans les C166 après 4 jours de culture sur les 

matériaux 

Vert : VE-Cadhérine ; Bleu : noyaux. Barre d’échelle = 50 µm 

La VE-Cadhérine dans les C166 après 4 jours de culture (Figure 69) sur l’HA est exprimée par 

l’ensemble des cellules. Les C166 présentes dans des amas cellulaires l’expriment davantage. 

Au sein des cellules il existe des zones exprimant plus de VE-Cadhérine, sans que leur 

localisation suggère une présence aux interfaces entre les cellules. Ce phénotype 

d’expression est retrouvé dans toutes les C166 à la surface des autres matériaux Cu0.1HA, 

Cu0.5HA et Si0.4HA. Les zones intracellulaires enrichies en VE-Cadhérine sont très présentes 

dans les cellules faisant partie des amas en forme de fuseaux multicellulaires sur les matériaux 

CuxHA. 

D’après la localisation de VE-Cadhérine, toutes les cellules dans toutes les conditions sont en 

migration ce qui est cohérent avec les précédentes observations des filaments d’actine de la 

sous-partie III.2.2, qui indiquent l’absence de quiescence de la population cellulaire. Comme 

rapporté en sous-partie I.2.5.1, l’expression de VE-Cadhérine plus importante dans certaines 
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zones intracellulaires dans les cellules des amas et des fuseaux cellulaires est similaire à ce 

qui est attendu dans le cas de l’angiogenèse par bourgeonnement. 

Le mécanisme d’internalisation de la VE-Cadhérine suite à l’activation de VEGFR2 par le 

VEGF, décrit dans la sous-partie I.2.5.1, pourrait aussi expliquer en partie la présence diffuse 

de VE-Cadhérine dans le cytoplasme en dehors des zones où les jonctions adhérentes 

devraient être localisées. 

Ce mécanisme est en accord avec la présence dans toutes les conditions de VEGF sécrété 

(Figure 59) et d’une expression intense de VEGFR2 par les C166 dans les amas 

multicellulaires (Figure 61) où la VE-Cadhérine est fortement exprimée (Figure 69). Il est 

également possible qu’une partie de la VE-Cadhérine est absente des jonctions adhérentes 

des conditions étudiées en raison de l’expression et la sécrétion de MMP-9 (Figure 66 et Figure 

67). MMP-9 est capable de cliver la VE-Cadhérine, ce qui conduit à la dissociation des 

jonctions adhérentes et accroît la perméabilité de vaisseaux sanguins in vitro et ex vivo (79). 

IV.1.6. Expression de marqueurs régulateurs de l’angiogenèse 

Les protéines eNOS et vWF sont largement impliquées dans l’angiogenèse comme 

décrit dans les sous-parties I.2.4.6 et I.2.4.5. La protéine eNOS agit tantôt en tant qu’initiateur 

ou qu’inhibiteur de l’angiogenèse selon le contexte. La protéine vWF agit en tant qu’inhibiteur 

de l’angiogenèse. L’expression des ARNm codant pour ces deux protéines est contrôlée par 

RT-qPCR à 7 jours de culture. 

IV.1.6.1. eNOS 

L’expression de l’ARNm d’eNOS dans les C166 cultivées pendant 7 jours sur les 

matériaux a été mesurée par RT-qPCR, les résultats sont présentés dans la Figure 70. 
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Figure 70 : Expression d'eNOS par les C166 après 7 jours de culture sur les matériaux 

Tests statistiques réalisés sur les ΔΔCt, ANOVA à 1 voie suivie d’un test post-hoc de Tukey. * : p-

value < 0,05 ; ** : p-value < 0,005 ; *** : p-value < 0,001. Nombre d’échantillons indépendants = 3. 

La valeur de référence pour HA est fixée à 1, son écart-type est calculé à partir de la déviation à la 

moyenne des différents n. 

L’expression relative d’eNOS dans les C166 après 7 jours de culture (Figure 70) à la surface 

de l’HA est de 1,0 ± 0,3. A la surface de Cu0.1HA l’expression relative par rapport à HA est de 

0,3 ± 0,16, sur Cu0.5HA de 0,23 ± 0,19 et sur Si0.4HA de 0,93 ± 0,44. Les expressions relatives 

d’eNOS dans les C166 sur les CuxHA à 7 jours sont significativement plus faibles que celles 

sur HA et Si0.4HA qui sont quant à elles comparables. 

L’expression d’eNOS est normalement augmentée par la liaison du VEGF à VEGFR2 (70). Or 

la sécrétion de VEGF par les C166 est augmentée après 7 jours de culture sur les matériaux 

CuxHA (rapporté dans la sous-partie IV.1.1) mais leur expression d’eNOS est réprimée. Cette 

répression signifie qu’un autre phénomène régule plus fortement et négativement son 

expression. Cette régulation négative pourrait provenir d’une augmentation de la rigidité du 

cortex cellulaire des C166 (311). Ce mécanisme serait cohérent avec l’observation 

d’importants filaments d’actine sous les membranes plasmiques des cellules C166 cultivées 

sur les matériaux CuxHA et ce dès 3 jours de culture jusqu’au 7 jours maximum des 

observations (Figure 45, Figure 46 et Figure 47). L’hypothèse que ces filaments font partie du 

cortex cellulaire avait par ailleurs été émise dans la sous-partie associée car ils suivent 

exclusivement la forme des membranes et sont distincts des fibres de stress intracellulaires 

(III.2.2). La répression de l’expression d’eNOS permettrait de stabiliser le bourgeonnement 

angiogénique une fois celui-ci initié par l’action conjointe de VEGF et NO. Ces données 

indiquent que la maturation des fuseaux de cellules est en cours après 7 jours de culture, et 

qu’elle est probablement active dès sa formation initiale à 3 jours, dans les C166 sur les 

matériaux CuxHA. 



Arthur Brunel | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 187 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

IV.1.6.2. vWF 

L’expression de l’ARNm de vWF dans les C166 cultivées pendant 7 jours sur les 

matériaux a été mesurée par RT-qPCR, les résultats sont présentés dans la Figure 71. 

 

Figure 71 : Expression de vWF par les C166 après 7 jours de culture sur matériaux 

Tests statistiques réalisés sur les ΔΔCt ANOVA à 1 voie suivie d’un test post-hoc de Tukey. *** : p-

value < 0,001. Nombre d’échantillons indépendants = 3. La valeur de référence pour l’HA est fixée 

à 1, son écart-type est calculé à partir de la déviation à la moyenne des différents n. 

L’expression relative de vWF par les C166 cultivées pendant 7 jours (Figure 71) à la surface 

de l’HA est de 1 ± 0,24. Dans les C166 à la surface de Cu0.1HA, l’expression relative par rapport 

à HA est de 33,5 ± 11,2, sur Cu0.5HA de 67,3 ± 40,2 et sur Si0.4HA de 1,0 ± 0,7. Les expressions 

relatives de vWF par les C166 cultivées à la surface des matériaux CuxHA à 7 jours, sont 

significativement plus élevées que celles sur HA et Si0.4HA, qui sont quant à elles comparables 

entre elles. 

La régulation positive de vWF dans les C166 sur les matériaux CuxHA peut provenir de leur 

sécrétion accrue de VEGF présentée dans la sous-partie IV.1.1. La protéine vWF a un rôle 

régulateur inhibiteur de l’angiogenèse comme rapporté en sous-partie I.2.4.5, sa forte 

surexpression associée à la répression du facteur initiateur de l’angiogenèse eNOS dans les 

C166 sur les matériaux CuxHA suggère que l’angiogenèse par bourgeonnement est réprimée 

et que les fuseaux multicellulaires sont dans une étape de maturation (24). 
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IV.1.7. Evaluation de la capacité de fermeture d’une blessure au sein d’une couche de 

cellules endothéliales C166 

IV.1.7.1. Influence des milieux conditionnés par les matériaux 

La vitesse de fermeture d’une blessure dans une couche de cellules dépend de la 

vitesse de migration des cellules et de leur taux de prolifération. L’effet des produits de 

dissolution des matériaux sur ces paramètres est étudié par analyse du taux de fermeture 

d’une blessure. Réaliser ces mesures à la surface du matériau n’a pas été possible en raison 

de problèmes techniques discutés dans l’Annexe 1.2. Par conséquent, la mesure du taux de 

fermeture de blessure s’est faite uniquement sur des cellules exposées aux produits de 

dissolution des matériaux. Comme précisé dans la sous-partie II.2.7.10, ces produits de 

dissolution sont par la suite appelés milieux conditionnés. L’observation des blessures au 

cours du temps en présence des milieux conditionnés par les matériaux est présentée dans la 

Figure 72. 

 

Figure 72 : Test de fermeture de blessure dans une population de C166 exposées à des milieux 

conditionnés par les matériaux 

Lignes jaunes : taille initiale de la blessure. Barre d’échelle = 250 µm. 

Un mouvement de la plaque de culture dans le système d’observation entraine, à partir de 

12 h, un décalage de la zone d’observation d’environ 100 µm vers la droite qui explique la 
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disparition perçue d’une partie des cellules à 12 h sur le côté gauche de la blessure (Figure 

72). 

Les films réalisés par le système de mesure (illustrés en Figure 72 par tranche de 12 h), 

montrent que la fermeture d’une blessure dans une couche de C166 (Figure 72), en présence 

de milieu conditionné par le matériau HA, commence avec une prolifération des cellules. Cette 

prolifération permet à la population de cellules d’atteindre une confluence de 100% en dehors 

de la blessure après 12 h à 24 h de culture. Ensuite, les cellules progressent en proliférant et 

en migrant par les deux bords vers le centre de la blessure, jusqu’à sa fermeture complète 

après 60 h (Figure 72, t = 60 h). Le même déroulement est observé en présence des milieux 

conditionnés par les matériaux Cu0.1HA, Cu0.5HA et Si0.4HA. Une cinétique de fermeture 

légèrement plus rapide est observée en présence de milieu conditionné par le matériau Si0.4HA 

avec une fermeture totale de la blessure fréquente dès 48 h comme illustré ici (Figure 72, 

Si0.4HA, t = 48 h). 

Les mesures des taux de fermeture de la blessure sont présentées dans la Figure 73. Des 

mesures issues de conditions non présentées dans la Figure 72 et servant de contrôles 

(détaillées dans le paragraphe suivant) y sont rapportées. 

 

Figure 73 : Taux de fermeture d’une blessure par une population de C166 exposées à des milieux 

conditionnés 

CuSO4 : concentration du composé ajouté à du cDMEM. Tests statistiques : ANOVA à 2 voies 

suivie d’un test post-hoc de Tukey. * : p-value < 0,05 ; ** : p-value < 0,005 ; *** : p-value < 0,001. 

Nombre d’échantillons indépendants = 3 

Le CuSO4 est utilisé pour répliquer les concentrations de cuivre en solution mesurées dans les 

milieux conditionnés par les matériaux CuxHA. C’est un composé ayant montré des effets 

stimulants sur des cellules endothéliales en raison du cuivre et non de son anion SO4
2- (13). 
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CuSO4 à 30 µM ou à 300 µM vise à répliquer les conditions des milieux conditionnés par 

Cu0.1HA et Cu0.5HA respectivement d’après les concentrations de cuivre similaires retrouvées 

dans leur environnement après 4 jours de culture (Figure 58). 

Le taux de fermeture d’une blessure au sein d’une population de C166 exposée à du milieu 

conditionné par l’HA (Figure 73) est d’environ 25% après 12 h, 45% après 24 h, 70% après 36 

h, 90% après 48 h et 100% après 60 h. Le taux de fermeture de la blessure dans toutes les 

conditions testées est comparable à tous les temps avec ceux obtenus en présence du milieu 

conditionné par l’HA. En revanche, toutes les autres conditions ne sont pas comparables entre 

elles. Les C166 exposées à du milieu conditionné par Si0.4HA, referment significativement plus 

rapidement la blessure que celles exposées à du milieu conditionné par Cu0.5HA à 24 h, avec 

un taux de fermeture de 49,4% ± 4,4% contre 34,7% ± 1,4% et à 36 h avec un taux de 

fermeture de 79,5% ± 5,3% contre 56,7% ± 2,7%. A 36 h également, les cellules exposées à 

du milieu seul referment plus rapidement la blessure que celles exposées au milieu de Cu0.5HA 

avec un taux de fermeture de 73,7% ± 11,7% contre 56,7% ± 2,7%. A 48 h, le milieu 

conditionné par Si0.4HA accélère la fermeture de la blessure par rapport aux cellules exposées 

à du CuSO4 à 300 µM avec des taux de fermeture de 97,6% ± 1,5% contre 83% ± 4,6% 

respectivement. De plus, deux différences dans le taux de fermeture de la blessure à 36 h à 

la limite de la significativité statistique (p-value = 0,05) existent avec une fermeture plus 

importante en présence de milieu conditionné par Cu0.1HA par rapport à celui de Cu0.5HA 

(70,7% ± 11,8% contre 56,7% ± 2,7%) et en présence de milieu conditionné par Si0.4HA par 

rapport à celui contenant CuSO4 à 300 µM (79,5% ± 5,3% contre 65.4% ± 1.8%). 

Ces résultats indiquent que le milieu conditionné par Si0.4HA est stimulateur de la vitesse de 

fermeture de blessure. Les milieux contenant une forte (~300 µM) concentration de cuivre, 

comme celui conditionné par Cu0.5HA et celui contenant 300 µM de CuSO4 ralentissent la 

fermeture de la blessure. 

L’effet stimulateur de Si0.4HA sur la vitesse de fermeture de la blessure par les C166 ne peut, 

à priori, pas s’expliquer par une prolifération accrue des C166, comme rapporté en sous-partie 

III.2.5. Cela suggère que le milieu conditionné par Si0.4HA pourrait accélérer la vitesse de 

migration des cellules et/ou que ce milieu conditionné augmente la prolifération des cellules et 

que celles cultivées à la surface de Si0.4HA ont leur prolifération ralentie par leur contact avec 

le matériau. Cependant, l’étude des paramètres physiques montre au contraire que la surface 

spécifique accrue de Si0.4HA devrait faciliter la prolifération et/ou la migration des cellules à la 

surface du matériau comme discuté en sous-partie III.1.5. Il est donc probable que l’effet 

observé dans la Figure 72 et la Figure 73 soit issu d’une stimulation de la vitesse de migration 

des cellules endothéliales. Cette stimulation exercée par le milieu conditionné par Si0.4HA 

provient de sa chimie qui entraîne la présence de silicium en solution. Ce silicium, bien que 

non détecté, doit être présent en solution en raison de la solubilisation du matériau comme 

décrit en partie III.2.6. 

L’effet négatif d’une forte concentration de cuivre s’explique probablement par le stress 

cellulaire qu’elle induit. Ce stress cellulaire entraine à terme une surmortalité comme décrit 

dans les mesures de la mortalité cellulaire par incorporation de l’IP (sous-partie III.2.4). 

La faible tendance à stimuler le taux de fermeture d’une blessure du milieu conditionné par le 

matériau Cu0.1HA, et l’absence d’effet mesurable des 30 µM de CuSO4 peuvent s’expliquer 

par les cinétiques d’action du cuivre mesurées précédemment : la prolifération des C166 n’est 

augmentée que le 3ème jour et de façon brève ce qui entraine des densités cellulaires 

comparables (sous-partie III.2.5 et III.2.2) ; la sécrétion de VEGF164 est plus importante après 
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4 jours de culture mais elle n’a pas été mesurée après exposition à du milieu conditionné 

(sous-partie IV.1.1). Elle pourrait donc résulter d’une augmentation progressive de la capacité 

de sécrétion des C166 en raison de l’exposition prolongée au cuivre. 

L’activité métabolique des cellules 3 jours après l’ajout des milieux conditionnés a été contrôlée 

à l’aide d’un test MTT. Cela permet de contrôler la présence d’une éventuelle cytotoxicité du 

cuivre à forte concentration et/ou de repérer des conditions où les cellules seraient moins 

nombreuses. Les résultats sont présentés dans la Figure 74. 

 

Figure 74 : Activité métabolique de C166 après 3 jours d’exposition à des milieux conditionnés 

CuSO4 : concentration du composé ajouté à du cDMEM. Tests statistiques : ANOVA à 1 voie suivie 

d’un test post-hoc de Tukey. Nombre d’échantillons indépendants = 3 

L’activité métabolique des C166 exposées au milieu conditionné par le matériau HA pendant 

3 jours (Figure 74) sert de référence interne et est normalisée à 100 % avec un écart-type 

mesuré de 5 %. Les activités métaboliques des C166 de toutes les conditions ont des valeurs 

comparables à HA. 

Les mesures précédentes des populations de C166 par comptage (Figure 43) et par test MTT 

(Figure 51) indiquent que l’activité métabolique est proportionnelle à la densité cellulaire dans 

les conditions expérimentales. Par conséquent, l’exposition pendant 3 jours aux milieux 

conditionnés testés (Figure 74) n’affecte pas la densité cellulaire finale des C166. 

L’absence de cytotoxicité apparente des milieux contenant de fortes concentrations de cuivre 

(Figure 74 Cu0.5HA et CuSO4 300 µM), mais le retard dans la fermeture de blessure qu’ils 

entrainent (Figure 73), suggèrent que la cytotoxicité du matériau Cu0.5HA pour les C166 est 

provoquée par un stress cellulaire soutenu. Ce stress cellulaire provenant d’une exposition 

prolongée à des concentrations importantes de cuivre est probablement de nature oxydative 

en raison d’une génération de ROS de nature à endommager les composants cellulaires (212). 

Il est également possible que les milieux conditionnés ne contiennent pas exactement les 

concentrations des éléments chimiques mesurées précédemment par ICP-OES (sous-partie 

III.2.6). L’absence des matériaux ne permet pas de renouveler les composés solubles ce qui 

peut entrainer l’épuisement des formes bioactives par réaction avec le milieu ou suite à leur 

internalisation par les cellules. Seule la concentration initiale des éléments chimiques est 

contrôlée dans cette expérience. L’utilisation de chambres de Boyden pour séparer les cellules 
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de la surface du matériau permettrait de se placer dans des conditions plus comparables aux 

expériences de la partie III.2. 

IV.1.7.2. Effet de l’acide ascorbique sur la capacité de fermeture de blessure 

La présence de cuivre en solution ayant été confirmée, l’implication de la voie de 

l’hypoxie suite à la génération de ROS devient une hypothèse à vérifier sur la base des travaux 

reliant cuivre, ROS et la voie de l’hypoxie par le biais de HIF-1 comme il a été présenté en 

sous-partie I.2.4.6. Les probables effets pro-angiogéniques du silicium pourraient également 

passer par une génération accrue de ROS et l’activation de la voie HIF-1 comme évoqué dans 

la sous-partie I.5.2.2.4. Une méthode pour tester l’implication de la voie de l’hypoxie est de 

l’inhiber en ajoutant dans le milieu de l’acide ascorbique. L’acide ascorbique peut maintenir 

active l’enzyme PHD qui va dégrader la sous-unité HIF-1α et empêche ainsi l’activation de 

HIF-1 (64) (Figure 6). L’observation des blessures au cours du temps en présence de milieux 

conditionnés par les matériaux, et additionnés d’acide ascorbique est présentée dans la Figure 

75. 
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Figure 75 : Test de fermeture de blessure par les C166 exposées à des milieux conditionnés par les 

matériaux et en présence d’acide ascorbique 

AA : Acide ascorbique à 50 µM. Lignes jaunes : taille initiale de la blessure. Barre d’échelle = 250 

µm. 

Un mouvement de la plaque de culture dans le système d’observation entraine, à partir de 

12 h, un décalage de la zone d’observation d’environ 100 µm vers la droite qui explique la 

disparition perçue d’une partie des cellules à 12 h sur le côté gauche de la blessure (Figure 

75). 

Les films réalisés par le système de mesure (illustrés en Figure 75 par tranche de 12 h), 

montrent que la fermeture d’une blessure dans une couche de C166 exposée à 50 µM d’acide 

ascorbique en présence de milieu conditionné par le matériau HA (Figure 75), est réalisée en 

deux temps. Premièrement, les cellules prolifèrent jusqu’à une confluence locale de 100%. 

Deuxièmement, les cellules prolifèrent et migrent vers le centre de la blessure. La confluence 

locale de 100% est atteinte entre 12 h et 24 h (Figure 75, HA, 12 h droite de la blessure et 24 

h gauche de la blessure). Les cellules progressent ensuite vers le centre de la blessure jusqu’à 

60 h après sa génération, où sa fermeture est encore incomplète. Les C166 exposées à du 

milieu conditionné par Si0.4HA et 50 µM d’acide ascorbique se comportent similairement à 

celles de la condition HA et la fermeture de la blessure est également incomplète après 60 h. 

Les C166 exposées à du milieu conditionné par les matériaux CuxHA et 50 µM d’acide 

ascorbique, ont une vitesse de fermeture de leur blessure encore plus ralentie que celles 
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exposées aux milieux conditionnés par l’HA et le Si0.4HA avec 50 µM d’acide ascorbique. La 

confluence locale de 100% n’est atteinte qu’après 48 h en présence du milieu conditionné par 

Cu0.1HA et 50 µM d’acide ascorbique, tandis qu’elle n’est jamais atteinte avec celui de Cu0.5HA 

et 50 µM d’acide ascorbique. La blessure n’est pas fermée après 60 h dans ces deux 

conditions avec une progression plus importante de la couche de cellules vers le centre de la 

blessure en présence du milieu de Cu0.1HA. L’étude des films réalisés par le système de 

mesure, révèle que malgré une prolifération très limitée des C166 en présence du milieu 

conditionné par Cu0.5HA, quelques cellules isolées migrent et se rapprochent du centre de la 

blessure après 60 h. 

Les mesures des taux de fermeture de la blessure sont présentées dans la Figure 76. Des 

mesures issues de conditions non présentées dans la Figure 75 précédente et servant de 

contrôles y sont rapportées. 

 

Figure 76 : Taux de fermeture d’une blessure par une population de C166 exposées à des milieux 

conditionnés et en présence d’acide ascorbique 

AA : acide ascorbique 50 µM. CuSO4 : concentration du composé ajouté à du cDMEM. Tests 

statistiques : ANOVA à 2 voies suivie d’un test post-hoc de Tukey. * : p-value < 0,05 ; ** : p-value < 

0,005 ; *** : p-value < 0,001. Nombre d’échantillons indépendants = 3. Cu0.5HA + AA est 

significativement différent de toutes les conditions à 12 h, 24 h et 36 h sauf avec Cu0.1HA + AA, puis 

avec toutes les conditions à 48 h et 60 h. 

Toutes les conditions évoquées dans le paragraphe ci-dessous contiennent 50 µM d’acide 

ascorbique même si cela n’est pas systématiquement reprécisé. 

Le taux de fermeture d’une blessure au sein d’une population de C166 exposée à 50 µM 

d’acide ascorbique (Figure 76) et à du milieu conditionné par l’HA est d’environ 30% après 12 

h, 50% après 24 h, 70% après 36 h, 90% après 48 h et moins de 100% après 60 h. Des 
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variations importantes des taux de fermeture de la blessure sont observées à 12 h, 24 h et 36 

h. A l’exception des cellules exposées aux milieux conditionnés par les matériaux CuxHA, 

toutes les conditions ont des taux de fermeture comparables à tous les temps. Avec des 

cellules exposées au milieu conditionné par le matériau Cu0.5HA, le taux de fermeture est 

d’environ 20% à 12 h jusqu’à un maximum de 40% à 60 h ce qui est significativement inférieur 

à toutes les autres conditions à l’exception de Cu0.1HA à 12 h, 24 h et 36 h. En plus de ces 

différences, les cellules exposées au milieu conditionné par le matériau Cu0.1HA referment 

moins rapidement la blessure à 48 h par rapport aux autres conditions. Son taux de fermeture 

est de 67,3% ± 14% contre 91,4% ± 5,2% (milieu complet), 88,6% ± 4,6% (HA), 89,4% ± 3,8% 

(Si0.4HA), 90,9% ± 4,9% (CuSO4 30 µM) et 87,9% ± 2,3% (CuSO4 300 µM). Aux autres temps, 

le taux de fermeture de la blessure de la condition Cu0.1HA est comparable aux autres 

conditions. 

La progression de la fermeture de la blessure par les C166 exposées aux milieux conditionnés 

par HA, Si0.4HA, CuSO4 30 et 300 µM en présence d’acide ascorbique (Figure 75) est très 

similaire à ce qui est observé en absence d’acide ascorbique (Figure 72). En revanche, elle 

est plus lente car la blessure n’est pas refermée après 60 h (Figure 76 contre Figure 73). 

L’acide ascorbique a donc un effet inhibiteur sur la prolifération et/ou la migration des C166. 

L’inhibition de la voie HIF-1 par l’acide ascorbique peut être à l’origine d’un arrêt temporaire 

de la prolifération et/ou de la migration des C166 induite notamment par VEGF. Cela 

expliquerait le retard de ces cellules pour fermer la blessure par rapport aux conditions sans 

acide ascorbique. L’acide ascorbique peut également favoriser la génération de ROS qui 

entraineraient des dégâts à l’ADN/aux protéines susceptibles de ralentir le cycle cellulaire à 

cause des réparations nécessaires. Les effets négatifs de l’acide ascorbique sont issus d’un 

évènement bref, de quelques heures tout au plus, en raison du temps de demi-vie d’environ 

20 min de l’acide ascorbique en solution aqueuse à pH neutre (312). 

La perte de l’effet stimulateur sur la vitesse de fermeture de la blessure par le milieu 

conditionné par Si0.4HA en présence d’acide ascorbique suggère que cet effet stimulateur est 

médié par HIF-1. Comme évoqué dans le paragraphe précédent, il est aussi possible qu’une 

génération accrue de ROS par l’acide ascorbique bloque transitoirement la fermeture de la 

blessure indépendamment des stimulations exercées par le milieu. Cette hypothèse sera 

étudiée ultérieurement dans la partie IV.1.9. 

La présence d’acide ascorbique ralentit très fortement la prolifération et la migration des C166 

exposées au milieu conditionné par le matériau Cu0.1HA. Ce ralentissement de la prolifération 

et la migration des cellules est encore plus intense sur les C166 exposées au milieu 

conditionné par le matériau Cu0.5HA. L’hypothèse la plus probable est une génération 

importante de ROS suite à une interaction entre l’acide ascorbique et le cuivre. En effet, un 

stress oxydatif induit par la présence d’une concentration de peroxyde d’hydrogène H2O2 

d’environ 1 mM est capable d’entraîner un arrêt transitoire de la prolifération de cellules (313). 

L’acide ascorbique peut agir comme agent réducteur à la place du radical superoxyde dans la 

réaction de Haber-Weiss suivante : 

• 𝑂2
− +  𝐶𝑢2+  →  𝑂2 + 𝐶𝑢+

𝐶𝑢+ + 𝐻2𝑂2  → 𝐶𝑢2+ +  𝑂𝐻− +  𝑂𝐻• 

D’après (212). 

Le peroxyde d’hydrogène H2O2 est lui produit en permanence par le métabolisme des cellules. 

Le radical hydroxyle est le radical le plus réactif produit par les cellules et possède un pouvoir 
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oxydant supérieure au H2O2 (212). En présence d’acide ascorbique, le CuSO4 ne réplique pas 

les effets des milieux conditionnés par les matériaux CuxHA malgré une concentration de 

cuivre initiale comparable. Plusieurs phénomènes pourraient expliquer ces dissimilarités. 

Premièrement, la concentration réelle de cuivre en solution après ajout de CuSO4 pourrait être 

inférieure à la concentration ajoutée initialement, en raison de réactions irréversibles avec 

l’environnement ou d’internalisation par les cellules C166. Cela pourrait expliquer l’absence 

de ralentissement de la vitesse de fermeture de la blessure des conditions CuSO4 rapportée 

en Figure 76. Cependant, cette hypothèse est en contradiction avec les résultats de la Figure 

73, où la vitesse de fermeture de la blessure de la condition CuSO4 300 µM est ralentie de 

façon similaire à celle de la condition Cu0.5HA. Deuxièmement, il est possible que les 

concentrations de CuSO4 ajoutées soient bien équivalentes aux concentrations de cuivre des 

milieux conditionnés par les matériaux. Dans ce cas-là, les résultats observés précédemment 

pourraient être expliqués par une différence d’accessibilité du cuivre. Cela pourrait survenir si 

le sérum de veau fœtal du milieu complet est dans un état différent entre les deux conditions. 

Bien que dans les deux cas le milieu est laissé pendant 4 jours à 37°C, 5% CO2 en atmosphère 

saturée en humidité, le conditionnement par les matériaux CuxHA entraine un relargage 

progressif du cuivre, alors que CuSO4 est ajouté extemporanément. La présence continue de 

cuivre dans le milieu conditionné par les matériaux CuxHA pourrait entrainer une dégradation 

progressive des protéines du sérum suite à la génération de ROS. Cet aspect a été évoqué 

dans la sous-partie : « Rôle biologique du cuivre » (I.5.2.2.3.1). La dégradation affecterait, 

parmi les autres protéines, des chaperons protéïques du cuivre comme la céruléoplasmine 

(204). Si ces chaperons protéïques des milieux conditionnés sont moins fonctionnelles, alors 

davantage de cuivre peut être libre et donc réactif. Cela est susceptible d’entrainer une plus 

forte génération de ROS en présence d’acide ascorbique, ce qui entrainerait un stress 

cellulaire pouvant expliquer le retard constaté sur la Figure 75 et mesuré sur la Figure 76 (212), 

(213). 

L’activité métabolique des cellules 3 jours après l’ajout des milieux conditionnés en présence 

d’acide ascorbique a été contrôlée à l’aide d’un test MTT, les résultats sont présentés dans la 

Figure 77. 
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Figure 77 : Activité métabolique de C166 après 3 jours d’exposition à des milieux conditionnés en 

présence d’acide ascorbique. 

AA : acide ascorbique 50 µM. CuSO4 : concentration du composé ajouté à du cDMEM. Tests 

statistiques : ANOVA à 1 voie suivie d’un test post-hoc de Tukey. * : p-value < 0,05 ; ** : p-value < 

0,005 ; *** : p-value < 0,001. Nombre d’échantillons indépendants = 3 

L’activité métabolique des C166 exposées au milieu conditionné par le matériau HA en 

présence de 50 µM d’acide ascorbique pendant 3 jours (Figure 77), sert de référence interne 

et est normalisée à 100 % avec un écart-type mesuré de 14,7 %. Les activités métaboliques 

des C166 des conditions milieu complet, Si0.4HA, CuSO4 30 µM et 300 µM, en présence de 50 

µM d’acide ascorbique, ont des valeurs comparables aux C166 de la condition HA. L’activité 

métabolique des C166 exposées au milieu conditionné par le matériau Cu0.1HA en présence 

de 50 µM d’acide ascorbique, est significativement inférieure à celles des C166 exposées au 

milieu complet et au CuSO4 30 µM en présence de 50 µM d’acide ascorbique, avec une valeur 

de 88,2 ± 4,1% contre 110,9 ± 2,1% et 116,1 ± 5,8% respectivement. En présence de 50 µM 

d’acide ascorbique, l’activité métabolique des C166 exposées au milieu conditionné par le 

matériau Cu0.5HA est significativement inférieure à l’activité métabolique des C166 de toutes 

les conditions, sauf de celles exposées au milieu de Cu0.1HA en présence de 50 µM d’acide 

ascorbique. L’activité métabolique des C166 de la condition Cu0.5HA est de 71,3 ± 5,8% contre 

110,9 ± 2,1% pour le milieu seul, 100 ± 14,7% pour HA, 101,7 ± 4% pour Si0.4HA, 116,1 ± 5,8% 

pour CuSO4 30 µM et 103,4 ± 11,3% pour CuSO4 300 µM. 

En présence d’acide ascorbique, les cellules C166 ont une activité métabolique réduite et/ou 

sont moins nombreuses quand exposées aux milieux conditionnés par les matériaux CuxHA 

qu’à ceux des autres milieux conditionnés. Il existe un effet-dose du cuivre présent dans les 

milieux conditionnés par les matériaux CuxHA. Plus le cuivre est concentré, plus la réduction 

de l’activité métabolique/de la densité cellulaire en présence d’acide ascorbique est 
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importante. L’existence de ces réductions appuie l’hypothèse d’un stress cellulaire intense 

exercé par des ROS générés par la réactivité de l’acide ascorbique et du cuivre. 

Les conditions contenant du cuivre par le biais d’un ajout de CuSO4 ne répliquent pas les effets 

observés sur l’activité métabolique des C166 cultivées avec les milieux conditionnés par 

CuxHA, malgré des concentrations théoriquement similaires à celles rencontrées d’après les 

données d’ICP-OES des CuxHA à 4 jours de culture (Figure 58). Cela pourrait être dû à l’état 

dans lequel se trouve le cuivre dans cette condition supplémentée comme discuté 

précédemment dans cette même sous-partie. 

IV.1.8. Expression in situ de HIF-1α 

Le cuivre et le silicium agissant probablement sur l’angiogenèse par le biais de la voie 

HIF-1 (comme évoqué dans les sous-parties I.5.2.2.3.2 et I.5.2.2.4.2 et d’après les résultats 

des parties précédentes), cette dernière doit être étudiée. Pour explorer le rôle de cette voie, 

son expression et sa localisation in situ en condition sans et avec acide ascorbique ont été 

recherchées. L’expression in situ de HIF-1α des C166 après 7 jours de culture sur les 

matériaux est présentée dans la Figure 78. 

 

Figure 78 : Expression in situ de HIF-1α dans les C166 après 7 jours de culture sur les matériaux 

Gauche : Expressions relatives entre les conditions obtenues en rapportant la proportion du signal 

HIF-1α sur la proportion du signal GAPDH. Droite : Membrane du Western Blot. Nombre 

d’échantillons indépendants = 3. 

L’expression in situ de HIF-1α dans les C166 après 7 jours de culture (Figure 78) est 

comparable sur tous les matériaux avec des moyennes proches et des écart-types se croisant. 

Ce niveau d’expression comparable de HIF-1α, montre que l’activité de la PHD n’est pas 

significativement modifiée dans les C166 sur les différents matériaux après 7 jours de culture. 

Cela suppose que le niveau de ROS est comparable entre les conditions et/ou que les 

cofacteurs de la PHD sont dans une disponibilité comparable. 

HIF-1α est une protéine de 836 acides aminés, chez la souris, retrouvée d’ordinaire aux 

alentours, ou au-dessus, de 90 kDa après migration. La forme détectée à environ 45 kDa dans 

toutes les conditions, ne correspond pas à un fragment dégradé car la dégradation normale 

de HIF-1α passe par le protéasome. Cela engendre des fragments de quelques dizaines 
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d’acides aminés au maximum qui ne sont pas observés (pas de trainée visible sur les 

membranes à l’instar de celle présentée en Figure 78). Il est possible que HIF-1α dans les 

C166 soit majoritairement modifiée par épissage alternatif26 en une protéine plus courte. Chez 

l’humain, le pré ARNm de HIF-1α peut être épissé en une dizaine d’ARNm différents dont le 

plus court code pour un variant de 417 acides aminés uniquement. Ces variants conservent 

leurs fonctions et peuvent dimériser avec HIF-1β. Certains variants peuvent être exprimés 

plusieurs ordres de grandeur de plus que les autres selon les conditions cellulaires et 

tissulaires, comme lors de cancer (314). D’après les informations de la base de données du 

consortium UniProt (315), l’épissage alternatif de HIF-1α est effectif chez la souris. Cet 

épissage alternatif de HIF-1α, dont la séquence complète (entrée Q61221) fait 836 acides 

aminés de long, engendre de façon certaine une forme de 810 acides aminés (entrée 

A0A0R4J1E9) et une autre de 248 acides aminés de long (entrée A0A0R4J1F0). Toujours 

d’après cette base de données, l’ARNm d’une forme de HIF-1α composée de 441 acides 

aminés (entrée Q3UU00) a été observé. D’après ces informations, il est très probable que ce 

variant de 441 acides aminés est le variant majoritaire de HIF-1α exprimé par les C166 dans 

les conditions de l’expérience présentée en Figure 78. 

HIF-1α est une protéine adoptant une localisation nucléaire après sa synthèse, si elle n’est 

pas dégradée entre-temps (comme décrit en sous-partie I.2.4.6) (64). Si HIF-1α est stabilisée, 

son expression au sein du cytoplasme et du noyau est augmentée et c’est l’inverse en cas de 

dégradation accélérée (316). L’observation de son expression in situ dans les C166 sur les 

différents matériaux après 4 jours de culture est présentée en Figure 79. 

 
26 Mécanisme par lequel certaines séquences du pré-ARNm d’une protéine sont retirées, ce qui 

engendre une protéine plus courte après sa traduction, avec des propriétés, et parfois des fonctions, 

modifiées. 
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Figure 79 : Localisation de HIF-1α dans des C166 après 4 jours de culture à la surface des 

matériaux en absence d'acide ascorbique 

Jaune : HIF-1α. Bleu : noyaux. Barre d’échelle = 50 µm 

La localisation in situ de HIF-1α au sein des C166 après 4 jours de culture (Figure 79) sur le 

matériau HA est à la fois cytoplasmique, avec une présence diffuse, et nucléaire où il est 

présent en tout point. Des zones d’expression intense et très délimitée ayant une localisation 

périnucléaire correspondent vraisemblablement à une expression au sein de l’appareil de 

Golgi. Les cellules sur le matériau HA faisant partie d’amas cellulaires possèdent une forte 

expression cytoplasmique de HIF-1α (non représenté, expression similaire visible dans la 

condition Si0.4HA). Les C166 à la surface du matériau Cu0.1HA expriment HIF-1α similairement 

à celles sur HA, mais les cellules hors des amas en ont une expression réduite (Figure 79, 

Cu0.1HA combinaison en haut à gauche), tandis que celles au sein des amas en ont une 

expression accrue (Figure 79, Cu0.1HA, zoom en haut à droite). Les C166 cultivées à la surface 

du matériau Cu0.5HA ont une expression de HIF-1α principalement cytoplasmique et 

périnucléaire, les cellules en dehors des amas l’expriment peu (Figure 79, Cu0.5HA, 

combinaison milieu droite), tandis que celles des amas l’expriment fortement (Figure 79, 

Cu0.5HA, zoom en haut à gauche). Les C166 sur le matériau Si0.4HA ont une expression de 

HIF-1α similaire à celles sur HA, mais leur expression cytoplasmique apparait plus importante. 

La présence de HIF-1α dans toute la cellule est inattendue en l’absence d’hypoxie car elle 

devrait être dégradée par l’action de la PHD. Une surexpression de HIF-1α similaire à celle 

visualisée en Figure 79 est observée dans les cellules cancéreuses et est associée à une 

prolifération cellulaire augmentée (317). Comme discuté dans la sous-partie concernant les 

C166 (II.2.2), les voies de signalisation affectées par leur transgène codant pour la protéine 

Fps/Fes ne sont pas élucidées dans leur entièreté. Cependant, cette protéine entraine une 
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stimulation de facteur de transcription impliqué dans la prolifération et les cancers comme le 

proto-oncogène c-myc. Il est probable que cette surexpression de HIF-1α provienne de la 

nature transgénique des C166. Similairement, la localisation de HIF-1α s’apparentant à une 

présence dans l’appareil de Golgi n’est pas habituelle dans les cellules endothéliales. Cette 

localisation est retrouvée dans des cellules cancéreuses comme les mélanomes (318). Il est 

possible que la nature transgénique des C166 entraine aussi une modification de la localisation 

de HIF-1α dans les C166 par des mécanismes non élucidés. D’après ces données de la 

littérature, l’expression diffuse et intense de HIF-1α dans les C166 formant des amas 

multicellulaires peut s’expliquer par la prolifération probablement plus importante de ces 

cellules. En effet, les observations des populations de C166 à la surface des matériaux 

montrent que les amas grandissent et acquièrent une forme de fuseau (III.2.2). Les cellules 

de ces amas expriment fortement VEGFR2 (IV.1.2) et VEGF164 (IV.1.1) ce qui est cohérent 

avec une activité mitogénique augmentée. 

L’acide ascorbique devrait faciliter le rôle de la PHD et permettre la dégradation systématique 

de HIF-1α (évoqué en sous-partie I.2.4.6). Cependant, les ROS peuvent également stabiliser 

HIF-1α et sont théoriquement générés en présence d’acide ascorbique et de cuivre. 

L’observation de son expression in situ dans les C166 sur les différents matériaux après 4 

jours de culture après exposition à 50 µM d’acide ascorbique est présentée en Figure 80. 

 

Figure 80 : Localisation de HIF-1α dans des C166 après 4 jours de culture à la surface des 

matériaux après ajout d'acide ascorbique 

Jaune : HIF-1α. Bleu : noyaux. Barre d’échelle = 50 µm 

La localisation in situ de HIF-1α au sein des C166 après 4 jours de culture à la surface du 

matériau HA en présence d’acide ascorbique (Figure 80), est à la fois cytoplasmique avec une 

présence diffuse, et nucléaire où il est présent en tout point. Des zones très délimitées 
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d’expression intense de HIF-1α et ayant une localisation périnucléaire correspondent 

vraisemblablement à une expression au sein de l’appareil de Golgi. Les C166 sur le matériau 

Cu0.1HA expriment HIF-1α de manière similaire à celles sur l’HA, à l’exception des localisations 

périnucléaire pour la majorité des cellules et nucléaire pour certaines des cellules localisées 

dans des amas, où l’expression est visuellement plus forte. L’expression de HIF-1α dans la 

zone périnucléaire se démarque de l’expression cytoplasmique, elle engendre la visualisation 

d’un halo autour des noyaux des C166 cultivées à la surface de Cu0.1HA. Les quelques C166 

sur le matériau Cu0.5HA ont une expression cytoplasmique et nucléaire de HIF-1α ainsi qu’une 

très forte expression périnucléaire de celui-ci. Les C166 sur le matériau Si0.4HA ont un 

phénotype d’expression de HIF-1α comparable à celles sur HA. 

Le phénotype d’expression de HIF-1α dans les C166 cultivées à la surface des matériaux HA 

et Si0.4HA après ajout d’acide ascorbique, n’apparait pas significativement modifié par rapport 

aux conditions sans acide ascorbique (Figure 79). Cela suggère que l’effet stimulateur de 

milieux conditionnés par Si0.4HA sur la vitesse de fermeture d’une blessure dans une couche 

de C166 (sous-partie IV.1.7), peut provenir d’une stimulation de HIF-1α qui serait transitoire 

(IV.1.7.2). Cela peut également suggérer que l’effet stimulateur du milieu conditionné par le 

matériau Si0.4HA agit sur la voie de HIF-1 mais en aval de HIF-1α. Cette hypothèse sera 

évoquée en détail dans la sous-partie suivante. 

Dans les conditions CuxHA avec 50 µM d’acide ascorbique, l’expression de HIF-1α est 

visuellement davantage concentrée à proximité du noyau après exposition à de l’acide 

ascorbique. Ces observations suggèrent que HIF-1α est davantage stabilisée dans ces 

conditions et est transloquée, ou en cours de translocation, dans le noyau. Ni l’acide 

ascorbique ni les ROS qu’il permet de générer ne sont encore présents au moment de 

l’observation présentée en Figure 80. Par conséquent, la stabilisation de HIF-1α observée 

après 4 jours provient potentiellement de deux mécanismes qui peuvent agir de concert. 

Premièrement, l’action de l’acide ascorbique en présence de cuivre peut priver durablement 

la PHD de certains de ses cofacteurs comme Fe2+ ce qui ralentit son action. Deuxièmement, 

l’ajout d’acide ascorbique en présence de cuivre génère des ROS, cela sera présenté dans la 

sous-partie suivante. Le stress oxydant provoqué par ces ROS peut entrainer une dégradation 

durable de la machinerie cellulaire en raison de la nature des dégâts oxydatifs. Ce type de 

dommage entraine une sénescence précoce des cellules. Lors de la sénescence, la 

production de ROS est accrue, en raison d’un contrôle moins efficace de la chaine respiratoire 

mitochondriale, et d’une dérégulation de la signalisation normale des ROS (319). La 

production accrue de ROS peut alors stabiliser HIF-1α comme il a été évoqué dans la partie 

traitant de l’hypoxie et de l’angiogenèse (I.2.4.6). Un stress oxydatif important, serait cohérent 

avec l’observation de l’expression accrue de HIF-1α dans l’espace périnucléaire des C166 

cultivées à la surface des matériaux CuxHA en présence de 50 µM d’acide ascorbique. En 

effet, HIF-1α requiert la présence de protéines spécialisées pour être transloqué dans le 

noyau : les importines. Il a été démontré qu’un stress oxydatif est capable de diminuer leur 

activité et d’entrainer l’accumulation de HIF-1α dans l’espace périnucléaire des cellules (320). 

IV.1.9. Mesures des espèces radicalaires intracellulaires 

De nombreuses hypothèses des sous-parties précédentes requièrent de mesurer de 

la production de ROS par les C166 exposées aux milieux conditionnés. De plus, les ROS sont 

utilisés dans les voies de signalisation des cellules endothéliales en condition physiologique. 

Dans la Figure 81, les ROS générés dans les cellules C166 sont mesurés 4 h après l’ajout de 

milieux conditionnés. 
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Figure 81 : Génération d’espèces radicalaires dans les C166 après 4 h d’exposition à des milieux 

conditionnés 

AA = 50 µM d’acide ascorbique ; CuSO4 = concentration du composé dans du cDMEM. TBHP = 

contrôle positif. Tests statistiques : Kruskal-Wallis suivi d’un test post-hoc de Dunn. Pour ces tests 

statistiques, les résultats du TBHP n’ont pas été utilisés afin de ne comparer que les conditions 

d’intérêt entre elles. Nombre d’échantillons indépendants = 3 

La génération d’espèces radicalaires dans les C166 4 h, après leur exposition à du milieu 

conditionné par les matériaux (Figure 81) est comparable entre toutes les conditions en 

l’absence ou en présence d’acide ascorbique. Après 4 h d’exposition, la présence d’acide 

ascorbique augmente non significativement la génération de radicaux libres de 10% à 40% 

dans toutes les conditions à l’exception du milieu seul et du milieu conditionné par Si0.4HA où 

une diminution et une stagnation du niveau de ROS sont observés. Le contrôle positif TBHP 

(hydroperoxyde de tert-butyle) montre qu’il existe une relation quasi-linéaire entre la quantité 

d’espèces radicalaires et l’intensité de fluorescence mesurée avec pour 200 µM de TBHP une 

valeur arbitraire de 19932 ± 593 et pour 400 µM de TBHP une valeur de 36433 ± 8257 soit 

~1,83 fois l’intensité pour le double de la concentration avec toutefois un écart-type important. 

L’essentiel des modifications de l’intensité de fluorescence observées en présence d’acide 

ascorbique sont dès lors bien attribuables à une variation proportionnelle de la présence 

d’espèces radicalaires. 

La mesure est répétée après 24 h d’exposition des C166 aux milieux conditionnés, les résultats 

sont présentés en Figure 82. 
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Figure 82 : Génération d’espèces radicalaires dans les C166 après 24 h d’exposition à des milieux 

conditionnés 

AA = 50 µM d’acide ascorbique ; CuSO4 = concentration du composé dans du cDMEM. TBHP = 

contrôle positif. Triangle : significativité (*** : p-value < 0,001) par rapport à HA (en l’absence 

d’acide ascorbique), ou par rapport à HA + AA (en présence d’acide ascorbique). Cercle : 

significativité (*** : p-value < 0,001) par rapport à toutes les conditions sauf Cu0.5HA + AA, CuSO4 

30 µM + AA et CuSO4 300 µM + AA. Carré : significativité (*** : p-value < 0,001) par rapport à 

toutes les conditions. Nombre d’échantillons indépendants = 3 

La génération d’espèces radicalaires dans les C166 24 h après leur exposition à du milieu 

conditionné par le matériau HA (Figure 82) entraine en valeur arbitraire une fluorescence de 

5724 ± 265 sans acide ascorbique et de 5844 ± 84 en sa présence. Ces générations d’espèces 

radicalaires intracellulaires ne sont comparables qu’à celles retrouvées en présence de milieux 

conditionnés par Si0.4HA avec ou sans acide ascorbique, et du milieu de culture avec ou sans 

acide ascorbique. D’après les analyses statistiques (ANOVA à 1 voie, suivie d’un test post-

hoc de Tukey, les résultats du TBHP n’ont pas été utilisés afin de ne comparer que les 

conditions d’intérêt entre elles) toutes les autres conditions (Figure 82, triangles, cercle et 

carré) ont une génération de ROS intracellulaires significativement augmentée, par rapport à 

celle dans les C166 exposées aux milieux conditionnés par HA avec et sans acide ascorbique. 

Les valeurs de fluorescence et la différence par rapport à HA sont données par la suite selon 

le format : condition, valeur + écart-type/augmentation en pourcentage et sont suivies des 

valeurs et différences de la condition avec acide ascorbique par rapport à HA + AA : Cu0.1HA, 
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8609 ± 371/50,4%, Cu0.1HA + AA, 8618 ± 643/47,5% ; Cu0.5HA, 8152 ± 149/42,4%, Cu0.5HA + 

AA 9040 ± 265/54,7% ; CuSO4 30 µM, 8076 ± 928/41,1%, CuSO4 30 µM + AA, 8916 ± 

662/52,6% ; CuSO4 300 µM, 10334 ± 379/80,5%, CuSO4 300 µM + AA, 13160 ± 579/125,2%. 

Le conditionnement par les matériaux CuxHA entraine une génération comparable d’espèces 

radicalaires intracellulaires sans influence de l’acide ascorbique. Le conditionnement par 

CuSO4 30 µM entraine des résultats comparables à ceux du conditionnement par Cu0.1HA 

sans influence de l’acide ascorbique. Le conditionnement par CuSO4 300 µM (Figure 82, 

cercle) ne réplique pas fidèlement la génération d’espèces radicalaires intracellulaires de la 

condition Cu0.5HA. CuSO4 300 µM en génère 26,8% plus que Cu0.5HA et CuSO4 300 µM + AA 

(Figure 82, carré) en génère 45,6% plus que Cu0.5HA + AA. 

La présence d’acide ascorbique n’affecte pas la quantité d’espèces radicalaires intracellulaires 

générées après 24 h dans toutes les conditions à l’exception de CuSO4 300 µM. Dans cette 

condition (Figure 82, carré), la présence d’acide ascorbique entraine une augmentation 

significative de la production d’espèces radicalaires de 27,3%. 

La génération d’espèces radicalaires est augmentée entre 4 h et 24 h dans toutes les 

conditions à des degrés divers. Le contrôle positif avec les deux concentrations de TBHP 

entraine, en valeur de fluorescence en unité arbitraire, pour 200 µM : 24126 ± 1936 et pour 

400 µM : 41890 ± 3913 soit en moyenne 1,73 fois plus pour 400 µM où un facteur 2 est attendu. 

La relation observée après 4 h d’exposition était de 1,83 ce qui témoigne du maintien d’une 

relation de proportionnalité entre concentration de ROS et valeur de fluorescence après 24 h. 

La molécule fluorescente utilisée dans le kit n’a pas une stabilité garantie après 24 h, la 

génération de ROS au-delà de ce temps n’est donc pas mesurée. 

Le niveau de génération de ROS des C166 est comparable entre les milieux conditionnés par 

les CuxHA après 24 h d’exposition. Cependant, les concentrations de cuivre ne sont pas 

similaires entre ces conditions, elle est presque 10 fois plus importante pour le milieu 

conditionné par Cu0.5HA (sous-partie III.2.6) que pour le milieu conditionné par Cu0.1HA. Ces 

résultats indiquent que le facteur limitant pour la production de ROS sur une période de 24 h 

dans les conditions expérimentales précédentes est le métabolisme cellulaire. Cela est 

cohérent avec la réaction d’Haber-Weiss (212): 

• 𝑂2
− +  𝐶𝑢2+  →  𝑂2 + 𝐶𝑢+

 𝐶𝑢+ + 𝐻2𝑂2  → 𝐶𝑢2+ + 𝑂𝐻− +  𝑂𝐻. 
 

L’ion superoxyde et le peroxyde d’hydrogène produits par le métabolisme cellulaire dans les 

mitochondries, (321), sont les facteurs limitant de cette réaction. Une augmentation de la 

concentration en cuivre n’a pas un effet immédiat sur la génération de ROS tant qu’il y a assez 

de cuivre accessible à ces composés réactifs. La génération de ROS par les cellules a été 

accélérée par l’ajout d’acide ascorbique, qui peut intervenir dans la réaction d’Haber-Weiss à 

la place de l’ion superoxyde (212). L’acide ascorbique, du fait de sa réactivité en solution, 

disparait rapidement du milieu. La génération accrue de ROS en raison de la présence d’acide 

ascorbique est donc transitoire et proportionnelle à sa concentration. 

Après 24 h, les niveaux de génération de ROS intracellulaires dans les conditions contenant 

du cuivre, sont comparables avec et sans ajout d’acide ascorbique, à l’exception de la 

condition CuSO4 300 µM. Cela suggère que la présence d’acide ascorbique entraîne un 

ralentissement de la génération de ROS intracellulaires entre la mesure à 4 h et la mesure à 

24 h. Une explication probable est que les C166 exposées à l’acide ascorbique s’adaptent plus 
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fortement au stress oxydatif, un mécanisme bien documenté, (312), où les cellules 

surexpriment des facteurs antioxydants et des enzymes spécialisées dans la dégradation des 

ROS suite à un stress oxydatif. Cette adaptation dépend de l’intensité du stress et de sa 

répétition, mais peut survenir dès un stress transitoire de faible intensité (de l’ordre du µM 

d’H2O2), et se maintenir pendant plusieurs jours (313). Parmi les protéines participant à 

l’adaptation, l’enzyme superoxyde dismutase 2 (SOD2), présente uniquement dans les 

mitochondries, est surexprimée en réponse à une concentration accrue de ROS (322). SOD2 

catalyse la réaction : 

2 • 𝑂2
− + 2 𝐻+ →  𝑂2 +  𝐻2𝑂2 

Cette réaction (extraite de (322) bloque la réaction d’Haber-Weiss et limite le renouvellement 

redox du cuivre Cu2+ en Cu+ plus réactif. Par conséquent, le niveau de ROS intracellulaire 

augmenterait plus rapidement dans les C166 non adaptées au stress oxydatif, que dans celles 

adaptées par le plus fort stress oxydant causé par l’ajout d’acide ascorbique. 

L’augmentation de la génération de ROS intracellulaires dans les C166 de la condition 

CuSO4 300 µM en présence d’acide ascorbique, est la plus forte de toutes les conditions 

testées, elle ne peut raisonnablement pas s’expliquer par un défaut d’adaptation au stress 

oxydatif. D’après les résultats dans la sous-partie traitant de la fermeture d’une blessure 

(IV.1.7), et ceux de la présente sous-partie, la seule différence entre la condition CuSO4 300 

µM et la condition Cu0.5HA est l’état du sérum contenu dans le milieu de culture. Pour 

comprendre l’origine de cette génération augmentée de ROS intracellulaires, il est nécessaire 

de revenir sur le cas de la sous-partie IV.1.7. Dans cette sous-partie, le plus fort ralentissement 

du taux de fermeture d’une blessure, par des C166 exposées aux milieux conditionnés par les 

matériaux CuxHA, que ceux exposés à du CuSO4 répliquant leurs concentrations de cuivre en 

solution, s’explique probablement par des protéines du sérum dégradées dans les conditions 

CuxHA. L’altération et la dégradation oxydative des protéines du sérum est un phénomène 

physiologique, exacerbé dans des contextes pathologiques comme l’obésité, l’athérosclérose 

ou le diabète (323), (324). Elle peut significativement altérer la fonction des protéines oxydées 

comme celle de l’albumine qui perd une partie de ses capacités de liaison en cas de dégâts 

oxydatifs soutenus. Cette perte de fonction peut accélérer la dégradation d’autres composés 

essentiels comme les facteurs de croissance (325), (326). Les protéines du sérum sont 

vraisemblablement plus oxydées par l’action du cuivre dans les conditions CuxHA, que dans 

les conditions CuSO4 car le cuivre est ajouté après 4 jours dans ces dernières conditions, 

tandis que son relargage est progressif pendant 4 jours dans les conditions CuxHA. Ces 

données peuvent expliquer, pour la sous-partie IV.1.7, le plus fort stress des C166 exposées 

à du milieu conditionné par les matériaux CuxHA, par rapport à celles exposées au CuSO4, 

alors que les générations de ROS sont comparables ou moins importantes dans les conditions 

CuxHA. 

La génération plus importante de ROS intracellulaires dans la condition CuSO4 300 µM en 

présence d’acide ascorbique, peut s’expliquer par la plus faible oxydation du sérum dans les 

conditions CuSO4 par rapport aux conditions CuxHA. En effet, le cuivre peut réagir avec des 

hydroperoxydes, ROOH, naturellement présents dans le sérum, ce qui engendre la génération 

d’espèces radicalaires, susceptibles d’engendrer à leur tour des espèces radicalaires, dites 

secondaires, capables de diffuser au sein des cellules. D’après (323), la génération d’espèces 

radicalaires diffusibles est réalisée par une succession de réactions : 

𝐶𝑢+ + 𝑅𝑂𝑂𝐻 → 𝑅𝑂• + 𝑂𝐻• + 𝐶𝑢2+ 



Arthur Brunel | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 207 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

𝐶𝑢2+ + 𝑅𝑂𝑂𝐻 → 𝑅𝑂2
• + 𝐻+ + 𝐶𝑢+ 

𝑅𝑂2
• + 𝑅𝐻 → 𝑅𝑂𝑂𝐻 + 𝑅• 

R• désigne un alkyle, ici une espèce radicalaire dérivée d’une chaine d’acide gras insaturée 

RH. RO• désigne une espèce alcoxyle qui est un alkyle radicalaire possédant un atome 

d’oxygène. RO2
• désigne un radical peroxyde. 

La formation d’alkyles est également permise par la réaction :  

𝑅𝑂• + 𝑅𝐻 → 𝑅𝑂𝐻 + 𝑅• 

La formation d’autres radicaux peroxydes est permise par la réaction :  

𝑅• + 𝑂2 → 𝑅𝑂2
• 

ROH désigne un aldéhyde, comme le malondialdéhyde issu de la peroxydation des lipides et 

fréquemment utilisé comme marqueur de l’oxydation des cellules (comme évoqué dans la 

conclusion de la Partie III). 

D’après ces multiples réactions, en présence d’acide gras insaturé disponible et de cuivre, la 

production du radical hydroxyle est permise jusqu’à l’épuisement des cibles lipidiques du 

cuivre, transformées en aldéhydes. 

Les hydroperoxydes ROOH du sérum sont à priori instables à 37°C : leur demi-vie dans un 

milieu aqueux contenant 10 mg/mL de BSA est d’environ 36 h à 20°C (327). Cependant, les 

réactions du cuivre et des acides gras insaturés sont capables de générer des hydroperoxydes 

à partir des dérivés de leur réaction selon la réaction présentée précédemment : 

𝑅𝑂2
• + 𝑅𝐻 → 𝑅𝑂𝑂𝐻 + 𝑅• 

Dans ces réactions, la génération du radical hydroxyl peut expliquer la génération de ROS 

intracellulaire car c’est un composé soluble et très réactif qui est susceptible de traverser la 

membrane plasmique (212). Par conséquent, un milieu contenant du sérum a un potentiel 

oxydatif provenant de son contenu en lipides et en vésicules extracellulaires. D’après les 

concentrations d’acide gras insaturés contenues dans un milieu avec 10% de SVF, il y a un 

minimum de 100 µM de substrat pour les réactions précédentes, (328), ce qui représente la 

production de plus de deux fois plus de radicaux hydroxyles par rapport à l’ajout de 50 µM 

d’acide ascorbique. Les acides gras insaturés étant liés en partie à l’albumine, ces réactions 

peuvent ne pas être complètes dans les 24 h de l’étude. 

Par conséquent, une fois le cuivre ajouté dans une concentration le rendant accessible sous 

une forme libre, les réactions qu’il catalyse dans le milieu contenant du sérum, entraînent à 

priori la génération de ROS jusqu’à épuisement du substrat. D’après ce mécanisme, les C166 

exposées au milieu contenant 300 µM de CuSO4 ont une génération de ROS intracellulaire 

augmentée en présence d’acide ascorbique malgré la probable adaptation des cellules au 

stress oxydatif. En effet, des composés lipidiques du sérum réagissent avec du cuivre 

librement accessible en solution, ce qui génèrent des radicaux hydroxyles capables de rentrer 

et réagir dans la cellule. Ce mécanisme peut également expliquer la plus forte génération de 

ROS intracellulaire dans les C166 exposées à 300 µM de CuSO4 par rapport à celles de la 

condition Cu0.5HA : le milieu de culture initialement moins oxydé de la condition CuSO4 

entraine une génération accrue de ROS par rapport à l’autre condition. La plus faible 

concentration en cuivre de la condition CuSO4 30 µM, avec ou sans acide ascorbique, limite 

l’impact de ce mécanisme. En effet, dans cette condition, le cuivre est probablement en 

majorité pris en charge par ses chaperons protéiques et/ou internalisé par les cellules. Ceci 
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explique l’absence d’augmentation de la génération de ROS intracellulaire dans ces conditions 

par rapport à Cu0.1HA (avec et sans acide ascorbique). 

Ces mécanismes, et les mesures de la génération de ROS intracellulaires, peuvent expliquer 

le stress cellulaire et la cytotoxicité observés dans les C166 cultivées sur Cu0.5HA. Les ROS 

générés entrainent un stress oxydatif prolongé, en raison de la plus grande concentration en 

cuivre en solution. Cette concentration entraine une dégradation des protéines du sérum et 

des composés cellulaires, ce qui engendre l’apparition d’une cytotoxicité au jour 7 de culture 

(sous-partie III.2.4). Il est également probable que, lors d’un ensemencement à la surface des 

pastilles CuxHA, la génération de ROS par l’oxydation des lipides, affecte davantage les C166 

la surface de Cu0.5HA. La génération équivalente de ROS intracellulaires dans les C166 

exposées au milieu conditionné par Cu0.1HA, par rapport à celles exposées au milieu 

conditionné par Cu0.5HA, s’explique par la limitation imposée par la mesure de 24 h, et par 

l’état d’oxydation avancé des milieux causés par les 4 jours de conditionnement. De plus, le 

cuivre pourrait se trouver dans un état où il est susceptible de causer des dommages 

cellulaires sans passer par les ROS. Cette toxicité est possible mais peu documentée. En 

effet, une étude montre que le cuivre peut être cytotoxique à l’état Cu+ en déplaçant le fer de 

protéines à centre fer/soufre essentielles à la survie de bactéries Escherichia coli (329). Une 

autre étude montre que le cuivre entraine, sans génération de ROS, l’oligomérisation de 

l’amyline dans des cellules pancréatiques humaines ce qui y entraine le dépôt de plaque 

d’amyloïde et leur mort (330). Une toxicité directe du cuivre affecterait plus les C166 cultivées 

à la surface du matériau Cu0.5HA que celles à la surface de Cu0.1HA, du fait d’une concentration 

supérieure de cuivre en solution. 

La génération accrue de ROS dans les C166 exposées aux milieux conditionnés par 

les matériaux CuxHA peut expliquer leur sécrétion accrue de VEGF (sous-partie IV.1.1) et le 

processus angiogénique associé (caractérisé dans les sous-parties IV.1.2 à IV.1.6) par une 

activation de la voie HIF-1 grâce à l’inactivation de l’enzyme PHD, soit par dégradation directe, 

soit en la privant de ses cofacteurs (par oxydation du Fe2+ en Fe3+ notamment) (331), (219). 

Cependant, l’absence de différences dans l’expression de HIF-1α, après 7 jours de culture sur 

les matériaux et dans sa localisation après 4 jours de culture, suggère que sa stabilisation ou 

sa surexpression n’est effective que dans les premiers jours de culture. D’après les 

observations de la sous-partie IV.1.8, les C166 surexpriment HIF-1α sans hypoxie, il est donc 

possible que le cuivre stimule également l’angiogenèse par bourgeonnement de C166 

indépendamment de la génération de ROS et de la stabilisation de HIF-1α. 

Une stimulation de l’angiogenèse passant par la voie HIF-1 sans interaction avec l’expression 

et/ou la stabilisation de HIF-α est envisageable. Une étude (332) sur des HUVECs exposées 

à des concentrations de 0,1 µM à 10 µM de CuCl2, montre que si le cuivre stimule l’expression 

de VEGF, celle-ci n’est pas toujours accompagnée d’une stimulation de l’expression de HIF-

1α. Une autre étude (333) montre que l’activation de HIF-1 dépend de la présence de cuivre 

et de la protéine CCS (Copper chaperone for superoxyde dismutase 1). Les auteurs 

démontrent également que la synthèse et la stabilité de HIF-1α ne dépendent pas de la 

présence de cuivre mais que ce dernier facilite la liaison de HIF-1 et HIF-1α aux séquences 

de réponse de l’hypoxie. Cette liaison facilitée stimule la transcription des gènes pro-

angiogéniques régulés. CCS est requise pour le transport physiologique de cuivre dans le 

noyau et elle est co-précipitée avec HIF-1α. La présence de cuivre est également requise pour 

la formation du complexe de transcription de HIF-1, constituant l’ensemble de protéines et 

cofacteurs de HIF-1, permettant la transcription des gènes des séquences de réponse de 

l’hypoxie. Le cuivre permettrait la formation de ce complexe de transcription en inhibant le 
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facteur inhibiteur de HIF-1 (FIH-1 : Factor inhibiting HIF-1). Le mécanisme de cette inhibition 

n’est pas connu mais il pourrait s’agir d’un jeu d’affinité car l’activité de FIH-1 nécessite la 

présence de fer avec lequel le cuivre peut entrer en compétition. 

Le milieu conditionné par le matériau Si0.4HA n’entraine pas de surproduction de ROS 

dans les cellules par rapport au milieu conditionné par HA. L’absence d’augmentation du 

niveau de ROS intracellulaires, dans les C166 exposées à du milieu conditionné par Si0.4HA 

en présence d’acide ascorbique, suggère que le ralentissement du taux de fermeture d’une 

blessure dans cette condition (observée dans la sous-partie IV.1.7.2), provient d’une inhibition 

de HIF-1α provoquée par la suractivation de la PHD. Ces résultats suggèrent que l’effet positif 

sur la vitesse de fermeture d’une blessure du milieu conditionné par Si0.4HA sans acide 

ascorbique, provient d’un effet stabilisateur sur HIF-1α, et ce malgré sa surexpression par les 

C166 observée dans la sous-partie IV.1.8. L’absence de stabilisation de HIF-1α observée à 4 

jours et mesurée à 7 jours dans les C166 cultivées à la surface de Si0.4HA, peut s’expliquer 

par un effet transitoire en raison de la faible (<40 µM) concentration de silicium en solution. 

Parallèlement à ces résultats, il est également possible que le silicium en solution agisse via 

un autre mécanisme non élucidé. Ce mécanisme pourrait être similaire à celui du cuivre 

évoqué dans le paragraphe précédent. A savoir, une inhibition de FIH-1 ou de PHD par le 

silicium soluble est possible car des études (334), (335) montrent que le silicium dans une 

solution aqueuse est capable de ralentir l’oxydation de Fe2+ en Fe3+ par écrantage ionique à 

pH neutre. Cette interaction fonctionne pour des concentrations micromolaires de fer et de 

silicium (334). Cette concentration de silicium pourrait être présente en solution suite à la 

solubilisation du matériau Si0.4HA (d’après la discussion de la sous-partie III.2.6). Le silicium 

en solution pourrait alors perturber l’activité de la PHD et/ou de FIH-1 en séquestrant le Fe2+ 

dont ces dernières ont besoin. La faible concentration du silicium en solution et l’absence de 

transporteur spécialisé pouvant le déplacer dans le noyau, peut expliquer la nature transitoire 

de l’effet. Une séquestration de Fe2+ serait cohérente avec la diminution, non significative, du 

niveau de production de ROS par les C166 exposées au milieu de Si0.4HA, sans acide 

ascorbique, par rapport au milieu de HA. En effet, l’oxydation de Fe2+ est une réaction 

productrice de ROS dans l’eau, notamment en présence d’acide ascorbique (312). 

IV.1.10. Conclusion de l’étude in vitro des propriétés angiogéniques des matériaux en 

condition de culture statique 

Cette étude in vitro des propriétés angiogéniques des matériaux HA, Cu0.1HA, Cu0.5HA 

et Si0.4HA a évalué les expressions in situ et/ou les sécrétions de protéines fondamentales 

dans l’angiogenèse (l’ensemble des sous-parties IV.1.1 à IV.1.6), les capacités fonctionnelles 

des C166 exposées aux milieux conditionnés par les matériaux (sous-partie IV.1.7) et les 

mécanismes à l’origine des effets observés ont été recherchés (sous-parties IV.1.8 et IV.1.9). 

Cette étude met en évidence l’existence d’un processus d’angiogenèse par bourgeonnement 

initié par les C166 sur tous les matériaux. En 7 jours de culture, des cellules C166 exprimant 

fortement VEGFR2 réagissent à une sécrétion intrinsèque élevée de VEGF164 et forment des 

structures multicellulaires complexes. La raison de cette sécrétion importante de VEGF164 

tient vraisemblablement à la nature du proto-oncogènes des C166. 

Le matériau de référence HA ne semble pas affecter les cellules dans ce processus et celles-

ci se développent à sa surface ou en présence de son milieu conditionné sans stimulation ou 

inhibition observées. 
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Les matériaux Cu0.1HA et Cu0.5HA stimulent l’angiogenèse par bourgeonnement des 

C166 à leur surface. Cette stimulation provient d’une sécrétion accrue de VEGF164 induite 

par la présence de cuivre en solution. La sécrétion accrue de VEGF164 entraine la formation 

de structures multicellulaires complexes, de grande taille avec des cellules allongées. Le 

VEGF est mitogénique, il stimule la prolifération et accroît la taille des vaisseaux sanguins in 

vivo (48). Cette sécrétion accrue de VEGF164 explique alors la prolifération accrue des C166 

cultivées à la surface des matériaux CuxHA observée après 3 jours de culture et présentée en 

sous-partie III.2.5. Les C166 au sein des amas organisés en fuseaux, ont une expression des 

marqueurs angiogéniques étudiés qui est caractéristique de cellules endothéliales en 

migration au sein d’un bourgeon angiogénique. Ce bourgeon entame des étapes de 

maturation après 7 jours de culture avec la répression de la transcription d’eNOS et la 

surexpression de celle de vWF. La répression d’eNOS est particulièrement évocatrice d’un 

phénomène de maturation induit par la poursuite du processus angiogénique et de 

l’épaississement du cortex cellulaire des C166 (311), indépendamment des conditions 

environnementales. En effet, la transcription d’eNOS est stimulée par la présence de H2O2
 (68) 

et de cuivre (218). Or, dans les conditions CuxHA où elle est réprimée, la présence de cuivre 

entraine une production accrue de ROS intracellulaires. Par ailleurs, cette génération accrue 

de ROS intracellulaires est susceptible d’expliquer le stress cellulaire et la cytotoxicité du 

matériau Cu0.5HA observés en sous-partie III.2.4. Cette production de ROS pourrait être à 

l’origine d’une stabilisation brève de HIF-1α qui entraînerait une stimulation de la voie HIF-1 et 

une sécrétion accrue de VEGF164. La présence de cuivre pourrait également engendrer, 

indépendamment de la génération de ROS, le processus d’angiogenèse par bourgeonnement. 

Cet effet stimulateur du cuivre proviendrait de son affinité envers des protéines associées à la 

voie HIF-1 (333). Cette affinité pourrait faciliter la transcription des gènes de réponse à 

l’hypoxie, dont VEGF, en stabilisant le complexe de transcription de HIF-1. 

Le Si0.4HA est parfaitement biocompatible mais ne stimule pas le processus 

d’angiogenèse des cellules C166 cultivées à sa surface. Le développement cellulaire observé 

est le même que sur le matériau de référence HA. En revanche, ses produits de dissolution 

sont capables de stimuler la prolifération et/ou la migration des cellules C166. Cela suppose 

que le matériau possède la capacité de stimuler des processus cellulaires associés à 

l’angiogenèse car cet effet passe vraisemblablement par une stimulation transitoire de la voie 

HIF-1 grâce à du silicium en solution. Ces produits de dissolution de Si0.4HA ne modifient pas 

la génération de ROS au sein des cellules et seraient capable de bloquer directement des 

cofacteurs de l’enzyme PHD qui gouverne la dégradation de HIF-1α, ou les interactions du 

complexe de transcription comme l’inhibiteur de HIF-1, FIH-1. Cet effet proviendrait d’une 

capacité du silicium en solution à interagir avec Fe2+ (334) qui est utilisé comme cofacteur par 

la PHD et par FIH-1. 

Afin d’élucider le rôle des éléments dopants sur la voie HIF-1 plusieurs expériences ou 

modifications des conditions expérimentales sont envisageables. Premièrement, pour 

analyser le rôle des produits dopants sur FIH-1 et son activité, l’utilisation d’un chélateur du 

fer puis d’un chélateur du produit dopant permettrait de s’assurer que l’effet de ce dernier 

passe par une inhibition de FIH-1. Deuxièmement, il serait utile d’analyser l’expression in situ 

de HIF-1α dans les C166 à des temps de culture courts, ceci afin de mieux comprendre la 

nature des effets pro-angiogéniques des matériaux CuxHA et du milieu conditionné par le 

matériau Si0.4HA. Troisièmement, il serait également utile de conduire les expériences sur HIF-

1α présentées dans cette Partie IV, et les expériences complémentaires susmentionnées, sur 

des cellules endothéliales ayant un profil d’expression de HIF-1α qui soit plus physiologique. 
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Pour cela le choix devrait se porter sur des cellules non cancéreuses, sans prolifération 

excessive et avec une expression de HIF-1α réduite, ou absente, en normoxie. 

La comparaison des effets des produits dopants à une condition hypoxique artificiellement 

créée, par l’ajout de chlorure de cobalt CoCl2, pourrait être intéressante afin d’identifier leur 

mécanisme d’action. Cependant, si leurs actions sont liées à des affinités spécifiques pour les 

protéines associées à HIF-1, alors les voies de signalisation qu’ils activent peuvent être 

significativement différentes. Une étude met notamment en évidence que le cuivre active près 

de 300 gènes qui lui sont spécifiques dans la voie HIF-1(336). Une étude comparant l’effet du 

CoCl2 à celui du CuCl2 sur des HUVECs montre également que les deux composés stimulent 

l’angiogenèse par des voies de signalisation différentes (332). Cependant, le dopage 

d’hydroxyapatite par du cobalt pourrait être un développement intéressant. Une étude (337), 

caractérisant les propriétés biologiques d’hydroxyapatites dopées au cobalt, montre que celui-

ci permet la stabilisation de HIF-1α et augmente la sécrétion de VEGF dans des ostéoblastes 

MG-63 (cellules provenant d’ostéosarcomes) après 7 jours de culture quand 0,37% m/m de 

dopant est présent, sans affecter leur viabilité. 

La maturation des bourgeons angiogéniques sur tous les matériaux gagnerait à être étudiée 

par microscopie confocale pour suivre l’élongation des cellules et une éventuelle formation de 

lumière. Pour étudier la tubulogenèse, l’utilisation d’un substrat 3D comme le MatrigelTM 

pourrait être bénéfique afin de confirmer que les cellules endothéliales conservent leurs 

capacités de formation de vaisseaux in vivo. 

Le niveau d’oxydation du milieu de culture est un paramètre essentiel à caractériser en 

présence de cuivre. Il serait utile d’analyser le niveau d’aldéhydes comme le malondialdéhyde, 

produit lors de la peroxydation des lipides (297), dans le milieu de culture. 

Les caractérisations des propriétés biologiques des matériaux de la Partie III et de cette 

Partie IV, suggèrent qu’il peut être utile de développer et d’étudier de nouveaux matériaux 

dopés au cuivre ou au silicium. L’objectif serait d’optimiser la capacité de ces dopants à 

stimuler le potentiel de réparation osseuse d’implants d’hydroxyapatites. De plus, cette étude 

montre qu’un changement de modèle d’étude des biomatériaux est nécessaire. En effet, les 

matériaux CuxHA sont prometteurs pour vasculariser des implants osseux mais ils entrainent 

le relargage d’une quantité de cuivre susceptible d’être toxique pour le tissu osseux. Un 

matériau moins concentré en cuivre pourrait conserver son effet stimulateur en limitant la 

cytotoxicité pour les cellules endothéliales mais surtout pour les cellules osseuses qui y sont 

plus sensibles. En effet, la concentration de cuivre efficace pour stimuler HIF-1 dans des 

HUVECs débute dès 0,1 µM (332), alors que des effets cytotoxiques sur les cellules du tissu 

osseux les plus sensibles, des cellules souches de moelle osseuse, ne sont rapportés qu’à 

partir de 0,7 µM (217). Le matériau Si0.4HA est intéressant pour la vascularisation d’implant 

osseux car il semble posséder des effets favorables grâce à des produits solubles. Ces 

matériaux peuvent donc posséder un effet dans l’environnement du site d’implantation et sans 

aucune toxicité. Sans changer de modèle expérimental, une plus grande concentration de 

silicium soluble serait susceptible d’avoir des effets plus favorables sur l’angiogenèse. Les 

contraintes de synthèse limitent la réalisation de SixHA au-delà de x =1 (159) mais l’utilisation 

de Si0.4HA microporeuse pourrait augmenter significativement la quantité de silicium disponible 

en facilitant la solubilisation de ce dernier par augmentation de la surface d’échange avec le 

milieu. Pour conclure, il serait intéressant d’étudier dans les mêmes conditions, des matériaux 

dopés répondant aux critères développés ci-dessus : d’une part, une concentration plus faible 

de cuivre et d’autre part, une concentration plus forte de silicium. 
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De plus, ces matériaux gagneraient à être étudiés dans des conditions différentes. 

Parmi celles-ci, l’utilisation de modèles plus représentatifs des conditions in vivo peut affecter 

les résultats par le biais de stimulation paracrines réciproques. L’existence de relation 

paracrines entre les cellules endothéliales et les cellules osseuses, favorables au 

développement du tissu osseux, ainsi que la stimulation avérée du silicium sur des voies de 

signalisation des ostéoblastes, requiert l’utilisation de cocultures pour mieux évaluer les 

propriétés biologiques in vivo de ces biomatériaux. Une étude (235) en situation de coculture 

entre des fibroblastes humains et des HUVECs démontre l’utilité de ce besoin d’étendre les 

conditions de test. Dans cette étude (235), le silicium est capable de stimuler indirectement la 

prolifération des HUVECs par le biais d’une augmentation des sécrétions paracrines de VEGF 

des fibroblastes dès une concentration de silicium de 0,7 ppm (~25 µM). Cette concentration 

est peut-être atteinte dans les milieux du matériau Si0.4HA mais cet effet pertinent in vivo ne 

peut pas être mesuré dans ces travaux de thèse.  

Ce besoin de cocultures et de modèles aux conditions plus représentatives de l’environnement 

in vivo est essentiel pour caractériser des biomatériaux céramiques. Pour cette raison, la Partie 

V est dédiée à la mise en place d’un modèle de culture in vitro, utilisant des monocultures et 

d’une coculture, dans un bioréacteur en flux par perfusion, pour évaluer les propriétés 

d’architectures céramiques macroporeuses plus représentatives des implants osseux.  
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Partie V. Mise en place d’un modèle in vitro d’évaluation des propriétés 

biologiques de céramiques phosphocalciques dans un bioréacteur en flux par 

perfusion 

V.1. Démarche expérimentale de la mise en place du modèle in vitro 

L’objectif de cette mise en place est d’obtenir un modèle de culture in vitro, qui permette 

d’évaluer de manière pertinente les propriétés biologiques de biomatériaux céramiques, dont 

la finalité est de servir d’implant osseux. Pour mettre en place ce modèle d’étude in vitro des 

architectures d’hydroxyapatites denses macroporeuses sont utilisées. L’hydroxyapatite est 

utilisée car c’est une céramique phosphocalcique bien caractérisée. Des monocultures de 

cellules endothéliales C166, de pré-ostéoblastes MC3T3-E1 Sc14 et une coculture de 2 C166 : 

1 MC3T3-E1 Sc14 sont utilisées pour ensemencer les architectures. Ces systèmes sont 

cultivés pendant 1 à 3 semaines au sein d’un bioréacteur en flux par perfusion. La mise en 

forme des architectures est réalisée par micro-extrusion puis frittage sous air. Les pièces sont 

ensuite caractérisées chimiquement par DRX et FTIR pour contrôler la pureté de leur phase 

et leur composition chimique. Leur surface est contrôlée par observations MEB et leur densité 

est mesurée par pycnométrie. 

Le développement cellulaire au sein des architectures est caractérisé par visualisation du 

matériel biologique à l’aide de coloration histologique de coupes d’architectures après leur 

inclusion en résine de PMMA. La sécrétion de VEGF164 est mesurée dans les milieux de 

culture et l’expression de marqueurs clefs de l’angiogenèse et de l’ostéogenèse sont 

mesurées. 

V.2. Caractéristiques physico-chimiques des architectures d’hydroxyapatite 

V.2.1. Mise en forme d’architecture macroporeuse en hydroxyapatite par micro-

extrusion 

Les architectures d’hydroxyapatite sont mises en forme par micro-extrusion par 

robocasting. La pâte élaborée selon les informations de la sous-partie II.1.5.2 est chargée 

dans une extrudeuse conçue et développée au laboratoire. Le réservoir est muni d’une buse 

de sortie de 400 µm de diamètre et l’extrusion est réalisée en atmosphère saturée en humidité 

sur un film de poly acétate. En raison du diamètre de la buse, les architectures de HA sont 

dénommées HA400. Pour permettre l’adhérence de la première couche extrudée, la hauteur 

initiale de la buse par rapport au film est réglée manuellement à 150 µm à l’aide d’un clinquant. 

Le piston de 6 mm de diamètre presse la pâte au sein du réservoir à une vitesse constante de 

4 mm/s . Cette vitesse d’extrusion peut être ajustée en fonction du comportement de la pâte. 

Par exemple, elle est réduite à environ 2 mm/s pour les premières couches afin de faciliter 

l’adhérence de la pâte au film et la stabilité de la pièce, puis elle est accélérée jusqu’à atteindre 

4 mm/s. En dehors du contrôle de la vitesse, le procédé d’extrusion est automatisé et les 

mouvements latéraux et verticaux sont ajustés automatiquement par le programme d’extrusion 

selon le programme pré-enregistré. La vitesse de déplacement de la buse est par exemple de 

800 mm/min lorsque la vitesse d’extrusion est réglée à 4 mm/s. 

La Figure 83 présente une architecture HA400 à la fin du processus d’extrusion. 
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Figure 83 : Architecture HA400 après extrusion 

Les filaments protrudant des côtés de l’architecture fraîchement extrudée (Figure 83) 

correspondent aux fins de course de la buse. Ces extensions existent car l’extrusion doit être 

étendue pour éviter de déformer la pièce pendant la rupture du filament de la buse réalisé par 

un mouvement rapide du système d’extrusion. 

V.2.2. Séchage et frittage 

Les pièces extrudées sont placées dans une enceinte climatique (Weisstechnik) pour suivre 

le cycle de séchage suivant : 

- 25°C humidité relative à 75% pendant 15 h – 40°C humidité relative à 32% pendant 

5 h – 25°C humidité relative à 32% pendant 75 min. 

Ce cycle permet de sécher uniformément la pièce et évite la déformation de sa couche 

extérieure. C’est une étape essentielle à la régularité des surfaces des pièces entre les 

différents lots. Une fois la pièce sèche, les filaments protrudant en dehors de l’architecture 

(Figure 83), indésirables car de taille variable et hors gabarit de la chambre de perfusion, sont 

délicatement retirés à l’aide d’une pince métallique. 

Les architectures séchées et nettoyées sont frittées sous air dans le four MOS-B 180/4. Un 

déliantage est réalisé pour brûler la phase organique (Darvan C-N, PEI) avant le frittage de la 

céramique selon le cycle thermique complet suivant : 

- 1°C/min – 500°C – 10°C/min – 1200°C 1 h – 10°C/min. 

Le déliantage jusqu’à 500°C est progressif pour éviter d’entrainer des déformations 

importantes de la pièce en retirant brusquement la phase organique qui occupe environ 50% 

de son volume avant le séchage en enceinte climatique. 

Les architectures frittées sont immergées en éthanol (83804.360, VWR) et nettoyées dans un 

bain à ultrason réglé à la puissance maximale pendant 10 min puis séchées pendant 24h à 

100°C dans une étuve. Les poussières déposées à la surface de la pièce sont retirées par 

projection d’air comprimé. Les pièces destinées à la culture cellulaire sont ensuite emballées 
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dans de l’aluminium (face brillante vers l’intérieur), puis stérilisées en chaleur sèche à 200°C 

durant 4 h et placées dans l’enceinte stérile d’un poste de sécurité microbiologique. Ces pièces 

sont ensuite ensemencées et placées dans le bioréacteur en flux par perfusion selon les 

informations de la sous-partie II.2.6.2.2. 

V.2.3. Apparence et dimension des pièces de HA400 

Des architectures HA400 frittées sont présentées dans la photographie légendée de la Figure 

84. 

 

Figure 84 : Photographie d'architectures HA400 frittées à 1200°C pendant 1 h avec des rampes à 

10°C/min après un déliantage à 500°C avec une rampe de 1°C/min 

Les architectures de HA400 frittées mesurent environ 8,5 mm de côté et 6,2 mm de hauteur. 

Elles sont composées de 24 couches avec une orientation de 90° des filaments d’une couche 

par rapport à la suivante et chaque couche est composée de 12 filaments parallèles. Les 

architectures de HA400 frittées (Figure 84) sont blanches, l’éclairage de la Figure 84 donne 

l’impression d’une coloration jaune. L’absence de certains filaments en surface des 

architectures est due à leur désolidarisation survenant généralement pendant la manipulation 

à l’issue du séchage. L’architecture « bas » est caractéristique de ce qui est observé sur la 

première couche extrudée avec un léger aplatissement de ses filaments. Cet aplatissement 

est une conséquence de la nécessité de se positionner à proximité du film d’acétate (150 µm) 

pour y faire adhérer cette première couche de filaments extrudés. 

V.2.4. Caractéristiques chimiques de HA400 

V.2.4.1. Caractérisation chimique par DRX 

Pour contrôler l’impact de la mise en forme et du frittage sur la cristallinité de l’hydroxyapatite, 

une caractérisation par DRX est réalisée. Un diffractogramme représentatif de HA400 frittée à 

1200°C pendant 1 h et réduite en poudre est présenté en Figure 85. 
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Figure 85 : Diffractogramme typique de HA400 frittée sous air à 1200°C pendant 1 h 

Etoile : Angle correspondant à l’hydroxyapatite 

L’analyse des phases cristallines de HA400 (Figure 85) indique que tous pics de diffractions 

correspondent à de l’hydroxyapatite. L’hydroxyapatite reste bien monophasée à l’issue du 

frittage des pièces. 

V.2.4.2. Caractérisation chimique par FTIR 

Pour contrôler l’absence de contamination chimique lors de la mise en forme, du 

séchage et du frittage de la pièce une caractérisation chimique par FTIR est réalisée sur de 

l’HA400 frittée à 1200°C pendant 1 h et réduite en poudre. Un spectre FTIR typique de HA400 

frittée est présenté en Figure 86. 
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Figure 86 : Spectre FTIR de HA400 frittée à 1200°C pendant 1 h 

Les bandes vibrationnelles de l’hydroxyapatite sont indexées d’après les données du Tableau 2. 

Le spectre FTIR de HA400 frittée (Figure 86) montre que toutes les bandes vibrationnelles 

correspondant à l’hydroxyapatite pure (Tableau 2) sont observées. Le spectre est comparable 

à ceux observés à l’issu du frittage de HA sous forme de pastilles (Figure 30). Les différents 

procédés de mise en forme n’altèrent pas la composition chimique de la poudre utilisée. 

V.2.5. Caractéristiques physiques de HA400 

La surface des architectures HA400 frittées est observée par microscopie électronique, 

des observations caractéristiques sont présentées en Figure 84. 
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Figure 87 : Observation MEB de la surface de HA400 frittée à 1200°C pendant 1 h 

Barres d’échelles : A = 5 µm ; B = 40 µm ; C = 100 µm ; D = 500 µm. Images obtenues avec une 

tension de 10 kV (FEI-Quanta FEG 450) 

La surface de HA400 frittée (Figure 87) est composée de grains d’environ 0,9 ± 0,5 µm de 

diamètre. De nombreux sillons sont visibles à la surface des filaments donnant une apparence 

rugueuse à la pièce. Il y a peu de porosité visible à la surface de celle-ci. Sur ses extrémités 

les filaments d’hydroxyapatites mesurent 380 ± 30 µm et sont espacés d’environ 270 ± 30 µm. 

En raison de l’affaissement de la pièce jusqu’à son séchage total, les filaments sont 

majoritairement aplatis. Les dimensions des macropores à l’intérieur de l’architecture sont plus 

faibles que vers l’extérieur. Au sein de la pièce leur hauteur est de 145 ± 15 µm et leur largeur 

de 205 ± 25 µm avec des dimensions plus faibles à la base de la pièce (là où l’extrusion 

débute) et plus grandes en haut de la pièce. Les filaments internes mesurent 425 ± 25 µm de 

largeur et 270 ± 30 µm de hauteur. Ces différences sont visibles en aval de cette partie en 

Figure 88 sur des coupes latérales des architectures. Les données sont résumées dans le 

Tableau 15. 
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Tableau 15 : Dimensions internes de HA400 

La taille des grains est obtenue d’après la dimension moyenne de plus de 250 grains sur 3 

architectures HA400. Les dimensions des filaments et des macropores sont obtenues en moyennant 

les mesures de 7 architectures sur des images MEB ou de microscopie photonique à raison d’au 

moins 4 champs soit les dimensions d’un minimum de 4 filaments et 8 macropores par architecture. 

Données en moyenne ± écart-type. 

Taille des 

grains 

(µm) 

Largeur des 

filaments 

externes 

(µm) 

Taille des 

macropores 

externes (µm) 

Largeur 

des 

filaments 

internes 

(µm) 

Hauteur 

des 

filaments 

internes 

(µm) 

Hauteur des 

macropores 

internes (µm) 

Largeur des 

macropores 

internes (µm) 

0,9 ± 0,5  380 ± 30 270 ± 30 425 ± 25 270 ± 30 145 ± 15 205 ± 25 

La taille des grains est presque 2 fois supérieure à celle des pastilles de HA comme renseigné 

dans la partie III.1.4 : 0,9 ± 0,5 µm pour HA400 contre 0,5 ± 0,2 pour les pastilles de HA. Cela 

s’explique par le frittage avec un temps de pallier plus long de 30 min. Malgré la croissance 

granulaire limitée de HA à 1200°C (274), celle-ci n’est pas absente. 

Le taux de densification de HA400 frittée à 1200°C pendant 1 h a été mesurée par pycnométrie 

sous hélium de pièces entières et de poudres frittées selon l’équation : 

𝑡𝑎𝑢𝑥 𝑑𝑒 𝑑𝑒𝑛𝑠𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 =  
𝑑𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡é 𝑟𝑒𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑎𝑝𝑝𝑎𝑟𝑒𝑛𝑡𝑒

𝑑𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡é 𝑑𝑒𝑠 𝑝𝑜𝑢𝑑𝑟𝑒𝑠 𝑓𝑟𝑖𝑡𝑡é𝑒𝑠 
  

Les données sont rapportées dans le Tableau 16. 

Tableau 16 : Densification de HA400 

Données obtenues sur 3 architectures HA400 

Densité HA400 frittée 

(g/cm3) 

Densité poudre HA400 frittée 

(g/cm3) 

Taux de densification 

(%) 

3,1139 3,1361 99,3% 

Les architectures de HA400 ont un taux de densification supérieur à 99% (Tableau 16). Au-delà 

du seuil de 95%, une céramique est considérée comme exempte de porosité ouverte (274). 

Les résultats sont cohérents avec des architectures de HA400 denses après frittage comme les 

observations de la Figure 87 le montrent. 

La topographie n’a pas été mesurée, les sillons visibles (Figure 87) sont dus à l’extrusion. 

Ces caractérisations confirment que les architectures de HA400 frittées sont des pièces denses 

macroporeuses composées d’hydroxyapatite monophasée pure dans la limite de 

caractérisation des systèmes d’analyses. 
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V.2.6. Evaluation biologiques préliminaires en 3D dynamique des architectures de 

HA400 

Les architectures de HA400 sont des hydroxyapatites monophasées pures, ce qui 

signifie qu’elles influent peu sur l’activité des cellules endothéliales comme évoqué dans la 

partie I.6.1. Elles peuvent en revanche favoriser la différenciation de pré-ostéoblastes et la 

minéralisation résultante en raison de concentration de calcium élevé comme rapporté dans 

la sous-partie I.5.2.2.1.2. Le flux continu de milieu peut affecter significativement l’activité des 

cellules cultivées à la surface de l’architecture en générant un stress de cisaillement. Ce flux 

de milieu aqueux à 37°C est réglé à 1 mL/min et les pores les plus grands au travers duquel il 

doit s’écouler font moins de 2 cm de diamètre (chambre de perfusion). En approximant ces 

chambres à des cylindres parfait la nature du flux en leur sein peut être calculé grâce au 

nombre de Reynolds obtenu grâce à la formule : 

𝑅𝑒 = 𝑉 (
𝑑

𝜈
)  

V est ici la vitesse d’écoulement du flux, d le diamètre du conduit et 𝜈 la viscosité cinématique 

du milieu. Avec V = 1 mL/min soit 0,0167cm3/s, d = 2 cm soit 0,00018 cm et 𝜈 = 0,6959 mm²/s 

(caractérisitique de H2O à 37°C) soit 0,006959 cm²/s. Le nombre de Reynolds calculé est : Re 

= 4,8. Un nombre de Reynolds inférieure à 2000 indique que le flux est vraisemblablement 

laminaire.  

La rencontre avec un obstacle et le passage à travers des pores plus petits peuvent créer des 

turbulences et modifier transitoirement la nature du flux et/ou induire des surpressions 

associées à une stagnation du milieu (338). En cas de flux laminaire la prolifération et la 

différenciation des pré-ostéoblastes sera stimulée tout comme l’angiogenèse des cellules 

endothéliales. En cas de flux turbulent les pré-ostéoblastes devraient avoir leur activité 

ostéogénique augmentée tandis que les cellules endothéliales devraient peu proliférer (89), 

(339), (340). 

V.2.7. Etude de la colonisation des architectures HA400 

V.2.7.1. Observation de coupes de HA400 

Des pièces HA400 ensemencées de cellules C166 ou de coculture 2 C166 : 1 MC3T3-

E1 Sc14 et placées dans un bioréacteur en flux par perfusion pendant 1, 2 ou 3 semaines ont 

été incluses dans une résine de PMMA, découpées, polies et colorés à l’aide d’une coloration 

histologique HE selon le protocole de la sous-partie II.2.8.2. Les observations de certaines des 

coupes de pièces incubées pendant 3 semaines sont présentées dans la Figure 88. 
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Figure 88 : Coupes de HA400 après 21 jours de culture 

Coloration HE. A et C : C166 seules. B et D : coculture de 2 C166 pour 1 MC3T3-E1 Sc14. 

L’observation de la colonisation des pièces de HA400 cultivées pendant 21 jours (Figure 88), 

ne permet pas de visualiser de matériel biologique. Par ailleurs, la taille variable des 

macropores et les déformations des filaments visibles entre la Figure 88 A et la Figure 88 B 

sont dues à l’affaissement de la pièce lors du séchage comme discuté précédemment en sous-

partie V.2.3. Les rayures visibles sont dues au processus de polissage et les tâches sombres 

sont dues à des bulles d’air emprisonnées.  

Le développement des cellules au sein d’un macropore est plus rapide à partir des angles 

internes (341), (342). Cependant, les coins des macropores architectures HA400 (Figure 88 C 

et D) sont également vides de cellules. La coloration HE utilisée permet de marquer le 

cytoplasme en rouge et les noyaux en bleu et aucun marquage évocateur et sans ambiguïté 

n’a été observé sur les coupes. Toutes les pièces HA400 ensemencées et traitées de cette 

manière présentent la même absence visuelle de matériel biologique. 

Des études préliminaires à ces travaux ont pourtant confirmé que la colonisation des 

architectures HA400 est efficace ainsi que le développement des cellules après une incubation 

de 3 semaines dans le bioréacteur en flux par perfusion. Des observations des noyaux des 

cellules sur des architectures HA400 issues d’expérience réalisées avant ces travaux de thèse 

sont présentées en Figure 89. 
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Figure 89 : Etudes préliminaires du développement cellulaire à la surface de HA400 

Bleu : noyaux. A et B : images extraite des travaux de A. Magnaudeix, non publiés. A : HA400 

ensemencée avec 50 000 cellules d’une coculture de 2 C166 : 1 MC3T3-E1 Sc14, laissées adhérer 

pendant 4 h en conditions statiques puis cultivées pendant 48 h en bioréacteur ; B : HA400 

ensemencée avec 50 000 MC3T3-E1, laissées adhérer 3 h en conditions statiques puis cultivées 

pendant 21 jours en bioréacteur. Barre d’échelle = 250 µm. 

La surface des architectures de HA400 lors des études préliminaires (Figure 89) est colonisée 

par des cellules dès 24 h de culture (Figure 89 A). De plus, les cellules prolifèrent et atteignent 

une densité de population importante après 21 jours de culture (Figure 89 B). Les conditions 

d’ensemencement et de culture dans ces études préliminaires sont similaires à celles des 

architectures présentées en Figure 88. De ce fait, la présence de cellules adhérentes sur les 

architectures présentées dans la Figure 88 est très probable. 

L’absence de matériel biologique visualisé dans les coupes histologiques (Figure 88) peut 

s’expliquer par l’existence d’une trop fine couche de cellules pour être observée ou par la perte 

du matériel biologique lors de l’inclusion en résine et/ou de la préparation des coupes. Il n’a 

pas été possible de réaliser une dépolymérisation des coupes de HA400 ensemencées et 

incluses en résine. Il n’a donc pas été possible de contrôler sur celles-ci la présence de 

matériel biologique par immunofluorescence. 

Un ajustement et une optimisation des protocoles expérimentaux pour l’analyse des images 

issues de coupes sera nécessaire. La méthode d’inclusion en résine et de coupe devra être 

modifiée. 

V.2.7.2. Sécrétion de VEGF164 

La sécrétion de VEGF164 dans le milieu de culture du bioréacteur en flux par perfusion 

est mesurée par test ELISA pour les architectures de HA400 ensemencées avec la monoculture 

de C166 et la coculture 2 C166 : 1 MC3T3-E1 Sc14, les résultats sont présentés en Figure 90. 



Arthur Brunel | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2023 223 

Licence CC BY-NC-ND 3.0 

 

Figure 90 : Sécrétion de VEGF164 de cellules cultivées sur HA400 en bioréacteur à flux 

Tests statistiques : Kruskal-Wallis suivi d’un test post-hoc de Dunn. Nombre d’échantillons 

indépendants = 3.  

La sécrétion de VEGF164 par des cellules cultivées sur HA400 (Figure 90) évolue faiblement 

avec le temps de culture en présence de C166 en monoculture. Pour rappel, conformément 

aux informations de la sous-partie II.2.6.2.2, le milieu de culture est renouvelé tous les 7 jours. 

La concentration retrouvée est de 14 ± 3 pg/mL après 7 jours, de 5 ± 1 pg/mL après 14 jours 

et de 11 ± 17 pg/mL après 21 jours. La sécrétion de VEGF164 par une coculture 2 C166 : 1 

MC3T3-E1 Sc14 semble augmenter avec le temps. Elle est de 28 ± 22 pg/mL après 7 jours, 

de 63 ± 53 pg/mL après 14 jours et de 742 ± 470 pg/mL après 21 jours. Aucune significativité 

statistique n’est retrouvée en raison des faibles variations ou des forts écart-types mesurés. 

Le VEGF164 est présent en trop faible quantité dans le milieu de culture pour être précisément 

quantifié, même après une concentration des échantillons selon le protocole renseigné dans 

la sous-partie II.2.7.9. 

A l’exception de la sécrétion après 3 semaines par des cellules en coculture, les concentrations 

sont faibles par rapport à la sécrétion de VEGF164 mesurée en conditions 2D sur les 

matériaux comme présenté dans la sous-partie IV.1.1. Pour rappel, les sécrétions de 

VEGF164 des C166 mesurées après 7 jours de culture sont de 0,82 ± 0,15 ng/mL en présence 

de milieu complet sans matériau, de 1,05 ± 0,6 ng/mL en présence de HA, de 2,3 ± 0,39 ng/mL 

en présence de Cu0.1HA, de 1,93 ± 0,2 ng/mL en présence de Cu0.5HA et de 1,08 ± 0,13 ng/mL 

en présence de Si0.4HA (Figure 59). Les volumes dans lesquels ces concentrations sont 

mesurées ne sont cependant pas comparables, les mesures de l’étude en modèle statique 

sont réalisées dans 1 mL, celles de l’étude en modèle dynamique le sont dans 25 mL. Le 

VEGF164 a une demi-vie très courte de quelques heures dans un milieu aqueux contenant 

0,2 M de PBS in vitro (301). Par ailleurs, comme détaillé en sous-partie IV.1.1, l’action 
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protectrice des protéines du sérum, comme l’albumine (302), pourrait dans le meilleur des cas 

étendre cette demi-vie jusqu’à une vingtaine d’heure (303). Par conséquent, les mesures 

réalisées ne proviennent donc pas d’une accumulation dans le milieu entre les différents temps 

de mesure mais d’une sécrétion basale augmentée. La comparaison en valeur absolue est 

donc pertinente mais il faudra également la normaliser par rapport au nombre de cellules pour 

pouvoir comparer les expériences. La quantité en valeur absolue de VEGF164 retrouvée dans 

les milieux est pour les C166 seules de 350 ± 75 pg/ml après 7 jours, 125 ± 25 pg/mL après 

14 jours et 275 ± 425 pg/mL après 21 jours. Pour les cocultures de 2 C166 : 1 MC3T3-E1 Sc14 

elle est de 700 ± 550 pg/mL après 7 jours, 1575 ± 1325 pg/ml après 14 jours et de 18 550 ± 

11 750 pg/mL après 21 jours. 

La quantité de cellules à la surface des pastilles et des architectures HA400 n’est pas non plus 

comparable. Les matériaux ϕ10 ont une surface d’environ 0,442 cm² et les ϕ13 une surface 

d’environ 0,724 cm². La surface spécifique des architectures n’a pas pu être mesurée mais 

peut être estimée pour comparer les ordres de grandeurs. Cette surface est estimée d’après 

l’équation : 

𝑠𝑢𝑟𝑓𝑎𝑐𝑒 𝐻𝐴400 =  𝑠𝑢𝑟𝑓𝑎𝑐𝑒 𝑓𝑖𝑙𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡 𝑥 𝑛𝑜𝑚𝑏𝑟𝑒 𝑑𝑒 𝑓𝑖𝑙𝑎𝑚𝑒𝑛𝑡𝑠 

Deux hypothèses simplificatrices sont considérées, à savoir que tous les filaments sont 

parfaitement cylindriques et que leur intersection représente un point unique infiniment petit. 

Les filaments sont approximés à des cylindres de 380 µm de diamètre et de 8,5 mm de long. 

La surface de ces cylindres est calculée d’après l’équation : 

 𝑠𝑢𝑟𝑓𝑎𝑐𝑒 𝑑′𝑢𝑛 𝑐𝑦𝑙𝑖𝑛𝑑𝑟𝑒 =  2𝜋 𝑥 𝑟² +  𝜋 𝑥 𝑟 𝑥 ℎ  

La surface est d’environ 0,104 cm² par filament. Une architecture comporte 288 filaments soit 

une surface d’environ 29,5 cm². Le calcul est grossier et ne prend pas en compte les 

affaissements, les croisements des filaments mais également la rugosité. Ce calcul permet de 

constater que la surface utile d’une architecture HA400 est d’un à deux ordres de grandeurs 

supérieure aux matériaux 2D. Cela signifie qu’à densité cellulaire égale de la surface des 

matériaux, la sécrétion de VEGF164 est très faible, près de 10 fois moins que les conditions 

statiques (sous-partie IV.1.1) en monoculture de C166, et qu’elle est faible en cas de coculture 

jusqu’à 14 jours de culture. Elle devient à 21 jours de culture comparable aux sécrétions des 

C166 observées en condition statique. 

Ces résultats montrent que des cellules se développent dans les architectures de HA400 dans 

les conditions expérimentales étudiées. Les monocultures de C166 ont une sécrétion réduite 

de VEGF qui peut provenir d’une densité cellulaire faible. La quasi-stagnation de la sécrétion 

de VEGF entre 1 et 3 semaines de culture suggère que la population de cellules évolue peu. 

Ces résultats peuvent suggérer que le flux de milieu est localement turbulent ce qui bloquerait 

les cellules endothéliales dans un phénotype propice à l’inflammation (89). Les cocultures 2 

C166 : 1 MC3T3-E1 Sc14 ont une sécrétion de VEGF croissante jusqu’à sécréter des 

quantités comparables aux modèles statiques de la partie IV. Cela témoigne d’une densité 

cellulaire en augmentation et probablement d’une différenciation accrue des pré-ostéoblastes 

en ostéoblastes. Cela peut provenir du flux qui peut stimuler l’activité des pré-ostéoblastes 

(339). 

Il serait utile de réaliser une analyse in silico de la nature du flux traversant les architectures 

pour mieux comprendre le comportement des cellules cultivées en leur sein. Ce type d’analyse 

peut aussi être utilisée pour optimiser la structure des architectures, et maximiser la probabilité 

qu’un flux laminaire les traversent dans des conditions expérimentales déterminées. 
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Il serait intéressant de mesurer la sécrétion de VEGF par des MC3T3-E1 Sc14 seules. De 

plus, les cellules-endothéliales sécrètent BMP-2 et possèdent certains de ses récepteurs 

(343). Cette voie de signalisation autocrine entraine des effets dépendant de la provenance 

des cellules endothéliales. Par exemple, la liaison de BMP2 sur des HUVEC stimule leur 

capacité de migration de prolifération, sur des HUAEC ces effets sont également 

accompagnés d’une diminution du taux d’apoptose (343). BMP-2 promeut la différenciation de 

CSM en pré-ostéoblaste, et l’ajout de BMP-2 au sein de biomatériaux imprégnés stimulent 

l’ostéogenèse autour du site d’implantation (344). Analyser le niveau de sécrétion de BMP-2, 

par test ELISA, par les cellules endothéliales en coculture avec des pré-

ostéoblastes/ostéoblastes, et le comparer à des monocultures est une des voies à explorer 

pour connaitre le niveau d’interaction paracrines entre les cellules d’une coculture. Comme 

évoqué dans la sous-partie traitant de l’angiogenèse au sein du tissu osseux (I.4.7) des 

protéines sécrétées par les cellules endothéliales, comme IGF-1 et l’Endothéline 1, ont un effet 

positif sur la croissance du tissu osseux (145). Analyser leur sécrétion par test ELISA 

permettrait également de mieux caractériser les interactions entre les cellules d’une coculture. 

Il serait également intéressant d’étudier la formation de jonction communicantes, avec la 

protéine connexine 43, entre les pré-ostéoblastes et les cellules endothéliales. Celles-ci 

modulent, in vitro, la différenciation des pré-ostéoblastes en cocultures avec des HUVEC 

(345). Leur fonction exacte et leur présence in vivo reste à déterminer (298). 

V.2.8. Conclusion de la mise en place d’un modèle in vitro d’évaluation des propriétés 

biologiques de céramiques phosphocalciques dans un bioréacteur en flux par 

perfusion 

Dans cette partie, des architectures d’hydroxyapatite en 3D ont été réalisées par micro-

extrusion puis ensemencées et incubées dans un bioréacteur en flux par perfusion. Les 

travaux sur cette étude montrent que ce modèle de caractérisation in vitro est prometteur.  

Cependant, les méthodes d’analyse doivent encore être affinées et/ou développées pour 

pouvoir en tirer pleinement partie. Parmi celles-ci, l’amélioration des techniques de 

visualisation du matériel biologique au sein de coupes histologiques devra être une priorité. 

De même, il est nécessaire de développer des méthodes d’analyse de l’expression des 

protéines et des ARN caractéristiques des processus biologiques recherchés. Il est à noter 

que des pièces ensemencées et cultivées avec des monocultures de C166, de MC3T3-E1 

Sc14 et de coculture 2 C166 : 1 MC3T3-E1 Sc14, sont conservées à -80°C pour ces analyses. 

Cependant, en raison de contrainte de temps, ces échantillons n’ont pas pu être analysés 

pendant ces travaux de thèse. 

L’analyse des sécrétions de VEGF164 montre que les cellules endothéliales C166 en 

monoculture se développent mal à la surface de HA400 tandis que des cocultures 2 C166 : 1 

MC3T3-E1 Sc14 semblent s’y développer normalement. La grande présence de VEGF dans 

le milieu des cocultures après 21 jours de culture suggère que la différenciation des pré-

ostéoblastes est très favorisée et qu’un processus d’angiogenèse par bourgeonnement 

pourrait y exister. 

Une fois la mise en place et la validation de la méthodologie de caractérisation de ce modèle, 

l’étude des matériaux dopés, notamment en cuivre et en silicium, mis en forme en tant 

qu’architecture 3D permettra d’apporter des informations inatteignables dans les modèles 2D.   
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Conclusion 

Les travaux de cette thèse avaient deux objectifs principaux. Premièrement, il s’agissait 

d’évaluer in vitro les propriétés angiogéniques et angioconductrices d’hydroxyapatites dopées 

au cuivre ou au silicium. Deuxièmement, il fallait développer un modèle in vitro de 

caractérisation des propriétés biologiques de céramiques phosphocalciques qui soit plus 

représentatif de l’environnement in vivo. La nécessité de ce développement provient des 

limites de représentativité des modèles de culture statique couramment utilisés pour 

caractériser les biomatériaux. Un nouveau modèle d’étude est nécessaire pour optimiser le 

développement de biomatériaux et limiter le recours aux modèles animaux en réalisant des 

caractérisations pertinentes au in vivo en amont. 

Quatre compositions d’hydroxyapatites ont été synthétisées et mises en forme sur la base des 

travaux réalisées précédemment au laboratoire IRCER de Limoges. Ces compositions, 

monophasées et exemptes de contamination chimique, sont : l’hydroxyapatite 

stœchiométrique (HA) de formule Ca10(PO4)6(OH)2, l’hydroxyapatite dopée au silicium 

(Si0.4HA) de formule Ca10(PO4)5.6(SiO4)0.4(OH)1.6 et deux hydroxyapatites dopées au cuivre de 

formule Ca10(PO4)6CuII
zCuI

yO2H2-2z-y (y ≫ z) où x=y+z et x = 0,1 mole (Cu0.1HA) ou x = 0,5 mole 

(Cu0.5HA). 

Deux types de pièces céramiques ont été élaborés : des pastilles denses (taux de densification 

> 95%), mises en forme par pressage uniaxial et une architecture macroporeuse, mise en 

forme par micro-extrusion 3D. Les caractérisations physico-chimiques des pastilles des quatre 

compositions (DRX, FTIR, MEB, Poussée d’Archimède, pycnométrie, profilométrie) ont montré 

que seule leur composition chimique est susceptible d’entrainer une variation de leurs effets 

biologiques. L’HA, en tant que composition biocompatible et bien caractérisée, a été utilisée 

pour mettre en forme les architectures 3D macroporeuses. 

Pour évaluer les propriétés angiogéniques et angioconductrices des quatre matériaux, 

des cellules endothéliales murines de la lignée C166 ont été cultivées directement à la surface 

des pastilles d’HA dopées, ou en présence d’extraits de milieu de culture conditionné (i.e. dans 

lequel les céramiques ont été immergées seules). Les expériences biologiques ont été 

conduites simultanément et les résultats comparés à ceux obtenus pour l’HA. Cette 

composition est couramment utilisée comme matériau céramique pour la substitution osseuse 

et a servi de référence interne en raison de sa biocompatibilité et de son absence de 

stimulation de l’angiogenèse. La biocompatibilité des matériaux et leurs propriétés 

angiogéniques ont été évaluées sur des durées pouvant aller jusqu’à 7 jours selon les 

caractérisations. 

Les matériaux Si0.4HA et Cu0.1HA sont biocompatibles jusqu’à la durée maximale de l’étude de 

7 jours. Par rapport aux cellules cultivées sur le matériau HA, les cellules C166 y sont en 

quantité similaire. L’activité métabolique des populations de C166 sont comparables et leurs 

taux de mortalité ne sont pas significativement différents. Jusqu’à 4 jours de culture, les C166 

cultivées à la surface du matériau Cu0.5HA sont comparables à celles sur les autres matériaux 

par leur nombre, leur activité métabolique et leur taux de mortalité. Cependant, après 7 jours 

de culture, le matériau Cu0.5HA entraine une cytotoxicité qui réduit le nombre de cellules par 

rapport aux autres matériaux. Le fort taux de mortalité des C166 à la surface de ce matériau 

le désigne comme non biocompatible. Malgré cette mortalité importante, la quantité de cellules 

viables et ne présentant pas de signe de stress reste plus de 10 fois supérieure à 

l’ensemencement initial. En raison de cette capacité à maintenir une population de cellules 
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dans un état physiologique, la caractérisation biologique du matériau Cu0.5HA a été poursuivie 

pour étudier l’effet de la dose de cuivre sur les marqueurs de l’angiogenèse exprimés par les 

C166. 

Les matériaux CuxHA entrainent une stimulation de la prolifération des C166 à 3 jours de 

culture. Cet effet peut s’expliquer par la présence d’une concentration de cuivre en solution 

supérieure aux seuils où il possède un effet stimulateur de la prolifération sur les cellules 

endothéliales d’après les données de la littérature. 

La cytotoxicité du matériau Cu0.5HA à 7 jours de culture est attribuable à sa plus grande teneur 

en cuivre, associée à la plus grande concentration de cuivre dans le milieu de culture. En effet, 

cette concentration est à un niveau où des effets cytotoxiques ont été observés sur des cellules 

endothéliales. Cette cytotoxicité proviendrait de la génération de ROS induite par le cuivre en 

solution, mais une toxicité directe du cuivre n’est pas exclue. 

Les C166 cultivées sur les matériaux s’organisent en fuseaux multicellulaires dès 3 jours de 

culture à la surface des matériaux CuxHA et à partir de 4 jours de culture à la surface de HA 

et Si0.4HA. Dans ces fuseaux, les C166 adoptent un phénotype caractéristique de cellules 

endothéliales en migration avec une structure allongée, de nombreuses fibres de stress et peu 

de VE-Cadhérine aux jonctions membranaires. Ces cellules expriment fortement le récepteur 

VEGFR2, acteur principal de l’angiogenèse par bourgeonnement en réponse au VEGF. Sur 

les matériaux CuxHA, les C166 expriment fortement PECAM-1 et sécrètent davantage une 

forme de MMP-9. Ces phénotypes caractéristiques d’un processus angiogénique, plus rapide 

sur les matériaux CuxHA, sont attribuables à la sécrétion de VEGF164 par les C166 à la 

surface de ces matériaux. La survenue plus rapide de l’angiogenèse sur les hydroxyapatites 

dopées au cuivre est attribuable à une sécrétion significativement accrue de VEGF164 par les 

C166 à 7 jours cultivées sur Cu0.5HA et dès 4 jours pour celles cultivées sur Cu0.1HA 

uniquement. 

Les C166 cultivées sur les matériaux CuxHA surexpriment après 7 jours de culture l’ARNm de 

vWF, régulateur et inhibiteur de l’angiogenèse, et répriment l’expression de l’ARNm d’eNOS, 

un initiateur de l’angiogenèse. Ces expressions dans des cellules où un processus 

angiogénique par bourgeonnement est actif, suggèrent que les fuseaux multicellulaires 

qu’elles forment sont assimilables à des bourgeons angiogéniques en cours de maturation. 

L’origine de la stimulation pro-angiogénique des matériaux CuxHA a été recherchée, 

notamment le mécanisme pro-angiogénique du cuivre régulièrement suggéré dans la 

littérature Ces études suggèrent qu’une surproduction de ROS due au cuivre stabiliserait 

l’expression de HIF-1α. Les travaux de cette thèse montrent que ce mécanisme pourrait être 

à l’origine de la stimulation initiale des C166 sur les matériaux CuxHA car des milieux 

conditionnés par ces matériaux entrainent la surproduction de ROS intracellulaires. En 

revanche, les sécrétions accrues de VEGF164 à 4 et 7 jours, en l’absence d’expression 

augmentée de HIF-1α, suggèrent qu’il existe en parallèle un autre mécanisme de stimulation 

de l’angiogenèse par le cuivre. Ce mécanisme pourrait également impliquer la voie HIF-1, sur 

laquelle le cuivre peut agir directement en bloquant son inhibiteur FIH-1 par interaction avec 

le Fe2+ qu’il utilise comme cofacteur. 

Un milieu de culture conditionné par le matériau Si0.4HA, est capable de stimuler la vitesse de 

fermeture d’une blessure d’une couche de C166. Cette stimulation pourrait passer par une 

vitesse de migration accrue en raison de l’absence de stimulation de la prolifération des C166 

par le matériau. L’origine de cet effet provient probablement d’une inhibition de l’enzyme PHD 
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dégradant HIF-1α ou de l’inhibiteur de HIF-1, FIH-1. L’effet de Si0.4HA provient 

vraisemblablement de silicium en solution, sous forme d’acide orthosilicique, à une 

concentration micromolaire. Cette concentration est susceptible de perturber la cinétique 

d’enzymes utilisant le fer comme cofacteur en interagissant avec ce dernier. Un milieu de 

culture conditionné par le matériau Si0.4HA semble limiter la génération de ROS, même en 

présence d’acide ascorbique capable d’initier ces réactions. Cet effet proviendrait notamment 

de la capacité de Si(OH)4 à séquestrer le Fe2+, catalyseur de réaction productrices de ROS. 

Au final, les matériaux Si0.4HA et Cu0.1HA testés lors de ces travaux de thèse sont capables 

de soutenir un processus angiogénique et le matériau Cu0.1HA est pro-angiogénique. Le 

matériau Cu0.5HA est pro-angiogénique mais sa forte teneur en cuivre limite ses capacités à 

soutenir un processus angiogénique. 

Les expériences réalisées lors de cette thèse montrent que les ajouts directs d’éléments 

chimiques dans les milieux de culture à des concentrations équivalentes à celles retrouvées 

dans les milieux de cultures conditionnés par les matériaux céramiques ne répliquent pas 

fidèlement le conditionnement. Ce problème de fidélité pourrait provenir de la réactivité du 

cuivre et de la méthode expérimentale sélectionnée. En raison de la solubilité des 

hydroxyapatites, il serait difficile de répliquer un conditionnement par le matériau. Par 

conséquent, la réalisation de contrôles par ce biais est à éviter au profit de conditionnement 

par les matériaux à évaluer. 

La difficulté à apporter un avis définitif sur les propriétés d’un matériau, notamment sur 

la biocompatibilité du matériau Cu0.5HA, souligne la nécessité de développer des modèles 

d’analyse des biomatériaux in vitro plus proches des conditions in vivo. Une voie d’amélioration 

importante est l’utilisation de cocultures pertinentes. Une autre voie essentielle est de répliquer 

l’effet du mouvement des fluides interstitiels. Ces deux voies d’amélioration aident à répliquer 

le microenvironnement du site d’implantation du biomatériau. Avec des conditions in vitro plus 

proches de celles in vivo, il deviendrait possible d’identifier rapidement les caractéristiques 

physico-chimiques favorables ou défavorables des biomatériaux. Cela réduirait les temps de 

caractérisations de leurs propriétés biologiques et diminuerait les risques d’échec, lors des 

tests in vivo, grâce à la plus grande pertinence des résultats. 

 Pour mettre en place le nouveau modèle de caractérisation in vitro des propriétés 

biologiques de céramiques phosphocalciques, les architectures macroporeuses d’HA ont été 

placées dans un bioréacteur en flux par perfusion. Les architectures ont été ensemencées 

avec des monocultures de C166, de pré-ostéoblastes murins MC3T3-E1 Sc14, ou des 

cocultures des deux avec un ratio de deux C166 pour une MC3T3-E1 Sc14. Les cultures ont 

été maintenues pendant 1, 2 ou 3 semaines. Des inclusions en résines des architectures ont 

été réalisées afin d’observer le développement des cellules au sein de la pièce après coloration 

histologique. Des prélèvements du milieu de culture ont été réalisées pour mesurer la sécrétion 

de VEGF164. 

Les cellules au sein des architectures n’ont pas été observées, soit en raison de problèmes 

techniques, soit en raison d’un développement cellulaire en monocouche trop fine pour être 

observée par le biais de l’inclusion en résine et de la coloration histologique. Les cellules sont 

cependant présentes et sécrètent du VEGF164. Les monocultures de C166 sécrètent un 

niveau basal constant jusqu’à 21 jours de culture ce qui témoigne du maintien d’une population 

dans un état physiologique comparable. Les cocultures sécrètent une quantité plus importante 

de VEGF164 au cours du temps jusqu’à atteindre après 21 jours un niveau de sécrétion 

comparable à celles observées par les C166 sur les pastilles. Cette comparaison tient en 
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compte des différentes de volume des milieux mais suppose que la densité cellulaire est 

comparable ce qui ne peut pas être confirmée. Cela suggère néanmoins que la population de 

cellules de la coculture est en augmentation, et/ou que les pré-ostéoblastes se différencient 

en ostéoblastes, et/ou que les C166 sont stimulées par des interactions paracrines avec les 

MC3T3-E1 Sc14 et sécrètent davantage de VEGF164. Cette sécrétion augmentée suggère 

que les C166 en coculture pourraient produire une angiogenèse par bourgeonnement dans 

ces architectures. 

 

Perspectives : 

Le développement de matériaux adaptés à la réparation osseuse bénéficierait de l’élucidation 

complète des mécanismes pro-angiogéniques du cuivre et du silicium. Une première étape 

serait d’utiliser des chélateurs du fer et du cuivre pour investiguer le rôle de l’inhibition de 

FIH-1. Un autre axe serait de rechercher le rôle des voies de l’hypoxie dans l’angiogenèse par 

bourgeonnement produite par les C166, en utilisant du CoCl2, un composé capable de mimer 

chimiquement une hypoxie. Si le rôle intrinsèque de la chimie du cuivre pour son activité pro-

angiogénique est confirmé, le développement d’un matériau à faible teneur en cuivre devrait 

être envisagé. Ce matériau possèderait une plus faible toxicité tout en conservant un effet 

stimulateur, qui apparait dans la littérature dès des concentrations sub-micromolaires. Celui-

ci pourrait mieux répondre aux besoins de vascularisation des biomatériaux céramiques pour 

la réparation osseuse, tout en réduisant le risque de toxicité pour les cellules environnantes 

comme les cellules stromales mésenchymateuses. 

L’utilisation de matériaux présentant une structure microporeuse pourrait permettre une 

meilleure solubilisation des éléments dopants. En effet, cela permettrait, pour des matériaux 

pouvant difficilement contenir davantage d’élément dopant comme le silicium (cas de Si0.4HA), 

d’augmenter les concentrations de ces composés bioactifs en solution. La présence de 

différentes quantités de dopants en solution permettrait d’identifier d’éventuels effets dose-

dépendant. Dans le cas du silicium, une concentration importante pourrait favoriser 

l’ostéogenèse tout en stimulant certains processus angiogéniques. 

L’utilisation de plusieurs dopants dans le même matériau est une voie à explorer. La 

combinaison d’une faible concentration de cuivre et d’une forte concentration de silicium 

pourrait activer des voies de signalisation pro-angiogéniques et pro-ostéogéniques tout en 

limitant la génération de ROS.  

Les matériaux testés seront à étudier en bioréacteur pour valider les propriétés observées 

dans les modèles statiques. Ces études gagneront en pertinence à utiliser des cocultures de 

cellules endothéliales, cellules osseuses et idéalement de cellules immunitaires. L’utilisation 

de cellules différenciées et non différenciées dans ces modèles apparait essentielle pour 

comprendre l’interaction des matériaux avec l’environnement de son site d’implantation. Par 

ailleurs, la caractérisation de la nature du flux au sein des architectures macroporeuses en 

culture et de son évolution sera essentielles pour comprendre l’origine des effets biologiques 

observés dans ce système in vitro dynamique. 
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Annexe 1. Etudes biologiques non adaptées à la caractérisation des matériaux 

Du fait des paramètres physiques et de l’environnement chimique des pastilles utilisées 

dans les caractérisations biologiques, certaines techniques courantes en biologie perdent en 

fiabilité et ne devraient pas être utilisées pour de futures caractérisations biologiques en 

conditions similaires. 

Annexe 1.1. Mesure de la viabilité cellulaire par incorporation de la calcéine 

  

Figure 91 : Illustration du marquage calcéine de C166 cultivées à la surface de Cu0.1HA après 4 

jours de culture 

Calcéine : molécule fluorescente en présence d’estérase, signe de la viabilité des cellules ; Hoechst 

33342 : noyaux. Combinaison : superposition de la calcéine et du Hoechst 33342. Grossissement 

final 400X. Barre d’échelle = 50 µm 

Lorsqu’une population de C166 atteint une densité cellulaire où les cellules se superposent 

(Figure 91), la calcéine est peu adaptée à l’estimation de la viabilité en raison du 

chevauchement entre les cellules. Pour rappel, les cellules mortes marquées à la calcéine 

n’émettent plus de fluorescence or cette absence d’émission est non discernable au milieu de 

l’émission des cellules viables. De plus, la calcéine est une molécule dont la fluorescence est 

partiellement inhibée par un phénomène de quenching exercé par de nombreux ions 

métalliques, et parmi ceux-ci le cuivre Cu2+ en est un fort inhibiteur (346). Des données sur la 

calcéine Red Orange n’ont pas été trouvées mais ce phénomène a été observé dans les 

expériences de cette thèse. Par conséquent, il a été nécessaire avant les observations de 

chélater ces ions Cu2+ à l’aide d’un traitement à l’EDTA. Cependant, malgré ces traitements, 

les observations réalisées sur CuxHA ont nécessité des temps d’exposition très supérieurs (5 

à 10 fois plus longtemps selon les observations) à ceux utilisés pour visualiser la calcéine RO 

sur HA et Si0.4HA pour obtenir un signal similaire. Ceci altère la qualité des observations et 

rend les comparaisons difficiles. De plus, même en condition physiologique toutes les cellules 

marquées à la Calcéine n’ont pas la même intensité de fluorescence. En présence d’ions 

métalliques certaines de ces cellules peu marquées ont une fluorescence comparable au bruit 

de fond sans qu’elles ne soient plus viables. 

L’utilisation de la calcéine comme indicateur à forte densité cellulaire et en présence de 

certains ions à savoir Mn2+, Fe3+, Co2+, Ni2+ et Cu2+ (300) n’est pas recommandé. Son utilisation 

pour le suivi de population cellulaire doit être faite en prenant en compte d’autres limitations, 

notamment la diminution progressive de l’intensité de fluorescence. L’intensité de fluorescence 

n’est pas identique entre différentes lignées cellulaires ce qui peut rendre son utilisation 

complexe en cas de coculture (347). 
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Annexe 1.2. Evaluation du taux de fermeture de blessure sur pastille 

 Réaliser des blessures sur une couche de cellules directement à la surface des 

pastilles s’est révélé complexe. Ceci en raison de plusieurs caractéristiques spécifiques des 

matériaux étudiés et de l’équipement disponible pour réaliser ces expériences. La Figure 92 

présente les images issues d’un test de fermeture de blessure sur pastille. 

 

Figure 92 : Illustrations de test de fermeture de blessure sur pastilles 

Cellules observées à l’aide d’un marquage à la calcéine RO. T : heure après la blessure. 

Grossissement final 100X. Barre d'échelle = 500 µm. 

La fermeture de blessures réalisées à la surface de pastilles (Figure 92) est présentée 

regroupée en un montage, pour faire le parallèle avec ceux de la partie IV.1.7 où le même test 

est fait en plaque et en présence de milieux conditionnés. 

Deux points rendent l’utilisation de ces tests complexe. Premièrement, il reste parfois des 

amas cellulaires au centre de la blessure. Il y a également le décollement partiel du tissu 

cellulaire, qui se replie ensuite sur les bordures de la blessure et qui parfois dépose des amas 

dans la blessure. Ces deux phénomènes non illustrés sur la figure précédente entrainent des 

zones où les cellules ne peuvent pas proliférer et/ou migrer ou, au contraire, des zones de 

migration en plein cœur de la blessure ce qui fausse les analyses. Des rinçages 

supplémentaires peuvent éliminer partiellement ces phénomènes mais la couche de cellules 

tend à se décoller en d’autres endroits, notamment sur Cu0.5HA, comme discuté dans la sous-

partie III.2.2.1. Deuxièmement l’exposition des pastilles à l’environnement extérieur et leur 

manipulation extensive entrainent régulièrement des effets négatifs sur les cellules comme il 

est partiellement visible ici sur HA à 15 h et 24 h (cellules rondes en grappes au centre de la 

blessure). Ce dernier point est très problématique car il entraine la perte de l’échantillon à 

analyser. D’après les expériences la source de ces effets négatifs est un refroidissement trop 

intense des cellules lors de la mesure. 
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Le seul moyen d’éviter ces problèmes est d’utiliser un système de suivi en temps réel et un 

système pour automatiser la réalisation de la blessure sur les matériaux. Cette solution n’est 

pas sans difficultés car l’observation de cellules à la surface du matériau demande un 

marqueur fluorescent n’agissant pas sur leurs capacités de prolifération et de migration et 

restant stable dans le temps. 

C’est en partie pour ces raisons que les « wound healing assay » ont été réalisés à partir des 

milieux conditionnés par les matériaux, et au sein d’un système permettant le suivi en temps 

réel dans des conditions optimales pour les cellules. 

Annexe 1.3. Mesure de la prolifération cellulaire par suivi du signal de Ki67 

Ki67 est une protéine nucléaire, qui n’est pas une histone, et qui agit en périphérie des 

chromosomes comme tensioactif pour les maintenir écartés pendant la mitose et éviter la 

formation d’une pelote de chromatine après la dissociation de l’enveloppe nucléaire (348). Sa 

présence, vitale aux cellules proliférantes est communément considérée comme une preuve 

de prolifération (349). Des marquages de Ki67 par immunofluorescence ont été réalisés sur 

des C166 pour calculer leur taux de prolifération selon les différents matériaux. Des 

illustrations de ces marquages sont présentées dans la Figure 93. 

 

Figure 93 : marquage in situ typique de Ki67 dans des C166 après 3 jours de culture sur les 

matériaux 

Vert : Ki67. Grossissement final 400X. Barre d’échelle = 50 µm. 

L’expression in situ de Ki67 (Figure 93) dans les C166 à la surface des matériaux montre que 

toutes les cellules expriment Ki67. Cela était inattendu d’après son utilisation comme marqueur 

de prolifération où on attend une absence d’expression pour les cellules non proliférantes. 

Ki67 a en fait un niveau d’expression qui varie en fonction du cycle cellulaire, il n’est exprimé 

que pendant les phases S, M2 et M et est constamment dégradé en phase G0 et G1 (350). 

Par conséquent, plus une cellule prolifère régulièrement plus elle maintiendra un niveau 

minimal de Ki67 élevé. La méthode de choix pour mesurer le niveau de prolifération d’une 

population cellulaire proliférant rapidement comme les C166 est donc de mesurer le niveau 

total de fluorescence et de comparer les conditions entre elles. Cependant, les conditions 

expérimentales ne permettent pas de comparer précisément les intensités de fluorescence 

entre elles. Premièrement, les pastilles ne sont pas toutes planes et les C166 se superposent 

ce qui ne permet pas de mesurer précisément les intensités. Ensuite, il est possible que les 

matériaux réagissent différemment avec les longueurs d’onde émises (réflexion). Il est aussi 

possible qu’il y ait apparition de quenching avec les ions solubilisés dans le milieu. Ces 

différents problèmes rendent inadaptée l’utilisation de Ki67 comme indicateur de la 
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prolifération sur les matériaux. Cela a été confirmé en comparant ces analyses préliminaires 

au taux d’incorporation de l’EdU. C’est d’ailleurs suite à cette incapacité à utiliser Ki67 comme 

marqueur de prolifération que les mesures de prolifération ont été faites par visualisation de 

l’incorporation de l’EdU. Cette dernière technique est plus robuste dans ces conditions mais 

elle a nécessité de chélater les ions Cu2+, afin de permettre une réaction « chimie click » 

contrôlée dans le temps, comme renseigné dans le matériel et méthode. 

 

 

 



 

Titre : Hydroxyapatites dopées au cuivre ou au silicium : analyse du comportement de 
cellules endothéliales in vitro 

Les lacunes osseuses de grande taille, survenant en raison d’un traumatisme ou d’une 

condition pathologique, nécessitent l’utilisation d’un implant, naturel ou synthétique pour 

obtenir une réparation satisfaisante de l’os. De l’os naturel n’est pas toujours disponible ou 

son prélèvement n’est pas toujours désirable. Les solutions synthétiques couramment utilisées 

incluent des céramiques phosphocalciques dont fait partie l’hydroxyapatite de formule 

Ca10(PO4)6(OH)2. Cette céramique aisée à mettre en forme et biocompatible n’est cependant 

pas stimulatrice de l’angiogenèse. En raison du manque de vascularisation, les implants 

poreux en hydroxyapatite ne permettent pas une réparation osseuse satisfaisante pour les 

défauts de grande taille. De nombreuses études ont été effectuées sur l’incorporation 

d’éléments chimiques susceptibles d’induire un effet stimulateur de la néoformation tissulaire 

au sein de l’hydroxyapatite. Les travaux de cette thèse ont porté sur la caractérisation 

d’hydroxyapatites dopées, élaborées précédemment au laboratoire IRCER. Celles-ci sont de 

l’hydroxyapatite dopée au silicium (Si0.4HA) de formule Ca10(PO4)5.6(SiO4)0.4(OH)1.6, et deux 

hydroxyapatites dopées au cuivre de formule Ca10(PO4)6CuIIzCuIyO2H2-2z-y (y ≫ z) où x=y+z et 

x = 0,1 (Cu0.1HA) ou x = 0,5 (Cu0.5HA). Ces hydroxyapatites dopées, ainsi que l’hydroxyapatite 

pure servant de référence, ont été mises en forme en tant que pastilles céramiques denses, 

et caractérisées physico-chimiquement pour pouvoir les comparer dans une série 

d’expériences biologiques visant à évaluer leurs propriétés angiogéniques et 

angioconductrices. Ces expériences utilisent les cellules endothéliales murines C166 cultivées 

jusqu’à 7 jours et démontrent la biocompatibilité des matériaux Si0.4HA et Cu0.1HA. Le matériau 

Cu0.5HA est cytotoxique à 7 jours en raison de sa plus forte teneur en cuivre. Les matériaux 

Cu0.1HA et Cu0.5HA possèdent un effet pro-angiogénique dépendant du cuivre. Le matériau 

Si0.4HA possèderait un faible effet pro-angiogénique par le biais de silicium en solution. Les 

modèles de culture statique couramment utilisés pour caractériser les biomatériaux ne 

répliquent toutefois pas avec justesse les conditions in vivo du site d’implantation. Cette limite 

peut compromettre la représentativité des caractérisations in vitro. Pour améliorer la 

pertinence des caractérisations biologiques in vitro préalables à des tests in vivo, une partie 

des travaux de cette thèse a été dédiée à la mise en place d’un modèle de culture in vitro en 

condition dynamique. Des architectures macroporeuses d’hydroxyapatite ont été mise en 

forme par micro-extrusion, caractérisées physico-chimiquement, et ensemencées avec des 

monocultures de C166, de pré-ostéoblastes murins MC3T3-E1 sous-clone 14 ou des 

cocultures au ratio de deux C166 pour une MC3T3-E1 sous-clone 14. Ces architectures ont 

été cultivées jusqu’à 3 semaines dans un système de bioréacteur en flux par perfusion. Les 

caractérisations biologiques issues d’essais préliminaires montrent la présence de cellules se 

développant activement au sein des architectures et mettent en évidence l’importance de 

cocultures. 

 

Mots-clés : [Céramiques phosphocalciques ; Substitution ionique (Silicium, Cuivre) ; Culture 
cellulaire ; Cellules endothéliales ; Angiogenèse] 

 

 



 

Title: Copper- or silicon-doped hydroxyapatites: in vitro analysis of endothelial cell 

behavior 

Large bone defects that occur due to trauma or disease require the use of an implant, either 

natural or synthetic, for proper bone repair. Natural bone autograft is not always available or 

its harvest desirable. Synthetic implants that are commonly used include phosphocalcic 

ceramics such as hydroxyapatite of formula Ca10(PO4)6(OH)2. However, this easily processed 

and biocompatible ceramic does not stimulate angiogenesis. Due to the lack of vascularization, 

hydroxyapatite implants do not allow satisfactory bone repair for large defects. Numerous 

studies have been performed on the incorporation of chemical elements to stimulate bone 

healing within hydroxyapatite scaffolds. This thesis’ work was carried out on doped 

hydroxyapatites previously elaborated at the IRCER laboratory (Institute of Research for 

Ceramics) of Limoges. These are a silicon-doped hydroxyapatite (Si0.4HA) of formula 

Ca10(PO4)5.6(SiO4)0.4(OH)1.6, and two copper-doped hydroxyapatites of formulas 

Ca10(PO4)6CuIIzCuIyO2H2-2z-y (y ≫ z) where x=y+z and x = 0.1 (Cu0.1HA) or x = 0.5 (Cu0.5HA). 

During this thesis, these ceramics, and pure hydroxyapatite used as a reference, were shaped 

as pellets and physico-chemically characterized in order to compare them in a series of 

biological experiments aiming to evaluate their angiogenic and angioconductive properties. 

These experiments used murine C166 endothelial cells for up to 7 days of culture and 

demonstrate the biocompatibility of the Si0.4HA and Cu0.1HA ceramic materials. The Cu0.5HA 

material is cytotoxic at 7 days of culture due to its high copper content. The Cu0.1HA and 

Cu0.5HA materials have a copper-dependent pro-angiogenic effect. The Si0.4HA material may 

have a weak pro-angiogenic effect through silicon in solution. Static culture models are 

commonly used to characterize the biological behavior of biomaterials but do not accurately 

replicate the implantation site in vivo conditions. This shortcoming can compromise the 

representativeness of in vitro characterizations. To improve the relevance of in vitro biological 

characterizations prior to in vivo tests, a part of this thesis’ work was dedicated to the 

implementation of an in vitro culture model in dynamic condition. Macroporous hydroxyapatite 

architectures were shaped by micro-extrusion and physiochemically characterized. They were 

seeded with monocultures of C166, murine MC3T3-E1 subclone 14 pre-osteoblasts, or 

cocultures with the ratio of two C166 to one MC3T3-E1 subclone 14. These architectures were 

grown for up to 3 weeks in a perfusion flow bioreactor system. Preliminary biological 

characterizations show the presence of actively growing cells within the architectures and point 

out the importance of co-cultures. 

 

Keywords : [Phosphocalcic ceramics; Ionic substitution (Silicon, Copper); Cell culture; 
Endothelial cells; Angiogenesis] 

 
 


