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Introduction générale

Depuis plusieurs années, un intérét croissant est porté a I’élaboration de nouveaux
matériaux dans I’optique de les utiliser dans les domaines biomédical et pharmaceutique. Les
domaines principalement visés sont la libération contr6lée de substances biologiquement
actives et I’ingénierie tissulaire développée pour la reconstruction des tissus malades.

De nombreux dispositifs reposant sur des matrices polyméres ont ainsi été proposés.
Ces dispositifs sont géneralement des hydrogels érodables préparés a partir de polymeres
d’origine naturelle ou de polymeres synthétiques dégradables. Les hydrogels sont composés
principalement d’un fluide dont les molécules sont retenues par de faibles quantités de
macromolécules formant un réseau tridimensionnel. Le réseau est créé par I’établissement de
nceuds de réticulation qui peuvent étre des liaisons covalentes dans le cas des hydrogels
chimiques et des interactions secondaires dans le cas des hydrogels physiques. Les liaisons
réversibles de faible énergie stabilisant les hydrogels physiques ont une durée de vie
caractéristique contrairement aux gels chimiques.

Le domaine des gels physiques connait une forte expansion, en raison notamment du
processus de gélification mis en jeu qui ne requiert aucun agent réticulant toxique ainsi que
des potentialités en termes de matériaux stimulables. Ces systemes sont capables de répondre
a I’échelle moléculaire a de tres faibles stimuli physiques ou chimiques (force ionique, pH,
température, présence de molécules (bio)spécifiques). L’application d’un champ extérieur
peut notamment conduire a une modification du nombre et de la durée de vie des jonctions
physiques. L’obtention de tels systemes passe donc par I’introduction sur les chaines
polymeéres de groupements chimiques judicieusement choisis. Les propriétés mécaniques de
ces hydrogels dépendent fortement de leur structure. De ce fait, la méthode utilisée pour la
modification chimique s’avere primordiale pour contréler les interactions et leur stabiliteé.

Parmi les polymeres utilisés pour former des hydrogels physiques, les
polysaccharides d’origine naturelle possédent des propriétés intéressantes et originales
valorisables dans le domaine des biomatériaux. Les polysaccharides se distinguent clairement
des polymeéres synthétiques. 1ls ont trés souvent les caractéristiques particuliéres de
biodégradabilité et de biocompatibilité et sont des polymeres semi-rigides contrairement aux
polymeéres synthétiques flexibles.

Dans le cadre de cette thématique, nous nous sommes proposés de développer de
nouveaux types de gels physiques a base d’un polysaccharide. Les travaux présentés dans ce
manuscrit ont été effectués au sein de I’équipe “Structures et Fonctions des polysaccharides”
du CERMAV et s’inscrivent dans I’une des thématiques du groupe visant a développer des
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méthodes de modification chimique contrblées et sélectives des polysaccharides en vue
d’obtenir des systemes épaississants ou gelifiants.

Des travaux antérieurs, effectués au laboratoire, portant sur [|’élaboration
d’assemblages supramoléculaires a base de chitosane, polysaccharide d’origine naturelle
obtenu par N-désacétylation de la chitine, ont guidé le présent travail. Des hydrogels
physiques ont été obtenus par la formation simultanée de complexes d’inclusion entre des
molécules de B-cyclodextrine et des dérives adamantane greffés sur les chaines de chitosane.

Dans le cadre de cette these, nous nous sommes proposés d’étendre les travaux a un
autre polysaccharide d’origine naturelle, I’acide hyaluronique ou hyaluronane (HA). Ce
polysaccharide est bien connu au sein du laboratoire puisque son comportement a fait I’objet
de nombreuses études. Nous avons choisi ce polysaccharide en raison de ses propriétés
viscoélastiques et biologiques tres intéressantes et valorisables dans le domaine des
applications biomédicales. De plus, ce polymere présente I’avantage d’étre soluble en milieu
aqueux neutre. Par ailleurs, modifier chimiquement le hyaluronane de fagon controlée
représente un véritable défi expérimental.

Notre objectif a éte de préparer de nouveaux réseaux tridimensionnels a base de HA
dans lesquels I’énergie et la taille des jonctions interchaines sont contrdlées et bien définies.
Les systemes envisagés reposent sur la formation d’interactions multivalentes spécifiques
entre des molécules “hotes” et des molécules “invitées” chacune greffée sur le hyaluronane. La
molécule hote utilisée est la B-cyclodextrine (B-CD) et la molécule invitée hydrophobe est un
dérivé d’adamantane dont la taille est parfaitement adaptée a celle de la cavité de la B-
cyclodextrine.

Deux assemblages supramoléculaires de structure différente ont été envisagés afin
d’évaluer I’influence de I’énergie de la jonction sur la stabilité du réseau. Nous avons donc
entrepris de synthétiser différentes macromolécules hétes et invitées: des chaines de
hyaluronane sur lesquelles des monomeres de B-cyclodextrine et d’adamantane sont greffés
de facon aléatoire et des chaines macromoléculaires possédant des dimeéres de B-cyclodextrine
et d’adamantane. Le mélange de ces polyméres complémentaires devrait conduire a la
formation d’hydrogels physiques résultant de la formation de complexes d’inclusion B-
CD/AD simples et de la formation de paires de complexes p-CD/AD, comme le montrent les
schémas suivants. Les interactions spécifiques B-CD/AD devraient jouer le réle de jonctions

labiles interchaines.
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Groupement adamantane cavité de B-cyclodextrine

hydrophobe

/ ’ >,

e

Chaine polysaccharidique de hyaluronane

HA(AD)/HA(CD) HA(AD)2/HA(CD)2
Réseau stabilisé par des Réseau stabilisé par des
complexes B-CD/AD paires de complexes
simples p-CD/AD

L’ objectif vise avec ces systemes est plus particulierement de relier la structure
chimique au comportement en milieu aqueux. Une étude détaillée et la caractérisation de ces
assemblages supramoléculaires originaux par calorimétrie et par rhéologie sont présentées.

Nous avons choisi d’articuler ce manuscrit autour de quatre chapitres.

Le premier chapitre, situant le travail dans son contexte bibliographique, s’organise en
trois volets. Tout d’abord les principales architectures d’hydrogels physiques sont abordées,
ce qui permet ensuite d’appréhender le cas particulier des assemblages supramoléculaires a
base de complexes d’inclusion de cyclodextrine et de rappeler les acquis antérieurs. Les
objectifs de ce travail pourront donc étre plus précisément définis. Le dernier volet est
consacré aux principales caractéristiques de I’acide hyaluronique.

Dans un deuxiéme chapitre, nous présentons la synthése des macromolécules hotes et
invitées et des molécules modeéles en vue d’obtenir les hydrogels physiques. Nous nous
employons a développer une chimie contr6lée et sélective du hyaluronane en phase aqueuse
afin d’obtenir des systemes bien définis.

La troisieme partie est consacrée a I’étude physico-chimique détaillée des différents
assemblages supramoléculaires obtenus. L’analyse thermodynamique des propriétés de
complexation réalisée par titration calorimétrique et rhéologie, en particulier par des mesures
de viscosité et des mesures en mode dynamique, sont présentées.

La quatrieme partie décrit les méthodes expérimentales genérales utilisées, en
particulier le matériel et les différentes synthéses chimiques effectuées.
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Introduction

L’objectif de ce travail est I’obtention de réseaux tridimensionnels physiques en milieu
aqueux a base d’acide hyaluronique dont les nceuds de réticulation interchaines sont
constitués de complexes d’inclusion B-cyclodextrine/adamantane de différentes structures.
Ces travaux font donc appel aux concepts et aux démarches expérimentales habituellement
utilises pour la conception de structures supramoléculaires qui, dans certaines conditions,
conduisent a la formation d’hydrogels physiques.

La premiere partie de ce chapitre décrit les hydrogels physiques du point de vue de
leurs structures, de la nature des interactions et de leurs propriétés. Toutes ces caractéristiques
sont étroitement liées aux processus de gélification mis en jeu qui doivent donc étre analyses.
Deux types d’hydrogels physiques sont considérés : les systemes auto-associatifs et les
hydrogels obtenus par mélange polymere/polymere et polymére/petite molécule.

Les assemblages supramoléculaires stabilisés a base de complexes d’inclusion de
cyclodextrines et leurs différentes structures font I’objet d’une seconde partie. Cette partie
nous permettra également de définir le contexte de I’étude et les objectifs qui ont guidé ce
travail de thése.

Enfin, la troisieme partie porte sur les caractéristiques essentielles du polysaccharide

utilise pour ce travail : I’acide hyaluronique.
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A.Les hydrogels physiques

| Deéfinition

Les hydrogels sont des réseaux tridimensionnels constitués de polymeéres dans lesquels
sont présents des domaines ou des groupes hydrophiles hydratés dans un environnement
aqueux. Le terme de réseau implique la présence de réticulations qui empéchent la dissolution
en solution aqueuse. Les hydrogels se divisent en deux grandes familles : les gels chimiques
et les gels physiques, aussi désignés sous les termes de gels irréversibles et gels réversibles.
La différence entre ces deux familles réside dans la nature des liaisons qui constituent les
réticulations : liaisons covalentes dans le premier cas, liaisons secondaires réversibles
(hydrogéne, van der Waals, ioniques, hydrophobes, complexes...) dans le second [1].

Lorsque I’énergie et la durée de vie des jonctions labiles et réversibles sont
suffisamment importantes, les systemes conduisent a des hydrogels physiques, objets de cette
étude.

Le réseau physique formé peut étre stabilisé par des jonctions ponctuelles (figure I-1
(A)) réparties de fagcon aléatoire mais le plus souvent, il posséde des zones de jonctions
formés par des liaisons coopératives (figure 1-1 (B)).

K
Interactions ponctuelles (A) — -
\
Interactions coopératives (B) ﬁ/\g{j __,ﬁg_g —
v 1)

Figure I- 1 : Représentation schématique de réseaux polymere dans lesquels les interactions
interchaines agissent de facon non coopératives (A) et coopératives (B)
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Il Les systemes auto-associatifs

Les systemes auto-associatifs sont constitués de chaines polymeéres qui, par

développement d’interactions secondaires, s’associent.

II.1 Réticulation par formation de liaisons hydrogene

L’établissement de liaisons hydrogene coopératives est a I’origine de la formation de
nombreux réseaux tridimensionnels appartenant au domaine biologique. Les transitions
conformationelles (hélice <> pelote), s’établissant naturellement dans le cas des protéines, des
polysaccharides et des acides nucléiques, peuvent conduire a la formation de réseaux
physiques [2]. Ces systemes thermoréversibles sont sous forme “solide” a basse température et
sous forme de solution a haute température ; la transition sol-gel est directement associée a la
transition pelote-hélice.

L’exemple typique est le gel d’agarose [3]. Ce polysaccharide adopte une
conformation en double hélice a basse température et une conformation désordonnée de type
pelote & haute température (figure 1-2).

‘ﬁH —

random coil-helix helix
coil transition aggregation

Figure I- 2 : Formation de jonctions physiques due a la transition pelote = hélice induite par la
température d’apreés la revue de Bromberg et coll. [2]

Ces hélices s’associent par des liaisons hydrogene coopératives pour former des

domaines pseudocristallins conduisant a la formation d’un gel thermosensible. Le méme
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phénoméne est observé dans le cas d’autres polyméres naturels comme la gélatine,
I’amylopectine, les carraghénanes, le gellane [2,4].

Comme nous le verrons dans une deuxiéme partie, ces domaines pseudocristallins
stabilisés par des liaisons hydrogéne se retrouvent dans le cas des hydrogels stabilisés par des
complexes d’inclusion a base de cyclodextrines.

Cette gélification thermoréversible liée a une transition conformationnelle est présente
également dans certaines protéines naturelles et/ou artificielles. En effet, certaines protéines
naturelles présentent des domaines formés par un agrégat de segments hélicoidaux (dénommé
domaines *“coiled-coil” dans la littérature anglosaxone). Un domaine “coiled-coil” est un
faisceau constitué de deux (ou plus) hélices oo amphiphiles qui, enroulées les unes aux autres,

forment des super-hélices (figure 1-3) [5].

Figure I- 3 : Structure tridimensionnelle vue de c6té (a gauche) et de haut (a droite) d’un dimere
“coiled-coil”déterminée par modélisation. Les segments jaunes représentent le squelette hélicoidal et
les boules blanches représentent les chaines secondaires dans le noyau hydrophobe, d’apreés Yu et
coll. [5]

L’association de ces super-hélices par liaisons hydrogene mais aussi par interactions
électrostatiques et hydrophobes conduit a la formation de zones de réticulation comme dans le
cas des polysaccharides. Des travaux se sont tournés vers I’élaboration de nouvelles protéines
artificielles (I'ingénierie des protéines) ayant la particularité de présenter de tels domaines.
Ainsi Petka et coll. et Kopecek et coll. ont élaboré des copolymeres triblocs constitués d’un
bloc central de polyélectrolyte fonctionnalisé aux deux extrémités par des segments de
protéines artificielles susceptibles de former des domaines “coiled-coil”. Par agrégation des
protéines, ces copolymeéres conduisent a la formation d’hydrogels hybrides réversibles,

sensibles au pH et a la température (figure 1-4) [6,7].
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> %

pH,
lemperaiure

H

Tate

Figure I- 4 : Mécanisme de formation de I’hydrogel. Par une variation de température et de pH, les
domaines “ coiled-coil” se dissocient, impliquant la dissociation des jonctions physiques d’apres Xu et
coll. [7]

II.2 Réticulation par développement d’interactions

hydrophobes

Les hydrogels stabilisés par des interactions hydrophobes sont formés a partir de
polymeres amphiphiles. On distingue principalement deux familles de polymeres
amphiphiles : les copolymeéres a bloc constitués de blocs hydrophiles et de blocs hydrophobes
et les polymeres greffés constitués d’une macromolécule hydrosoluble neutre ou chargéee

comportant des greffons hydrophobes.

[1.2.1 Copolyméres a blocs

Typiquement, les copolymeéres amphiphiles diblocs et triblocs forment des micelles ou
des phases lamellaires. Des hydrogels physiques peuvent étre obtenus a partir de copolymeres
di- ou triblocs. A basse concentration, les chaines de copolymere tendent a s’associer pour
former des micelles. A haute concentration ces micelles peuvent s’interconnecter par un

phénomene d’empilement ou par pontage.
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Les polymeéres téléchéliques ont été beaucoup étudiés en raison de leur développement
commercial et de leur structure “modele”. lls peuvent étre considérés comme des copolymeres
triblocs dans la mesure ou ils sont constitués d’un long bloc central hydrophile de poly(oxyde
d’éthyléne) (POE) et de chaines alkyle hydrophobes aux deux extrémités. De nombreux
auteurs se sont intéressés aux copolymeéres a rotule uréthane (HEUR = Hydrophobic
Ethoxylated URethane) [8] et particulierement a leur mécanisme d’association. A des
concentrations supérieures a la concentration micellaire critique (CMC), les HEUR
s’associent pour former des agrégats de type “fleurs”. Lorsque la concentration augmente, des
pontages s’établissent entre les micelles, aboutissant a la formation d’un réseau
tridimensionnel dont les jonctions physiques contribuent a I’élasticité [9].

Les polyacrylamides modifiés hydrophobes (HMPAM) représentent également une
catégorie importante de polymeéres auto-associatifs [10,11]. A partir d’une certaine
concentration et pour des blocs hydrophobes dont le nombre et la taille sont suffisamment
importants, un phénomene de gélification est observé [12].

De nombreuses études ont porté sur I’élaboration d’hydrogels thermoréversibles en
raison de leurs applications dans les domaines pharmaceutique et biomédical. En effet, les
propriétés thermogelifiantes de tels systémes peuvent étre avantageusement mises a profit
pour le développement de systemes injectables. Ces applications seront présentées dans la
partie IV. Une voie trés efficace pour synthétiser des hydrogels thermoassociatifs est
I’utilisation de polymeéres possédant une température critique inférieure de démixtion, ou
LCST (Low Ciritical Solution Temperature). Ces polyméres dits a LCST conduisent a une
séparation de phase lorsque la température devient supérieure a la LCST. De telles
démixtions, induites par I’association des parties hydrophobes, permettent dans certains cas
d’obtenir des hydrogels physiques [4]. La force prédominante conduisant au processus de
gélification est de nature entropique. La transition sol—gel intervient au chauffage et le
phénomene est inverse a celui rapporté généralement pour les solutions de polymeéres naturels
qui gélifient lors de leur refroidissement (agarose, gélatine...), comme il a été expliqué
auparavant en raison de I’importance des liaisons hydrogéne.

Les copolymeres triblocs a LCST les plus etudiés sont les triblocs a base de
poly(oxyde d’éthyléne) (POE) et de poly(oxyde de propylene) (POP) et ceux a base de POE et
d’acide polylactique (PLA) (ou son copolymeére avec I’acide glycolique (PLGA)). Le POE
constitue les blocs hydrophiles et le POP, le PLA et le PLGA constituent les blocs
hydrophobes.
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Pour des concentrations trés élevées (200 a 300 g/L), les polyéthers POE-POP-POE
commercialisés sous le nom de Pluronics® (BASF) ou Poloxamers® (ICI) conduisent a la
formation d’hydrogels thermoréversibles (LCST 32°C-37°C) [13,14]. L’augmentation de la
température induit la formation de micelles qui, & haute concentration, s’empilent pour former
des hydrogels.

Les copolyméres triblocs de type POE-PLA-POE et PLA-POE-PLA (LCST 30°C)
[15,16] présentent des diagrammes de phase relativement proches de ceux des Pluronics® et

présentent I’avantage d’avoir un bloc hydrophobe biodégradable.

[1.2.2 Polymeres greffés

Il est possible de modifier chimiquement des polymeres préexistants de maniére a
obtenir des dérivés auto-associatifs. Ces derniers sont alors constitués d’un squelette

hydrophile sur lequel sont introduits des greffons hydrophobes.

[1.2.2.1 Introduction de chainons hydrophobes

Le squelette hydrophile peut étre de nature synthétique ou naturelle comme dans le cas
des polysaccharides.

L’introduction de facon sélective de chaines alkyle, réparties aléatoirement sur des
chaines polysaccharidiques, permet dans certaines conditions de former des gels physiques.
Les interactions hydrophobes interchaines entre les chaines alkyle pendantes constituent ainsi
les noeuds de réticulation réversibles. Les propriétés physico-chimiques de ces gels dépendent
principalement du taux d’incorporation et de la longueur des chaines alkyle. Des systemes
auto-associatifs a base de dérivés alkylés du chitosane et du hyaluronane ont été synthétisés et
entierement caractérisés au sein de notre laboratoire [17-19]. D’autres polysaccharides
d’origine naturelle comme le dextrane, I’alginate, les pectines ont été utilisés comme squelette
hydrophile [20-22].

Il a également été montré que des chaines de PLGA [23] greffées sur le chitosane
conduisent a la formation d’hydrogels réversibles. Dans le méme contexte, I’introduction de
chainons hydrophobes sur I’acide poly(acrylique) (PAA) a permis I’obtention d’hydrogels
sensibles au pH [24].

[1.2.2.2 Introduction de chainons a LCST
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L’introduction de chaines a LCST sur un squelette hydrophile a fait I’objet d’un grand
nombre d’études. Ce squelette peut étre, comme dans le cas des greffons hydrophobes,
constitué de polymeres synthétiques ou de polysaccharides d’origine naturelle. Cette approche
présente plusieurs avantages. En particulier, une faible quantité de chaines a LCST suffit a
I’obtention de I’hydrogel étant donné qu’elles sont greffées sur un polymere.

Il est intéressant de combiner les propriétés physico-chimiques et biologiques des
polysaccharides avec celles des chaines a LCST. Dans ce contexte, le chitosane est le
polysaccharide le plus étudié. Ainsi I’introduction sélective de chaines de N-
isopropylacrylamide (PNIPAAmM) [25], de POE [26], de copolyméres triblocs [27] ou a
arrangement aléatoire [28] de la famille des Pluronics® sur le chitosane a permis I’obtention
d’hydrogels thermoréversibles suscitant un grand intérét.

Les dérivés de la cellulose (méthyl-, hydroxypropyl-) présentent également une
transition sol-gel attribuée au développement d’interactions hydrophobes induit par une
augmentation de température [29].

Concernant les polymeéres synthétiques, Hourdet et coll. ont synthétisé des polymeéres
greffés préparés a partir d’un squelette poly(acrylate) de sodium (PANa) portant des greffons
a LCST : les PNIPAAmM. Ces dérivés de PANa présentent des propriétés de thermoggélification
[30]. Le greffage de PNIPAAm sur le PAA a également été développé par Hoffman et coll.
[31].

Etant donné les propriétés intéressantes résultant de I’association du POE avec le
PLGA, des travaux ont porté sur la synthese de copolymeéres greffés a base de ces polymeres.
Jeong et coll. ont préparé des hydrogels thermoréversibles constitués de chaines hydrophiles

de POE sur lesquelles sont greffés des segments hydrophobes de PLGA [32].

Les liaisons hydrogene et les interactions hydrophobes, présentes initialement ou
induites par une augmentation de température sont les principales interactions secondaires
stabilisant les systemes auto-associatifs. Ces liaisons de faible énergie agissent, en général, de
facon coopérative.

lll Les systemes associatifs obtenus par mélange

polymere-polymeére et polymere-petite molécule
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Des hydrogels physiques peuvent également étre obtenus par la formation
d’associations entre une macromolécule et un polymere différent ou une petite molécule. Plus
généralement, I’établissement de liaisons hydrogene coopératives et d’interactions spécifiques

et/ou sélectives ponctuelles ou étendues entrainent la formation de gels physiques.

lll.1 Réticulation par formation de liaisons hydrogéene

Habituellement deux polymeres différents ne sont pas miscibles ; ils sont
incompatibles et une séparation de phase est observée. Toutefois dans quelques cas, des
interactions spécifiques conduisent a la formation de gels physiques en solution aqueuse.

Un bon exemple de ce type de systéemes est le mélange de xanthane et de galacto- ou
glucomannane qui forme des gels thermoréversibles, stabilises par des ponts hydrogene [33].
Le mélange de ces deux polysaccharides a un caractére synergique puisque les interactions
entre les polyméres peuvent donner naissance a des gels méme a basse concentration. Les
interactions entre ces deux polymeéres et les propriétés mécaniques du gel dépendent de la
conformation du xanthane, de la concentration ionique et de la température.

L’ établissement de liaisons hydrogéne par mélange de deux polyméres est mis
également en évidence dans le cas des polymeres synthétiques. Le PAA et I’acide
polyméthacryliqgue (PMA) forment des complexes avec le POE [1]. Ces complexes sont
stabilisés par la formation de liaisons hydrogéne mais aussi d’interactions hydrophobes dans
le cas du mélange du PMA avec des POE de masse molaire élevée [34]. Les liaisons
hydrogene sont formées uniquement lorsque les groupements acide carboxylique sont
protonés ce qui explique que ces gels soient sensibles au pH.

Percec et coll. ont développé une nouvelle stratégie pour la préparation de réseaux
tridimensionnels stabilisés par des liaisons hydrogene [35]. Les hydrogels résultent de la
miscibilité entre des petites chaines de polymeres hydrophobes insolubles en milieu aqueux et
des longues chaines hydrosolubles. La miscibilité de ces différents polymeres est induite via
I’établissement de liaisons hydrogene (figure 1-5). Lorsque le degré de polymérisation des
polymeres hydrosolubles est beaucoup plus élevé que celui des polymeres insolubles, les gels
formés peuvent absorber des quantités d’eau tres importantes et possedent des propriétés

mécaniques remarquables.
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Figure I- 5 : Représentation du mélange d’un polymere hydrosoluble avec un polymére
insoluble dans I’eau conduisant a la formation d’un hydrogel stabilisé par des liaisons hydrogene
d’aprés Percec et coll. [35]

lll.2 Réticulation par interaction spécifigue ou/et sélective

entre deux entités chimiques de nature différente

l1l.2.1 Formation de jonctions spécifiques et/ou sélectives

ponctuelles

La formation de jonctions ponctuelles d’énergie suffisamment élevée s’appuie
généralement sur le phénoméne de reconnaissance moléculaire entre deux molécules de
nature différente conduisant a la formation de complexes. Ces complexes sont stabilisés par
des interactions non covalentes pouvant étre de type électrostatique, hydrophobe, van der
Waals ou liaisons hydrogene.

Le terme de reconnaissance moléculaire implique les notions de réversibilité
(association-dissociation), de stabilité, de spécificité et de sensibilit¢ a la présence de
(bio)molécules spécifiques.

[11.2.1.1 Interactions impliquant des protéines

20



Chapitre | : Etude bibliographique

Dans les systemes biologiques, la reconnaissance moléculaire joue un réle
fondamental, comme par exemple dans le cas des protéines. De nombreux auteurs se sont
appuyes sur la formation spontanée de complexes impliquant des protéines comme c’est le cas
pour la reconnaissance avidine-biotine, antigéne-anticorps ou glucose-concanavaline A, pour
synthétiser des hydrogels.

Les systemes stabilisés par la reconnaissance biotine-avidine sont constitues de
microparticules de PLA et de POE décorées en surface par des groupements biotine. Les
molécules d’avidine, possédant deux sites de reconnaissance, additionnées aux
microparticules fonctionnalisées, jouent le r6le d’agent réticulant [36]. Ces hydrogels ont été
utiliseés en tant que matrice injectable permettant I’encapsulation de cellules pour I’ingénierie
tissulaire.

Miyata et coll. se sont appuyés sur la reconnaissance specifique et réversible antigéne-
anticorps pour créer des nceuds de réticulation physique. L’hydrogel élaboré est constitué de
réseaux de polymeéres semi-interpénétrés. Dans cette optique, ces auteurs ont modifié
chimiquement I’antigéne (immunoglobuline (IgG) de lapin) et I’anticorps (IgG de chévre) en
les couplant chacun séparément avec de I’acrylate de N-succinimidyle (NSA) pour obtenir des
monomeéres vinyliques. Le monomere vinylique a base d’anticorps est copolymérisé avec
I’acrylamide, ce qui permet I’obtention d’un polymeére porteur d’anticorps. Indépendamment,
le monomeére vinylique contenant I’antigene est copolymérisé avec I’acrylamide en présence
de N,N’-méthylenebisacrylamide (MBAA) [37]. La présence de MBAA permet de créer des
jonctions chimiques supplémentaires et permet la formation des réseaux interpénétrés. Les
propriétés de ces hydrogels, notamment de gonflement, sont sensibles a I’addition d’antigéne
libre. En effet, I’ajout d’antigéne libre entraine la dissociation des complexes interchaines

induisant un gonflement important du réseau (figure 1-6).

o Antibody-immobilized polymer chain
~—— : Antigen-immobilized polymer chain
o :Free antigen

Figure I- 6 : Mécanisme de gonflement suggéré aprés addition d’antigéne libre, d’apres Miyata et
coll. [37]

21



Chapitre | : Etude bibliographique

La préparation de systemes dont les propriétés physiques sont sensibles a la présence
de glucose dans le milieu environnant continue de suciter beaucoup d’intéréts. Différents
systemes comme les hydrogels chimiques, les membranes, les micelles ont été envisagés pour
répondre a de tels critéres. Obaidat et coll. ont préparé des hydrogels physiques stabilisés par
I’interaction spécifique entre la concanavaline A (Con A) qui est une lectine tétravalente et le
glucose [38,39]. Les gels sont obtenus par simple mélange d’un copolymere contenant du
glucose avec la Con A qui joue le réle d’agent réticulant. Le glucose a été introduit sur un
squelette polymére par copolymérisation d’allyl glucose avec des monomeres tels que
I’acrylamide ou la N-vinylpyrrolidone [40]. Ces gels présentent une transition sol-gel
réversible en présence de glucose libre (figure 1-7) [38].Ces hydrogels ont éte utilises en tant
que systemes a libération contrélée et modulée d’insuline en fonction des besoins de

I’organisme [41].

Con A

+ Glucose A ’ o Free glucose
— !
- y - Polymer-bound glucose
- Glucose °

Gel Sol

Figure I- 7 : Représentation schématique de la transition sol-gel en présence de glucose libre d’aprés
Lee et coll. [39]

[11.2.1.2 Autres types d’interactions ponctuelles

Les galactomannanes forment des gels physiques avec les ions borates qui jouent le
role d’agents réticulants ponctuels. Ces ions sont de bons candidats a la réticulation des
polymeres polyhydroxylés. Les groupes cis-diol des unités sucre complexent les ions borates.
Les deux paires de diol de différentes chaines macromoléculaires de galactomannane peuvent

ainsi étre connectées par un ion borate pour former une jonction interchaine [42,43].
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l11.2.2 Formation de zones de jonctions spécifiques et/ou

sélectives

[11.2.2.1 Interactions entre des greffons oligomeres

Il a été montré que le mélange de certains polymeres de chiralité opposée pouvait
conduire a des cristallites racémiques (ou stéréocomplexes). Ikada et coll. ont été les premiers
a mettre en évidence la formation de séréocomplexes entre I’acide L-polylactique et I’acide
D-polylactique [44]. Hennink et coll. se sont appuyes sur la formation de ces stéréocomplexes
pour élaborer de nouveaux hydrogels physiques [45]. Dans cette optique, ils ont greffé chacun
des énantiomeres sur une chaine polysaccharidique : le dextrane. Le mélange des dérivés de
dextrane modifiés de chiralitt opposée conduit a la formation de gels dont les
stéréocomplexes constituent les jonctions physiques interchaines (figure 1-8) [46]. Ils ont
montré que la cristallinité (stéréocomplexation) se produit pour des oligomeres possédant un
degré de polymérisation (DP) supérieur a 7 et que la force des gels obtenus est favorisée par
une augmentation du DP et du taux de greffage des unités d’acide lactique sur le dextrane
[45].

e Dextran

O  (-lactic acid oligomer
D-lactic acid oligemar

0
@~@® Stereocomplex

Gelation Hydrogel

Figure I- 8 : Synthese d’hydrogels stabilisés par la formation de stéréocomplexes d’aprées Hennink et
coll. [46]

Ces hydrogels biodégradables ont trouvé d’intéressantes applications dans le domaine
pharmaceutique puisqu’ils ont servi de matrice pour I’encapsulation et la libération de petites
protéines (IgG et lysozyme) et également d’échafaudage supramoléculaire formé in situ pour
une utilisation en ingeénierie tissulaire [47,48].

Le concept des stéréocomplexes en tant que nceud de réticulation physique a
également été utilisé par Lim et coll. qui ont préparé des gels a partir d’'un mélange
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d’oligomeres énantioméres de L et D acide lactique, chacun greffés sur des chaines de poly(2-
hydroxyéthyl méthacrylate) (poly(HEMA)) [49].

Par ailleurs, des hydrogels tout a fait originaux ont été obtenus par la reconnaissance
entre des brins d’oligodésoxyribonucléotides complémentaires, chacun greffés sur des
copolymeres synthétiques de poly(N,N-diméthylacrylamide-co-N-acryloyloxysuccinimide)
[50].

[11.2.2.2 Interactions ioniques

Les alginates, copolymeéres constitués de mannuronate et de guluronate de sodium
représentent un excellent exemple du mode de gélification obtenue par formation
d’interactions ioniques spécifiques coopeératives. Lorsqu’ils présentent des blocs de
guluronate et en présence de cations divalents (Ca*), ces polysaccharides d’origine naturelle
ont la particularité de gélifier [51]. Le phénomene de gélification repose sur une complexation
des cations divalents, par plusieurs groupements carboxylate appartenant a des blocs de
guluronate de chaines macromoléculaires différentes. Le mécanisme d’association du calcium
a I’alginate est un phénomeéne coopératif et les chaines macromoléculaires se réarrangent
spatialement au cours de la gélification. L arrangement spatial compact des résidus guluronate
constitue une sorte de “ boite & ceufs ” dans laquelle les cations Ca®* sont complexés. Les
propriétés mécaniques du gel dépendent directement du nombre de Ca** coopérativement liés
par jonction. L’un des principaux secteurs d’applications est I’industrie alimentaire. Les
alginates y sont utilisés pour stabiliser les mousses, viscosifier les cremes ou encore gélifier
certains produits reconstitués. Ils interviennent dans le domaine biomédical et plus
particulierement dans I’ingénierie tissulaire [52]. Ils sont également utilisés dans le domaine
biomédical pour la fabrication de pansements hémostatiques et d’empreintes pour les

protheses dentaires.

IV Applications des hydrogels physiques dans le domaine

des biomatériaux

Les hydrogels représentent non seulement un objet d’investigation d’un point de vue

fondamental mais ils trouvent également de nombreuses applications, en particulier dans les
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domaines biomédical et biopharmaceutique [53,54]. Les hydrogels physiques sont de bons

candidats pour la libération contrdlée de principes actifs et I’ingénierie tissulaire.

IV.1 Les systémes a libération contrélée de principes actifs

De nombreux travaux portent sur I’élaboration de systemes a libération contrdlée de
principes actifs. On entend par libération contrdlée de principes actifs des systemes capables
de libérer les principes actifs de fagon contrdlée permettant ainsi une efficacité prolongée et
une diminution des doses. La libération modulée en fonction des besoins de I’organisme et, de
surcroit, se produisant a des endroits bien spécifiques de I’organisme grace au ciblage fait
également I’objet de nombreuses études [55,56].

Les principes actifs peuvent étre incorporés dans I’hydrogel de deux facons. lls
peuvent étre physiquement piégés dans I’hydrogel ou liés de facon covalente aux chaines
polymeres.

Différents modes de libération peuvent étre envisagés. lls dépendent de la structure de
I’hydrogel. La diffusion passive contr6lée est le mode de libération le plus couramment
observé. La libération du principe actif peut également étre issue de la dégradation chimique
ou enzymatique de I’hydrogel soit par clivage des ponts interchaines et/ou des chaines
polymeéres soit par coupure des liaisons permettant I’attachement covalent des principes actifs
sur la chaine polymere.

Les hydrogels physiques présentent des propriétés adaptées pour la libération
controlée de principes actifs. En effet, contrairement aux gels chimiques, la formation de gels
physiques ne nécessite pas d’agent de réticulation qui en plus d’étre toxique pour I’organisme
pourrait affecter I’intégrité de la substance incorporée dans I’hydrogel. De plus, les hydrogels
physiques sont généralement des systémes stimulables c'est-a-dire qu’ils sont sensibles a la
variation de paramétres externes tels qu’une variation de température, de pH et a la présence
de biomolécules spécifiques comme le glucose, des enzymes ou des antigénes. Ces
particularités leur conferent des propriétés valorisables dans le domaine pharmaceutique
[2,57,58]. Les polymeres sensibles a la température, en particulier a LCST, sont d’un grand
intérét dans ce domaine de par leur aptitude a gélifier par augmentation de température. Les
propriétés thermogélifiantes de tels polymeres peuvent étre avantageusement mises a profit
pour le développement de systemes injectables. Ces systemes ont la particularité d’étre a I’état
liquide a température ambiante et de passer a I’état de gel une fois injectés dans le corps

humain (~37°C) [2,4]. Des substances biologiquement actives fragiles telles que les protéines

25



Chapitre | : Etude bibliographique

ou les peptides peuvent par cette stratégie étre encapsulées in situ dans des conditions douces
par solubilisation en milieu aqueux avec le polymére a température ambiante. La gélification
du mélange qui se produit apres injection dans le corps permet la libération progressive de ces
substances actives [15,58,59].

De nombreux travaux ont porté sur la synthese de systéemes permettant la libération
d’insuline réglée en fonction des besoins des sujets atteints de diabete. Plusieurs méthodes ont
été envisagees. Des auteurs se sont portés vers I’élaboration d’hydrogels physiques,
incorporant de la glucose oxidase, sensibles a la fois au pH et a la présence de glucose [60].
Par ailleurs, comme il a déja été présenté, Brownlee et coll. et Kim et coll. se sont intéresseés
aux hydrogels a base de concanavaline A qui, en présence de glucose libre, libérent de
I’insuline [40,61].

IV.2 L’ingénierie tissulaire

L utilisation de biomatériaux dans I’ingénierie tissulaire suscite un intérét croissant
[62]. Le terme d’ingénierie tissulaire fait référence a la conception et a la construction de
nouveaux tissus possédant des propriétés comparables aux tissus naturels de I’organisme. Ces
tissus artificiels sont développés dans le but d’étre utilisés en tant que substituts biologiques
de certains tissus malades. En effet, les transplantations d’organes sont de plus en plus
limitées en raison du nombre trop faible de donneurs potentiels. Les enjeux thérapeutiques et
économiques de I’ingénierie tissulaire sont donc considérables [63].

Plus précisément, on entend par ingénierie tissulaire I’utilisation de biomatériaux pour
combler des espaces vides et pour reconstruire des tissus mous, comme les vaisseaux sanguins
et la peau ou des tissus durs, comme les os (othopédie/arthrose) [64]. La reconstruction des
tissus détériorés implique I’incorporation de cellules vivantes dans la matrice polymére. Le
développement et la prolifération des cellules vivantes dans la matrice peuvent avoir lieu
directement in vivo et peuvent également se faire in vitro. Dans ce cas, les cellules sont
incorporées dans le biomatériau et sont ensuite cultivées dans un réacteur avant d’étre

introduites dans le corps humain ou elles continuent a proliférer (figure 1-9).
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Figure I- 9 : Développement des cellules vivantes dans la matrice soit in vivo soit in vitro suivi
de son introduction dans I’organisme pour la reconstruction des tissus, d’aprés Marler et coll. [65]

Les hydrogels physiques présentent les propriétés adaptées pour de telles applications.
En effet, étant donné que les hydrogels sont capables de fixer d’importantes quantités d’eau
ou de fluides biologiques, ils ressemblent, dans une certaine mesure, aux tissus biologiques
plus que n’importe quelle autre classe de biomatériaux. De plus, ils présentent généralement
les proprietés de biocompatibilité et pour certains, de biodégradabilité et de bioadhésion
permettant des interactions spécifiques matrices/cellules. Par ailleurs, les propriétés
mécaniques, en particulier rhéologiques, des hydrogels physiques sont adaptées a ce genre
d’applications. Les hydrogels physiques possédent souvent des pores larges ce qui favorise la
pénétration et la prolifération des cellules vivantes.

L’introduction dans le corps de I’hydrogel contenant les cellules vivantes peut étre

envisagee soit par injection avec une seringue soit par implantation (figure 1-10) [62].
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Figure I- 10 : Hlustration schématique des deux approches concernant la pratique de I’ingénierie
tissulaire, d’apreés Lee et coll. [62]

Les hydrogels thermoréversibles sont d’un grand intérét dans ce domaine dans la
mesure ou ils peuvent étre utilisés en tant que systemes injectables. L’avantage est que la
gélification se fait in situ et I’introduction ne requiert donc aucune intervention chirurgicale
[66].

Les hydrogels physiques utilisés dans I’ingenierie tissulaire peuvent étre constitués de
polymeres naturels ou synthétiques. Les copolymeres a base de POE et de POP ont été utilisés
en tant que gels injectables pour le traitement et la reconstruction de la peau dans le cas de
brélures superficielles (Poloxamers® 407) [67] et pour la reconstruction du cartilage des os
[68]. Les gels a base de PAA et de PNIPAAmM ont également été utilisés en ingénierie
tissulaire [69,70]. 1l a été montré que les gels a base d’alginate peuvent étre utilisés en tant
que matrice permettant la libération de chondrocytes dans le but de reconstruire le cartilage
[71].

Dans cette premiére partie de I’étude bibliographique, nous avons présenté différents
types d’interactions secondaires stabilisant les hydrogels physiques. Les jonctions ponctuelles
sont principalement obtenues par le phénoméne de reconnaissance moléculaire qui implique
la formation de complexes. Il existe une autre grande famille de complexes moléculaires : les
complexes d’inclusion de type "héte-invité”, a base de molécules de cyclodextrine. Ces
complexes peuvent conduire a I’élaboration d’architectures supramoléculaires tout a fait

originales.
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B. Contexte de |I'étude

| Présentation générale des cyclodextrines

|.1 Origine et structure

Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques non réducteurs et stables
chimiquement obtenus industriellement par la dégradation enzymatique de I’amylose (forme
linéaire de 1’amidon) a 1’aide d’une enzyme, la cyclodextrine glucosyltransférase (CGTase),
d’origine bactérienne (Bacillus macerans, Alkalophylic bacillus,...) [72]. Son origine est trés
intéressante puisque la CD est obtenue a partir d’une ressource renouvelable. Les trois CDs
les plus fréquemment rencontrées sont I’a-, la B- et la y-CD constituées respectivement de 6, 7
et 8 sous-unités D-glucopyranosiques, reliées par des liaisons glycosidiques a(1—4). La
dimension du diamétre interne de la CD dépend du type de CD c'est-a-dire du nombre
d’unités glucose constituant ’oligosaccharide, la hauteur restant constante (7,9 A) (figure I-

11) [73].
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Figure I- 11 : Structure chimique et dimensions des cavités de ’a, de la B et de la y-
cyclodextrine
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Les propriétés de solubilité en milieu aqueux dépendent du type de la CD, la 3-CD
¢tant la moins soluble (limite de solubilité a température ambiante = 18 g/L).

Ces oligosaccharides ont une structure tridimensionnelle en forme de cylindre
tronconique dont la paroi est constituée des unités glucose, en conformation *C; [74,75].

Tous les hydroxyles secondaires (OH-2, OH-3) sont situés sur le coté le plus grand du
cone alors que les hydroxyles primaires (OH-6) sont localisés sur le petit coté. La présence de
ces groupements hydroxyle sur les deux bords de la couronne confére a la partie extérieure de
la CD un caracteére hydrophile (surface en contact avec le solvant), alors que I’intérieur de la
cavité, tapissée d’atomes d’hydrogéne (H-3, H-5, H-6) et de ’oxygene inter-glycosidique est
hydrophobe (surface en contact avec la molécule invitée) [76]. La structure des CDs est
stabilisée par une véritable ceinture de liaisons hydrogéne inter-résidus entre les OH-2 d’une
unité glucose et les OH-3 de 1’unité voisine. Dans le cas de la B-CD, ces liaisons hydrogene
rendent sa structure trés rigide et peuvent justifier sa faible solubilité dans 1’eau par rapport
aux autres types de CDs.

Les CDs sont entourées de molécules d’eau d’hydratation et la cavité apolaire de la
CD est occupée par des molécules d’eau, ce qui est énergétiquement défavorable (interactions
polaire — apolaire). Ces molécules d’eau peuvent étre facilement substituées par une ou
plusieurs molécules “invitées” hydrophobes pour former des complexes d’inclusion de type

“hote-invité” [77].

|.2 Modifications chimiques des cylodextrines

La modification chimique des 3-CDs a fait I’objet de nombreux travaux motivés par la
possibilité d’améliorer leurs propriétés physico-chimiques (solubilité, complexation...). Le
défi qui est posé aux chimistes est celui de développer des méthodes efficaces pour modifier
de maniere sélective les nombreuses fonctions hydroxyle portées par les CDs. On distingue

les persubstitutions, les monosubstitutions et les polysubstitutions [78].

1.3 Synthése de polymeres a base de cyclodextrines

Deux types de structure macromoléculaire peuvent €tre distinguées :

1. les polymeres possédant des CDs pendantes le long de la chaine,
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ii.  les polymeres ramifiés dont le squelette est constitué de CDs.

La premiere famille de polymeéres peut €tre synthétisée par deux voies différentes.
- Soit par polymérisation de monomeres fonctionnalisés par des cyclodexrines.

Des polyméres de cyclodextrines ont été synthétisés par polymérisation radicalaire de

monomeres vinyliques substitués par des CDs (acryloyl-CD, N-acrylyl-6-aminocaproyl-CD)
[79]. Ces monomeres ont été copolymérisés avec d’autres monomeéres hydrosolubles
comme I’acrylamide, I’acide acrylique et la N-vinylpyrrolidone.

- Soit par modification chimique d’un polymeére préexistant.

Le polymeére préexistant peut étre un polymere synthétique ou un polysaccharide.
Wenz et coll. ont préparé des polyesters porteurs de cavités de 3-CD par réaction entre des [3-
CDs monofonctionnalisées et le poly[(anhydride maléique)-co-(N-vinyl-2-pyrrolidinone)]
[80]. Il a également ¢été montré que les dérivés tosylés de la cyclodextrine (B et y) peuvent
étre introduits sur des chaines linéaires de poly(allylamine), poly(vinylamine) et
poly(éthyléneimine) par substitution nucléophile [81-84].

Plusieurs travaux ont porté sur 1’¢laboration de polysaccharides porteurs de CDs. Ces
systémes sont d’un grand intérét puisqu’ils combinent a la fois les propriétés spécifiques des
cyclodextrines et les propriétés biologiques et physico-chimiques intéressantes des
polysaccharides. Le polysaccharide le plus utilisé en tant que polymeére pré-formé est le
chitosane. En effet, ce polymére posséde une fonction amine en position C-2 de 1’unité D-
glucosamine ce qui permet des modifications chimiques sélectives. La stratégie de synthese la
plus utilisée est la réaction d’amination réductrice. Ainsi, différents dérivés
monofonctionnalisés de CD possédant une fonction aldéhyde comme les a- et les B-CDs (2-
O-(formylméthylées)) [85,86] ou possédant un sucre réducteur ont été couplés au chitosane
[87]. En outre, il est possible d’obtenir un chitosane porteur de CDs par substitution
nucléophile avec le dérivé tosylé de la CD [88] ou par un couplage de type peptique avec un
dérivé carboxyméthylé de la CD [89].

La deuxiéme grande famille de polymeéres, dont le squelette est formé de CDs, est
obtenue par réticulation de CDs via des agents bifonctionnels. L’agent le plus utilisé est
I’épichlorohydrine mais d’autres composés ¢époxyde, comme des bisépoxydes (1’éther
diglycidique de propyle) ont été utilisés. Ces polycondensations nécessitent des conditions
alcalines assez fortes pour permettre la déprotonation des groupements hydroxyle des unités

glucose. Généralement, les polymeres de CDs obtenus par réticulation avec
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I’épichlorohydrine ont des masses molaires faibles mais Renard et coll. ont mis au point des
conditions de préparation (rapport épichlorohydrine/B-CD et concentration en NaOH
suffisamment élevés) permettant d’obtenir des polymeéres de haute masse molaire [90]. Par
ailleurs, Harada et coll. ont reporté la synthése de polymeéres tubulaires de CD tout a fait
originaux obtenus par traitement a la soude et en présence d’épichlorohydrine de

polyrotaxanes [91].

|.4 Applications des cyclodextrines

L’exploitation des capacités d’inclusion, la biocompatibilité et la biodégradabilité¢ des
CDs a entrainé un accroissement du nombre et de la diversité des applications scientifiques et
industrielles [73,77,92,93].

Dans I’industrie, les domaines d’application des CDs sont par conséquent trés
nombreux et recouvrent notamment les secteurs de la pharmacie, de la cosmétique, de I’agro-
alimentaire, de 1’agriculture et du textile [94].

Par formation de complexes d’inclusion, les CDs peuvent permettre la solubilisation
de certains principes actifs hydrophobes non solubles naturellement dans 1’eau. Un intérét
s’est porté sur la solubilisation d’insuline [95], d’hormones, stéroides et sur les médicaments
anti-viraux. Par encapsulation, les CDs peuvent réduire ou retarder I’activité de certaines
substances en augmentant leur efficacité. L’encapsulation est utilisée également pour
stabiliser certaines molécules invitées en les protégeant contre 1’auto-oxidation, la photolyse
ou I’hydrolyse.

Dans les domaines plus fondamentaux et technologiques, les CDs trouvent aussi de
nombreuses applications. En chimie analytique, les CDs ont un potentiel considérable pour la
séparation d’énantioméres et de molécules de masses molaires différentes (chromatographie
sur couche mince, HPLC, ¢lectrophorése capillaire...) [96,97]. Les CDs sont aussi des
catalyseurs chimiques efficaces [98] ; elles sont utilisées dans la conception d’enzymes

artificielles [99,100].
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Il Systéemes supramoléculaires a base de complexes

d’'inclusion de cyclodextrine

De nombreux travaux ont porté sur I’élaboration d’assemblages supramoléculaires. Ces
structures tres intéressantes résultent d’interactions non covalentes entre différentes entités
moléculaires [101]. Dans cette optique, les complexes de type hote-invité peuvent étre utilisés
pour la construction de tels assemblages [92]. La présence d’interactions multivalentes,
impliquant la formation simultanée de plusieurs complexes d’inclusion, permet I’obtention
d’architectures supramoléculaires. Les interactions stabilisant ces complexes sont des liaisons
secondaires telles que les interactions de van der Waals, hydrophobes, dipdle-dipdle ou
liaisons hydrogene. Les assemblages supramoléculaires synthétiques peuvent permettre de
mieux comprendre le fonctionnement des systemes biologiques naturels.

Cette partie présente un apercu de différentes entités moléculaires a base de CD
permettant la formation d’interactions multivalentes et donc 1’¢laboration d’assemblages

supramoléculaires.

II.1 Systemes obtenus par complexation entre dimeres

La formation de liaisons covalentes entre deux molécules de CD et entre deux
molécules invitées, conduisant a la formation de diméres, offre la possibilité de construire des
assemblages supramoléculaires. Reinhoudt et coll. et Breslow et coll. ont décrit les propriétés
de complexation entre des cyclodextrines simplement (figure 1-12 (A)) et/ou doublement
pontées (figure 1-12 (B)) [102,103]. Ces diméres de CD ont la capacité d’inclure deux
molécules hydrophobes invitées ou une molécule invitée constituée de deux molécules
hydrophobes. La complexation entre deux dimeéres est caractérisée par une constante
d’association remarquablement élevée. Quelques travaux ont porté sur la préparation et
I’é¢tude de molécules de CDs liées chacune de fagon covalente a une molécule invitée. De tels
composés peuvent s’autoassembler de fagon intramoléculaire pour donner de simples
complexes d’inclusion (figure I-12 (C)) et peuvent également interagir de fagon
intermoléculaire pour former des dimeéres ou des polymeéres de complexes d’inclusion (figure

I-12 (D)) [104,105].
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Figure I- 12 : Représentation schématique de la complexation entre diméres de structure
chimique différente

Il.2 Systemes obtenus par le positionnement supramoléculaire

de cyclodextrines

Depuis les années 1980, la formation de complexes entre les CDs (modifiées ou non) et
des polymeres a fait 1’objet de nombreuses études [106].

En raison de leur structure particuliere, les polyrotaxanes et les pseudopolyrotaxanes
incorporant des molécules de CD, ont été¢ beaucoup étudiés [107,108]. Ces systemes sont
formés de une ou plusieurs cavités de CD s’enfilant soit directement le long d’un polymeére
linéaire pour former des structures en collier (figure I-13, (A)), soit sur les chaines latérales
d’un polymeére linéaire (figure I-13 (B)). A la différence des pseudopolyrotaxanes, les
polymeéres constituant les polyrotaxanes sont fonctionnalisés en bout de chaine (chaine
linéaire principale ou chaines latérales) par des groupements volumineux bloquant ainsi le
passage des CDs. Les interactions non covalentes stabilisant ces assemblages
supramoléculaires sont les interactions secondaires mises en jeu habituellement dans le cas
des complexes d’inclusion de type hote-invité mais aussi des liaisons hydrogene entre les

cavités de CDs voisines.
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Figure I- 13 : Structure possible d’un polypseudorotaxane (A), d’aprés Meier et coll. [109] et
d’un polyrotaxane (B), d’aprés Nepogodiev et coll. [108]

De nombreux travaux ont portés principalement sur la préparation de
pseudopolyrotaxanes. Le type de cyclodextrines (o, B ou y) impliquées dans la complexation
dépend de la nature, de la structure et de la taille des polymeéres. Dans la suite de cette partie,
nous ne ferons pas la distinction et traiterons des cyclodextrines en général. Les polymeres
mis en jeu peuvent étre neutres ou chargés.

Des pseudopolyrotaxanes sensibles au pH ont été obtenus avec des polyélectrolytes
[110,111]. Harada et coll. ont montré que les CDs forment des complexes avec des polyméres
hydrophiles neutres tels que le POE et I’éther poly(vinylique de méthyle) [112,113] et avec
des polymeres hydrophobes neutres tels que le polyisobutyléne et le POP [114]. Ces
polymeres sont stables mais difficilement dégradables étant donné la nature de leurs liaisons
(éther).

Des travaux ont donc porté sur 1’¢laboration de complexes d’inclusion
supramoléculaires a base de polymeres (bio)dégradables comme par exemple la poly(e-
caprolactone) (PCL) [115] ou avec d’autres polyester aliphatiques [116]. Dans la méme
optique, des pseudopolyrotaxanes a base de copolymeéres a blocs biodégradables ont été
développés. Les copolymeéres a blocs principalement utilisés sont les triblocs POE-POP-POE
[117], POP-POE-POP [118], les triblocs a base de POE et de poly((R)-3-hydroxybutyrate)
[119], de POE et de PLA [120], de PCL et de POE [121] et les diblocs a base de PCL et de
PLLA [122]. Pour ces systémes, en raison de la nature sélective de la complexation, les CDs

se positionnent a des endroits spécifiques du copolymere, modifiant ainsi sa morphologie. Les
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propriétés des pseudopolyrotaxanes obtenus dans le cas des copolymeres a LCST sont
sensibles a la température et sont cristallins.

La formation de complexes d’inclusion entre les CDs et les copolymeres a bloc s’est
avérée un moyen de moduler les propriétés, en particulier de biodégradabilité et de
perméabilité, des copolymeres en question ; c’est ce qui a été démontré dans le cas du dibloc
PCL-PLLA [122,123]. 11 a été montré également que la formation de complexes d’inclusion
entre les CDs et certains polymeéres pouvait étre une nouvelle approche d’une part, pour
obtenir des mélanges homogenes de polymeres qui sont normalement non miscibles comme
c’est le cas du PLLA et de la PCL [124] et d’autre part, pour séparer des polymeres de méme
nature mais de masses molaires différentes [125].

Les pseudopolyrotaxanes biodégradables ont trouvé d’intéressantes applications dans
le domaine biomédical puisqu’ils peuvent servir de matrices supramoléculaires pour

transporter et libérer des principes actifs [126,127].

II.3 Systemes obtenus a partir de polymeres hotes constitués

de cyclodextrines

Le greffage covalent de molécules de cyclodextrine sur des chaines polymeéres offre
une possibilité de créer des assemblages supramoléculaires.

Ainsi, le mélange de polymeéres de CDs avec des polymeres amphiphiles porteurs de
molécules invitées hydrophobes permet d’obtenir des assemblages supramoléculaires
stabilisés par des complexes d’inclusion constituant les pontages interchaines. La force des
interactions dépend essentiellement du nombre de groupements hydrophobes par chaine de
polymere et de la constante d’association entre les CDs et la molécule invitée considérée. La
plupart des auteurs ont utilis¢ la molécule d’adamantane (AD) comme molécule invitée
hydrophobe mod¢le pour 1’élaboration d’assemblages supramoléculaires. Ceci s’explique par
le fait qu’en milieu aqueux, la B-CD naturelle et les dérivés de B-CD présentent de fortes
affinités avec les dérivés d’AD (constante d’association K, = 80 000 M) étant donné que la
taille (7 A) et le volume de I’AD sont parfaitement adaptés aux dimensions de la cavité
interne de la B-CD [128,129].

Des solutions épaississantes de haute viscosité ont été obtenues par interaction entre

des polymeres synthétiques de CD et des polyméres fonctionnalisés par des résidus 4-tert-
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butylphényl [130]. Amiel et coll. ont synthétisé des assemblages supramoléculaires en
mélangeant des polymeéres ramifiés de CD-épichlorydrine avec des POE fonctionnalisés aux
deux extrémités par des groupements naphtyl et adamantane hydrophobes (figure 1-14 (A))
[131]. Ces auteurs ont développé également des systémes associatifs stabilisés par la
complexation entre des polyméres ramifiés de CDs et des POE en étoile fonctionnalisés par
des molécules d’AD mais aussi des copolyméres synthétiques, notamment 1’acide
poly(malique) conjugué avec des motifs d’AD (figure I-14 (B)) [131-135]. Le mélange de ces
polymeéres complémentaires conduit a la formation de solutions épaississantes stabilisées par

des agrégats de dimension finie.

(A) ®)

Figure I- 14 : Représentation schématique des interactions entre les polyméres de B-CDs et
des POE fonctionnalisés aux deux extrémités par des groupements AD (A) et des polyméres
amphiphiles porteurs de groupements AD (B) d’aprés, Amiel et coll. [132,133]

La formation de réseaux supramoléculaires originaux a partir de polymeres tubulaires
d’a-CD [91] et de dextrane porteur de chaines de POE a été rapportée. Les polymeres de CD
en forme de tube se comportent comme des agents réticulants interchaines connectant des

chaines de dextrane puisqu’un polymere de CDs forme un complexe avec deux chaines de

POE indépendantes [136] (figure I-15)
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Figure I- 15 : Représentation schématique de I’assemblage supramoléculaire, d’aprés Ikeda et coll.
[136]

Il.4 Systémes obtenus a partir de mono- et de multicouches de

cyclodextrines

Les mono- et multicouches de CDs constituent une voie intéressante pour la
construction d’assemblages supramoléculaires. Elles peuvent étre congues de deux fagons,
soit par auto-organisation naturelle de CDs modifiées, soit par chimisorption sur des surfaces
solides.

I1 a été¢ montré que les CDs amphiphiles peuvent former des monocouches a I’interface
air-eau et des micelles en milieu aqueux. Elle peuvent étre introduites dans des monocouches
phospholipidiques telles que les liposomes et peuvent également étre dispersées sous forme de
nanoparticules. Ravoo et coll. ont préparé des vésicules de bicouches de CD se comportant
comme des macromolécules hotes [137]. Ces bicouches sont formées par 1’auto-organisation
en milieu aqueux de cyclodextrines amphiphiles [138]. Des assemblages supramoléculaires
ont pu étre ¢laborés en étudiant la reconnaissance entre ces bicouches de CDs et des
polymeéres hydrophobiquement modifiés : I’acide poly(isobuténe-alt-maléique) fonctionnalisé

par des groupements p-tert-butylphényl [137] (figure I-16).
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Figure I- 16 : Représentation schématique de I’interaction ente les bicouches de CDs et le
polymeére porteur de groupements hydrophobes d’aprés, Ravoo et coll. [137]

Une autre voie permettant 1’obtention de monocouches de CDs est 1’adsorption de
CDs modifiées par des groupements thiol ou sulfure sur des surfaces d’or ou d’argent.
Beaucoup de travaux ont porté sur la préparation et la caractérisation (épaisseur du film,
orientation des cavités de CD, cinétique d’adsorption...) de ces monocouches auto-

assemblées (figure [-17) [139-141].

Figure I- 17 : Architectures des monocouches de CDs adsorbées sur une surface d’or d’aprés de Jong
et coll. [142]

Les méthodes utilisées pour caractériser ces monocouches sont I’AFM (Microscopie a
Force Atomique), la XPS (Spectroscopie de Photoélectrons par rayons X), les études de
perméabilité et les analyses ¢électrochimiques.

Les CDs adsorbées a la surface préservent leur propriété d’inclusion et sont donc
susceptibles d’interagir avec des molécules ou macromolécules invitées hydrophobes pour
former des assemblages supramoléculaires. Les interactions hote-invitée a la surface sont
généralement analysées par SPR (Résonance Plasmonique de Surface) et par EIS
(Spectroscopie d’Impédance Electrochimique) [143]. Les interactions s’averent plus fortes
qu’en milieu aqueux et dans certains cas, elles sont irréversibles et ne peuvent pas étre

déplacées par I’ajout de molécules invitées compétitives [144].
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Ces interactions ont été principalement étudiées par Reinhoudt et coll.qui ont ¢laboré
des auto-assemblages stabilisés par la complexation multivalente entre des dimeres, des
dendrimeres et des polyméeres fonctionnalisés par des groupements hydrophobes
d’adamantane et des monocouches de CD adsorbées sur des surfaces d’or (figure I-18)
[144,146].

dendrimére

Polymere porteur de
groupements hydrophobes

/
-
N
'@“-";l.\ S

mono-couche de B-CDs modifiées
adsorbées sur une surface d’or

Figure 1-18 : Différentes architectures a base de monocouches de B-CDs adsorbées sur un surface
d’or impliquant des interactions multivalentes, d’aprés Reinhoudt et coll. [144,145]

Les travaux de Reinhoudt et coll., en particulier la thermodynamique des interactions
divalentes, nous ont permis, comme il sera présenté dans le chapitre III, de mieux comprendre
certains processus de complexation.

La préparation de structures multicouches a également été rapportée. Millot et coll. ont
immobilisé des polymeres de B-CD sur des surfaces d’or. Pour se faire, ils ont couplés ces
polymeéres fonctionnalisés par des groupements amine avec des surfaces d’or possédant des
fonctions acide carboxylique. L’interaction de ces polymeéres avec des POE fonctionnalisés
par des groupements naphtyle et adamantane conduit a la formation de multicouches stables
[147].

Ces systemes peuvent trouver des applications dans les domaines des
nanotechnologies. Ils peuvent permettre de lier des molécules comme des protéines ou des

oligonucléotides a des surfaces solides et peuvent servir de biocapteurs.
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Il Hydrogels physiques a base de complexes d’inclusion

de cyclodextrine

Comme nous 1’avons expliqué dans la premiére partie de ce chapitre, les hydrogels
physiques résultent d’interactions secondaires et réversibles dont la durée de vie est
suffisamment importante pour assurer la stabilit¢ du réseau tridimensionnel formé. Comme
nous venons de le voir, les complexes d’inclusion a base de cyclodextrine ménent a des
assemblages supramoléculaires et peuvent, dans des conditions particuliéres (structure et
nature des entités constituant I’architecture, conditions de température ou de pH...), conduire

a la formation d’hydrogels physiques.

I1l.1 Hydrogels physiques obtenus a partir de

pseudopolyrotaxanes

Les structures particulieres de pseudopolyrotaxanes conduisent, dans certains cas, a la
formation d’hydrogels réversibles. Les tubes de CDs, constituant les pseudopolyrotaxanes,
s’associent par liaisons hydrogeéne créant ainsi des microcristaux qui agissent comme des
nceuds de réticulation physique.

Plusieurs structures a base de pseudopolyrotaxanes ont donc été envisagées. Li et coll.
ont montré que la complexation des a-CD avec des chaines de POE ou de copolymeéres
triblocs POE-PPO-POE de haute masse molaire conduit a la formation d’hydrogels
thermoréversibles [148,149]. Il s’avére que ’obtention d’hydrogels physiques constitués de
pseudopolyrotaxanes a base de POE-PPO-POE nécessite des concentrations en copolymeére
nettement plus faible qu’en 1’absence de CD. Pour ce systéme, la gélification résulte non
seulement de 1’agrégation des complexes a-CD/POE mais également des interactions
hydrophobes entre les segments POP [149]. Les hydrogels a base de POE/a-CD ont été
utilisés en tant que matrice injectable pour encapsuler et libérer des dextranes marqués par des
groupements fluorescents d’isothiocyanate [150].

Ces hydrogels nécessitent des temps de gélification relativement longs et des
polymeéres de masse molaire élevée. Afin de pallier ceci, Yui et coll. ont élaboré des
hydrogels supramoléculaires en greffant des petites chaines de POE sur différentes chaines
polysaccharidiques : le dextrane, le chitosane et 1’acide hyaluronique [151-153]. Comme

expliqué auparavant, les “tubes” constitués de complexes d’inclusion se rassemblent pour
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conduire a des microdomaines cristallins stabilisés par des ponts hydrogéne entre les cavités
d’a-CD (figure I-19). Ces systémes présentent une transition sol-gel thermoréversible basée
sur la dissociation des assemblages supramoléculaires a haute température et leurs
propriétés mécaniques sont liées a la masse molaire du polysaccharide, en particulier dans le

cas de I’acide hyaluronique [153].

chaine polysaccharidique

Zones de jonction
complexes d’inclusiok
o-CD/PEG

Figure I- 19 : Représentation schématiques des hydrogels obtenus par interactions entre les a-
CDs et les polysaccharides porteurs de POE, d’aprés Huh et coll. [151]

Ce concept a été étendu au POP greffé sur le dextrane, qui forme des complexes avec les
-CDs et conduit a des hydrogels présentant une transition thermoréversible sol-gel [154].

Dans cette optique, Hongliang et coll. ont élaboré des structures d’hydrogel obtenues par
I’assemblage d’a-CD avec des copolymeéres amphiphiles de LA-POE-LA (LA : oligomeres
de L-acide lactique) fonctionnalisés aux extrémités par des groupements méthacrylate [155].
La gélification est due, d’une part a I’agrégation des pseudopolyrotaxanes et d’autre part, aux
interactions  hydrophobes entre les groupements méthacrylate terminaux. La
photopolymérisation par irradiation UV des groupements méthacrylate permet de créer des
nceuds de réticulation chimiques supplémentaires.

La formation de liaisons hydrogéne entre les pseudopolyrotaxanes présente des analogies
avec le processus de gélification des gels d’agarose ou de gélatine. Ainsi, par modification
chimique, ici la fixation du POE ou du POP sur un polysaccharide, il est possible d’obtenir
des modes de gélification proches des gélifications s’établissant naturellement. Compte tenu
de leur fonctionnalité, a savoir les propriétés intéressantes des CDs et des polymeéres, ces

systemes peuvent étre utilisés dans le domaine biomédical.
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lll.2 Hydrogels physiques obtenus par complexation f-

CD/petite molécule

Choi et coll. ont mis au point un réseau a base de poly(e-lysine) porteur de molécules
de B-CDs formant des complexes avec des molécules invitées hydrophobes chargées : 1’acide
3-(triméthylsilyl)propionique (TPA) conduisant a des hydrogels. Par formation d’interactions
simultanées coopératives hydrophobes, liées aux complexes d’inclusion et d’interactions
ioniques, dues aux charges opposées de la poly(e-lysine) et du TPA, les chaines polymeres
sont connectées [156,157]. Choi et coll. ont montré que ces hydrogels sont sensibles au pH et
a la température (figure 1-20). Ces systémes pourraient ainsi permettre 1’encapsulation de

principes actifs ioniques.

High temp.: Sol type

(c) basic

RS
8949

high viscosity high viscosity low viscosity
transparent gelation transparent

Figure I- 20 : Modulation des propriétés physiques des hydrogels a base de poly(e-lysine) et de TPA
par variation de la température et/ou du pH d’apreés Choi et coll. [156,157]

Au sein du laboratoire, de nouvelles architectures supramoléculaires stabilisées par des
complexes d’inclusion entre des B-CDs et des groupements adamantane ont été synthétisées et
entiérement caractérisées. Auzély-Velty et coll. ont étudié les interactions entre des molécules
de B-CDs greffées aléatoirement sur un polysaccharide d’origine naturelle, le chitosane et
différents polymeres fonctionnalisés par des groupements adamantane [87]. Deux
assemblages supramoléculaires de structure différente ont été envisagés. Le premier

assemblage synthétisé résulte de la complexation entre le chitosane porteur de molécules de
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B-CD et des POE, de masses molaires différentes, fonctionnalisés aux deux extrémités par des
molécules d’adamantane. Le second assemblage est stabilis¢ par la formation d’interactions
spécifiques entre la -CD et I’AD, chacun greffé sur le chitosane [87,158,159]. La structure
de la macromolécule invitée joue un role important sur les propriétés viscoélastiques des
assemblages obtenus. En effet, les assemblages issus de la complexation avec les POE
fonctionnalisés en bout de chaine par deux motifs d’AD donnent des solutions de haute
viscosité alors que les systémes a base de chitosane porteur de B-CDs et d’AD ont un
comportement de type gel. Dans ce dernier cas, les jonctions interchaines (complexes
d’inclusion) ont une taille bien définie et une énergie suffisamment importante pour conduire
a la formation d’hydrogels physiques. Contrairement a la plupart des gels physiques, qui sont
stabilisés par des zones de jonctions, ces réseaux ont la particularité d’étre stabilisés par des
jonctions ponctuelles. Une étude détaillée des propriétés rhéologiques de ces hydrogels a été
effectuée [159]. L’influence de la concentration en polymére, de la force ionique, de la
température et de 1’addition de molécules hotes compétitives sur les propriétés viscoélastiques
des systémes obtenus a ¢été étudiée. Il s’avere que les réseaux présentent un comportement
original.

L’utilisation d’un polysaccharide présente de nombreux intéréts. Les polysaccharides,
en général, présentent des propriétés intéressantes et originales qui les distinguent clairement
des polymeres synthétiques (semi-rigidité, biodégradabilité, biocompatibilit¢). Comme nous
I’avons vu au début de ce chapitre, I’utilisation d’un polysaccharide semble propice a la
formation d’hydrogels, ce qui peut tenir a la présence naturelle d’interactions interchaines
hydrogéne ou hydrophobes entre les sucres, ainsi qu’a la nature semi-rigide des

polysaccharides en général.

IV Le présent travail

Nous nous sommes proposés d’étendre les travaux décrits précédemment de synthése
d’assemblages supramoléculaires résultant de I’interaction spécifique B-CD/AD, a un autre
polysaccharide, ’acide hyaluronique (HA), dont I’origine, la structure et les propriétés
physico-chimiques et biologiques sont différentes de celles du chitosane.

Cette ¢étude nous permettra de vérifier si les propriétés rhéologiques particulicres,
observées avec le chitosane, sont conservées avec 1’acide hyaluronique, et d’évaluer ainsi le

role de la chaine polysaccharidique.
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Deux assemblages supramoléculaires de structures différentes ont été¢ envisagés ;
moduler la structure chimique des molécules hotes et invitées greffées sur le HA, constituant
les pontages interchaines, peut permettre d’évaluer I’influence de I’énergie des jonctions sur
la stabilité du réseau. Nous nous sommes fixés comme objectif la synthése de polymeres hotes
et invités porteur de monomeres et de dimeres de B-CD et d’AD, respectivement. Le mélange
de ces polysaccharides modifiés conduit a la formation d’assemblages supramoléculaires
stabilisés par des complexes d’inclusion 3-CD/AD simples d’une part, et par des paires de
complexes 3-CD/AD d’autre part.

Par ailleurs, I'utilisation du HA présente de nombreux avantages. Ses propriétés
physico-chimiques et biologiques, détaillées dans la suite de ce chapitre, sont tres
intéressantes. Le HA peut étre préféré au chitosane en raison de sa solubilité dans 1’eau a pH
neutre. Toutefois, la modification chimique de ce polysaccharide est loin d’étre triviale et
nécessite donc le développement d’une chimie controlée et sélective conduisant a des
systemes parfaitement définis. La synthése d’un HA porteur de cavités de B-CD a déja été
décrite [160,161]. Cependant, le couplage repose sur la réaction de Mitsunobu réalisée dans
des conditions hétérogénes. De plus, cette réaction ne permet pas de connaitre avec précision
le nombre exact et la position des molécules de CD greffées sur le polymeére. Le couplage que
nous avons envisagé présente 1’avantage d’étre controlé, sélectif et effectué dans 1’eau, bon
solvant du polymere.

Avant d’aborder les résultats expérimentaux, il est essentiel de présenter les

principales caractéristiques de 1’acide hyaluronique.

C. L’acide hyaluronique

| Origine et structure

En 1934, Meyer et Palmer isolent de I’humeur vitreuse bovine une substance qu’ils
nomment acide hyaluronique (HA), donnant une solution de viscosité tres ¢élevée [162]. Le
HA est I'un des constituants du tissu conjonctif : on le trouve dans le liquide synovial, I’humeur
vitreuse, la matrice extracellulaire et le cartilage. Molécule intervenant dans les processus
d’inflammation, de cicatrisation et dans la métastase cancéreuse, 1’acide hyaluronique joue

¢galement un role dans I’adhésion, la croissance et la migration cellulaire. Obtenu pendant
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longtemps par extraction de la créte de coq, on le fabrique, depuis plusieurs années par fermentation
bactérienne. Cette méthode permet d’une part I’obtention de ce polysaccharide avec des rendements
plus importants (6 a 10g/kg de moit contre 0,8g/kg de crétes de coq) et permet d’autre part de
préparer un HA facilement purifié, alors que les formes extraites des tissus conjonctifs contiennent
de nombreuses protéines animales associées.

Bien que son existence soit connue depuis les années 30, il faudra attendre les travaux
de Weissman et coll. et Jeanloz et coll. pour connaitre la structure exacte du polysaccharide
[163,164]. Le hyaluronane, désignant a la fois 1’acide hyaluronique et le hyaluronate de
sodium est un des polysaccharides les plus abondants appartenant a la famille des
glycosaminoglycanes. Le polymére peut €tre décrit par une chaine linéaire non ramifiée dont
le motif disaccharidique répétitif est composé d'acide D-glucuronique 1i¢ en B-1,3 a la N-
acétyl-D-glucosamine (figure I-21). Les motifs sont reliés par des liaisons glycosidiques de

type B-1,4. La longueur du motif de répétition du HA en solution est évaluée a 10 A.
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Figure I- 21 : Unité de répétition disaccharidique du HA

I Conformation

A D’état solide, le HA se présente comme un polymére semi-cristallin. Winter et coll.
ont montré que ce polysaccharide possédait une conformation en hélice stabilisée par des
liaisons hydrogene [165].

En solution, aucune transition conformationnelle hélice-pelote, avec du HA d’origine
bactérienne, n’a pu étre observée a ce jour. La transition conformationnelle pour des solutions
de HA issu de créte de coq mise en évidence par changement du pouvoir rotatoire spécifique
et par dichroisme circulaire [166,167] peut étre liée a la présence de protéines, toujours

présentes dans le HA d’origine animale.
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Scott et coll. ont mis en évidence une conformation stabilisée par un réseau de liaisons
hydrogéne intramoléculaires impliquant les groupes carboxylique, acétamido et hydroxyle
[168].

La RMN 'H et °C a été utilisée pour tenter de définir la conformation du HA en
solution aqueuse. L utilisation de I’eau comme solvant ne permet pas d’observer facilement
les groupes NH et OH directement impliqués dans des liaisons hydrogéne. De ce fait, de
nombreuses études ont été réalisées dans le diméthylsulfoxide (DMSO) deutérié. En 1984,
Scott et coll. ont dénombré quatre liaisons hydrogene par unité tétrasaccharidique [169]. Suite
aux travaux de Cowman et coll. [170], ils ont suggéré que 1’addition d’eau dans une solution
de HA dans le DMSO modifie I’équilibre entre les liaisons hydrogene. La liaison hydrogéne
directe serait remplacée par une molécule d’eau créant un pont entre le NH et le COO™ (figure

1-22) [171].

CH
(2) O~
\
o NH
0.« CHOH HO oH 3! o !
— 0 :"'HO‘@’_____O """"""" HO ; ~
0.3 1_-0.4 o/
oH oH, CH,0H
"N""-w\..___ NH ceree Qe €
Ty "'.C’ "!0
\
CH, )
H.
(b) 0-c S
Al
NH 4

OH

Figure I-22 : Structure secondaire du HA dans (a) du DMSO et (b) du DMSO contenant de
I’eau

Les travaux de Scott et coll. ont été corroborés par des analyses de spectroscopie
infrarouge qui ont permis de localiser les ponts hydrogéne intra et interchaines ainsi que
I’insertion des molécules d’eau [172-175]. La spectrométrie infrarouge a mis également en
évidence le mécanisme d’hydratation et les changements conformationnels induits au sein de
la chaine par I’hydratation.

Almond et coll. ont étudi¢ la conformation d’oligosaccharides en solution par
dynamique moléculaire. Ils observent que les liaisons hydrogéne intramoléculaires se
réarrangent rapidement et s’échangent avec les molécules d’eau [176-178]. Le modcle

microscopique le plus répandu du HA en solution est celui d’une hélice 2, stabilisée par un
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réseau de liaisons hydrogeéne intramoléculaires dynamiques entre résidus adjacents : cette
structure, lui conférant le caractére semi-rigide, est présente dans les simulations de

dynamique moléculaire de Almond et coll.

[l Propriétés physico-chimiques

l1l.1 Principales caractéristiques physico-chimiques

La présence d’un acide uronique dans 1’unité de répétition du HA lui confére des
propriétés de polyélectrolyte et le rend parfaitement soluble en milieu aqueux neutre. Le pKa
des acides glucuroniques est de I’ordre de 2,9 mais puisque le HA est un polyanion, un pH de
7,5 est nécessaire pour une neutralisation totale des groupements carboxylique.

Les charges portées par le HA conduisent a des interactions a courte et longue distance
pouvant étre écrantées par la présence d’électrolytes. Le HA est donc trés sensible a la
présence de sel en solution et au pH.

Rinaudo et coll. ont évalué par chromatographie d’exclusion stérique multidétection la
longueur de persistance L, du HA, en I’absence de répulsions électrostatiques, a environ 70 A
[179,180]. Cette valeur traduit un caractére semi-rigide de la chaine macromoléculaire et

correspond aux valeurs prédites par modélisation moléculaire [181].

[11.2 Propriétés rhéologiques

Le succés du HA tient a ses propriétés viscoélastiques. Depuis plus de 30 ans, de
nombreux travaux ont porté sur 1’étude du comportement rhéologique du HA [182-186] ainsi
que sur les différents paramétres tels que la concentration en polymére, la masse molaire, la
température, la force ionique, la nature des ions compensateurs et le pH qui peuvent
influencer ce comportement [187-192]. L’analyse des propriétés en solution sera présentée

dans le chapitre III.
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IV Applications

Dans le domaine cosmétique, le HA intervient dans la formulation de crémes ou de
gels en raison de ses propriétés hydratantes [193].

Du fait de ses propriétés viscoélastiques et de ses fonctions biologiques remarquables
(interactions spécifiques avec certaines protéines), le HA est principalement utilisé dans le
domaine biomédical [194].

Les recherches actuelles suggerent de nouvelles applications dont le traitement des
escarres chez I’adulte, du cancer ou du développement feetal humain.

Le fort taux d’hydratation des gels de HA, associé a I’action positive de ce
polysaccharide sur la différenciation et la prolifération cellulaire, en font des matériaux de
choix pour la réparation de nombreux tissus, dont notamment la peau [195,196].

Grace a sa biocompatibilité, le HA présente des qualités particulieres pour la libération
contrdlée de principes actifs [197,198].

Les propriétés du HA ont été mises a profit en ophtalmologie [199]. En effet, le HA
est utilis¢é sous forme de gel, en tant qu’agent protecteur, lors d’interventions en
microchirurgie de I’oeil [200]. Les principales formulations de HA commercialisées pour ce
type d’applications sont le Healon® (Advanced Medical Optics, Etats-Unis), 1’Opegan®
(Santen Pharmaceuticals, Japon) et I’'OpeganHi® (Santen Pharmaceuticals, Japon).

Le HA est, de plus, utilisé dans le traitement des pathologies ostéoarticulaires. Dans ce
cadre, des solutions visqueuses de HA sont utilisées pour la viscosupplémentation [201]. En
effet, I’arthrose résulte de la dégradation du liquide synovial et en particulier du HA qui le
compose. Le liquide synovial perd alors ses propriétés rhéologiques. Chez une personne saine,
celles-ci apparaissent variables selon les contraintes articulaires imposées au cours des mouvements
lents et rapides. La viscosité et 1’¢lasticité sont complémentaires : dans les mouvements lents, le
liquide est plus visqueux qu’élastique et inversement dans les mouvements rapides. Le liquide
synovial dégradé devient de moins en moins visqueux et perd son caractére viscoélastique. Ce
liquide une fois détérioré ne joue plus son role de lubrifiant et d’absorbeur de chocs articulaires et
entraine ainsi une inflammation et la dégradation des différentes couches cartilagineuses. La
viscosupplémentation consiste en l’injection de HA dans une articulation arthrosique afin de
restaurer les fonctions lubrifiantes et protectrices en remplagant le HA détérioré. Commercialement,
on trouve I’Arthrum® (LCA, France), le Hyalgan® (Fidia pharmaceuticals, Etats-Unis), le
SUPERARTZ" (Seikagaku, Japon), OSTENIL® (CHEMEDICA AG, Allemagne), Sinovial®
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(Genévrier, Sophia Antipolis, France) et VISCOSEAL® (TRB CHEMEDICA International,
Suisse).

De nombreux travaux de recherche ont ét¢ consacrés a la modification chimique du HA afin
d’obtenir en particulier des hydrogels chimiques et/ou physiques (dérivés hydrophobiquement
modifiés) en vue d’étendre ses applications dans les domaines biomédical et pharmaceutique

[19,28,202-204].
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Conclusion

Afin de mieux situer le contexte de 1’étude, nous avons, dans ce chapitre, présenté les
hydrogels physiques qui nous paraissent les plus pertinents. Ces hydrogels, stabilisés par des
liaisons secondaires réversibles peuvent étre issus de 1’auto-association de polymeéres, du
mélange de deux polymeres complémentaires et du mélange d’un polymere avec une petite
molécule. Dans la majeure partie des cas, les différents types d’interactions (liaisons
hydrogéne, interactions hydrophobes, interactions électrostatiques...) mises en jeu forment
des zones de jonctions. Les systemes formés de jonctions ponctuelles, plus rares, sont
stabilisés par des complexes impliquant une reconnaissance moléculaire entre deux molécules
d’origine naturelle.

De part leurs propriétés particulieres, les hydrogels physiques, en particulier les
systémes injectables, trouvent de nombreuses applications dans les domaines biomédical et
pharmaceutique, comme c’est le cas de la libération controélée de principes actifs et
I’ingénierie tissulaire.

Depuis plusieurs années, une attention particuliere a ¢été portée sur la chimie
supramoléculaire impliquant des liaisons non covalentes. A ce titre, les complexes de type
hote-invité a base de cyclodextrine ont fait 1’objet de nombreuses études. Des entités
moléculaires de structure différente permettant la formation d’interactions multivalentes ont
été développées afin d’¢laborer des assemblages supramoléculaires et/ou des hydrogels
physiques. C’est dans ce cadre que s’inscrivent les travaux de thése que nous présentons dans

la suite du manuscrit.
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Introduction

Comme nous I’avons expliqué dans le chapitre I, nous nous sommes proposés de
développer de nouveaux types de gels physiques a base d’acide hyaluronique chimiquement
modifié. Les jonctions labiles interchalnes controlent la stabilit¢ de ces réseaux
tridimensionnels. Les systétmes que nous avons envisagés reposent sur des interactions
spécifiques entre des molécules hotes et invitées greffées sur le hyaluronane. La molécule
hote utilisée est la B-cyclodextrine et la molécule invitée est 1’adamantane puisque ces 2
molécules, comme il a été expliqué auparavant, forment des complexes d’inclusion avec une
constante d’association élevée de 80 000 M,

Nous nous sommes tout d’abord fixés comme objectif la syntheése de dérivés de
hyaluronane possédant des monomeres de B-CD greffés au hasard le long de la chaine
polymeére et d’autres possédant des monomeres d’adamantane. Moduler la structure chimique
des molécules greffées peut nous permettre d’évaluer I’influence de 1’énergie des jonctions
sur la stabilité du réseau. Par conséquent, d’autres dérivés possédant des dimeres de B-CD et
des diméres d’adamantane greffés sur le polymeére ont été synthétisés. La formation de
complexes d’inclusion entre les dérivés d’adamantane et de B-CD greffés impliquant, soit des
interactions monovalentes soit des interactions divalentes, devrait donc conduire a la
formation d’hydrogels physiques.

La stratégie de synthése envisagée pour accéder a ces dérivés originaux du hyaluronane
a repose sur:

1. la fonctionnalisation du HA par des groupements hydrazide afin de le rendre “réactif”
(figure II-1),

ii.  la synthese de dérivés de la B-CD et de I’AD sous forme de monomere (figure 11-2) et
de dimere (figure I1-3) puis,

. le greffage de ces molécules hotes et invitées sur le HA activé.
On entend par monomeres et dimeres, des dérivés mono- et bifonctionnalisés soit par

des molécules d’adamantane, soit par des molécules de B-cyclodextrine. Ces appellations ne

présentent aucun lien avec les termes communément employés en chimie des polymeres.
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Figure II- 1 : Dérivé du HA porteur de groupements hydrazide
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Figure II- 2 : B-CD monosubstituée par une fonction acide carboxylique ou par une fonction
aldéhyde
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Figure I1- 3 : Dérivé carboné “ biantenné” intermédiaire (a) permettant I’obtention de diméres de [3-
CD et d’AD possédant une fonction aldéhyde (b)
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La premicre partie est consacrée a la synthese des différents polymeéres hotes et invités.
Nous y présentons tout d’abord I’approche chimique générale envisagée pour 1’obtention des
monomeres et des dimeres puis pour le greffage sur le polysaccharide. Nous exposons ensuite
la synthése d’un dérivé du HA porteur, au niveau de 1’'unité glucuronique, de groupements
hydrazide réactifs. En effet, le HA initial s’avére trés difficile a modifier de fagon contrdlée.
L’introduction de dérivés de la B-CD sur le HA et la synthese des dimeres de B-CD passent
tous deux par la monofonctionnalisation de cet oligosaccharide. Dans un troisi¢éme point, nous
présentons donc la voie de synthése que nous avons utilisée pour introduire sélectivement une
fonction acide carboxylique et une fonction aldéhyde sur la B-CD. Enfin, la synthése des
diméres de B-CD et d’AD et des polymeéres hotes et invités est abordée.

Dans une deuxiéme partie, la synthése de molécules modeles pour 1’étude physico-

chimique est décrite.

| Synthése des polymeéres hotes et invités destinés a la

préparation des assemblages supramoléculaires

I.1 Approche chimique envisagée

La plupart des réactions que nous avons envisagées s’appuie sur la formation de liaisons
stables et sont spécifiques. Ces méthodes de couplage chimiosélectives (“chemoselective
ligation”), trouvent de nombreuses applications dans divers domaines [1,2]. Elles s’effectuent
de maniere efficace en milieu aqueux dans des conditions douces sans nécessiter d’étapes de
protection/déprotection. Dans notre étude, nous nous sommes appuyés sur la formation de
liaisons hydrazone et oxime.

Le greffage des monomeres et des dimeres de B-CD et d’adamantane sur le polymere
s’appuie sur la haute réactivité aldéhyde/hydrazide [3]. En milieu acide, la fonction aldéhyde
réagit de facon spécifique avec I’hydrazide pour donner des liaisons hydrazone. Beaucoup de
travaux [4,5,6], reposent sur la formation de ce type de liaison. Il a été montré que la réaction
conduisant a la formation d’hydrazones dépend du pH, du temps et n’est pas quantitative [7].
Il s’avere que cette réaction est réversible [7,8] et que ’hydrazone n’est pas stable en milieu
acide puisqu’elle s’hydrolyse partiellement lorsque le pH est inférieur a 5. Nous avons donc

choisi de stabiliser cette liaison hydrazone par une réduction [7,9] avec le cyanoborohydrure
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de sodium pour donner 1’hydrazide correspondant. Le principe de la réaction que nous allons
mettre en oeuvre présente donc de grandes analogies avec les réactions d’amination réductrice
[10,11]. Ce greffage, effectué dans des conditions douces en milieu aqueux homogéne,
n’entraine aucune dégradation de la chaine polymeére. Les monomeres et dimeres de B-CD et
d’adamantane, destinés a étre couplés au polymere de cette facon, devront donc étre
fonctionnalisés par des fonctions aldéhyde. Quant au polymere, il sera fonctionnalisé, comme
nous le verrons par la suite, par des groupements hydrazide le long de la chaine.

L’obtention des monomeéres et des dimeres de PB-CD finaux passe par la
fonctionnalisation de la B-CD par une fonction acide carboxylique. Cette modification de la
B-CD s’appuie sur le couplage de la fonction aldéhyde présente a la surface de la cavité de p3-
CD avec une oxyamine, la O-(carboxyméthyl)hydroxylamine. En effet, les fonctions
oxyamine (hydroxylamines ou alkoxyamines) sont de bons nucléophiles et sont trés réactives
vis-a-vis des groupements aldéhyde en milieu acide ce qui conduit & la formation de liaisons
oxime [12-14]. Ce type de liaison est trés stable en milieu acide ou neutre et commence a se
dégrader a partir d’un pH de 9 [6,15]. La formation de la liaison oxime suscite un grand
intérét et a été utilisée dans divers domaines, en chimie des peptides [16], en particulier pour
la synthése de dendrimeéres [17], pour les conjugaisons peptides-oligonucléotides [13,18],
peptides-sucres [19], sucres-oligonucléotides [20].

Par ailleurs, comme nous le verrons dans la suite du manuscrit, les monomeéres et les
diméres de B-CD et d’AD sont obtenus via des couplages de type peptidique. Concernant les
diméres d’AD, ces réactions sont effectuées en présence de triéthylamine et de deux réactifs
de couplage, le dicyclohexylcarbodiimide (DCC) [21] et le N-hydroxybenzotriazole (HOBt)
[22]. L’attaque nucléophile de I’acide carboxylique sur la DCC conduit a une O-acyl-urée
intermédiaire. L’attaque de I’amine primaire sur le carbonyle activé et un réarrangement
conduisent a la formation de la liaison amide et a la libération de dicyclohexylurée (DCU),
qui précipite et qui est éliminée par filtration. Ce mode de couplage peut conduire a une
racémisation partielle et a des réactions secondaires, phénomeénes qui peuvent étre limités par
I’addition d’un coagent : le HOBt [21,23]. Ce composé intervient surtout en tant que puissant
nucléophile capable d’attaquer la O-acyl-urée pour donner un ester stable chiralement et
beaucoup plus réactif. La présence d’une base, la triéthylamine, dans le milieu permet
d’exacerber le caractére nucléophile de I’amine. Quant aux dérivés a base de B-CD [24], les
réactifs de couplage sont le HOBt [22] et le diisopropylcarbodiimide (DIC). Le DIC est

privilégié avec les dérivés de B-CD car la diisopropylurée (DIU), libérée pendant le couplage
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peut étre facilement éliminée par solubilisation dans 1’acétone lors de 1’étape de précipitation

des dérivés de B-CD.

.2 Fonctionnalisation du hyaluronane

[.2.1Activation du hyaluronane par des groupements hydrazide

réactifs

Le hyaluronane (1) présente plusieurs groupements fonctionnels susceptibles d’étre
modifiés chimiquement de facon sélective: les fonctions alcool primaire, acétamide et

carboxylate (figure II-4). Néanmoins, les modifications chimiques sont trés limitées en raison

de la faible réactivité de ces groupements.
groupement
carboxylate hydroxyle
l primaire
0 ONa
O
O HO
HO

pe
/'s

acétamide

Figure II- 4 : Principaux sites pour la modification chimique sélective du hyaluronane

Dans notre étude, nous nous sommes fixés des critéres afin de modifier le hyaluronane
de fagon controlée. Tout d’abord, la modification chimique doit étre effectuée sur une position
bien définie de I'unité¢ disaccharidique et doit étre non dégradante afin de ne modifier ni la
conformation de la chaine ni les propriétés du polymeére en solution. Puis, afin d’obtenir une
répartition des substituants le long de la chaine la plus homogene possible et compte tenu des
molécules complexes a greffer sur le polymere, il parait essentiel d’effectuer la synthése dans
I’eau, bon solvant du polymere.

La fonction amine en position 2 de I’acide D-glucuronique résultant de la N-

désacétylation de la fonction acétamide pourrait étre une cible intéressante pour une

76



Chapitre 11 : Synthese des molécules modeles et des assemblages supramoléculaires a base de
hyaluronane

modification sélective mais les conditions expérimentales drastiques requises pour la N-
désacétylation menent a une dégradation trés importante de la chaine polymeére [25,26].

La modification des hydroxyles secondaires n’est pas une approche adaptée puisque le
traitement du HA par le periodate oxyde deux hydroxyles secondaires vicinaux, ce qui
conduit a une ouverture du sucre et dénature alors la structure native du polysaccharide. Il est
¢galement possible d’oxyder la fonction hydroxyle primaire de ['unit¢ N-acéyl-D-
glucosamine (GIcNAc) de fagcon sélective par la méthode TEMPO (2,2,6,6-
tetramethylpiperidinyloxy) [27] mais cette réaction méne a une dégradation de la chaine
polymere.

Concernant la fonction alcool primaire, une estérification sélective peut étre obtenue
en milieu organique (DMF) en présence de pyridine par le chlorure de palmitoyle (C;sHj3;-
CO-Cl) [28]. Cependant, ce dernier réagit €¢galement avec la fonction carboxylate du HA pour
former un anhydride. Un traitement en milieu basique (NaOH 1M, pendant plusieurs heures)
est alors nécessaire pour récupérer le groupement carboxylate. Une dégradation du
polysaccharide peut donc étre envisagée avec une diminution du degré de substitution par
saponification. D’autre part, le HA, insoluble en milieu organique est mis en suspension dans
le DMF ce qui implique que la réaction est effectuée en milieu hétérogéne.

Une estérification sélective au niveau de la fonction carboxylate du hyaluronane a
¢galement été décrite en milieu organique [29,30]. Dans le but de rendre le hyaluronane
soluble dans le solvant organique, son sel de tétrabutylammonium est préparé. Le carboxylate
réagit alors avec un dérivé bromé pour donner une liaison ester via une substitution
nucléophile. Cependant, on peut s’interroger sur 1’homogénéité de la répartition des
substituants le long de la chaine dans la mesure ou cette réaction est effectuée dans un
mauvais solvant du polymere.

Il est bien connu que les réactions de couplage entre des groupements carboxylate et
des amines en milieu aqueux en présence de 1-¢thyl-3-[3-(diméthylamino)propyl]-
carbodiimide (EDC) [31] comme agent de couplage hydrosoluble conduisent a la formation
d’amides. Danishefsky et coll. [32], ont montré que le couplage du hyaluronane avec 1’ester
méthylique de la glycine via ’EDC conduit a la formation d’un amide. Cependant, certaines
études ont montré que le couplage entre des amines primaires et le groupement carboxylate du
HA (1) ne donne pas ou en trés faible quantité I’amide attendu (5) (schéma II-1) [33-36]. Le
produit obtenu largement majoritaire est le dérivé N-acyl-urée (4) [37,38] résultant du

couplage covalent entre le HA et ’EDC (2). En milieu acide (pH = 4,75), ’EDC réagit tres
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rapidement avec le groupement carboxylate du HA pour donner un intermédiaire instable : la
O-acyl-urée (3) [37]. Comme le montre le schéma II-1, cet intermédiaire instable se réarrange
en un dérivé stable, la N-acyl-urée (4) et ne subit aucune attaque nucléophile de 1’amine

primaire qui pourrait mener a la formation de 1’amide (5).

Q pH =475 o  HN—RiouR
)k T RN ¢ NRs )L /k R, ouR
N 2 1
HA OH HA 0 N
1 EDC
O-acyl-urée
2 s instable

Migration O—N

NH,
Ry
(0]
N-acyl-urée )I\ v
stable HA N2 0 O
majoritaire )\ J\ J'L
0" “NH Ha” SNHTTE H RHNT NHR
\ ) urée
R, ou R, amide
4 5 6

R1= CH3CH,-, Ry= (CH3)2NH+(CH2)2'

Schéma II- 1 : Produits obtenus et mécanisme de la réaction entre le HA et ’EDC en présence d’une
amine

Afin de pallier ce probléme de réactivité, Bulpitt et coll. [39], ont proposé 1’utilisation
conjointe d’HOBt ou de N-hydrosulfosuccinimide (NHS.SOs;Na) avec ’EDC de fagon a
¢viter le réarrangement en N-acyl-urée par formation d’un ester intermédiaire activé plus
réactif que le dérivé O-acyl-urée. Par cette méthode, ces auteurs ont synthétisé des dérivés du
HA possédant des amines réactives le long de la chaine. Néanmoins, cette approche ne nous
parait pas favorable car elle requiert un large exceés d’amine (30 éq. molaires) en présence
d’un exceés d’EDC (4 €q. molaires) et d’un excés d’HOBt ou de NHS.SO;Na (4 éq. molaires).

Par ailleurs, il a ét¢ montré que le HA peut réagir efficacement avec les groupements

hydrazide [40,41] en présence d’un exces d’hydrazide et d’un léger exces d’EDC a pH 4,75,
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sans formation de dérivé N-acyl-urée. Etant donné leurs faibles valeurs de pK, (entre 2 et 4)
di a I’effet o, les hydrazides ont un caractére plus nucléophile que les amines a pH = 4,75 ce
qui permet une attaque plus efficace mais également plus rapide de I’hydrazide sur
I’intermédiaire O-acyl-urée [18,42]. L utilisation de dihydrazides, notamment 1’acide adipique
dihydrazide (ADH) (7), permet donc d’obtenir un dérivé de HA porteur de groupements
hydrazide (HA-ADH) (8) réactifs le long de la chaine polymere (schéma I1-2).

(o]
0 0
H
) EDC
N N N, >
HA OH HoN N ~
H H.0, pH = 4,75, HA R
1 5 TA 5h
7 85 %
Avec R=O'Na’ ou
o)
H
N NH,
HN N
H

Schéma II- 2 : Synthése du dérivé HA-ADH (8)

Contrairement aux méthodes décrites dans la littérature qui meénent a des dérivés HA-
ADH avec des degrés de substitution (DS : le nombre de moles de substituant par unité
disaccharidique) élevés (10 % < DS < 60 %), notre objectif est d’obtenir des échantillons a
faibles DS (5 % < DS < 10%) [36,38,43]. De faibles valeurs de DS pour le HA-ADH
permettent de maintenir les propriétés viscoélastiques observées avec le polysaccharide natif.
Elles permettent également de conserver une densité de charge élevée sur la chaine polymere,

nécessaire a la solubilité¢ du hyaluronane en milieu aqueux.

L’optimisation des conditions expérimentales de greffage de I’ADH avec un faible DS
a été nécessaire. L’utilisation d’un large exces d’ADH (7) apparait primordiale pour, d’une
part, éviter les réticulations chimiques entre les chaines macromoléculaires et, d’autre part,
s’affranchir du réarrangement en N-acyl-urée. Aprés plusieurs essais, il ressort que le
couplage nécessite 10 ¢q. molaires d’ADH (7) et 0,15 éq. molaires d’EDC pour obtenir un
dérivé HA-ADH ayant un degré de substitution de 8 % c'est-a-dire 8 groupements dihydrazide

en moyenne toutes les 100 unités disaccharidiques. L’EDC utilis¢ est en léger excés par
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rapport au DS désiré (0,15 par rapport a 0,08) et s’avere étre le réactif contrdlant le taux de
greffage. Etant donné que 1’on utilise un excés d’ADH, il serait difficile de greffer des
molécules fonctionnalisées par des fonctions hydrazide car ce procédé nécessiterait

d’importantes quantités de produit.

Nous avons donc mis au point les conditions optimales permettant 1’obtention d’un
dérivé du hyaluronane : le HA-ADH (8), possédant des groupements hydrazide greffés
aléatoirement le long de la chaine macromoléculaire. La réaction est totalement reproductible
et il est désormais possible d’utiliser ces groupements hydrazide pendants pour former des
hydrazones avec les fonctions aldéhyde. Ce composé a été caractéris€é par RMN haute

résolution et ses propriétés en solution seront présentées dans le chapitre I11.

[.2.2 Caractérisation du dérivé HA-ADH

[.2.2.1 Résonance Magnétique Nucléaire

La structure du dérivé HA-ADH (8) a été confirmée par RMN. Le spectre RMN proton,

enregistré a 353 K est présenté sur la figure I1-5.
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Figure II- 5 : Spectre RMN 'H (400 MHz, 353 K, D,0O, 6 mg/mL) du dérivé HA-ADH (8)

La valeur du DS a été déterminée par intégration des signaux des protons
méthyléniques g, g’ du groupement hydrazide avec comme référence interne les protons

anomeres du hyaluronane :
DS=1,/(2x1;)=0,159/2=0,08 soit 8 % + 1%.

La RMN a une dimension ne montre pas la présence de réticulation chimique entre les
chalnes macromoléculaires. En effet, I’intégration du signal caractéristique des 2 protons g est
¢gale a celle correspondant aux 2 protons g’. Toutefois, il est important de tenir compte de la

précision relative de la RMN évaluée approximativement a 5 %.

Par ailleurs, I’expérience de corrélation homonucléaire bidimensionnelle de type
COSY effectuée sur le dérivé HA-ADH prouve que la modification chimique du hyaluronane
par le bras dihydrazide est sélective. Le spectre COSY (figure II-6) montre deux taches de
corrélation pour les couplages H-1°/H-2’ et H-1/H-2 correspondant respectivement aux unités
glucuronique modifiées et non modifiées tandis qu’une seule tache de corrélation est observée

pour le couplage H-1/H-2 de I’unité N-acétyl-D-glucosamine.

81



Chapitre 11 : Synthese des molécules modeles et des assemblages supramoléculaires a base de
hyaluronane

H-1

GlcNAC H-1etH-1’

GlcA

F

S N N T

S
)

[}

- @ H-2 du GIcA non-modifié
a g H-2' du GIcA modifié

5.0 4.5 :.I: s ?.::: 'I= :I.: '.I.s pem . H-2 du GIcNAc

Figure II- 6 : Carte COSY (400 MHz, 353 K, D,0, 20 mg/mL) du dérivé HA-ADH (8)

[.2.2.2 Dosage conductimétrique

I1 est important de s’assurer du caractére non amphotére du dérivé HA-ADH. En effet,
d’une part, I’ionisation des acides carboxylique confére au hyaluronane un caractére de
polybase et d’autre part, sous forme protonée, les fonctions hydrazide greffées sur la chaine
polysaccharidique peuvent acquérir un caractere acide. Ainsi, le dérivé HA-ADH pourrait se
comporter comme un ampholyte (2 la fois base et acide). Ce caractére a la fois basique et
acide impliqueraient la présence simultanée de charges négatives et positives sur le polymére
modifié. En créant des intéractions électrostatiques, 1’apparition de ces charges de signes
opposés aurait une influence sur les interactions intra- et interchaines et donc sur les
propriétés physico-chimiques du polymeére en solution. Nous avons donc effectu¢ un double
dosage du dérivé HA-ADH (a pH = 7) suivi par mesure de la conductivité, en titrant ce dérivé
préalablement avec une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium puis avec une solution
d’acide chlorhydrique. Le dosage par NaOH ne met pas en évidence la présence de

groupements protonés NH;". Ces résultats sont cohérents puisqu’a pH = 7.5 (pH de la
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solution de HA-ADH), les fonctions hydrazide sont sous forme NH, car leur pK, est compris
entre 2 et 4.
Ainsi, nous avons obtenu un dérivé du hyaluronane fonctionnalisé permettant

I’introduction de divers greffons de maniére efficace via les fonctions hydrazide pendantes.

.3 Synthese de dérivées monofonctionnalisés de la -

cyclodextrine

Comme évoqué au début de ce chapitre, nous avons cherché a mettre au point des
conditions de synthese efficaces de B-CDs monofonctionnalisées par des fonctions aldéhyde
et acide permettant de réagir sélectivement avec le HA et avec I'unité carbonée “biantennée”
schématisée sur la figure II-3 (a). Les CDs sont des molécules difficiles a
monofonctionnaliser en raison du nombre élevé de groupements hydroxyle présents
susceptibles de réagir de facon concomitante. L’obtention de dérivés de [B-CD
monofonctionnalisés est nécessaire afin d’éviter d’éventuelles réticulations chimiques lors du
greffage sur le polysaccharide. En effet, des cyclodextrines bifonctionnalisées pourraient alors
jouer le role d’agent réticulant entre les chalnes macromoléculaires provoquant ainsi une
modification totale du comportement en milieu aqueux du polymeére modifié. Les réactions
décrites dans la littérature conduisent souvent a un mélange de produits difficiles a purifier.

Pour ce travail, de nouvelles méthodologies de synthése de dérivés monomodifiés ont
été recherchées, avec des rendements de synthése, une pureté et des quantités de produits

suffisants.

1.3.1 Oxydation de la B-CD par le réactif de Dess-Martin

Parce que le greffage des dérivés de B-CD sur le hyaluronane s’appuie sur la formation
d’hydrazone, notre premicre stratégie a consisté a monofonctionnaliser la -cyclodextrine par
une fonction aldéhyde en position 6 pour obtenir le composé 6'-formyl-6'-désoxy-
cyclomaltoheptaose (13).

Plusieurs méthodologies décrites dans la littérature, résumées sur le schéma II-3,
conduisant au dérivé monoaldéhydique de la 3-CD (13), s’appuient sur 'utilisation du dérivé

intermédiaire monotosylate (10) (le 6-O-p-toluénesulphonyl-cyclohexaamylose) [44].
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Chapitre 11 : Synthese des molécules modeles et des assemblages supramoléculaires a base de
hyaluronane
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Schéma II- 3 : Réactions conduisant au dérivé monoaldéhydique de la B-CD s’appuyant sur
I’intermédiaire monotosylate

Martin et coll. [45], ont obtenu un dérivé aldéhydique par la réaction de Nace [46,47]
qui s’effectue en présence d’un excés d