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Résumé de la thése

Résumé

Dans le cadre de ce travail, I'objectif était diideer des surfaces PVC antibactériennes. Deux
types de surfaces ont été élaborés, des surfacesibales visant a tuer les bactéries au contact
et des surfaces antiadhésives (bactériophobes)abiapéou limitant 'adhésion bactérienne.
Pour ce faire, des copolymeres porteurs de groupisneationiques bactéricides ainsi que des
copolyméres renfermant des structures a effetadirésifs de type polysaccharides ou PEG ont
été synthétisés et caractérisés. Ces composégérnsuite greffés chimiquement par click
addition sur des surfaces PVC porteuses de forsctemoture (PVC-B. Les propriétés
physico-chimiques des nouvelles surfaces obtenuds étd caractérisées par diverses
techniques (IRTF, XPS, angle de contact, AFM, mioopge confocale a fluorescence, ATG et
DSC). Les propriétés bactéricides ou antiadhésiveseté évaluées a I'égard Bscherichia
coli et Staphylococcus epidermidisa microscopie confocale a fluorescence a miévétence

le caractére hautement bactéricide des surfaces ¢Gniques via le test Live and Dead.
Cette technique a aussi permis de démontrer I'effdgtadhésif de la méthylcellulose, de
I'hydroxyéthyl cellulose et du PEG greffés en soefadiminuant d’au moins 1@ois le nombre

de bactéries adhérées par rapport aux surfacesrngmoi

Abstract

This work aimed to elaborate antibacterial PVCatet. Two kinds of surface were prepared,
i.e. non leaching bactericidal surfaces Kkilling teai@ by contact and antiadhesive (bacteria
repellent) surfaces preventing or limiting bacteaiiachment. Thus, copolymers bearing
cationic bactericidal groups as well as copolyméearing polysaccharide or PEG
antiadhesive structures were synthesized and deawer. These polymers were then
successfully grafted by click chemistry onto PVCfaces bearing azide groups (PVC-N3).
The physico-chemical properties of the obtainefases were assessed by several techniques
(FTIR, XPS, contact angle measurements, AFM, calftieorescence microscopy, TGA and
DSC). The bactericidal and antiadhesive propertiese assessed agairisscherichia coli
and Staphylococcus epidermidisThe fluorescence microscopy evidenced the high
bactericidal effect of the cationic surfaces, usihg Live and Dead test. This microscopy
technique has also shown high bacteria repelleieictebf the surfaces based on methyl
cellulose, hydroxyethyl cellulose and PEG, i.e.rdase of bacteria attachment by more than

10* fold compared to the ungrafted surface.
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Introduction générale

Les polyméres représentent une classe de maténiasxutilisée dans le domaine
biomédical. Cependant, leurs applications sonttées par le phénomeéne d’infection
bactérienne qui constitue une sérieuse problématignesffet, environ 65% des infections
hospitalieres sont liées aux implants et au matBrienédical et sont responsables d’'un colt
économique et d’'une mortalité non négligeabteafin de pallier ces problémes, plusieurs
stratégies ont été proposées. Parmi celles-ci, pfégnation du biomatériau par des
antibiotiques avec tous les inconvénients que icefdique, a savoir I'épuisement rapide de
'antibiotique et une apparition éventuelle de pir@enes de résistance. En revanche, le
greffage de polymeéres bioactifs en surface de biénaax constitue une stratégie tres récente
et présente des solutions réellement promettéuBeseffet, le développement de nouvelles
approches pour la conception de composés et matéaatimicrobiens représente un
important domaine de recheréhele défi majeurdans la conception d'un nouveau
biomatériau antibactérien consiste a trouver laicaire chimique qui donne le spectre
d’activité le plus large vis-a-vis des microorganés et une durabilité maximum de cette
activité dans le temps. De plus, un biomatériaut goésenter des propriétés physico-
chimiques et biologiques adéquates a l'applicatigge, a savoir notamment, des propriétés
de résistance a la corrosion, aux contraintes nigwes et a l'usure ainsi que des propriétés

de biocompatibilité dans le cas d’une implantation.

Dans cette optique, le laboratoire développe detweint une nouvelle thématique de
recherche visant a contribuer a la conception devemux biomatériaux polymeéres a
propriétés spécifiques et au développement de mogendutte contre le phénomene
d’infection bactérienne, tres répandu mais cepenpantétudié par les chimistes au niveau

national.

Dans le cadre de cette these, nous nous propasorgeffer chimiquement des
copolyméres antibactériens en surface de PVC, arbadenatériaux les plus utilisés dans le
domaine de [limplantation biomédicale. L'avantage dette stratégie réside dans la
conservation des propriétés thermo-mécaniques @udiériau initial, ce qui permettrait de

s’affranchir de sa redéfinition compléte et de dingr le temps d’'une éventuelle mise sur le

! a) Costerton J.W., Stewart P.S., Greenberg E.Ren&z(1999), 284, 1318-1322. b) Chicurel M., Natur
(2000), 408, 284-286.

2 pavon-Djavid G., Hélary G., Migonney V., ITBM-RB{2005), 26, 183-191.

3 Arnt L., Nusslein K., Tew G.N., Journal of Polynfcience: Part A: Polymer chemistry (2004), 42,886
3864.



Introduction générale

marché. Deux familles de surfaces seront a I'étude.premiere concerne des surfaces
porteuses de charges cationiques qui attirent letities et les tuent ensuite par contact
(surfaces bactéricides). La deuxieme famille comzedes surfaces porteuses de certains
polymeéres hydrophiles empéchant ou limitant I'adh@dpactérienne (surfaces antiadhésives

ou bactériophobes).

Le présent rapport de thése est subdivisé endhaigitres. Le premier chapitre est une
étude bibliographique portant sur les difféerentet®gories de biomatériaux, la problématique
de la colonisation bactérienne des surfaces de di@mux et les différents moyens de
prévention existant actuellement. Une attentioti@diere est ensuite donnée au biomatériau

concerné par cette thése, a savoir le PVC.

Le second chapitre sera consacré, dans un presnigst a la description de syntheses
et de caractérisations de nouveaux copolymérenigties porteurs de groupements
ammonium ou phosphonium quaternaire ainsi que degogments propargyle (groupements
d’ancrage). Dans un second temps, le traitementighe de surface du PVC donnant acces a
des surfaces porteuses de groupements azoture KBV€era décrit. Puis, le greffage des
copolyméres cationiques sur ces surfaces par chaolk sera présenté. Les surfaces
obtenues sont ensuite étudiées quant a leurs gtépiphysicochimiques et bactéricides.

Dans le dernier chapitre, nous décrirons des nuadifins chimiques de quelques
polysaccharides et d'un PEG en vue d'y introduies djroupements propargyle. Nous
présenterons par la suite le greffage chimiqueedecomposés sur des surfaces P\AGat
chimie click. Enfin, nous détaillerons I'étude dgwopriétés physico-chimiques et

antiadhésives des nouvelles surfaces obtenues.



Chapitre | - Bibliographie

| INTRODUCTION

Les polymeres sont utilisés depuis presqu’un sideles quasiment tous les domaines de
'activité  humaine, notamment le domaine biomédicainsi, de nombreux polymeres
synthétiques ou naturels concurrencent aujourdésiimatériaux inorganiques (céramiques,

métaux ou alliages métalliques) en tant que biornzabé.

La premiéere partie de ce chapitre sera consacréditiarents types de biomatériaux utilisés
ainsi que leurs différentes propriétés nécessaivas répondre aujourd’hui aux exigences du
secteur biomédical. Ces biomatériaux seront classks leur nature structurelle et mis en
relation avec les applications visées. Les quatielsspolymeres seront particulierement mises
en évidence, notamment leur capacité d’adaptationsgstemes biologiques externes ainsi

gue leur tres grande fonctionnabilité.

Toutefois, l'utilisation des polymeéres en tant duiematériaux est limitée par le phénomene
d’infection bactérienne. L'adhésion de bactériessiague leur croissance sur une surface
constituent une sérieuse problématique impliqguantalt économique et une mortalité non

négligeable. Ceci fera I'objet de la seconde paltiee chapitre.

Les stratégies de lutte contre linfection bactéme dans le milieu médical, seront ensuite
développées dans une troisieme partie.

Le greffage de polyméres antibactériens sur ddacs de biomatériaux, étant une stratégie
chimique émergente et prometteuse, sera exposérigreepartie. Les différentes catégories

de polymeres antibactériens seront analyséesssteela selon leur mode d’action. La fagon de
fixer ces macromolécules bioactives sur des susfade biomatériaux sera elle aussi

examinée.
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Il LES BIOMATERIAUX

Il est assez difficile de donner une définitionatetnent satisfaisante des biomatériaux. En
1986, la conférence de Chester de la Société Eemopédes Biomatériaux a décidé d’appeler
biomatériaux tout «matériaux non vivants utilisés dans un dispositédival destiné a
interagir avec les systemes biologiquesCette définition décrit donc explicitement un
biomatériau comme étant un matériau destiné a igt@anté, et non pas un matériau
d’origine biologique naturelle. En effet, un bioa&u doit avoir pour objectif principal de
remplacer, restaurer ou réparer un organe, dasst@s une fonction de I'organisme dans le
but d’améliorer la santé d’'un patient. Pour réalcs objectif, dans le cas des implants, il est
nécessairement en contact avec des fluides ou islass tbiologiques. Cependant, selon
Laurent Sedel, président de I'intercommission dMSERM et chirurgien orthopédiste, et
Christian JANOT professeur a I'Université Joseph Fourier, cett@nat’interaction entre un
biomatériau et le systéme biologique peut étre éieradde plus larges applications Cet
aspect de contact, qui est évident dans le caplilimts, doit étre étendu aux contacts qui se
réalisent a la surface ou a l'extérieur du corps awem par exemple, ceux qui se produisent
avec le sang dans I'hémodialyse, ou avec la codaés les lentilles de contact. A la limite,
elle devrait méme étre étendue aux produits dendisiic (microplaques, support de culture,

...) et aux matériaux pour biotechnologies, quitsncontact avec des cellules vivantes »

D’une maniére générale, la notion d’interactionndimatériau vis-a-vis du systéme biologique
meéne a la notion de biocompatibilité ou plutdt diatdailite.

Cette notion de biocompatibilité a longtemps étgosyme d’inertie du biomatériau vis-a-vis
des attaques de I'organisme. Elle permettait donmektre en évidence I'absence de réponse
de l'organisme lorsqu’'un matériau était implantén Eénéral, elle englobe tous les
phénomeénes mis en jeu lors de linteraction maiésisteme biologique, a savoir la non
toxicité du matériau pour I'organisfie Les facteurs influant sur la biocompatibilité nl'u
biomatériau sont donc liés a la fois au biomatémaudispositif ainsi qu’a I’héter@bleau I-

1).
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Tableau I-1. Facteurs influencant la biocompatibilité lors d’umglantation

Biomatériau Dispositif médical Hote
1- Composition et  structure 1- Taille 1- Espéces (pour les tests
chimique, stabilité chimique expérimentaux)
2- Forme
2- Propriétés de surface : 2- Age
rugosité, porosité, perméabilité, 3- Comportement thermomécanique
chimie superficielle, énergie libre 3- Sexe

de surface, potentiel électrique
4- Type de tissu et site

3- Caractéristiques et natures d’'implantation
physiques des produits de
dégradation 5- Etat pathologique

6- Traitement en cours

Parmi tous les parameétres concernant le biomatéli@ude des propriétés de surface
apparait donc comme primordiale. En effet, c’ekst surface du biomatériau que s’effectuent
les échanges et les interactions avec le milieériextf>. La compréhension de tous ces
mécanismes d’interaction a donné lieu a une noenddfinition par la Société Européenne
des Biomatériaux : ka biocompatibilité esta capacité d’un matériau a induire une réponse

appropriée de I'h6te dans une application speciigu

Dans le cas d'un biomatériau implantable, la biogatibilité n’est pas la seule qualité
requise. Le biomatériau doit posséder les progiatiequates pour répondre au roéle médical

gu'’il est censeé jouer. On parle alors de biofonuialité.

[I.1 Relations structures / propriétés / applications de biomatériaux

On peut distinguer aujourd’hui, selon leur compositstructurale, quatre familles de
matériaux pouvant étre implantées dans un organigivent : les meéetaux ou alliages
métalliques, les céramiques, les polymeéres syumiési ainsi que les matériaux d’origine
naturelle.

Le choix du biomatériau destiné a étre implanté dépedes exigences biomédicales du

dispositif Schéma I-.

10
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[Types de biomatériaux] .

iM(Ietaw'( et alliages metalliques >Composition physico-chimique >Mécaniques
Céramiques |::> » Organisation spatiale des élémer::> > Thermiques
> Matériaux d’origine naturelle > de liai » Chimi
» Polymeres synthétiques Types de faisons Chimiques
y 4 g >Bi0|ogiques
Biodégradabilité . .
o . Biostabilité
Biorésorbabilité

J J

[Applications temporaires ][ Applications permanentes}

Schéma -1. Relations biomatériaux / structures / propriét§pés d’applications

[1.1.1 Les métaux ou alliages métalliques

Les égyptiens avaient déja compris que les métauxgient étre utilisés pour remplacer des
organes défaillants. Le fer, I'or, le cuivre ourd§jant pouvaient étre employés en chirurgie
dentaire ou orthopédique. Ce sont les premiers angl retrouvés dans [I'histoire de
’humanité. lls ont été choisis en premier lieugeagu’ils avaient de tres bonnes propriétés
meécaniques. Cependant tous les métaux ou alliagessent une forte corrosion lorsqu’ils
sont implantés car le corps humain est un milietiquaierement agressif (présence d’ions

chlorures et pH bas comparé a I'environnement imil)s

Parmi les alliages métalliques, I'acier inoxydaBI&6L est le plus souvent utilisé en chirurgie

orthopédique. Cet alliage principalement compostedearbone auquel on ajoute du chrome,
nickel, manganese et molybdéne est particuliererdedtile. On le retrouve dans plusieurs

dispositifs tels que les vis et plaques de fixaties pompes et les valves. Toutefois, il se
corrode vite et des irrégularités apparaissentsudace (effets de « piqaration»).

L’or, non oxydable, possédant moins d'irrégulariiéssurface, est souvent utilisé en tant que
revétement. Cependant, concernant les implantsovastulaires, I'or peut entrainer plus de

11
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« resténoses’»(nouveau rétrécissement de l'artére survenant cheains patients ayant
bénéficié d'une angioplastie ou de l'implantatiamdtent).

Le titane présente une trés grande résistancecartasion. Sa légéreté et sa tres grande
résistance mécanique font de lui un des métaupliesutilisés (malgré son codt élevé). De
plus, il possede une qualité toute particuliera piopriété de « mémoire de forme ». Un
changement de température entraine une modificdgosa structure cristalline, ce qui a pour
résultat de modifier sa forme initiale. Le titanaupdonc étre déformé pour étre introduit a
lintérieur d’un cathéter (il reprend ensuite sanfiergrace au réchauffement du disposifif)
On le retrouve dans des dispositifs médicaux ta¢slgs protheses, visifure I-1), implants
dentaires, stents ou filtres a veine cave. Towdfosure par frottement peut parfois entrainer
une dégradation de I'implant.

Contrairement au titane, les alliages de cobalbioler sont tres résistants a l'usure. Ils sont
donc utilisés pour des implants subissant un fottdment tels que les prothéses ou les valves
cardiaques. lIs restent cependant un peu plus goergacier inoxydable.

L’alliage superalloy (& base de chrome, nickel, yndéne et cobalt) a fait I'objet de
nombreuses publications urologiques. Sa tres greggistance a la traction mécanique, a la
corrosion ainsi que sa bonne biocompatibifité*?font de lui un candidat idéal pour les
implants orthopédiqué$

En résumé, malgré leurs propriétés thermomécanigumarquables, I'utilisation de métaux
ou d’alliages métalliques est limitée par plusidadeurs : les difficultés de mise en forme en
raison de leurs propriétés mécaniques, les phéresmdm corrosidit’> de dégradatidfi et

de libération de débris dans lorganisfe des réactions immunitaires et une
hypersensibilit&.

AV R e
T

Figure 1-1. Vis orthopédiques pour des plats d’os (Acier an&)
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[1.1.2 Les céramiques

Les céramiques sont des composés inorganiquestiefisarent constituées d’oxydes, de
borures, de sulfures, de carbures et de nitruries. @ue leur utilisation soit trés connue dans
la chirurgie dentaire, leur utilisation en tantiquplants est relativement récente.

Les céramiques sont peu résistantes aux forcemcten ou de flexion mais tres résistantes
aux forces de compression. Leur principale caretigue est leur propriété de rupture
« fragile » : elles vont casser sans passer pardéf@mation dite élastique. On peut les
classer en deux catégories : celles faisant préuwve bonne bioactivité et celles relativement
bioinertes. L'alumine (AO) et la zircone, étant bioinertes, sont utiliséess les tétes
fémorales (prothéses de hanche) et les implantgidest’ (Figure 1-2). Ces céramiques
résistent bien aux phénomeénes de corrosion etmigggeune résistance élevée a l'usure par
friction. Cependant, comme elles sont bioinertasgetonstruction osseuse reste difficile lors
de I'mplantation.

Les phosphates de calcium étant bioatffs tels que I'hydroxyapatite (HAP) et le phosphate
tricalcique B (TCP B), sont ostéoconductedf$’> En effet, la composition structurale de
I’hydroxyapatite (Cg(PQOy)sOH) et celle du phosphate tricalcigddCay(P(Oy),) sont proches
de celle de I'os ce qui explique leurs propriététéoconductrices et par ailleurs de
biorésorbabilité. Ces matériaux sont donc utilisésis forme poreuse pour favoriser une
colonisation cellulaire rapidé®®

Enfin les vitrocéramiques (a base d’oxyde de giliddisées en chirurgie orthopédique sont
aussi bioactives et forment une couche d’hydroxtyepearbonatée (HAC) a leurs surfaces ce

qui permet une meilleure accroche entre I'implaripg?®%"2

'

Figure 1-2. Bridge en céramique
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[1.1.3 Les matériaux d’origine naturelle

Parmi les biomatériaux d’origine naturelle on peiier les plus couramment utilisés et

recensés dans la littérature :

L’acide hyaluronique

C’est un polysaccharide composé d'acide D-glucquaniet de D-N-acétylglucosamine, liés

entre eux par des liaisons glycosidiques alternget®-1,4 et beta-1,3. Il est extrait

industriellement des crétes de coqs ou provieta dermentation bactérienne. On le retrouve

aussi dans les tissus du corps humain, du cartdade la peau, ce qui le rend adaptable aux

dispositifs implantables. Il est trés largemenlisgien chirurgie ophtalmique (remplacement

de cornées, cataractes ou glaucomes) et en cleresthétique.

Les protéines

>

L’ élastineest une protéine fibreuse sécrétée par les fiastdd essentiellement durant la
période de croissance. Elle est constituée de meremue tropoélastine, entre lesquels il
y a des ponts stabilisants de desmosine et d’isoolEee lui conférant de trés bonnes
propriétés élastiques. Elle est utilisée dans €mgrie tissulaire et dans les greffes
cutanées 303!

Le collagéneest une protéine présente sous forme fibrillaimsd@rganisme, présentant
une résistance mécanique a I'étirement élevée aiomtnent a I'élastine. Ses propriétés
hémostatiques, mécaniques et de biodégradabititdsént de nombreuses applications
dans l'industrie cosmétique et la chirurgie esthéti Concréetement, elle peut étre utilisée
pour des pansements, des implants ocuf&i@s encore pour reconstituer des morceaux
de peatf*

Les polysaccharides

> La chitine®® est un polysaccharide linéaire issu de coquilesrdstacés. Son dérivé est le

chitosané® (synthétisé a partir de la chitine par désacéoylathimique ou enzymatique).
Ces matériaux sont généralement bien supportdsptissus biologiques. lls sont utilisés
dans le domaine de la cosmétique, la chirurgieraépee’’ (peau artificielle) ou dans les
fils de sutures dues & leurs propriétés cicatsatit.

L’héparine est un mélange de polymeres essentiellement todsti d'unités
disaccharidiques trisulfatées. Elle est reconnue pes propriétés anticoagulantes vis-a-

14
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vis du sang. En effet, elle est généralement gg®fféu adsorbée (coatirf)
chimiquement sur des implants pour limiter desteftke thromboses notamment sur des
prothéses vasculaires en polytétrafluororéthyl&id=g ).

» Lesfucanessont des polysaccharides extraits des algues esatiis possedent de bonnes
propriétés antithrombiques et anticoagulafit&s®

> Le sulfate de chondroitinest un mucopolysaccharide. Bien qu’étant un comauode la
matrice du cartilage, il peut aussi étre issu dgsles tendons, de la peau ou des vaisseaux
sanguins. Il est souvent fonctionnalisé puis @itisns le cadre d’'une chirurgie réparatrice
du cartilagé®.

> La cellulosé’ est utilisée habituellement pour les membranedidlse mais on la
retrouve aussi dans les ciments de prothéses déddgke se distingue particulierement

par ses propriétés antiadhésives et antiproliféefl

Le corall

Le corail est constitué a 97% de carbonate dewalcba macroporosité (100 a 308), sa
composition et ses propriétés mécaniques intéressé30 a 300 MPa) font de lui un candidat
idéal a une utilisation biomédicale, particulieretndans la chirurgie réparatrice du visage.
Depuis une dizaine d’année, le corail est égalerdenilus en plus utilisé pour la réalisation
de greffes et de protheses. En effet, sa compositiés proche de l'os lui confere des
propriétés ostéoconductrié@sDe plus, il fait partie des biomatériaux biordstles : aprés

un an d’'implantation, le corail est totalement reswpl par des tissus osseux.

[1.1.4 Les polymeres synthétiques

Les polymeres synthétiques représentent la classbiateatériaux la plus variée. Cette

famille de matériaux offre une trés grande divérsie structures a propriétés spécifiques.
Selon I'architecture de la chaine carbonée, sk taa densité, son uniformité, un polymere
va développer des propriétés thermomeécaniquessgilstance chimique a la dégradation ou
de biostabilité qui lui seront propres et intéressa pour une application médicale.

Dans le domaine biomédical, on distingue deux caiég de polymeres synthétiques : les
polymeres biostables (applications a visée permahegtt les polymeres biodégradables

(applications a durée temporaire).

15
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11.1.4.1 Les polymeres synthétiques biostables

Les polymeres biostables ne voient pas leurs ptgwis’altérer ou se dégrader lorsqu’ils sont
introduits dans un organisme vivant. lls sont pnése de maniere non exhaustive (et sont

répertoriés dans [Eableau 11-2).

11.L1.4.1.1 Les polyoléfines

Dans le cas du polyéthylene (PE), chimiquementténet résistant a I'oxydation, le grade
UHMW-PE (ultrahigh molecular weigh) est le plus mament utilisé pour la réalisation de
prothéses articulaires et orthopédiques ou degdéisuturesKigure 1-3). En effet sa tres
haute densité (0.97) lui confére des propriétésaméoes exceptionnelles. Il est tres résistant
a I'abrasion (6 fois plus que le Nylon®), aux fasade traction (autant que le Kevlar®) tout
en étant plus souple. Des études récentes sur ldicatidn de porosité du UHMW-PE ont
montré qu'’il pouvait aussi servir a la reconstreteranienn®>*

Le polypropyléne (PP) est quant & lui surtout séildans les prothéses articulaifezar il

posséde une trés grande résistance a la flexion.

Figure 1-3. Fils de sutures en PE

11.1.4.1.2 Les polyuréthanes (PUSs)

Les PU sont constitués de deux types de segmesdgs:.ségments souples constitués
majoritairement de polyols de type oligo-PEG owamlester a extrémités hydroxyles et les
segments rigides issus des diisocyanates assaciéallangeurs de chaines. Ces segments
rigides et souples étant liés chimiquement, I'inoitigité conduit a une microséparation de
phases et a la formation de domaines riches enesggmigides dispersés dans une matrice
riche en segments souples. La nature structuralselgments rigides et souples influe sur les
propriétés mécaniques des polyuréthanes (la catdrat la déformation a la rupture étant
gouvernées par les segments rigides ; la ducébditla flexibilité étant gouvernées par les

segments souples). Les polyuréthanes sont donmdtsiaux particulierement bien adaptés
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pour les cathéterg-{gure 1-4), nécessitant a la fois flexibilité et rigiditéegistance a la
pression sanguine) mais aussi pour les substigamentaires et les substituts de dure-iiére

(membrane dure et rigide qui protége le cerveda mioelle épiniére).

v
,_r‘?
P rd

Figure 1-4. Cathéters en PU

11.1.4.1.3 Les polyamides

Les polyamides sont des polyméres semi cristalliasconcentration en fonctions amides et
la régularité de leurs espacements conditionnems lgropriétés. lls présentent de trés bonnes
caractéristiques meécaniques lorsqu’ils sont sousriae de fibres. Le taux de cristallinité
élevé induit par les nombreuses liaisons hydrogée les chaines explique leur trés grande
résistance a la traction. Leur principale applaratians le domaine médical est la réalisation

de fils de sutures percutanées (le nylon monofitejrie

11.1.4.1.4 Les polymeéres fluorés

lls se caractérisent par une trés grande inertimighe et de tres faibles interactions
intermoléculaires. Les chaines perfluorées sont ptables et plus hydrophobes que les
chaines hydrogénées. L'incapacité de ce type dgnmok a former des interactions
intermoléculaires de type van der Waals leur centBexcellentes propriétés antiadhésives

Le polytétrafluoroéthylene (PTFE) est le fluoroypuokre le plus employé en médecine. Ses
propriétés antiadhésives font de lui le biomatédauwplus utilisé dans la réalisation de

prothéses vasculairégFigure I-5).

, a
(8
2
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=

Figure I-5. Prothéses vasculaires en poly(tétrafluoroéthyl@A€}-E)
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11.1.4.1.5 Les résines acryliques

Parmi les polyméres acryliques, le poly(méthaceylate méthyle) (PMMA) et le
poly(méthacrylate de 2-hydroxyéthyle) (PHEMA) sdas plus couramment utilisés. Le
PMMA est employé pour la fabrication de prothesethapédiques car il possede des
propriétés mécaniques proches de celles d&’f§aune excellente résistance chimique ainsi
gu’une trés grande biocompatibilité. Le PHEMA rél& formant un hydrogel dans I'eau, est
destiné a une utilisation ophtalmologique (lensillde contact ou implants intra-oculaires,
Figure 1-6)°°. Une étude récente a aussi montré que les paesnde porosité et de
viscoélasticité du PHEMA ont permis d’imiter leopriétés mécaniques de la peau humaine

ou de certains tissus biologiq®s

Figure 1-6. Implant oculaire en poly(méthacrylate de méthfiRyIMA) (Irismatch®)

[1.L1.4.1.6 Les polyesters

Les polyesters semi-aromatiques tels que le pdlyigte téréphtalate) PET et le

poly(butyléne téréphtalate) (PBT) sont les plubséts dans le domaine biomédical.

La surface du PET possede les propriétés physitoghes adéquates pour favoriser
I'adhésion et la recolonisation celluldit8*®® On le retrouve dans la composition des valves

cardiaques, des fils de sutures et dans la chewagculairé' (Figure I-7).

>

Figure I-7. Anneau d’annuloplastie pour valve tricuspide ely@obhylene téréphtalate)
(PET)
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11.1.4.1.7 Les silicones
Les silicones sont utilisés majoritairement en tgoe revétements pour augmenter la
lubrification des cathéters et réduire I'inflamneatides tissis. On les retrouve aussi dans les
implants mammaires ou testiculairdsigure 1-8). Dans ces cas, ils sont sous la forme
d’hydrogels a base de silicone faiblement réticulé.
Certains silicones possédent des propriétés élasiques (allongement a la rupture : 200 a
2000 %) et sont directement utilisés en tant guemhitériaux (cathéters ou substituts

ligamentaireSy.

Figure 1-8. Prothése mammaire en silicone

11.1.4.1.8 Le poly(chlorure de vinyle) (PVC)

Le PVC est un des polymeres les plus utilisés taeecteur médical du fait de sa facilité
a étre mis en ceuvre et de son faible colt de revieast présent dans de nombreux
dispositifs tels que les cathéters veirfé§% les poches de transfusion sangtir{Bigure

1-9), les emballages médicaux ainsi que les valvetiazuwes’.

Figure 1-9. Poches de transfusion sanguine en PVC
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Tableau I-2. Applications biomédicales des polyméres biostables

Classes de polymeéres

ne

Ues

w7

biostables Acronymes Applications biomédicales
LMW-PE flacons unidoses de sérum physiologique, films
4 i 4 80,51,52 . prothéses articulaires et orthopédiques, fils derss,
Polyolefmeé UHMW-PE reconstruction cranienne
PP prothéses articulaires, seringues, valves cardgque
raccords moulés
p cathéters, pompes a sang, cceurs artificiels, suissti
Polyurethané’§ PUs ligamentaires, substituts dure-mere
fils de sutures, cathéters, seringues, poches alédijc
Polyamided’ PA chambres de goutte & goutte, sachets de stéditiseé
dispositifs médicaux
PTFE prothéses vasculaires, osselets auditifs, cathéters
Polyméres fluorés®®"* o _
PVDE poches médicales, emballages techniques, montares d
lunettes
Polyméres PMMA prothéses orthopédiques
acrylique§”>#°9%° . . . .
PHEMA lentilles de contact, implants intra-oculaires
PET valves cardiaques, fils de sutures, prothéses laes
Polyesterg 234
PBT membranes pour des systemes de filtration sangu
Silicone (hydro el§5’ implants mammaires et testiculaires, lubrifiantsrpo
ydrog cathéters
Silicone (élastomére¥) cathéters, substituts ligamentaires
oxygénateurs sanguins, seringues, canules de
Polycarbonatg PC ransfusion
Polyméres PVC cathéters, poches de transfusion sanguines, taes
vinyliqueg-%869.70 anesthésie, emballages médicaux, valves cardiaq
emballages médicaux, masques a usage uniqug
polyméres styréniqués PS flaconnage, poches a soluté ou a sang, corps d

seringue, compte goutte

11.1.4.2

Les polymeres synthétiques biodégradables

Ces vingt derniéres années ont vu une évolutioabf®tdans le choix des biomatériaux. Le

développement de nouveaux polymeres biodégradafdebissant des dégradations
hydrolytiques et enzymatiques) s’est de plus es phposé avec I'apparition des implants a

usage temporaifé’*"> Les exigences éthiques et techniques de la dhgrainsi que les
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problemes de biocompatibilité sur le long terme pelymeéres biostables expliquent aussi

cette nouvelle tendance. En effet, le secteur dical (ingénierie tissulaire, sutures,

ostéosynthése, pansements) et la pharmacologiérafibn contrélée de macromolécules
bioactives) nécessitent des biomatériaux pouvadégeader dans I'organisme.

En tout premier lieu, un polymere biodégradabldigéten tant que biomatériau) ne doit pas

provoquer de réponse inflammatoire. Il doit auggiondre & plusieurs exigentes'il veut

étre commercialiseé :

" Une durée de vie acceptable pour I'applicationezisé

" Un temps de dégradation en adéquation avec le gsosede rétablissement ou de
régénération.

. Des propriétés mécaniques appropriées a I'apmicatisée et une variation de celles-ci,
au cours de la dégradation, compatible avec leessus de rétablissement ou de
régénération.

. Des produits de dégradation non toxiques et assites par I'organisme (polymeres
biorésorbables).

Il existe actuellement plusieurs types de polyméyeshétiques biodégradables, qui sont pour

la plupart de type polyestér(Tableau I-3).

Tableaul-3. Applications biomédicales des polyesters biodéavbes

Classes de polyesters Applications biomédicales
Polyglycolidé® dispositifs de fixation orthopédique
Polylactidé-® dispositifs de fixation orthopédique, libération de

médicaments

=

o ., sas4 | fils de sutures (multifilaments), implants dure-mé
Poly(lactide-co-glycolidé} ingénierie tissulaire, libération de médicaments

Poly(a-esterf®"® _ _ S
fils de sutures (monofilaments), dispositifs de

Polydioxanon& fixation orthopédique

ingénierie tissulaire, fils de sutures

Polycaprolactorf® (monofilaments), libération de médicaments

Poly(carbonate de

T T e ingénierie tissulaire, libération de médicaments
triméthyléne§

Poly(ester amidé) sutures, libération de médicaments
Poly(ortho esteréj libération de médicaments
Polyphosphoestéets libération de médicaments

21



Chapitre | - Bibliographie

I 'INFECTION BACTERIENNE ET LA FORMATION DE
BIOFILMS

En milieu hospitalier, I'infection bactérienne eslphénomenes de contamination représentent
une seérieuse problématique tant sur le plan humpaénsur le plan économique. La derniere
enquéte nationale de prévalence commandée en 2006 ministére de la Santé a montré
gue sur I'ensemble des patients (358353 patients @837 établissements), 5,38% ont
contracté une infection nosocomiale. De plus, 'smskemble des déces, 4% sont dus a ce type
d’infections. Parmi ces infections, 36% sont umesj 13% pulmonaires et 11% sont
localisées sur la zone opérée. Aujourd’hui les diak nosocomiales représentent la
principale préoccupation de santé publique, du thit taux de mortalité (50% des
pneumopathies nosocomiales sont Iétales) et des ¢45000 lits sur 550000, problémes
juridiques...) qu’elles entrainent.

De plus, les microorganismes ne colonisent paseswiit la surface des instruments
chirurgicaux et des dispositifs implantables (pre@® stents, valves) ou percutanés mais

aussi les murs des salles d’intervention ou toutaype d’équipements.

L’adhésion bactérienne sur une surface solide septé la premiere étape de la formation
d’un biofilm. En effet, dans leur environnementurat, les micro-organismes attachés a une
surface sont organisés en communautés structuréiesenrobés dans une matrice
d’exopolysaccharides.

Cette forme de vie, appelée biofifna trouvé un intérét tout particulier lorsqu’il é&é
démontré gu’elle était impliquée dans un grand nendkinfections bactériennes.

Pour survivre, les bactéries ont besoin d'un supgar lequel elles peuvent s’adhérer et se
développer. L'état planctonique, dans lequel leddras se trouvent libres et isolées dans le

milieu environnemental, pourrait étre percu commetai transitoire.

Cette partie concernera les mécanismes de formatiale développement d’'un biofilm sur
une surface. Les parametres influencant 'adhésionon des bactéries seront aussi étudiés.
En effet, la compréhension et la maitrise de ceampeatres d’adhésion sont essentielles pour

envisager des stratégies de lutte antibactérienne.
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[11.1 Quelles sont les différentes étapes de la formatiatiun biofilm ?

Pour la plupart des souches bactériennes, le mosee formation d’'un biofilm se déroule en

cing étape¥ (Figure 1-10).

» Lorsqu’'un matériau est placé dans un environnematirel non stérile, en quelques
minutes, des composés organiques (protéines) ouramiéenvironnants (sels) vont
s’adsorber sur sa surface. Ce mélange organo-nidépasé en surface va former une
sorte de film conditionnant. Les microorganismesdéplacant a proximité de la surface
par des mouvements browniens ou tombant par séditrmmtvont alors s’adhérer sur ce
film. L’ adhésion réversibles’effectue principalement par des liaisons chiragjunon
covalentes ou faibles (liaisons électrostatiquegjrdphobes, de van der Waals et

acide/base de Lewis).

> Lorsque ces liaisons sont maintenues suffisamnoegtémps, des mécanismes physico-
chimiques et biologiques entrainent la formationnu@écules protéiques (sous forme de
ligands) et des structures telles que les pili éaplices situés a la surface de la paroi de
nombreuses bactéries). Ces molécules vont servipaiets d’ancrage pour d’autres

microorganismes : on parle alor@adhésion permanente

» Les micro-organismes se divisent et forment rapatdrtes premiéres micro-colonies. Cet
attachement irréversible entraine alors de hombodaagements physiologiques au sein
des micro-colonies conduisant a la « sécrétion » sdéstances exopolymériques
(essentiellement constituées de polysaccharidés ptotéines). Ces substances seront les
constituants essentiels de la matrice protect@test ledébut de lanaturation

» L’étape suivante concerne le développement du limofiil s’accroit jusqu’a devenir

macroscopique. Ce processus constitue la phasatgation

» L'étape finale est celle de W@ispersion(ou phase planctonigyeEn effet, suite a certains
stress tels que des carences nutritionnelles ouraelfications physico-chimiques de
'environnement, des microorganismes peuvent sareéplu biofilm et coloniser d’autres

surfaces.
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Ce cycle de croissance et de dispersion cellufaverise la prolifération d’agents parfois

pathogenes dans notre environnement.

Figure 1-10. Les cinq étapes du développement d’un biofilmuse surfac®

[11.2 Quels sont les facteurs impliqués dans la formatiod’'un biofilm ?

On peut distinguer trois types de facteurs inflaend’adhésion bactérienne et la formation

d’un bhiofilm.
I11.2.1 Facteurs liés a la surface

.2.1.1 Les phénomenes de contamination

Il existe un phénomene de contamination de toutasel En effet, du fait de la pollution
atmosphérique, une surface est systématiquemeamnivexte par un dépbt organique pouvant
favoriser I'adhésion bactérienfie De plus, méme lorsqu’une surface est nettoyée,ran
contamination apparait de maniere a ce que lacritrouve sa stabilité thermodynamique.
De méme, tout matériau plongé dans un milieu aquaixjuelques minutes, voit a sa surface
s’adsorber des macromolécules organiques (polyaddels, protéines) ou inorganiques (sels
minérauxj’. Cette couche forme un film qui peut conditionfadhésion ou non de micro-

organismes.

1.2.1.2 La nature chimique de la surface

Dans la littérature, des comportements bactérigiférehts ont été établis selon la nature

chimique de la surface. En effet la bactér@&aphylococcus epidermidisdhéere
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préférentiellement sur les matériaux polyméressatpre la bactériStaphylococcus aureus
adhere plutdt sur les métaux, en raison des difé&® de composition chimique et de polarité
de ces surfacds Toutefois, expliquer uniquement les mécanismasdtsion par mimétisme

chimique serait quelque peu incomplet.

1.2.1.3 La rugosité de la surface

La rugosité est 'un des parametres les plus déscdans la littérature. En effet, selon la
topographie de la surface, I'adhésion microbieneet pétre influencée positivement ou
négativement.

Certains spécialistes établissent que la présenfssiges ou de micro-crevasses augmente
I'aire spécifique de contact et favorise donc I'aglbg des bactéries. De plus, ces irrégularités
pourraient protéger temporairement les bactéries @hénoménes de cisaillement
hydrodynamique et des agents chimiques de désmiett®®"*® Une étud® a montré, sur
une surface de titane, que des trous dont lesdadtlaient supérieures ou égales a celles des
bactéries offrent une meilleure rétention. De mésne,une surface en acier inoxydable, une
diminution de I'adhésion a été observée lorsquartégularités topographiques avaient des
tailles inférieures a celles des bactéfies

Il est donc globalement admis qu’une surface poligrés peu rugueuse retarde I'adhésion

bactérienne.

[11.2.1.4  La densité de charge en surface

L’interaction électrostatique joue aussi un rolépgandérant dans les mécanismes d’adhésion
car la plupart des bactéries sont chargées négaivteau niveau de leur membrane. Par
exemple, il a été montré sur plusieurs types de&naaix tels que le verre, des métaux ou des
polymeres (le polystyrene, le PVC, le PP et le PMMA'une modification de la densité de
charge en surface pouvait influer sur le procestaghésion de deux microorganismes (les

Saccharomyces cerevisiatlesAcetobacter aceli

[11.2.1.5  L’énergie de surface du matériau

L’énergie de surface des supports est égalemeparametre tres important conditionnant et
influencant I'adhésion bactérienne. En effet, l@gractions entre les bactéries et la surface
(séparés d'une distance L) ont été évaluées grame marameétre thermodynamique et a la
théorie étendue de DLVO (Derjaguin Landau Verweei®eek) afin de prédire 'adhésion
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bactérienn®%2 Cependant, I'énergie de surface ne peut expliquelle seule I'adhésion

d’une bactérie sur un substrat polynt&té®

[11.2.2 Facteurs liés aux micro-organismes

Une étude a montré en 1992 que plus la conceniratigtérienne était importante dans un
milieu, plus le nombre de bactéries adhérées augimenir une surface jusqu’a la recouvrir
totalement®.

De plus, certaines cellules colonisatrices, une &lhérées sur une surface peuvent faciliter
'adhésion d’autres micro-organismes. Ce phénonse découvert dans les secteurs de
I'agro-alimentairé®® et biomédicdf’”.

En outre, 'adhésion de bactéries sur une surfépent de leur composition biochimique
ainsi que des propriétés physico-chimiques de panoi. Les parois membranaires différent
selon qu’une bactérie soit a Gram positif ou a Gregatif Figure 1-11). De plus, celles-ci
évoluent selon I'étape de croissance et I'état jpfygique de la bactért®. Ainsi, en 2005,
une étud®” a établi l'influence de la phase de croissanceasmucheEscherichia coli K12
(phase exponentielle / phase stationnaire) suefsitt de macromolécules adhérées sur une
surface de quartz. Une densité maximale d’'adhéai@ié observée lorsque les bactéries
étaient dans un état de phase stationnaire. Ceoptafie est attribué a la forte hétérogénéité
des charges membranaires durant cette phase,nantrainsi une diminution globale de la

répulsion électrostatique avec le support.

Lipopolysaccharida

Protsine
Fhaspholipide ik

Membrane
externe

}Pemidcglvcane

Peptidoglycane

1 L

Membrane
plasmique

Membrane
plasmique

Phospholipide
Proteing

Lipoproteine

Paroi des bactéries de Gram - Paroi des bactérieg dsram +

Figure I-11. Structures des parois membranaires pour des ecééGram + et a Gram -
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[11.2.3 Facteurs liés a I'environnement

[11.2.3.1 L’influence du temps de contact

Plus le temps de contact augmente entre la baetéeesupport, plus les liaisons établies sont
renforcée§'®. La technique de microscopie a force atomique (ARMpermis de vérifier
laugmentation de la force de liaison entre deuxchea deStreptococcuset une surface

d’acier inoxydable 316 avec le temps de contact

[11.2.3.2 L'influence de la température du milieu

La température est un parametre tres importarienffant la colonisation bactérienne. Des
travaux'? ont mis en évidence une diminution de I'adhésiamel soucheE. coli sur une

surface de polypropylene lorsque la températursgitade 30°C a 12°C. Bien que la plupart
des tests se fassent a 37°C, il a été montré epistait, pour chaque type de microorganisme,
une température optimale d’adhésion cellufair&souvent proche de la température optimale

de croissance).

[11.2.3.3 L’influence de la force ionique et la nature des $&

De nombreux travadx****évoquent l'influence de la nature des sels eaderkte ionique sur

'adhésion bactérienne. En effet, la force ionigoaditionne les interactions électrostatiques
entre la bactérie et le support ; la nature des sehditionne les charges en surface (du
support et des bactéries). Ainsi, sur un supporvetee, un accroissement du nombre de

bactériesS. cerevisia@dhérées a été observé avec I'augmentation deda ioniqué'®.

[11.2.3.4 L’influence du pH

Le pH a une influence sur la croissance des bastélans le milieu et sur leurs propriétés
physico-chimiques de surface. Le pH peut aussirauoimpact sur la densité surfacique de
charges du support, notamment lorsque le matésauremétal (le pH va conditionner son
état d’oxydatiom®.

[11.2.3.5 L'influence des conditions hydrodynamiques

Le régime hydrodynamique d’écoulement du milieuiemnant peut affecter le mécanisme
d’adhésion bactérienne sur une surface.

Lorsque le régime est laminaire, la couche limitdir&terface solide/fluide est épaisse :

I'adhésion de microorganismes sur la surface vasalépendre de leur capacité a franchir

cette couche limite”.
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Lorsque le régime est turbulent, les mouvementebtibannants peuvent faciliter le contact
entre un microorganisme et la surface, cependaieimes d’interaction en est réduit (du fait
de la diminution de I'épaisseur de la couche lijnie qui limite I'établissement de liaisons

fortes pour rendre possible un attachement irrévet&”

En conclusion, les mécanismes d’adhésion bactéisnnune surface sont trés complexes et
multifactoriels. La compréhension des parameétrdsérents au type de support, aux
microorganismes ou a l'environnement permet aujburdde mieux comprendre le
phénomene d’infection bactérienne. Les professignte milieu biomédical doivent donc se
confronter a un challenge quotidien pour éviteiolanation et le développement de biofilms.
Les différentes stratégies de lutte contre l'infattbactérienne vont donc étre développées

dans la partie suivante.
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IV LES STRATEGIES DE LUTTE CONTRE LINFECTION
BACTERIENNE DANS LE DOMAINE DES
BIOMATERIAUX

Malgré une stérilisation préalable, les biomatériaart sujets a des infections altérant leur
fonctionnement en entrainant des soins annexescb@teux pour le milieu hospitalier.
L'utilisation des traitements préventifs dans l¢ Ha limiter la formation d’'un biofilm est
bien plus intéressante du point de vue économitjiimain. En effet, une fois le biofilm
installé, il est toujours difficile de I'élimineDans cette optique, plusieurs stratégies ont été
développées afin de parer a linfection des bionei®. Toutes ces stratégies visent a
entraver la fixation et/ou la prolifération des téaies en surface (premiere étape de formation
d’un biofilm).

V.1 Imprégnation par les antibiotiques

Les antibiotigues sont des agents chimiques, siyséi$par des microorganismes vivants
(champignons ou bactéries), exercant un pouvoitrggeur sur une bactérie tout en étant
dépourvus de toxicité vis-a-vis des autres cell@esnales. La pénicilline, par exemple,
bloque la synthése de la paroi bactérienne pabitidm de la transpeptidase, inhibant ainsi la
synthese des peptidoglycanes.

L'imprégnation du biomatériau par de telles molésuh longtemps été la principale stratégie
de lutte contre les phénoménes d’infection.

En 2004, une étud® a mis en évidence l'action dantibiotiques, laamifpine et
lamoxicilline (Figure 1-12), imprégnés sur des surfaces de cathéters veiraux

polyuréthanesKigure 1-13) vis-a-vis de d’une souche bactérien8edpidermidis

NH,
N H
AN : S
O /—N\><

HO o)

‘\\\\\
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Figure 1-12. Structure chimique de I'amoxicilline
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Figure I-13. Structures chimiques de cathéters veineux er®Us

Cependant, en optant pour cette stratégie, lestgajees ont d faire face a deux problemes
majeurs : I'épuisement de Il'antibiotique présent semface du fait de sa libération dans
'organisme Figure 1-14.) et l'apparition de phénomeénes de résistance dwaines
bactéries. Ce mode de traitement n’est donc valgepour des implantations a court terme,
impliquant des colts hospitaliers élevés en casej de I'implant (opération chirurgicale,
changement de I'implant...).

1tharn Mg = 24 KX

a) PELADEDC: AMOXI 85 1

@
Figure 1-14. lllustration de I'’épuisement de I'amoxicilline adbée sur un cathéter
veineux en PUs : croissance bactérienne de la s@iatpidermidis®
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V.2 Traitements de surface des biomatériaux

IV.2.1 Revétements par des éléments métalliques

Les éléments métalliques constituent aussi des sagariimicrobiens tres efficaces sur les
bactéries et les levures'®®'?! 'or et le platine sont trés peu utilisés dansseteur
industriel en raison de leur codt; le mercure esbnnu pour étre toxique pour ’homme et
'environnement; le nickel entraine souvent de<tiéas allergiques et le zinc posséde une
activité antibactérienne trop faible. En conségeefe cuivre et I'argent focalisent I'essentiel
des travaux actuels. L’argent est certainementi gelitest le plus utilisé aujourd’hui. Il existe
un grand nombre de méthode de déposition d’argerdes surfaces de polymeres a savoir la
déposition par plasma, par faisceau d'ions, paewepchimiques et par électrolyt&s

Bien que l'activité antimicrobienne des revétemeamsargent des surfaces de polymeéres soit
aujourd’hui prouvée dans le domaine médical (catl§tcertains auteurs semblent sceptiques
quant a leur réelle efficacit?. C'est pourquoi I'argent est souvent associé autcka
substances ou particules métalliques. Par exenlipldivité antibactérienne de différents
revétements (Ag, Ag-Cu et Cu) sur des cathéters @alué&’ pour différents types de
souches $. aureus, S. epidermidés Pseudomonas aerugingsales revétements en Ag-Cu
ont montré une meilleure efficacité antibactérieanen spectre d’activité plus large.

Par ailleurs, des travaux ont aussi montré [|'effiéa de revétements par des ions
métalliques®>*?® une diminution significative de Il'adhésion de gikurs souches

bactériennes sur la surface de cathéters a été aptés une imprégnation d’ ions Ag+.

IV.2.2 Revétements par des polymeres antibactériens

Il est rapidement venu a l'esprit des industrieés \auloir associer certains polymeres,
possédant des propriétés thermomécaniques adaptées application biomédicale bien
précise, a d'autres polyméres leur apportant degprigtés de biocompatibilité et de
biostabilité.

Dans le domaine des cathéters en latex (les cathéddey) par exemple, des revétements en
polyméres tels que le Téflon, les silicones ou Hgdrogels ont amélioré d’'une maniére
remarquable la biocompatibilité lors d’une impldiuta.

Le polytétrafluoroéthylene (PTFE), de part son Il&ibcoefficient de friction est
particulierement bien adapté a une utilisation ant tque revétement. Sa tres forte
hydrophobicité ainsi que sa capacité a former defces trés lisses laissant peu de points

d’ancrage aux bactéries et diminuent fortementtype d’adhésion cellulait?'.
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Les hydrogels sont des polyméres hydrophiles récpossédant un pouvoir d’absorption
élevé®®'? | eur capacité d'absorption peut varier de 10 &98n masse d'eau. Le
gonflement & I'équilibre, n’affectant pas la fornmtiale de I'hydrogel®® entraine la
formation d’une couche mince d’eau a la surfaceeladant lisse et lubrifiée. Ce type de
revétement est donc particulierement attrayant pesrcathéters car il facilite leur insertion.
L’hydrogel le plus utilisé dans le cadre des rew@msts est le poly(méthacrylate de 2-
hydroxyéthyle}*! (PHEMA).

Les silicones sont quant a eux surtout utilisédadaéme maniere que les hydrogels, en tant
gu'agents de lubrification limitant ainsi les inflaations des tissus en contact avec les
implants>%. Toutefois ce type de revétement physique de sesfpar des polyméres présente
quelques inconvénients comme les phénoménes diimfiec!’incrustation ou d'allergié®

V LE GREFFAGE CHIMIQUE DE POLYMERES
ANTIBACTERIENS SUR DES SURFACES DE
BIOMATERIAUX

Durant la derniere décade une nouvelle stratéglaisente a vu le jour : elle consiste a lier
chimiquement des agents antibactériens sur lacidain biomatériau. De ce fait, la stabilité
chimique et thermique ainsi que la longévité samngement améliorées en comparaison
d’'un revétement classique

Cependant, le greffage de petites molécules ourdapgments fonctionnels en surface
conduit parfois, notamment dans le cas des matésauples tels que les silicon&s a la
diffusion de ces groupements actifs au cceur durimaatéCeci s’explique par le perpétuel
mouvement moléculaire des chaines polymeres. hi#einent cela conduit a la chute de
I'activité biologique en surface. En revanche, pegche consistant a fixer non pas de petites
molécules bioactives, mais des macromoléculesstailige les polymeres antibactériens,
permettrait d’éviter ce type de diffusion au seidme du matériau : la surface serait alors
« figée » par réticulation (points d’ancrage sugéns a deux) ou par I'encombrement stérique
des chaines. L'autre avantage majeur de cetteégiraréside dans la conservation des
propriétés thermo-mécaniques du matériau initiaingétant ainsi le respect du cahier des
charges. Ceci permet aussi de s’affranchir dedéfigtion compléte du biomatériau greffé et

de diminuer le temps de sa mise sur le marché.
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Dans cette partie, les polyméres antibactériens umians la littérature seront décrits et
différenciés selon leur mode d’action sur les miogaaoismes. On distinguera donc les
polymeres bactéricides des polymeres bactériophaiesantiadhésifs. Les stratégies
chimiques de greffage de polymeres antibactériermns ensuite développées dans le but de

situer notre projet de recherche.
V.1 Les polymeéres antibactériens

Deux classes de polyméres antibactériens peuvemt distinguées: les polymeéres
bactéricides (capables de tuer les microorganigmesolution et en surface) et les polyméres

a propriétés d’anti-adhésion (capables de repolssenicroorganismes).

V.1.1 Les polyméres biocides

Actuellement, nombre de polyméres porteurs de gmoepé&s biocides tels que les sels
d’ammonium, de phosphonium, de sulfonium, de pgiidn quaternaire et les sels de mono-
et de bi-guanidinium sont décrits dans la littémltir®* Les structures des chaines
principales les plus utilisées sont celles a baspallystyrene ou de polyacrylatéidure 1-15

et Figure 1-16). Leurs performances en termes d'activité biociiférent de maniere
significative. Le choix du polymere biocide utilis&€pend donc de I'application visée et du

type de bactéries a éliminer.

n n

R1, Ry, Rs : Groupes alkyles

O O

Y:P,NorS
Ry o X : Cl, BF,, ClO,or PR R e
| /R2 , X /Y\ X
T@ Ry © "R,
R;

Figure I1-15. Structure générale d’'un
polystyrene possédant un groupement
latéral biocide

Figure I-16. Structure générale d’'un
polyacrylate possédant un groupement
latéral biocid:
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V.1.2 Les polyméres a propriétés d’anti-adhésion

Ce sont des polymeres qui, une fois greffés enasaridu biomatériau, modifient I'état
physico-chimique de surface de maniere a empéchdhdsion des bactéries et/ou des
protéines. De nombreux travaux ont montré que I'sidimedes bactéries sur des matériaux
synthétiques diminue avec I'augmentation de I'éieedg surfacE®. Le poly(éthyléne glycol)
(PEG) est I'un des polymeres les plus utilisés & eftet. Les polyméres porteurs de
groupements anioniques tels que les carboxylatéssesulfonates sont également réputés
pour leurs propriétés d’anti-adhésion. En effetiydegroupements anioniques induisent une
répulsion des bactéries de type électrostatfuéPar ailleurs, des travaux récents ont
démontré que certains polysaccharides comme ['hydtbylcellulose, Ia
methylcellulos&®’*3¥bu le chitosan€® ainsi que des polyméres porteurs de groupements

40

tri(sarcosine), N-acetylpiperazine” et N-Méthyl pyrrolidone présentent a la fois des

propriétés d’anti-adhésion et des propriétés aotithotiques®’**

V.2 Les stratégies de greffage des polymeres antibadgms sur des

surfaces de biomatériaux

Il existe différentes facons de greffer chimiquemen polymeére antibactérien sur un
biomatériau : lorsque le biomatériau ne possedalpagoupements d’ancrage, cela concerne
la grande majorité des polymeéres, le traitemeritegie en deux étapes (traitement physique
ou chimique suivi de la réaction de greffage chumig; lorsque le biomatériau possede déja
un groupement d’ancrage, la réaction de greffagmigbe s’effectue directement sur sa

surface.

Dans les deux cas, les groupements fonctionnetepte en surface permettent la formation
ultérieure de liaisons covalentes avec des molégekectives telles que les monomeres ou des

polyméres fonctionnels. Deux approches chimiquas donc possibles :

> Lorsque le polymere antibactérien réagit directenaset les groupements d’ancrage
présents en surface on parle alors d’'une méthapulafting to ».
» Lorsque le monomere fonctionnel est polymérisé depa surface on parle de

méthode « grafting from ».
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V.2.1 La méthode de greffage covalent « grafting from»

La méthode de greffage « grafting from » consigiasdun premier temps a créer un site
d’amorcage de polymérisation a la surface d’'un higmau. La polymérisation est alors
conduite depuis la surface. Si la densité d’amoscaadicalaires fixés en surface est
suffisamment élevée, lorsque vient I'étape de pélysation, les chaines formées auront
tendance a s’étirer et a ne pas s’enchevétrer deérmeaa constituer des « polymeres
brush $*. Cette méthode de greffage permet donc d'optimisedensité de greffage de
polymeres antibactériens en surface et de maxineseeffets antiadhésifs ou bactéricides

voulus Figure 1-17).

Initiator, inferter
of RAFT agent

»14]

Figure 1-17. lllustration de la méthode de greffage « graffirmgn

Cependant le choix des structures de chaines at#tilEnnes est assez limité. En effet, les
techniques de copolymérisation radicalaire, d’ATRBYM Transfert Radical Polymerization)
ou de photopolymérisation ne sont utilisables qoer mun nombre limité de monomeres. Les
structures de type polysaccharides ou PEG par deena@ppeuvent pas étre générées par la
voie « grafting from ». De plus les techniques digses classiques spectroscopiques (RMN,
GPC ou IRTF par exemple) des polymeres ne peuvantéfre utilisées pour contréler la
structure une fois le polymere antibactérien imrisdien surface.

Quelgues exemples non exhaustifs illustrant ceéithate sont décrits ci-aprés puis résumeés

dans leTableau I-4.

V.2.1.1 Surfaces en polyuréthanes

Le traitement par plasma {@t N,) est trés souvent utilisé pour fonctionnaliserdagaces

polyuréthanes. Il génére des groupements peroxgdésune fois en contact avec des
monomeres de types acrylates, permettent une pabatién depuis la surface. Ainsi une
photopolymérisation (sous UV) du 4-vinylpyridinepdés une surface PU prétraitée a éte

effectuée, suivie d'une étape de quaternisationr pigvelopper de nouvelles surfaces
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polyuréthanes bactéricidéé (Figure 1-18). De méme, aprés un traitement par plasma, une
copolymérisation radicalaire depuis la surface dimglange acide acrylique/acrylate de
méthyle (AA/MA) a permis la fixation de macromoléesila effet antiadhésif telles que des
PEG et de I'héparirt&® ou du collagéné”.

Le traitement chimique est aussi un moyen de fibesr molécules réactionnelles telles que les
acrylates. Deux méthodes de synthese ont par egeptpl envisagées pour polymériser
depuis une surface PU le N,N’-diméthyl(méthylmétlbyléthyl)ammonium propane
sulfonate (noté DMAPS): la premiére méthtideconsiste & fixer directement I'acide
acrylique sur une surface PU via un agent de cgep{dicyclohexylcarbodiimide noté DCC)
puis de copolymériser depuis la surface le DMARSWi amorceur radicalaire AIBNFigure
1-19) ; la seconde méthotfé consiste & faire réagir préalablement un diisoasan(le
diisocyanate d’ hexaméthylene, noté HDI) sur urréasa PU puis de fixer I'acide acrylique
ou le méthacrylate d’hydroxyéthyle pour enfin copoériser depuis la surface le DMAPS.
Dans les deux cas, le polymére porteur de groupenseffobétaines s’est révélé fortement

antiadhésif et antithrombigti&*

B

> + >
- . ~ A = ~ P N ~
~~| traitement plasma o . - T s
PU PU —O0 ——FFXFXXX  PU —O0 — = PU —O
? 5 mn ? 2-propanol/T,,,,/1h30 ? 7\ 60°C / 48h ? 7\
- - sous UV - —N - _]C:)I °
Br
Figure 1-18. Greffage chimique du poly(4-vinylpyridine) quatex@isur une
surface PU prétraitée par plasma
NN
NG SO;
O

O. O

v o DCC

0 9 0
NCO C\\NO NN H/ B NH
| | . I g |

(CHy)s DMAP y (|CH2)6 o O/\/I(:)I\ (|CH2)6
O\[/NIS * HN@'N\ OYNS + AIBN OYNI({)
7/ 7/ (Toluenclehlorure de méthyléne) 24 Ty IS Méthanol/24h/60°C S S
PU PU PU

Figure 1-19. Greffage chimique d’un polymére porteur de groupets

sulfobétaines sur une surface PU prétraitée chimmeuné
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V.2.1.2 Surfaces en silicones

En 2003, des chaines polyméthacrylates (PMMA, PEGMAPDMAEMA) ont pour la
premiere fois été fixées via la méthode ATRP sug si@rfaces de silicones (prétraitement
chimique sous UV}f’. Depuis, sur des surfaces silicones prétraitéesgia chimiqué*® ou
par plasm&®, des chaines polyméthacrylates quaternisées (PDWMEou le
poly(méthacrylate de butyle)-co-(méthacrylate diaméithyle)) ont pu étre fixées par cette
méme meéthode ATRP afin de développer des surfacdsrizéades capables de lutter contre

des souches telles gecoliouS. aureu§™.

V.2.1.3 Surfaces en poly(éthyléne téréphtalate) (PET)

Dans le cas du PET, en milieux aqueux, des étudemis en évidence la possibilité d’'une

copolymérisation radicalaire depuis la surface spniraitement. La copolymérisation

radicalaire met en jeu les liaisons C-H du PET desaoubles liaisons C=C de monomeres
introduits dans le milieu réactionnel. En effet,ugiisant des radicaux classiquement utilisés
dans I'eau, des monomeéres tels que I'acrylamidé® I'acide acryliqué®***3 le méthacrylate

é54,155

de méthyl > ou le N-vinyl-2-pyrrolidon&® ont pu étre copolymérisés conférant aux

surfaces PET développées des propriétés antiaéisesiv

V.2.1.4 Surfaces en polypropyléne ou en verre

Sur des substrats tels que le vEfreu le PP*®, des chaines polyméthacrylates comme le
PDMAEMA ont aussi été synthétisées depuis la sarfaar la technique d’ATRP. L’étape
finale de quaternisation des ammoniums a générésddaces bactéricides vis-a-vis de

souches telles que. coli>"**®ou Bacillus subtilis®”.
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Tableau I-4. Quelques exemples d'immobilisation de polymerdgantériens par la

méthode « grafting from »

I .. ..l Polyméres antibactériens Effet
Prétraitement | Type de polymérisatipn . o, : -
immobilisés antibactérien
Plasma Photopolymérisation Poly(4-vinylpyridine) surfaces
(UV) quaternis&? bactéricides
e polyacrylates porteurs de
copolymeérisation surfaces
Plasma . ; groupements PEG ou . e
radicalaire a3 antiadhésives
Polvuréth hépariné
olyuréthanes
e polyacrylates porteurs de
- polymérisation surfaces
chimique . ; groupements . L
radicalaire sulfobétaine¥s14 antiadhésives
Plasma polymérisation polyacrylate porteur de surfaces
radicalaire collagené™ antiadhésives
- 7 surfaces
Verres chimique ATRP polyacrylate quaternisé bactéricides
a7 surfaces
uv ATRP polyacrylat& antiadhésives
Silicones - % surfaces
chimique ATRP polyacrylate quaterni&é bactéricides
. surfaces
Plasma ATRP polyacrylate quaterrfSé bactéricides
. . surfaces
Polypropyléne uv ATRP polyacrylate quaterniS& bactéricides
Aucun copolymeérisation 2.153,154,155 surfaces
traitement radicalaire polyacrylates antiadhésives
Aucun copolymeérisation .| 150151 surfaces
PET traitement radicalaire polyacrylamideS antiadhésives
Aucun copolymeérisation . . 56 surfaces
traitement radicalaire N-vinyl-2-pyrrolidone antiadhésives

V.2.2 La méthode de greffage covalent « grafting to »

La méthode de greffage covalent « grafting to » ist@sa faire réagir un polymeére
antibactérien préalablement synthétisé directersenta surface d’'un substrdigure 1-20).
Contrairement a la méthode « grafting from », |yp@re antibactérien est synthétisé en tout
premier lieu. Les variables de synthese telleslgstructure de la chaine principale, la masse
molaire, le groupement d’ancrage, le groupemenbacterien sont bien plus nombreux et
permettent d’imaginer un trés large spectre de tstreg a propriétés spécifiques. Quelques
exemples non exhaustifs illustrant cette méthode déarits ci-apres puis résumeés dans le
Tableau I-5.
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Figure I-2C. lllustration de la méthode de greffage « graftmg"*

V.2.2.1 Surfaces en verre

Sur des substrats tels que le verre, des polyntélesjue des polyacrylaféd comme le
copolymére a bloc poly(méthacrylate de 2-diméthyter@thyle)-b-poly(méthacrylate de 3-
triméthoxysilylpropyle) (PDMAEMA/PTMSPMA), préalabient synthétisés par ATRP puis
guaternisés sont immobilisés de maniére a confla®propriétés bactéricides a la surface.
Par ailleurs, une étude récente a mis en évidenoaractére antiadhésif d’'une surface en
verre suite & une immobilisation de peptides awmtiofiiend®. Aprés avoir traité
chimiquement la surface avec un thiol-silane ettamtié I'ester N4y-maleimidobutyryloxy]
succinimide, des peptides antimicrobiens ont pe &xés via une réaction de Gabriel

(groupements amines des peptides réagissant avgol@gements succinimides).

V.2.2.2 Surfaces en cellulose

Sur des fibres textiles telles que la celluloses duolécules de chitosane traitées
chimiqguement pour porter des groupements ammoniuategnaire, ont été fixées via a un
intermédiaire réactionn&f" (acide citrique monohydraté) ou directement ssr flenctions
hydroxyle de la cellulos&. Des effets bactéricides ont été mis en évidensewvis des

souche<t. colietS. aureus

V.2.2.3 Surfaces en polyuréthanes

De nombreuses études ont mis en évidence la plitgsitfimmobiliser chimiquement des
polyméres a effets antiadhésifs sur des surfacgsobmréthanes. En effet, le groupement
uréthane -OCONH- des polyuréthanes est susceptibleéagir avec des intermédiaires
bifonctionnels tels que les diisocyanatésggre 1-21) permettant la fixation de molécules
telles que le chitosaf® des lipides tétraéther8§ des PE&G*1%°17ou des molécules

biocides telles que le N-Halamii& L’hépariné®® a aussi pu étre greffée de facon directe sur
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une surface PU-NHchimiquement prétraitée a I'aide d’'un agent de tamg (hydrochlorure

de 1-éthyl-3-[3-diméthylaminopropyl]carbodiimide,tédDC).

HDI
+ OCN—(H,C);—NCO - O
- - ~ ‘ PEG 6000 - I
U - - PU_ {2 NCO X > PU~Z NHC{io_(HZC)L‘%OH
— Toluéne/Lh/70°C - ‘ Toluéne/24h/4s’C "
e e

L

OH
O
O
OH
. N
PU_~ NHC— O OH Q NH»
-~
NH,

Figure 1-21. Greffage chimique d’'un PEG ou du chitosane sursaumface PU via
un intermédiaire bifonctionnel 1,6-diisocyanatohex@HDI)

V.2.2.4 Surfaces en polypropyléne ou polyéthylene

De méme, sur des fibres de polypropyléne, préatadi¢ traitées par plasma 4N\NH; et
C0O,) de maniere a génerer des fonctions amines et cditpoes en extréme surface, le
chitosan&™ a pu étre chimiquement fixé de deux facons diff&a®: via un intermédiaire
bifonctionnel comme le glutaraldéhyde ou via unmgke couplage tel que le EDC. La méme
équipe a réussi a fixer une enzyme antibactériefme;dase de glucodé’, sur ce type de
fibre via la méme approche chimique. En effet,iatfon d’enzyme antibactérienne sur une
surface ne peut se faire que par une méthode elidectjreffage.

De la méme maniére, aprés un traitement par pld&xbl,O/H, ou NHy/H,) générant des
fonctions COOH et N I'héparine et I'acide hyaluronique hautement &t ont pu étre
directement fixés sur des surfaces PE de maniereeua conférer des propriétés
antithrombiques?

Par ailleurs, des fibres PE bactéricid@ont aussi été développées : aprés la fixation de
'anhydride maléique en présence d’'un amorceurcedaire (AIBN), le polyéthyleneimine a
pu étre fixé puis quaternisé sur la surface HEuUre 1-22).
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o Br—(CH,p)s—CHs
o]
D+ kon
— o] o) o]
~ ~ ~ 21— - ©
+AIBN +PEI — —PEI— —
P _— PE;— —_ - PE?— NH—PEI _— - p|§ NH PFI (CHZ)S CHs
~| Acétate d'éthyle/15n/60°C = O DMF/15hW90°C OH 1) 2-méthyl-2-butanol15h/75°C OH G,
2) 2-méthyl-2-butanol/5h/40°C
o} ¢} 0

Figure [-22. Greffage chimique d’'un PEI quaternisé sur unesserPE

V.2.2.5 Surfaces en polyéthersulfone (PES)

La technique d’irradiation UV couplée a un traitengpar 'ozone a été envisagée de maniere
a générer des groupements peroxydes sur des mesalEarPES*. Ce type de traitement a
ensuite permis la fixation de polymeres hydrophitegiadhésifs tels que des PEG, le

chitosane et des alcools polyvinyliques.

V.2.2.6 Surfaces en polydiméthylsiloxane (PDMS)

Le PDMS a fait I'objet de nombreux travaux dansidenaine de I'antibactérien. L’approche
générale consiste a utiliser les liaisons Si-Hduéslies pour pouvoir greffer chimiquement
tout type des macromolécules a effets antiadhdsiftant des groupements vinyliques
pendants en une seule étape dans I'eau. Ainsi thytnéllulosé® ou le poly(chlorure de
(vinylbenzyl)ammonium) (PVBCAY’ préalablement modifiés chimiquement (groupements
hydroxyle substitués par des groupements vinyliqa@s la méthylcellulose ; groupements
chlorures substitués par des groupements vinyligoes le PVBCA) ont pu étre immobilisés
sur ce type de surface. L’avantage majeur de ce dgpgreffage est qu’il ne nécessite pas de
traitement préalable de la surface.

Par ailleurs, le traitement par plasma s’est réweé efficace pour fixer des polymeres

polypeptidomimétiques fortement antiadhésifs surype de surfacdé>*"®
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Tableau I-5. Quelques exemples d'immobilisation de polymeres

antibactériens par la méthode « grafting to »

réac?tli’(c))rl:rp:gl du Prétraitement Polymeres antibactériens Effet antibactérien
biomatériau immobilisés recherché
OCONH chimiaue PEG 165166167 surfaces
q antiadhésives
OCONH chimique Héparine®® surfaces
Polyuréthanes antiadhésives
OCONH chimique Chitosane™® surfaces
antiadhésives
OCONH chimique Lipides tétraéthérés™®* surfaces
antiadhésives
Si-H chimique : lavage Polyacrylate quaternisé'*® surfaces
Verres piranha bactéricides
. - . 160 surfaces
Si-H chimique Polypeptides antiadhésives
Si-H pas de traitement Méthylcellulose™*® surfaces
antiadhésives
- : . Poly(chlorure de (vinyl surfaces
Silicones Si-H pas de traitement benzyl)ammonium)léé bactéricides
. polymeéres surfaces
Si-H Plasma peptidomimétiques™ "> antiadhésives
OH UV + chimique Chitosane quaternisé®* surfaces
Cellulose bactéricides
OH pas de traitement | Chitosane quaternisé*® surfaces
bactéricides
C-H chimique + Chitosane™ surfaces
Polvoronviéne plasma antiadhésives
ypropy chimique + 171 surfaces
C-H Oxydase de glucose . Py
plasma antiadhésives
i . polyéthyleneimine surfaces
Polyéthylene C-H Chimique quaternisé'’® bactéricides
C-H Plasma Héparine'"? surfaces
antiadhésives
Polyethersulfone C-H UV/ozone Chitosane et PEG"* surfaces

antiadhésives

Dans ce qui suit, nous allons

travail.

nous focaliser

SWP\IE, biomatériau choisi au cours de ce
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V.3 Le poly(chlorure de vinyle)

Le PVC est un des polyméres synthétiques les pilisés dans le secteur industriel. En effet,
au regard de sa production mondiale annuelle (3lions de tonnes en 2008 avec une
augmentation courante de 5% par an), il est lesigwie plastique le plus produit aprés le
polyéthyléne et le polypropylene. Ses multiples pgéigs thermo-mécaniques ainsi que sa
haute résistance chimique alliées a un prix aboedaibl fait de lui un des matériaux les plus
versatiles qui soit. On le retrouve dans de nombsacteurs tels que le batiment (fenétres,
canalisations, tubes et raccords), I'automobilevffements de tableaux de bord), les
equipements électriques (gainage de cables éleesligliagroalimentaire (emballages), les
accessoires de mode (bottes, cirés) ainsi quectewsenédical (poches de sang, cathéters,
tubes de dialyse, gants hospitaliers, emballagesnddicaments, prothéses artificielles,
implants...).

Bien que ce polymere soit couramment utilisé ert tare biomatériau dans le secteur
biomédical, les travaux de recherches concernaritdéements chimiques de surface, en vue
d’améliorer ses propriétés antibactériennes, sdativement limités{ableau 1-6). Les deux
parties suivantes permettront de mettre en évidano&tat de I'art concernant tous les types

de polymeres antibactériens immobilisés sur le PVC.
V.3.1 Surfaces PVC a propriétés bactéricides
V.3.1.1 Incorporation de molécules biocides

La plupart des études industrielles visant a cenféles propriétés bactéricides au PVC
portent sur l'incorporation d'agents biocid&sau sein méme du matériau. Des agents
bioactifs tels que le benzisothiazolinone (Bff) I'oxybisphenoxarsine (OBPAY, I
omadine de zir¢®, le triclosane (TCS}**® le carbamate de 3-iodo-2-propynylbutyle (IPBC
)17918L e thiabedazole (TBZ¥ le 3-isothiazolane (It§% le carbamate de 3-iodopropynyl-
N-phényle (IPPC}?, le carbamate de 3-iodopropynyle (IPE)le pyrithione de ziné>, le tri-
n-propylétain®, I'orthophenylphendf® et le chlorpyrifo$® sont ajoutés lors de la mise en
ceuvre du matériau. La migration progressive deehiidiocide vers la surface permet de

protéger le biomatériau des microorganismes.
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V.3.1.2 Greffage chimique d’agents biocides ou de polymérdmctéricides

Une autre approche consiste a fixer chimiquemestagents biocides par I'intermédiaire de
groupements espacetfs Ainsi, 'agent biocide Irgasan a pu étre fixémfjuement sur des
chaines d’acide polyacrylique (groupements COOléstpar le carbodiimide EDC) fixées
par ATRP sur une surface PVC prétraitégpar plasma) Rigure 1-23). Toutefois, les
surfaces PVC développées ont montré une faibleitéctintibactérienne vis-a-vis des souches

E. coliet S. aureus

—— i = A

pristine substrate Plasma treatment AA radical graft

in air 49{ copolymerization

|rgasan coating

£ *
activated carboxyl
_€ : group

Figure 1-23. Immobilisation d’un agent biocide (Irgasan : Togan, 5-chloro-2-(2,4-

dichlorophenoxy) phenol)) sur une surface B¥/C

Dans le cadre de quelques bret¥°1%° des polyméres biocides porteurs de groupements
contenant des ammoniums quaternaires fixés a de$neshapolyméthacrylates ou
polyméthacrylamides ont été immobilisés sur defasas PVC par activation radicalaire sous
l'effet d’'un rayonnement ionisant (rayonnement gamou bombardement électronique).
Toutefois, la mise en ceuvre de ce genre de polgaté@n représente un investissement
industriel important. C’est pourquoi d’autres métes plus économiques ont été envisagées
comme la photopolymérisation radicalaire suivie nd'greffage covalent de copolymeres
biocides® 192 9¥Frigure 1-24).
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Figure |-24. Procédé de photopolymérisation radicalaire d’'umomeere 4-vinylpyridine

quaternisable sur une surface PYC

V.3.2 Surfaces PVC a propriétés antiadhésives
V.3.2.1 Greffage chimique de polymeres antiadhésifs par lstratégie « grafting from »

La technique SI-ATRP (Surface Initiated Atom TramsfRadical Polymerization) est
particulierement bien adaptée pour fonctionnaliser surface du PVC. Des chaines
polyacrylate§’®> ou polyacrylamides possédant des propriétés d&aigsure comme le
poly(N,N-dimethylacrylamide)) (PDMA) ainsi que le olg(N-Isopropylacrylamide))

PNIPAAmM ont été greffées chimiquement avec sucaés@tte méthodd* (Figure 1-25).
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Figure 1-25. Greffage d’un polyacrylamide par SI-ATRP sur ungace PVC*
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V.3.2.2 Greffage chimique de polymeres antibactériens paal stratégie « grafting to»

La plupart des macromolécules a effet antiadhésif@es par la méthode « grafting to » sont
fixées via un groupement espaceur.

Ainsi, aprés la fixation d’une diamine sur une aogf PVC suivie d’'une réaction avec un
diisocyanate, des molécules PEG® (Figure 1-26) ont pu étre immobilisées. Cela a réduit
nettement I'adhésion de plaquettes sanguines.

Une autre approche photochimique a permis de fi@parind® !%® (Figure 1-27) et
I'acrylate de sucros& sur des surfaces PVC via la benzophenone. Ceacssrbnt montré

d’excellentes propriétés anticoagulantes.

I‘\ICO
(CHa)s
HN 0
\]/ PEG
-~ o HO— PEG—OH | i
I I we
NH NH
TI T N TH OCN—(H,C)s—NCO

S S wo J / /  mw S

V4

Figure |-26. Fixation d’'un PEG™ ou d’un surfactant (Tween 289

sur une surface PVC

Héparine
Heparme
(0]
+ =)
Cl
uv

S S S S

Figure 1-27. Fixation de I'héparin&® sur une surface PVC
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Tableau I-6. Résumé de I'état de I'art concernant le greffeljenique de polyméres
antibactériens sur des surfaces PVC

Biomatériau usuel choisi : le PVC

Stratégie antiadhésive Stratégie bactéricide

Polyacrylates®21%°

Polyméthacrylates et Polyméthacrylamides

PEG!19% porteurs d'ammoniums quaternaires ou
d,agents biocideé86,187,18 ,189,190,191,192,193

Polyacrylamides®*

Héparine®®"198

VI CONCLUSION

Le greffage chimique de polymeéres antibactériemsies surfaces de biomatériaux constitue
une stratégie émergente et trés prometteuse paoer dantre les phénomeénes d’infection. Le
choix du mode de greffage se fait en prenant enpt®res propriétés structurelles du
biomatériau mais aussi celles des macromoléculi#saatériennes a fixer. Cependant, dans
le cas du poly(chlorure de vinyle) (PVC) cette téigée est encore tres peu exploréableau
1-6).

Ainsi, le projet de recherche qui m’a été confilnsrit dans l'optique de développer de
nouvelles surfaces PVC antibactériennes en vuemwteilcuer a la lutte contre les phénomeénes
d’infection. Pour ce faire, nous avons choisi datlsgtiser des séries de copolymeéres
bactéricides et antiadhésifs (ou bactériophobesiepa de groupements propargyle. Ces
nouveaux copolymeéres seront par la suite greffés das surfaces PVC porteuses de
groupements azoture. La réaction mise en jeu astdi@-addition 1,3-dipolaire catalysée de
Huisgen (CUAAC) entre les groupements alcyne egtespements azoture, réaction la plus
utilisée et la plus populaire en chimie click. Di@upart, I'approche chimique « grafting to »
a eté choisie car elle permet d'offrir plus de pubts dans le choix de la structure du

polymére, du groupement d’ancrage et du groupearditiactérien.
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Chapitre Il — Surfaces PVC bactéricides

| Introduction

Dans le présent chapitre, I'objectif est de dévedwple nouvelles surfaces PVC bactéricides.
Pour cela, de nouveaux copolymeres aléatoiresypsrte groupements biocides d’'une part et
de groupements d’ancrage de type propargyle d'aqére seronsynthétisés et caractérisés
par des techniques physicochimiques usuelles. Ggslymeéres bactéricides seront ensuite
fixés chimiqguement sur une surface PVeg{Nrétraitement chimique de la surface PVC) par
une cycloaddition de type Huisgen 1,3-dipolairealystee par du cuivre (click chemistry)
(Figure 11-1). Les surfaces PVC seront caractérisées et leogmiptés bactéricides seront
évaluées vis-a-vis d’'une souche bactérienne a Qasitif (Staphylococcus epidermidlist

d’'une souche bactérienne & Gram néggstherichia coli.

Approche Chimique « grafting to »
©) W@C‘D\ Click chemistry
\ DMF/H,0 W @ Ethanol/ H,O
Exceg ) — 2 T e,
60°C /48h W @ e@ Ascorbate de sodium

CuS0y, 5H,0

Tamp/ 48h @
Peeo0 . oS Avas
Vi Sy

copolymeére

Figure II-1. Stratégie chimique de greffage de copolyméredactitriens
sur des surfaces PVC
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Il Synthéses et caractérisations physicochimiques dpslymeéres

bactéricides

Une des stratégies les plus en vogue pour dévalamsecopolymeres antibactériens est de
fixer des groupements ammonium ou pyridinium quegtiee sur des chaines carbonées
comme des polyméthacrylates ou des polystyréres effet, en 1980, deux nouveaux
polyméres cationiques, le poly(chlorure de vinylbgmmialkylammonium) et un
polyméthacrylate contenant un groupement biguaoideété synthétisés avec succes et ont
montré une haute activité biocide vis-a-vis de demouches bactériennesk. (coli et

S. aureu¥™>* Ces polyméres ont montré une activité nettemepérieure a celle de leurs
monomeres correspondants. Par ailleurs, une &ctatibactérienne trés importante des
poly(chlorure de trialkyl-3-[(et-4-)vinylbenzyl]phpBonium) a été mise en évidence par
Kanazawaet al®. En effet, & structure identique, les polyméreseuus de groupements
phosphonium quaternaire ont développé une actantédactérienne deux fois supérieure a
leurs homologues porteurs de groupements ammoniatepaire. L'équipe de Kenawy a
développé de nombreuses approches chimiques pouerfales sels d’ammonium ou de
phosphonium sur des chaines polyméthacrylataspolyamide, 21 Dans les deux cas, les
sels de tributyle phosphonium se sont trouvés Eseplus efficaces pour éliminer les

bactéries et les champignons.

Aujourd’hui, il est communément admis que la degiom d’'un microorganisme par des

polyméres cationiques bactéricides s'effectue am odtapes: I'adsorption initiale du

polymeére bactéricide sur la surface cellulaire &aebne suivie de la diffusion de celui-ci a
travers les parois cellulaires ; I'adsorption sarrrhembrane cytoplasmique entrainant la
rupture de celle ci et enfin la libération des ¢ibnants cytoplasmiques essentiels a la survie

de la bactérie.

L’activité bactéricide de ces polymeéres est infe@mpar plusieurs facteurs tels que la masse
molaire moyenne, la nature des groupements alkidesature du contre-ion ou la balance
hydrophile-hydrophobe

A titre d’exemple, Kanazawet al’°ont examiné I'effet des contre-ions d'une sérisels de

poly(chlorure de tri-butyle [3-(et 4-)vinyl benzyle phosphonium) sur [lactivité
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antibactérienne vis-a-vis des bactéfiesoli et deS. aureusPlus le contre-ion est dissocié
du phosphore, meilleure est 'activité antibactémie (la paroi externe de la bactérie chargée
négativement aura tendance a étre déstabiliséeiglexnent puis solubilisée). Ainsi I'anion
chlorure a été reconnu comme étant plus efficaedepianions PF;, CIO* ou BF".

L’activité antibactérienne dépend aussi de la lemgudes chaines alkyles fixées aux
groupements phosphonium ou ammonium quaternaireffét) ces chaines alkyles pendantes
entrainent une modification de la conformation deacromolécules et de la balance
hydrophile-hydrophobe.

L’évolution de l'activité antibactérienne en formti de la longueur des chaines pendantes
fixées aux ammoniums quaternaires suit une counbelaehe dont I'optimum est observé

pour des chaines en C6 & €163
De méme, la masse molaire moyenmEO influence notablement I'efficacité biocide de

nombreux polymeres porteurs d’'ammoniums quatermakEa effet, I'activité biocide d’'un
polymére polycationique en fonction de sa masseaimlmoyenne passe aussi par un
maximum compris entre 50 000 et 100 000 g-hidI*>

Sur la base de ces résultats bibliographiques,reyuaduveaux copolymeéres porteurs de
groupements propargyle et de groupements ammoniuphosphonium quaternaire ont été
synthétisés, les trois premiers a partir du polgiehie de benzylvinyle) (PVBC) et le
guatrieme a partir du poly (N,N-diméthylaminoéthyleDMAEMA).

/ Copolymerel \

0.1n

/ Copolymere3 \/ Copolymerea "\

NH

/"

o

Figure 11-2. Copolymeres bactéricides synthétisés

\/_
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[I.1 Les copolymeres bactéricides synthétisés a partirudpoly(chlorure de
benzylvinyle) (PVBC) (copolymeres 1 a 3)

La synthese des copolymere et3 a été effectuée a partir d'un poly(chlorure de
vinylbenzyle) commercial (I= 1,82yl = 100100 g/mol). La structure initiale du polymeére a

été choisie car elle est aiséement modifiable parstdéstitutions nucléophiles et parce que les
homopolymeres cationiques issus du PVBC tels gpeligchlorure de trialkyle vinylbenzyle

16,17,18 sont

phosphoniuntf*°et le poly(chlorure de trialkyle vinylbenzyle amniom)
reconnus pour leur pouvoir bactéricide.

Au cours de la premiere étape de synthese, depgments porteurs de fonctions alcyne sont
introduits de facon aléatoire sur 10% des motifPMBC, par substitution nucléophile des
atomes de chlore par la propargylamine (intermgalidi Puis des excés de N,N-
diméthylbutylamine  (copolymér®, de triphénylphosphine (copolymée ou
tributylphosphine (copolymer® ont été directement introduits dans le milieucti@&anel
aprés 24h d’agitation en vue de générer les ammmniat phosphoniums quaternaires
correspondants sur les motifs non modifiés. Leolyoperesl, 2 et3 ont été obtenus avec de
bons rendements aprés purification par dialyseyepHilisation Figure 11-3). Le mode

opératoire est présenté en annexe 1 (partie expétabe section 11-1).

Exces

3\ Ry
0, 111 0,9n R2 0,1n\ 0,9n
1) S0°C/ 48h [THF _
o HZN 50 C/24h 2) Purification
R,
NH Sy

Cl ®
Rj3
% X

Intermédiairel

Copolymere 1 : X=N; R=CH;; R, = CH; ; Ry = (CH,)sCH3; Rendement : 87 %
Copolymere 2 : X =P ; R R, = Ry = GHs; Rendement : 72 %
Copolymére 3: X =P ; R R, = R = (CH,)3CHs ; Rendement : 81 %

Figure Il -3. Synthese des copolymerg, 3
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Néanmoins, l'intermédiairg n’a pas pu étre isolé. En effet, au cours degmdifftes tentatives
lors de I'évaporation du solvant sous vide a 40°Gsn@cupérons un produit insoluble. Nous
avons attribué cela a un déplacement de I'équillmide-base entre I'ammonium secondaire
(acide) et son amine secondaire (base conjuguéss).déplace vers la formation de I'amine
secondaire avec un dégagement de HCI. L’amine fermdgirait avec les GHen a du
chlore provoquant une réticulation inter-chaine rdort accés a un produit insoluble
(Figure 11-4).

LLLLLL

NH™CI “Cl /,NHCl ~Cl

/

A | |
B A AAAYAVAVAVAVAVAVA VA VA VAV VA VAN
. f )
sous vide

Oc1 cl C‘c1 Cl _cl (-HCD

(i ks
NH\ — n

4

Figure 1I-4. Mécanisme de réticulation inter-chaine de I'intédiairel

[1.L1.1 Caractérisation par IRTF-ATR

L'IRTF en mode ATR permet I'analyse des modificagostructurales du PVBC et des
copolymered, 2, 3 (Figure 1I-5).

Le spectre infrarouge du copolymdreévele la disparition totale de la bande d’éloimgate

la liaison C-H ena du chlore (1265ci) et de la bande de déformation de la liaison C-Cl
(675 cm). Tous les atomes de chlore présents dans le RdfB@onc bien été substitués. De
méme, I'apparition d’'une large bande d'élongatiiinée entre 3600 crhet 3100 crit met en
evidence I'hygroscopie du copolymérela vibration d’élongation de la liaison N-H n’est

pas détectable sur ce spectre car elle est noyéecette large bande.
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Les spectres infrarouge des copolyme&rest 3 révelent la présence de deux bandes de
déformation de la liaison P-C (740 ¢n690 cm' et 800 crit, 710 cnt) mettant en évidence

la présence des groupements triphénylphosphoniutribautylphosphonium immobilisés sur
les chaines pendantes. Toutefois une bande d’élong@siduelle de la liaison C-H endu
chlore (1265 cil) illustre le fait qu'il doit rester des groupemerthlorés non substitués.
L’encombrement stérique des groupements phosphopiomnrait expliquer le fait que la

réaction ne soit pas totale.

PVBC

UcHz.ci= 1265 Cl'ﬁ1

Copolymeérel 8c.o= 675¢mt

N\ YW

wr Copolymeére2

/

Copolymére3
POy p.c= 740 et 690 crh

!

. dp.c= 800 et 710 cn
UOH, NH, CH (alcyne)= [3600'3100] crit P-C

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 590,
cm-1

Figure II-5. Spectres IRTF du PVBC, copolymere et3

1.1.2 Caractérisation par RMN 'H

Des analyses par RMM ont été ensuite effectuées pour caractériser iésisément les
nouvelles structures synthétisées.

Les copolymeres étant chargés, les differentesysemlont été effectuées en augmentant le
temps de relaxation (parameétre d1 fixé a 20 se®ndi@si que le nombre de scans (16

scans).
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Les différents spectres RMI des copolyméres, 2, 3, du polymére de référence (PVBC) et
de la propargylamine sont reportés dansidare 11-6. Les analyses ont été effectuées dans le
méthanol deutéré (GD) pour les trois copolymeres cationiques ainse quour la
propargylamine alors que celle du PVBC a été fdaas le diméthyle sulfoxyde deutéré
(DMSO-d6).

Le spectre RMNH du copolymérd met en évidence les déplacements chimiques des
protons de la chaine alkyle pendante liée a 'amormorguaternaire (H7 a 3,4 ppm, H8 a 1,9
ppm, H9 a 1,4 ppm, H10 a 1,0 ppm) et des deux gmepts méthyle (H6 a 2,9 ppm). Ces
déplacements chimiques confirment la substitutioantjtative des groupements chlorés par
le N,N-diméthylbutylamine. En outre, le déplacemehimique du proton H13 & 2,3 ppm
valide la substitution des groupements chloréslgp@ropargylamine. Une analyse RMN
COSY 2D (Annexe ZFigure A2-1) a permis de confirmer les attributions des picsplectre
RMN *H.

Le spectre RMNH du copolymér® met en évidence les déplacements chimiques des
protons H6 (entre 8,5 et 7,5 ppm) des 3 groupenprdayle liés au phosphore. De plus les
deux protons en positiam de I'alcyne H7 sont mis en évidence a 3,6 ppmrewpolymere,
'analyse UV permet aussi d’'affirmer que la réactioau lieu, avec I'apparition d’'une bande
spécifiqgue aux groupements triphénylphosphoniummgie 2 Figure A2-2).

L’analyse RMN'H du copolyméré& met en évidence les déplacements chimiques desngrot
des trois groupements butyle liés au phosphoniuntecnare (H6 a 2,2 ppm, H7 et H8 entre
1,7 et 1,1 ppm, H9 entre 1,1 et 0,8 ppm) ainsilgagrotons en positiom de I'alcyne (H11

a 3,6 ppm) et les protons en positodu groupement NH (H10 entre 4,6 et 4,3 ppm).

Des analyses RMRC dans CBOD des copolymérek 2 et3 (exemple du copolyméteen
Annexe 2,Figure A2-3) ont aussi été effectuées. Cependant la détediésngroupements

alcyne s’est révélée infructueuse.
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DMSQC-d6

Eau

DMSO

Eau 1 2
CD;0D . Méthanol
HZN/\
DU \ . [
Méthanol
CDs0OD

Eau Méthanol

[
8.0

1,2
58 7
1,9
Eau Méthanol
1 1 2,78
2 2 (—\
09n 0,1n
3 3 3 3
4 4 4 4
6
11
5
10
R R
75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0
(ppm)

Figure 11-6. Spectres RMNH : PVBC, propargylamine, copolyméres2, 3

61



Chapitre Il — Surfaces PVC bactéricides

Afin de mettre ces groupements alcyne en évidelaceynthése de lintermédiaiflea été
effectuée directement dans le DM86-Figure 11-7). L’intermédiairel formé in situ ne
subissant aucun traitement de purification, I'anpnepargylique du polymére est sous forme
d’ammonium.

Le spectre RMNH révéle deux déplacements chimiques (H7 & 3,72 giphB & 3,6 ppm),
caractérisant la réaction de substitution des grmgmts chlorés par la propargylamine. De
plus I'analyse des intégrations de ces deux déplacts chimiques met en évidence I'aspect
guantitatif de cette réaction (substitution de dier de 9%) Kigure 11-8). Le taux de
substitution est calculé de la maniére suivante :

Considérant les protons H5 et H6 : Int(H5) + Int{H&2,07 relatif a 2 protons. Chaque proton
posséde donc une intégration de 1,038 (2,077 +,2381L

Considérant les protons H7 et H8: Int(H7) + Int{H&,190 + 0,095 = 0,285 relatif a 3
protons. On en déduit le taux de substitution raptéde des groupements chlorés par la
propargylamine : Taux de substitution = 100 x (H) + Int(H8)] + 3) + 1,038 = 9%.

Int(H5) étant lintégration des protons H5; Int(H6tant l'intégration des protons H6 ;

Int(H7) étant l'intégration des protons H7 ; Int(H8ant I'intégration des protons H8.

DMSO d6
+0,1n H2N
50° C/24h

NHCI

%

Intermédiairel

Figure II-7. Synthése de l'intermédiaifedans DMSCd6
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Eau
Eau

DMSC-d6 1 ‘ — 1 . )
Hﬂﬂ//\\\\\ . .
X

3.24 3.20
R ) (Ppm)

DMSO

Eau
DMSO

DMSC-d6
k\ 1,2

Eau

DMSO

3.7 3.6
DMSC-d6
(ppm)

5,6
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Figure 1l -8. Spectres RMNH : PVBC, propargylamine et intermédiaite
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[1.1.3 Analyses thermiques

L’étude des propriétés thermiques des copolymérestéa réalisée par des analyses

thermogravimétriques (ATG) et par des analyses &ithees différentielles (DSC).

11.1.3.1 Etude de la stabilité thermique par ATG

Les analyses thermogravimétriques permettant d@é@tuth dégradation thermique des
copolyméres ont été effectuées sous azote enantilisne vitesse de chauffage constante de
10°C/min Figure 11-9). Quel que soit I'échantillon, un taux importane dnasse

charbonneuse est observé en fin d’analyse.

—PVBC
——Copolymére 1
—Copolymére 2

—~Copolymére 3

Masse (%0)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 SO0 S50 600 650 700
Température (°C)

Figure 11-9. Analyses ATG des copolymer#&s2, 3 et du PVBC

La dégradation du polymére PVBC de référence seutiren deux temps: la premiére
phase de dégradation est observée de 345°C a 4R0%econde est observée a partir de
440°C. Lorsque le PVBC est modifié chimiguement pi&s groupements ammonium
guaternaire (copolymeér® ou phosphonium quaternaire (copolym2et3), il se dégrade a
des températures inférieures.

En effet, lintroduction d’ammoniums quaternaires aein de la structure fragilise le
copolymére. Au cours de la premiére phase de datioaddu copolyméré (170°C a 238°C),

la perte de 31% de masse pourrait étre attribuédépart du groupement butyle fixé a

I'ammonium via unef-élimination d’Hoffmanf®%

(Figure 11-10). La perte de masse
théorique, estimée a 33% (masse de la chaine bpéytante x 0,9 / masse du motif du

copolymerel = 50,4/152,5), est en adéquation avec les dorexgEsimentales.
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Copolymerel

0.9n 01ln —= 0.9n 0
‘ )
H

~ ,‘\‘/@ N

NH

An
(N@ d \ cl H\
. k + O.Qn\K k

Figure 11-10. B-élimination d’Hoffmann

L’introduction de phosphoniums quaternaires au deifa structure fragilise aussi la structure
initiale mais dans une moindre mesure. En effat,glupements phosphonium, bien qu’ils
subissent aussi des éliminations du méme type gllesades groupements ammonium, sont

plus stables thermiqueméht®

[1.1.3.2 Etude des propriétés thermiques par DSC

Les analyses DSC, permettant d’étudier les pramiétermiques des copolymeres, ont été
effectuées sous azote en utilisant une vitessdalgffage et de refroidissement constante de
10°C/min. Pour chaque échantillon analysé, trolayzayes ont été effectués : une montée en
température, un refroidissement puis une nouvetletée en température. La seconde montée
en température a été utilisée pour déterminerelegpératures de transition vitreuse (Tg) (au

% Cp). Ces résultats sont présentés damaléeau I1-1.

Tableau II-1. Propriétés thermiques du PVBC et des copolymEr2®t 3

Tg (°C) | ACp (J/(9-°C))
PVBC 80 0,336
Copolymerel | Non observée /
Copolymere2 208 0,621
Copolymere3 158 0,319

* courbes DSC en annexeRgure A2-4

La Tg du PVBC est observée a 80°C et est prochevdiesirs de la littérature. Une Tg
beaucoup plus élevée est observée pour le copaiydr(éig = 158°C). Cette augmentation de
la Tg pourrait étre attribuée a la présence d'atgons électrostatiques inter et intra-chaines
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entre les groupements cationiques, l'augmentationvdieime libre apportée par les
groupements alkyles ayant un effet négligeable.r Reucopolymerel la Tg n’est pas
observable car probablement au-dela de la températar dégradation. Concernant le
copolymére2 l'encombrement stérique apporté par les trois gements phényle
supplémentaires par motif favorise un déplacemepplémentaire de la Tg vers les hautes
températures (Tg = 208°C). Par ailleurs, nous vergue pour le copolymedd’insertion de
groupements butylammonium provogue une augmentdaalB0°C de la Tgl@bleau 1I-2).
Une telle augmentation place ainsi la Tg du copehgtht au-dessus de sa température de
dégradation (210°C contre 170°C).

[I.2 Synthese du copolymere4 a partir du méthacrylate & N,N-
diméthylaminoéthyle

Le copolymérel a été synthétisé a partir du poly (N,N-diméthylaméithylméthacrylate)
(P DMAEMA). Le choix de la structure du polymeéere pBEMA s’est effectué pour deux
raisons . le monomére méthacrylate de N,N-diméthylaéthyle (DMAEMA) est
commercialisé et facilement polymérisable ; lesimds pendantes possedent une amine
tertiaire facilement quaternisable formant ains geupements cationiques bactéricides.
Ainsi, une polymérisation radicalaire conventiotmalu DMAEMA a été effectuée dans le
THFE anhydre & 60°C pendant 18hFigure I1-11). You et af* ont décrit
I’lhomopolymérisation du DMAEMA et ont obtenu desssas molaires moyennes en poids
de 36400 g/mol Klw) avec un indice de polymolécularité de 1,4. Emsgirant de ce
protocole opératoire, I'objectif étant d’obtenirsd@asses molaires moyennes les plus élevées
possibles (activité antibactérienne maximale pagMw autour de 100000 g/mdi*21, le
rapport DMAEMAV/AIBN a été maximisé ([DMAEMA] / [AIBI] = 1050). Une analyse par
chromatographie d’exclusion stérique a permis derd@éner une masse molaire moyenne en
poids (Mw) de 97560 g/mol (en équivalent PS) avec un indieepolymolécularité de 3,9
(Annexe 2 Figure A2-5).

Une fois le pDMAEMA synthétisé, des groupementstgaos de fonctions alcyne sont
introduits de facon aléatoire sur 10% des motifs.réaction mise en jeu consiste en une
substitution nucléophile des atomes de chlore doraete de propargyle par I'amine tertiaire
du polymere conduisant a des ammoniums quatern@ves une chaine propargyle

(intermédiaire?). L'étape de quaternisation des motifs restants eesuite effectuée en
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introduisant un exces diodobutane pour former tgpotymered (Figure 11-12). Le

pDMAEMA ainsi que le copolyméré ont été obtenus avec de bons rendements.

DMAEMA pDMAEMA

AIBN i
60°C / 18h / THF
O HO O ’)O

/N\ /N\

Rendement : 86 %

Figure 1I-11. Synthése du pDMAEMA
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2) Purlf ications on
(6] (0]
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n t 0.1n \/Cl 45°C / 24h

ca N A ci N
| ) \
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Figure 11-12. Synthése du copolymede

[1.2.1 Caractérisation par IRTF-ATR

Les spectres IRTF du DMAEMA, du pDMAEMA, de l'integdiaire2 et du copolymeré
sont présentés ci-dessoisgre 11-13).

Le spectre IRTF du DMAEMA révele les vibrationsldiggation des liaisons C=0 (1723 tm
1), C=C (1640 cnt) et C-O (1150 et 1260 ctr

Le spectre IRTF du pDMAEMA révele la disparition kdebande d’élongation de la liaison
C=C du monomeére confirmant ainsi sa polymérisation

De méme que pour les copolymétef et3, I'apparition d’'une large bande d’élongation
située entre 3600 chet 3100 crit, correspondant & la vibration de valence des migéc

d’eau, met en évidence I'hygroscopie du copolynderiees bandes de vibration d’élongation
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de faibles intensités correspondant aux liaisortd 8- CC ne sont pas détectables sur les

spectres IRTF de l'intermédiaieet du copolymerd car elles sont en faibles concentrations.

DMAEMA

Uc-o= 1723 crit

pDMAEMA Uc=c = 1640 cnt

wr | Intermédiaire2

Copolymeéred

UOH, NH, CH (alcynef™ [3600-3100] crﬁ

Uc.o = 1155 et 1260 cth

4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 00 58
cm-1

Figure 11-13. Spectres IRTF du DMAEMA, du pDMAEMA, de l'intermigite 2 et du

copolymered

1.2.2 Caractérisation par RMN 'H
Les spectres RMRH du chlorure de propargyle, du pDMAEMA et de léninédiaire2 dans

le CDCk ont été superposéd-igure 11-14) de maniere a identifier les déplacements
chimiques des protons de la chaine pendante mediéé le chlorure de propargyle (H6, H7,

H8). Ces protons se retrouvent déblindés par ragpogux du pPDMAEMA (H3, H4, H5).

De méme, le déblindage des 2 protons en positide la fonction alcyne (H9 a 4,95 ppm) est
observé par rapport aux protons du chlorure degrgye (H1 a 4,4 ppm). L'analyse des

intégrations des protons H7, H8 permet d’estimegpdarcentage de motifs modifiés par le
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chlorure de propargyle (de I'ordre de 9%). Le taexsubstitution est calculé de la maniére
suivante :

Considérant les 2 protons H3 : Int(H3) = 2,000tk 2 protons. Chaque proton posséde
donc une intégration de 1,000.

Considérant les protons H7 et H8 : Int(H7) + Int{480,726 relatif & 8 protons. On en déduit
le taux de substitution nucléophile des groupemehisrés par la propargylamine : Taux de
substitution = 100 x ([Int(H7) + Int(H8)] + 8) +A0N0 = 9%.

Int(H3) étant l'intégration des protons H3; Int(H&tant l'intégration des protons H7 ;

Int(H8) étant I'intégration des protons H8.

Le copolymérel n’étant pas soluble dans le CDCI3, son spectre RMIM été effectué dans
CD3;OD et comparé a celui du pDMAEMA et de l'interméarB2 (Figure 11-15) de maniere
a distinguer les déplacements chimiques des préi@ds(3,7 ppm), H12 (1,9 ppm), H13 (1,5
ppm) et H14 (1,0 ppm) de la chaine pendante medifa I'iodobutane.

De plus, on s’apercoit que les protons H3 (4,6 ppHEY (4,1 ppm), H5 (3,4 ppm) du
copolyméred se retrouvent déblindés par rapport aux protongd-3ppm), H4 (2,7 ppm) et
H5 (2,4 ppm) de l'intermédiair2justifiant ainsi la présence de 'ammonium quateendJne
analyse RMNtH COSY 2D (Annexe 2Figure A2-6) a permis de confirmer les attributions
des pics du spectre RMM.
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Figure 1I-14. Spectres RMNH du chlorure de propargyle, du pDMAEMA et de

I'intermédiaire2
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Figure 1I-15. Spectres RMNH du pDMAEMA, de l'intermédiair@ et du copolyméréd
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[1.2.3 Analyses thermiques

Les propriétés thermiques du copolymérent été évaluées par (ATG) et par (DSC) et
comparées avec celles du poly(DMAEMA) de référence.

11.2.3.1 Etude de la stabilité thermique par ATG

Les analyses thermogravimétriqgues ont été effestgéas azote en utilisant une vitesse de
chauffage constante de 10°C/nfiglure 11-16).

La dégradation dpDMAEMA se déroule en deux tenfpsla premiére phase de dégradation
est observée de 225°C a 334°C (perte de masseXtle i7seconde phase de dégradation se
terminant a 450°C. Lorsque le pPDMAEMA est modifi@iriquement par des groupements
porteurs d'ammoniums (copolymeéty il se dégrade plus rapidement.

On s’apercoit, comme pour les précédents copolysneationiques, que le copolymere
possede une phase de dégradation supplémentaaievissiu pPDMAEMA. En effet, au cours
de la premiére phase de dégradation du copolyfeéte 165°C a 248°C, la perte de 50% de
masse est provoquée théoriguement par le dépgrodpements fixés a I'ammonium via une
B-élimination d’Hoffmann. Les deux autres phasesddgradation correspondent aux deux
phases de dégradation du pDMAEMA.

90

80

70

—— pDMAEMA
60 -

—— Copolymére 4
50

Masse (%)

40 A

30

20

10

Tempeérature (°c)

Figure 1I-16. Analyses ATG du pDMAEMA et du copolymeéde
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[1.2.3.2Etude des propriétés thermiques par DSC

Les analyses de calorimétrie différentielle a badgeyont été effectuées sous azote en utilisant
une vitesse de chauffage et de refroidissementaaiesde 10°C/min. La seconde montée en
température a permis d’analyser la transition ugee(Tg) du pPDMAEMA ainsi que celle du
copolyméred (Annexe 2Figure A2-7). Ces résultats sont présentés dafaldeau 11-2.

Le copolymeéred posséde une température de transition vitreuse=(T%1,8°C) supérieure a
celle du pDMAEMA de référence (Tg = 21,5°C). De neémue pour les copolymeres
cationiques précédents, cette augmentation de l&stattribuée a une rigidification des

chaines par la présence d'interactions électrostasi fortes inter et intra-chaines.

Tableau I1-2. Propriétés thermiques du pPDMAEMA et de copolymére

Tg (°C) ACp (J/9)
pDMAEMA 21,5 0,325
Copolymeéred 151,8 0,257

Il Préparations et caractérisations des surfaces PVCabtéricides

Parmi les différents modes de greffage chimiquenderomolécules sur une surface, le choix
s’est porté sur des réactions de type « click chteymi.
En effet, ces réactions connaissent un succés gsamdi depuis que K.B. Sharpless, prix
nobel de chimie 2001, les a définies lors du?*tZongrés annuel de I'’American Chemical
Society. Pour qu’une réaction soit considérée cormanme réaction click, elle doit répondre
aux critéres suivants :

» étre modulable,

» aboutir a des rendements élevés,
générer uniquement des sous-produits inoffensifs,
étre stéréospécifique,

s’effectuer selon un protocole simple,

vV V VY V

utiliser des matériaux de base et des réactifsanti facilement disponibles.
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Aujourd’hui quatre types de réactions click ontiéentifié<® :

» les réactions nucléophiles d’ouverture de cyddecomposeés hétérocycliques électrophiles
tels que les aziridines, les époxydes et les sdfaycliques ;

* les réactions chimiques mettant en jeu des compmm@®nyles(par exemple lors de la
formation de fonctions urées, thiourées, hydrazomtisers, amides ou hétérocycles
aromatiques) hormis les aldols (temps de réacting,Icréation de sous produits) ;

e les additions sur des liaisons multiples carbonesoae telles que les réactions
d’époxydation, d'aziridination, de dihydroxylatioou certaines additions de type
Michaels ;

» lescycloadditionsincluant les réactions de Diels-Alder et les réatdide type Huisgen
1,3-dipolaire.

Parmi les différentes réactions click, la réactws cycloaddition de type Huisgen 1,3-
dipolaire (HDC) catalysée par du cuivre (I) entreazoture et un alcyne est celle que nous
avons choisi d'utiliser car elle présente de nomb@vantages : elle s’effectue a température
ambiante, dans des solvants non polluants (ealc@tls) sur une large gamme de P&
L'unité 1,2,3-triazole formé est trés stable daas donditions standards® La cinétique de
réaction est beaucoup plus rapide (temps de réatfidois plus court) que son autre version

sans catalysetft®:
.1 Traitement physicochimique des surfaces PVC

De maniere a pouvoir greffer les copolyméres baitiers porteurs de groupements alcyne,
un traitement physicochimique sur les surfaces R\AEe réalisé. La polarisation de la liaison
C-Cl du PVC rend ce polymére susceptible de réagic des composés nucléophités:
Une réaction de substitution nucléophile a donc &fféctuée de maniere a fixer des
groupements azoture en surface. L'objectif du émaént est de maximiser la densité de
greffage des groupements azoture sans pour adtactea les propriétés thermo-mécaniques
des films PVC.

J. Sacristraret al®** ont mis en évidence les facteurs influant surdgré de substitution des
atomes de chlore en surface par I'azoture de sodiantempérature, le temps de réaction et
la proportion solvant /non solvant du PVC (la prese d’'un non solvant empéche la

dissolution totale du film PVC).
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Il en ressort que travailler a 60°C, pendant 48msda mélange DMF/eau sont les conditions
optimales permettant I'obtention de bons rendemetds substitution dans des délais
raisonnables sans affecter les propriétés intrinseglu film PVC (1 cm x 1 cm x 0,02 cm)

(Figure 11-17). Dans notre cas un meélange DMF/eau (6/1) esptimam (Annexe 2Figure

A2-8).

cl Cl NaNs Ns  Cl N3

v

DMF/Eau (6/1) ; 60°C ; 48h
PVvC PVC-N3

Figure Il -17. Traitement chimique des surfaces PVC par 'azatiersodium.

[1l.2 Greffage des copolyméres bactéricides sur les suckess PVC-N

Il existe de nombreuses fagons de générer le satalylors d’'une réaction HDC. Dans le
cadre de mon projet, la technique utilisée esétuction in situ de sels de cuivre (ll) [le
sulfate de cuivre pentahydraté (CuS86H,0)] par I'ascorbate de sodium couramment utilisé

pour ce type de réactiott® (Figure 11-18).

Copolymeére bactéricide Groupement
bactéricide

Groupement

d’ancrage

N

PVC-N;-Copolymeéres

NS Cl NN
|

Eau/ Ethanol (21) ; Tam,; 48h I‘l

CuSQG,, 5H,0 (2% molaire*)
PVC-N; Ascorbate de sodium (10% molaire*)

* Les pourcentages molaires sont donnés en fondiiomombre de

moles de motifs porteurs de groupements alcyne

Figure Il -18. Greffage des copolymeres bactéricides sur descasfaVC-N
par une réaction d’addition click de type HDC.
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[11.3 Caractérisations physicochimiques des surfaces PMéactéricides

[11.3.1 Caractérisation par IRTF-ATR

La caractérisation par IRTF des surfaces PVC, PMCeN des surfaces cationiques
bactéricides (Annexe ZEigure A2-9) met en évidence la présence de groupements azotur
(Un3= 2100 cnt). Cependant les copolyméres cationiques fixésxéérae surface ne sont
pas détectables car la profondeur d’analyse depdiagil est trop importante (348m). En
effet, si les copolyméres bactéricides sont grefi@ésurface, ils ne pénétrent pas au sein du

matériau et forment une couche monomoléculaire.
[11.3.2 Spectroscopie photoélectronique X (XPS)

[11.3.2.1 Analyse élémentaire des surfaces

Les surfaces PVC-Ncationiques ainsi que leurs témoins PVC et P\ CeNt donc été
analysées par XPS. Les spectres complets (Annekig@e A2-10) permettent I'obtention
du pourcentage de chaque élément a partir des @@egics. Les résultats de I'analyse

élémentaire de ces surfaces sont consignés ddiableau II-3.

Tableau 11-3 : Analyse élémentaire par XPS des surfaces catiemigtide leurs témoins
(PVC et PVC-N).

Analyse élémentaire

Surface
C Cl N O Si N/C X= X/IC P Autres
%) (%) (%) (%) (%) (%) %0O) (%) (%) (%)
%(Siy*
PVC 4424 8,82 0,00 22,87 21,88 0,0 0,99 22 0,00 F:2,18

PVC-N; 66,46 15,54 4,27 8,79 352 6,4 527 79 000 F:1,41
PVC-Ns-Copol 55,22 8,29 3,02 20,14 14,02 55 6,12 11,1 0,00 F:2,31
PVC-Ns-Copo2 64,19 12,20 3,66 12,22 5,78 5,7 6,44 10,0 0,16 F:1,95
PVC-N;-Copo3 71,87 14,32 3,78 6,33 1,95 53 438 6,1 0,12 F:1,74
PVC-N;-Copo4 59,00 10,57 3,20 17,09 8,22 5,4 8,87 150 0,00 Cu:1,69

@ Pourcentage d’oxygéne da a I'humidité de l'aioetau greffage de polymere.

® Les pourcentages en P étant trés faibles pourdétextés dans les spectres complets, ils ontadtélés a
partir des aires des pics dans les spectres adwultition des différents éléments.

¢ La présence du F est due a une contamination sierflace (Gants, peau, pinces...) ; la présend@udest due
au catalyseur.
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La présence des éléments Si et O dans le film P&/@égart est due a l'utilisation du PDMS
en tant que plastifiant du PVC. La nature hydrogholn PDMS pourrait expliquer son
abondance en surface. Dans le cas du Pyda\diminution des pourcentages de O et Si et
laugmentation de celui du chlore révelent une dimion de la quantité du PDMS. Ce
résultat pourrait s’expliquer par une extractiontipde du PDMS dans le mélange eau/DMF
au cours de la réaction HDC. Cependant, cetteaidran’étant pas contrélée, la composition
élémentaire surfacique peut changer d’'un échantilomn autre. Néanmoins, certaines
informations restent indépendantes de cela. En, éifgorésence de I'atome d’azote montre
gue I'on a bien greffé de I'azoture en surface.sfinin taux de substitution apparent des Cl
par les N peut étre calculé : ((%N)/3)/(%CI+(%N)/3)=0,084 ts8i4%. On peut aussi
remarquer qu'il y a 5,27% d’oxygene supplémentaiae rapport au % de Si, ce qui peut
s’expliquer par une augmentation de I’hydrophiliele 'hygroscopie de la surface.

Apres greffage des copolymeres cationiques surslesaces PVC-B la composition
élémentaire change de maniere significative. Nows/gos remarquer encore une fois que le
% du Si dans les différentes surfaces varie fortereeé de maniére aléatoire, rendant ainsi
'étude comparative de ces surfaces et les calmddictifs tres difficiles. Toutefois, nous
pouvons observer la diminution du % de N et du oaiplN/C des surfaces greffées par rapport
a la surface PVC-N En effet, 'apport en carbone par le polymerdfgrest supérieur a celui
en azote. Nous pouvons aussi constater que lescesrfjardent leur caractére hygroscopique
et que dans le cas de la surface PVg&Epo4 le pourcentage d’oxygene di au traitement de
surface ([(%0)-(%Si)[%C)) est le plus élevé (15,0%), ce qui peut Sex@r par la
contribution supplémentaire des oxygenes de latifomester du copolyméredans I'analyse
élémentaire.

Par ailleurs, I'absence de pic de phosphore dansgdectres complets des surfaces greffées
avec les copolymerea et 3 montre que leurs abondances sont inférieuresGelles-ci ont
donc été calculées a partir des spectres a hadkitién décrits ci-apres. Ce résultat n’est pas
surprenant car la composition élémentaire théoregjughosphore dans les copolymé2est

3, avant le greffage en surface, est autour de 3%.

[11.3.2.2 Etudes structurelles

Afin de compléter et d’affiner les résultats denbtyse élémentaire, des études structurelles
de la surface ont été réalisées en étudiant lestrepea haute résolution des différents
eléments. En effet, I'énergie de liaison d’'un él@ctavec son atome peut changer en fonction

de I'environnement chimique de cet atome.
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Surface PVC:

Le spectre & haute résolution correspondant amsitians des électrons de I'orbitale 1s du
carbone (C 1s) de la surface PVC (Témoin 1) esbrdéxué en 3 picsHigure 11-19). Les
pics a 283,68 et 284,48 eV sont assignés aux ceskaes chaines aliphatiques (C-Si, C-C, C-
H). Le pic a 285,68 eV est di a la liaison C-Cl. @aut remarquer que le rapport des aires
entre les deux pics (C-Cl et C-CH) est différentldalors que si le PVC était pur ce rapport
serait égal a 1.

15500

C 1s

13500 -
11500 -

9500 -
7500 - C(C.H)

5500 C-Cl

Intensité (counts/s)

3500

e S N
1500 T T T T T T

294 292 290 288 286 284 282 280
Energie de liaison (eV)

Figure 11-19. Pics C 1s du spectre XPS a haute résolution defiace PVC.

Le spectre correspondant aux transitions des étectie I'orbitale 2P du Chlore (Cl 2p) de la
surface PVC (Témoin 1) est déconvolué en 4 picsnéxe 2,Figure A2-11). Ceci signifie
gu’il y a deux types d'atomes de chlore en surfdee.effet, un méme atome de chlore
présente deux transitions électroniques une cayngigmt a I'interaction spin-orbite : 3/2 et
'autre correspondant a l'interaction spin-orbit&/2. La premiere est toujours plus intense
gue la deuxieme et est donc utilisée en vue deaidamtdication. Ainsi, les pics a 199,98 et
201,88 eV correspondent aux énergies de liaisonétextrons de spin-orbite : 3/2 et 1/2,
respectivement, du chlore du PVC. Le deuxiéme @dpltransitions (201,88 et 203,18 eV)
pourrait correspondre aux atomes de chlore du alichiéthane, qui est resté emprisonné
dans le film a I'issue du procédé de préparatianfilims PVC.
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Surface PVC-}

Certains travau¥®>°ont montré que les azotures présentaient deuxeuicXPS & haute
résolution (400 et 404 eV) correspondant aux ttems électroniques de l'orbitale 1s de
'azote (N 1s). Dans notre cas, nous observoneggailt ces deux pics. La déconvolution du
spectre montre que le premier pic est la supeiposite deux pics (399,08 et 400,48 eV)
(Figure 11-20). Ce résultat concorde avec celui de Chen &-RI'°. Le troisiéme pic est
centré a 403,68 eV.

La déconvolution du pic du carbone (C 1s) révelgics. Les pics a 283,68 et 284,58 eV
correspondent aux carbones des chaines aliphatiGu8g C-C et C-H). Le pic a 285,78 eV
correspond aux carbones des liaisons C-Cl et CeNpdtit pic a 287,78 eV est difficile a
attribuer. Il pourrait correspondre soit a un atelite résultant d’'une perte d’énergie due a

un couplagea®Tt* & partir des pics principattk soit & de I'acide ascorbique résiduel piégé en

surface.
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Figure 11-20. Pics C 1s et N 1s du spectre XPS a haute résoldé la surface PVC4N

Le spectre du chlore (Annexe Ejgure A2-11) montre la diminution considérable du
dichlorométhane en surface du PV@-par rapport au PVC précurseur. Ce spectre révele
aussi la présence d'ions chlorures résiduels, guvignnent de la réaction de substitution
nucléophile des ClI par les azotures. Ceci indique le taux de substitution des Cl par les
azotures calculé précédemment a partir du spectnglet est sous-estimeé.

% réel Cl = % enveloppe (Cl 2p) — % QCI 2p) — % Cldichlorométhane (Cl 2p). On en
déduit % réel CI = 15,54 — 0,22 — 0,40 = 14,92C4. en déduit un taux de substitution
apparent des Cl par legtle 8,7% (formule page 77).
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Surface PVC-MCopol :
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Figure 11-21. Pics C 1s et N 1s du spectre XPS a haute résolddda surface
PVC-Ns-Copol.

La déconvolution du pic du carbone (C 1s) révefecs Figure 11-21). Le pic a 284,28 eV
correspond aux carbones des liaisons C-Si et C=Cpit a 285,08 eV correspond aux
carbones des liaisons C-C et C-H. Le pic a 28&0&orrespond aux carbones liés a tout
type d’azote C-N (C-NH, C=N et C|Net aux carbones de la liaison C-Cl. Les petits ji
287,28 et 288,68 eV correspondraient a des piogpdifetés (acide ascorbique résiduel...).

Le spectre de la zone des énergies de liaisonsattene d'azote (N 1s) révele 4 pics
(Figure 11-21). Les pics & 398,78 et 403,78 eV correspondentifet 3™ pics de I'azoture.

Le pic a 399,98 eV correspond a la fois aux atodessazotures et de 'amine secondaire du
copolymére. Le pic a 401,28 eV correspond esstient aux N. Le pic du triazole se
trouvant dans la zone de chevauchement des pi89,88et 401,28 eV, le calcul du taux de

conversion des azotures en triazoles n'a pas puédlisé.
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Surface PVC-MCopo?2 :
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Figure 11-22. Pics C 1s, N 1s et P 2p du spectre XPS a hauwkitiés de la surface
PVC-Ns-Copo2.

Le spectre a haute résolution de la région du giarsprévele un signal déconvolué en deux
pics a 132,28 et 133,08 eV (P 2p3 et P 2pl, respantnt), correspondant a une abondance
de 0,16% calculée a partir de I'aire du pic deda Eigure 11-22).
Les transitions du carbone (C 1s) des liaisons C-&, C-Si, C=C et C-N donnent un large
pic centré a 284,28 eV. Le pic a 285,78 correspandcarbones des liaisons C-Cl et C-P. Le
spectre de la région de l'azote (N 1s) permet deeroplus des trois pics des azotures, dont
un (a 399,88 eV) commun avec I'amine secondaireaholymere, un pic supplémentaire a
400,98 eV correspondant exclusivement aux cycliegdies Figure 11-22). Ceci nous a
permis de calculer un taux de transformation deguags en triazolestiazo) a I'aide de
I'équation suivante :

(Twriazo) = Aire (triazole) / (Aire azoture - Aire (triazl3 + Aire triazole]= 0,22.
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Si on se référe au taux de substitution des Clgsak calculé précédemment (0,087), le taux
de triazole par motif PVC serait de 1,91% (0,08226,0,0191).

Surface PVC-MCopo3:
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Figure 11-23. Pics C 1s, N 1s et P 2p du spectre XPS a hauwikitiés de la surface
PVC-Ns-Copo3.

Comme pour la surface précédente, le spectre & méslution de la région du phosphore
révéle un signal déconvolué en deux pics a 132f78.33,68 eV (P 2p3 et P 2pl,
respectivement) correspondant a une abondance 2 @igure 11-23).
Les carbones (C 1s) des liaisons C-C, C-H, C-S{C @C-N donnent un large pic centré a
284,78 eV. Le pic a 286,18 eV correspond aux cabales liaisons C-Cl et C-Pigure II-
23).
Le spectre de la région de I'azote (N 1s) révaleples des trois pics des azotures, dont un (a
399,98 eV) commun avec l'amine secondaire du copefg, un pic a 401,18 eV
correspondant exclusivement aux cycles triazdteguce 11-23).
Le calcul du taux de conversion des azotures andie (iiazo) donne :

(Twriazo) = Aire (triazole) / (Aire azoture - Aire (triazl3 + Aire triazole]= 0,21.

82



Chapitre Il — Surfaces PVC bactéricides

Le taux de triazole par motif PVC serait de 1,8%%087x0,21= 0,0183).

Surface PVC-pMCopo4 :

Le spectre du carbone C 1s présente 5 pics. Les i284,08, 284,68 et 248,78 eV
correspondent aux carbones des liaisons : C-C,eC-E+Si. Le pic a 285,98 eV est attribué
aux carbones des liaisons : C-Cl, C-N et C-O. le&i288,18 eV est di au carbone de la
fonction esterKigure 11-24).

Le spectre de I'azote N 1s révele 4 pics. Les @i898,8 et 404,08 eV correspondent atix 1
et 3™ pics de l'azoture. Le pic & 400,08 eV correspond #is aux atomes d'azote des
triazoles, des azotures et des amines seconddiespic a 401,78 eV correspond
essentiellement aux 'NFigure 11-24). Pour les mémes raisons que pour la surface P¥C-N
Copol, le calcul du taux de triazole par motif PVC naspu étre effectué.
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Figure 11-24. Pics C 1s et N 1s du spectre XPS a haute résoldéda surface
PVC-Ns-Copo4.

111.3.3 Dosage fluorimétrique des ammoniums et phosphoniums

guaternaires

La densité surfaciqgue des charges accessiblesneganameétre important pour prédire les
effets antibactériens des surfaces bactéritidag® /424344454647 jigler R et al*® ont
montré qu’il existait un seuil de densité surfaeiqie charges au dela duquel une surface
pouvait étre considérée comme bactéricide. Ce si&piend de la souche bactérienne mais
aussi de son état physiologique. Lorsque les hasté&e trouvent dans des conditions
favorables aux divisions cellulaires (milieu nutritryptic Soy Broth (TSB) a 37°C), le seuil

se trouve autour de ¥0charge.crif pour une souchg. coli et 13° charge.crif pour une
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souche S. epidermidis. Cependant dans des conditions défavorables a dassance
bactérienne (solution de tampon phosphate salirs{RB22°C), le seuil est plus élevé 210
charge.crif pour les deux souches.

La densité surfacique de charges des surfaces icpignpréparées a pu étre mesurée selon
une méthode basée sur une complexation fluorimétrigécrite par Tilleret al?

(Figure 11-25).

—

Solution aqueuse de
fluorescéine disodique (1%)

Echantillon

Lavage intensif a I'eau MilliQ

Solution aqueuse de chlorure
d’hexadecyltriméthylammonium (0,5 %)

- |

Sonication

«—

e, . Anal fluorimétri
Densité surfacique de charge: "> > onmeTane

10*%a 10%charge.cm?

&l

Figure Il -25. Principe du dosage fluorimétrique

La fluorescéine disodique est utilisée ici car &lene un complexe ionique trés stable avec
les groupements ammonium et phosphonium quaterpagsents en surface. L'excés de
fluorescéine qui n'est pas complexée est ensuit@ré par un lavage intensif a I'eaDans

un second temps, la fluorescéine complexée estred®e » des surfaces cationiques par un
tres large exces de chlorure d’hexadecyltriméthytamum (détergent 1) qui joue le role de
complexant compétitif de la fluorescéine disodiques analyses fluorimétriques ont été
réalisées a pH =8 (0,3mL d’une solution saturéBlaldCQ; ajouté aux 2mL de la solution).
L’ensemble des densités surfaciques de chargesssiloles est répertorieé dans le
Tableau 11-4.
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Tableau 1l-4. Densités de charges des différentes surfaceszpies préparées.

Densités de charges
Surfaces accessibles (charge.&n
en 16*
PVC-Ns;-Copol 6,4+1,4
PVC-Ns;-Copo2 1,2+0,3
PVC-Ns;-Copo3 1,0+0,1
PVC-Ns-Copo4 50+1,4
PVC-Nz 0,097 +£ 0,001
PVC ND

ND : non détectab

Les densités de charges des surfaces témoins PRE@&N; correspondent aux densités de
molécules de fluorescéine adsorbées de maniérsp@mifique sur la surface.

Les surfaces cationiques développées présentei@stdes densités surfaciques de charges
supérieures a 16 charge.cif, répondant ainsi aux criteres de I'appellationukaces
bactéricides ».

Les surfaces PVC-NCopol et PVC-N-Copo4 possédant des groupements ammonium
guaternaire (SAQ) présentent des densités de chalgenéme ordre de grandeur que des
surfaces bactéricides obtenues par une approchreqeid de type « grafting from ». En effet,
I'équipe de MatyjaszewsKia développé des surfaces inorganiques bactérigssédant
des groupements ammonium quaternaire) par une polyation de type ATRP du
DMAEMA : les densités de charges ainsi obtenueseait de 6,5 & 30:80" charge.cr.

Les surfaces cationiques PVG-Nopo2 et PVC-N-Copo3 a base de groupements
phosphonium quaternaire (SPQ), présentent destélerde® charges accessibles legerement

inférieures.
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[11.3.4 Caractérisation par microscopie confocale a fluoreence

Afin d’évaluer la distribution des charges (et déadistribution des polymeres cationiques
bactéricides) sur les surfaces développées et rifeevsi la méthode de dosage de Tilkdr
al.'? est adaptée a notre systéme, les surfaces catisnigaitées avec la fluorescéine
disodique ont été analysées par microscopie colef@ctuorescence avant et apres la mise en

contact avec le détergent 1.

Les observations microscopiques ont été effectadgsH basique (ajout d’une goutte de 40
uL d’une solution saturée de NaHg6ur une surface d’'1 énpour révéler la fluorescence
du fluorochrome en surfac€es clichés mettent en évidence une homogénéigéeffage des
polymeres cationiques$-igure 11-26). De plus, on observe une densité de charges #duesss
en surface plus faible pour les SPQ (intensité&iveal~80) que pour les SAQ (I~200) ce qui

confirme les résultats obtenus par dosage fluoriqué.

Enfin, les clichés des quatre surfaces cationiqutsnus aprés désorption de la fluorescéine
ont dévoilé une tres faible fluorescence résiduellerapport entre I'intensité relative avant et
aprés désorption de la fluorescéine a permis diibtein facteur de correction
(Tableau 11-5) : Facteur de correction : 1+ | (avant désorptidr(ppres désorption).

Ce facteur de correction étant proche de 1, on estitner la méthode de Tiller adaptée et

précise a notre systeme pour doser des densifésigues de charges.

Concernant les surfaces témoins PVC et PV(C(Ngure 11-27), une adsorption non
spécifiqgue de fluorescéine a bien été détectédesusurfaces PVC-Navec une intensité
relative moyenne trés faible (I~21) alors que plegr surfaces PVC on atteint la limite de
détection de I'appareil (I~7). Ceci confirme encame fois les résultats des dosages des

charges accessibles par la méthode de Etlat*?
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a) Avant désorption

|

El
e
i

=80 ]

Figure 11-26. Clichés des surfaces marquées par la fluorescéine

b)Aprés désorption

a) avant désorption ; b) apres désorption

PVC-Ns;-Copol

PVC-Ns;-Copo2

PVC-N;-Copo3

PVC-N;-Copo4
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Figure 11-27. Clichés des surfaces témoins marquées par laeBaéme

Tableau II-5. Densités surfaciques cationiques corrigées

Densité cationique L .
Densité cationique apreg
EFacteur de| selon la méthode )
% désorption . _ ,. | correction (charge/cnf)
correction | Tiller (charge/cm®?) A
4 en 10
en10*
PVC-Ns-Copo 1 97,7 1,02 6,414 6,514
PVC-N3-Copo 2 91,8 1,08 1,2+0,3 1,3+0,3
PVC-N3-Copo 3 95,7 1,04 1,0£0,1 1,1+£0,1
PVC-Ns-Copo 4 88,3 1,12 50x14 56+14

* Densité cationique aprées correction = Facteur deorrection x Densité cationique selon la méthode de
Tiller

[11.3.5 Caractérisation par microscopie a force atomique (KAM)

L’AFM a permis d’analyser les changements topogmpds et structuraux des surfaces PVC
au cours de leurs différents traitements chimiques.

La surface PVC initiale est trés lisse avec unesitlg Rms de 0,9 nnirigure 11-28). Lors de

la réaction avec l'azoture, la surface subit demteiments chimiques et thermiques
relativement importants provocant une augmentaloha rugosité (Rms = 8,7 nniigure
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11-28). Aprés greffage des copolyméres, une rugositdasim est observée pour chacune des

surfaces, sauf pour la surface PVg-Bbpo1l (de maniére inexpliquée).

PVC | PVC-N | PVC-Ny-Copol | PVC-N-Copo2 | PVC-Ng-Cop8 | PVC-Ny-Copot
Rugosité (nm)| 0,9 8,7 19,0 5,9 5,5 8,9

N
PVC-N PVC-N;-copolymerel

. 1 3R, K /n/
R o \ o
i //o 5 % 0,500 pm/div 3 //n,ﬂ x 0500 umsdiv

100,000 nm/div 2 100,000 rm/div

N
Ty

PVC-Ns-copolymeére2 PVC-Ns-copolymere3 PVC-Ns-copolyméres

Figure 11-28. Images topographiques 3D par AFM des surfaces SRQ) et des surfaces
PVC et PVC-N couplées aux rugosités Rms

Apres greffage des copolymeres, chaque surfacenigtie dévoile une topographie et une

morphologie qui lui est propre du fait des difféemnstructures des polyméres immobilisés

(Annexe 2 Figure A2-12).
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[11.3.6 Mesure des angles de contact

111.3.6.1 Mode statique

Les angles de contact statiques des surfaces cptemiet des surfaces témoins (PVC et
PVC-Ng) sont répertoriés dansTableau II-6.

La surface PVC présente un angle de contact mog@0davec une faible polarité (2,3%), ce
qui est caractéristique d’'une surface hydropholpeesle greffage des azotures (PVg);Mn
note un gain d’hydrophilie : 'angle de contacttisgae diminue a 78° et la composante polaire
de I'énergie de surfac# croit a 3,1 mN/m (polarité : 6,8%). Le greffages dmpolyméres
cationiques sur les surfaces PVGétraine une nouvelle diminution de I'angle de acht
statiqgue (autour de 70°). Le caractére hydrophde slurfaces cationiques développées se
justifie par 'augmentation de la composante pelaft (entre 5,6 et 7,9 mN/m selon les
surfaces) et la diminution de la composante disgesé (entre 30,9 et 38,3 mN/m selon les
surfaces). Les écarts obtenus en termes de polante 12,8 et 20,4%) s’expliquent par les
différences structurales des polymeres greffés wrfiace ainsi que par leur balance

hydrophile/hydrophobe.

Tableau I1-6. Angles de contact, énergie de surface et rugdsiésurfaces cationiques ainsi

gue des surfaces contrbles

Surfaces Statique Dynamique Y Y Polarité Rms
0cau (o) 0 ca (o) (m N/m) (m N/m) (%) rugosité
AA AR  Hys (nm)

PVC-N;-copol 71+2 75+318+8 58+6 309+1,7 79+05 204+1,7 19,0
PVC-N;-copo2 71+2 72+4 16+4 56+6 383+12 56+03 128+0,8 59
PVC-N;-copo3 71+2 72+2 18+5 54+4 372+25 6,4+04 14,7+1;3 55
PVC-N;-copo4 69+3 73+317+7 56+6 37,1+06 65+08 149+19 8,9

PVC-N; 78+1 79+513+6 65+5 423+10 3,1+0,1 6,8+0,3 8,7

PVC 90+3 91+347+5 44+6 41,7+0,1 10+06 23x14 0,9
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[11.3.6.2 Mode dynamique

L’angle de contact dynamique rend compte des psosesde mouillage (lors de
laugmentation du volume de la goutte, on parlesalbangle a I'avancée noté AA) et de
démouillage (lors de la diminution du volume de dautte, on parle alors d'angle au
retrait noté AR) d’'un solvant sur une surface. nigle a I'avancée caractérise la mouillabilité
des domaines hydrophobes de la surface (de faitdegie) alors que l'angle au retrait
caractérise la mouillabilité des domaines hydrash{tle haute énergfd)

La différence entre I'angle & I'avancée et I'angle retrait est appelée hystérése (Hys). Il
existe deux catégories d’hystér€sel’hystérése thermodynamique et I'hystérése wipét
L’hystérése thermodynamique qualifie la différemibénergie de surface entre les domaines
hydrophiles et hydrophobes de la surface, indépantent du temps d’analyse et de la
fréquence de I'analyse : elle est donc parfaitemgmtoductible. Lorsque ce n’est pas le cas,
on parle alors d’hystérese cinétique (temps d'd@meilirés long). Selon ces considérations, les
surfaces développées ne présentant pas d’hystgradagement reproductibles (écarts types
variant de 4° a 6°), on peut les qualifier d’ «téysses cinétiques ».

En outre I'hystérése permet d’accéder a des infbioms sur ’lhomogénéité topographique
mais aussi chimique de la surface. En effet, dagatrx ont démontré que la valeur de
'hystérese peut dépendre de la rugosité Rms daumface si celle-ci est supérieure a 100
nm***° Dans ce cas précis, I'hystérése augmente avegdsité de la surface. Cependant, la
rugosité des surfaces développées ne dépassahOpasn (Rms), sa contribution peut étre
considérée comme négligeable. De la méme maniegst clairement admis qu’une surface
chimiquement hétérogene entraine une augmentateor’hystérese. L’homogénéité du
greffage chimique ayant été démontrée par le mgeytlaorescent ainsi que par I'AFM, cela
n'aura aucune influence sur la valeur de I'hystéres

La non reproductibilité des hystéréses pour une enéumface ne s’explique donc que par des
temps d’équilibre lents aux interfaces solide/lidguilors des processus de mouillage et de
démouillage.

Les angles de contact en mode dynamique ainsi’'qustdrese des surfaces cationiques et
des surfaces témoins (PVC et PV@)Kont répertoriés dans Tableau 11-6.

La surface non traitée PVC posséde une hystéréserdee de 44° qui croit a 65° aprés le
greffage de l'azoture (PVCIN L’hystérese décroit légerement (entre 54° et Bftes le
greffage des copolymeres cationiques suggéranhangement de la nature chimique de la

surface.
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[11.3.7 Analyses thermiques

[11.3.7.1 Caractérisation par ATG

La dégradation thermique des différentes surfaageriques développées (PVG-Bopol,
PVC-N;-Copo2, PVC-N;-Copo3 et PVC-N-Copo4) ainsi que des surfaces témoins (PVC et
PVC-Ng) est présentée dansHayure 11-29.

La dégradation thermique du PVC s'effectue en tetimpe3 > La premiére étape de
dégradation est provoquée par le départ de HClhydiéschloration) de 250°C a 360°C
durant laquelle des structures de type polyénesfosment ainsi que des molécules
aromatiques volatiles (benzene, naphtaléne et pliigme) via des réactions de Diels Alder
et des réactions de désalkylation des polyenes3@DéC a 410°C, les chaines polyénes se
réarrangent via des réactions de cyclisation et destions de réticulation (phase de
condensation) au cours de laquelle la perte deerestsminime. Enfin, au-dela de 410°C les
différentes chaines condensées se dégradent pounerfates résidus carbonés tres stables
thermiquement (phase de fragmentation).

Apres traitement chimique (surfaces PVE)N on observe une fragilisation thermique des
chaines. Le début de la dégradation intervientt8@9

Le greffage des copolymeres cationiques sur lelass PVC-N n'est pas détectable par
ATG.

100
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Figure 11-29. Analyses ATG des surfaces cationiques et descagfi@moins PVC et
PVC-N3
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[11.3.7.2 Caractérisation par DSC

Apres le greffage des azotures sur les surfaces, BW@ote un Iéger durcissement du film.
La caractérisation par DSC met en évidence undai@e augmentation de la Tg (Tg (PVC)
= 77°C; Tg (PVC-N) = 78°C). Aprés greffage des copolyméres catioggguaucune
modification n’est observéé&igure 11-30).
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Figure 11-30. Analyses DSC des surfaces cationiques et descesrtamoins PVC et PVC3N

IV Evaluation des propriétés bactéricides

V.1 Choix des bactéries

Notre choix s’est porté sur deux bactértescoli (Gram négatif) eSS. epidermidigGram
positif), en raison de leur trés large implicatidans les phénoménes de contamination et
d’infection rencontrés dans le domaine médical.

Les bactériesk. coli sont des bactéries commensales intestinales. Edesesentent la
principale cause d’infection nosocomiale (24.7%¥n cas de contamination, le patient risque
de développer des infections urinaires, des gasttérites, des diarrhées ou dans les cas les

plus graves des méningites.
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Les bactériesS. epidermidise retrouvent fréequemment sur la peau et les nusgse Elles
sont responsables de la majorité des cas d'infestioitané&s (implants percutanés de type
orthopédique), neuro-méningéesu vasculaire§">%(cathéters).

Parmi les différentes souchEscoliet S. epidermidisles souches K12 (MG 1655) et RP62A
(ATCC 35984) respectivement, ont été choisies pajo&elles ont été parfaitement

séquencées par les biologistes.

IV.2 Evaluation de la concentration minimale inhibitrice (CMI) des

copolymeres cationiques

Avant d’évaluer les propriétés bactéricides desases cationiques développées, I'efficacité
biocide des copolymeéres synthétisés a été déteenginésolution. L'indicateur le plus utilisé
pour connaitre la sensibilité d’'une bactérie a werd antibactérien est la CMI. Elle
correspond a la concentration minimale d’'un agenibactérien suffisante pour inhiber la
croissance bactérienne. Cette concentration eseptiigle d’étre influencée par des facteurs
tels que le milieu, la taille de l'inoculum, la tpérature ou le temps d’incubation d’ou la

nécessité de standardiser un protocole opératagarg 11-31).

/ Concemramon
SoucheE. coli / S. epidermidis

Bactérienne
Mesure DO
1.Ex1C° UFC/mL

Dilution
37,5°C
LBB

\t{rlle Culture d’une soucheE. coli/ S. epldermlcy Observatlon/s\/ Mesure de DO

5><1c5 UFC/mL

D|Iut|ons en cascade dans I eau y — \
m O Len e
A B C D E F
Concentration des LBB stérile + bactéries +
k copolymeres / k copolymeres /

Figure 11-31. Protocole opératoire de détermination de la CMI
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Des dilutions en cascade ont été préparées a gantie solution mere aqueuse en polymeres

cationiques de maniere a obtenir une large gammeodeentration (1 a 202g/mL). Un

volume précis de chaque solution est versé dansalogon de milieu nutritif (Luria-Bertani

Broth, noté LBB) contenant une concentration condeebactéries (8L0° Unités Formant

Colonies par millilitre, notée UFC/mL). Les solutorésultantes sont ensuite mises a 37,5°C
sous faible agitation (50 rpm) pendant 18h. Desumaessd’absorbance sont ensuite effectuées

pour identifier la solution possédant la concermratminimale inhibitrice a lacroissance

bactérienne (CMI). Visuellement, pour une solutilenconcentration en polymere inférieure a

la CMI, cela se traduit par I'apparition d’une tigieé (Figure 11-32). Les valeurs de CMI des

copolyméres cationiques sont répertoriées damaldeau 11-7.

Copolymere utilisé

Concentration décroissante en

copolymeére

Figure 11-32. Détermination visuelle de la CMI.

Tableau II-7. Concentrations minimales inhibitrices (CMI) depalymeres cationiques vis-

a-vis des bactérids. coliet S. epidermidis.

)

CMI (pg/ml)
E. coli(MG1655)| S. epidermidis (ATCC 35984
Copolymerel 25 15
Copolymere2 ND ND
Copolymere3 80 60
Copolymeéred 35 10
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Les copolymere$§ et4 porteurs de groupements ammonium présentent ddsi€I5 et 35
pMg/mL vis-a-vis de la bactéri&. coli et de 10 et 15ug/mL vis-a-vis de la bactérie
S. epidermidisLe copolymere porteur de groupements phosphonium présente uneplos
élevée vis-a-vis des deux bactéries. Concernambpwlymere2 porteur de groupements
triphénylphosphonium, les CMI n’ont pas pu étreed@inées car ce polymere n’est pas bien
soluble dans I'eau ou dans d'autres mélanges ptmntefa croissance bactérienne (ex :
eau/DMSO 97/37.

Les différents résultats obtenus permettent daire2epoints :

> Les copolyméres cationiquést4 présentent une efficacité bactéricide supériewslla
du copolymeére vis-a-vis des bactérids colietS. epidermidis.

> La bactérieE. coli est plus résistante que la bactéBeepidermidisvis-a-vis des
copolyméres cationiques synthétisés. Ceci s’explipjuesa double paroi membranaire
externe (spécifigue aux bactéries a Gram négatif) fgume une meilleure barriére

protectrice.

V.3 Evaluation des propriétés bactéricides des surfacasationiques : Test

Live and Dead

Les propriétés bactéricides des surfaces catiosique été évaluées vis-a-vis des deux
bactériesE. coliet S. epidermidigpar microscopie confocale a fluorescence. Powr, ckdux
marqueurs fluorescents commerciaux ont été utilisés SYTO § (acide nucléique) et
liodure de propidium (IP). Ces deux marqueurs $girdyuent par leur caractéristique
spectrale (SYTO %: excitation/émission 480/500 nm; iodure de poapn :
excitation/émission 490/635 nm) et leur capaciit@eragir avec des cellules bactériennes. Le
SYTO & est capable de marquer tout type de bactériestémau vivantes) alors que
liodure de propidium n’est actif que lorsque lesgis membranaires bactériennes sont

endommagées (bactéries mortes)

L’'association de ces deux marqueurs permet dondisgtanguer les bactéries vivantes (le

SYTO & émet dans le vert) des bactéries mortes ('iodergropidium émet dans le rouge).
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En effet, la fluorescence de liodure de propidi@st prédominante car il posséde un

rendement quantique nettement supérieur & celSiao &.

Ainsi, une goutte de 1AL d’'un mélange (SYTO 9 + iodure de propidium + srspon
aqueuse bactérienne de 8@ UFC/mL) est déposée et étalée via une lamelle ee wer

les surfaces cationiques ainsi que sur les surfg&eesins (PVC et PVC-N (Figure 11-33).
Apres un temps de contact de 50 min permettantbactéries de sédimenter et de bien
s’adhérer en surface, un lavage a I'eau est réalfisé’éliminer les bactéries non adhérées ou
adhérées de maniére non spécifique. Puis, uneegdigihu est déposée et étalée en surface

pendant 10 min avant I'observation au microscopgamal a fluorescence.

Eau + bactéries (10PUFC/mL

+ marqueurs fluorescents (Syto9 et IP)

Syto9 : bactéries vivantes (vert)
lodure de propidium : bactéries mortes (rouge

\\e
s@ ) i .
J \ Temps de contact 50 min Observation au microscope
e N
Lavage de la surface a I'eau stérile confocal a fluorescence
15pL 1 goutte d'eau (154L), 10 min
Lame

Surfaces cationiques ou
témoins

= Densité d’adhésion bactérienne

= Effet bactéricide des surfaces

Figure 11-33. Protocole opératoire du Tdsive and Dead

Sur les surfaces cationiques, l'attraction életatiue entre les groupements phosphonium
ou ammonium quaternaire et les parois membrandeedactéries (chargées négativement)
permet a celles-ci de s’adhérer. Par contre, susuefaces contréles (PVC et PVGN\apres

50 min de sédimentation, le nombre de bactériesradl est extrémement faible car aucune
interaction électrostatique n’a lieu.

La surface couverte par une bactérie étant d’envirqunf, une surface de 1 énpeut étre

recouverte au maximum par ®1Bactéries si celles-ci sont réparties de maniaréajement
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homogene. Ainsi, les densités de bactéries adhé@msndant de la densité de charges en
surface, ne peuvent excédef ¢@llules.cnt.
Les densités de bactéries adhérées ainsi quealexide mortalité sur les surfaces SAQ, SPQ

et les surfaces contréles sont répertoriés dahabéeau 11-8.

Tableau 11-8. Propriétés bactéricides des surfaces cationiqees-vis dekE. coli et

S. epidermidis

Densité deE. coli| Taux de Densité de S Taux de

(MG1655) mortalit¢ | epidermidiSATCC | mortalité
(cellule.cm?) (%) | 35984) (cellule.ci)| (%)
PVC-Ns-Copol 50+ 1,6x10° 08 4,0+ 2,0x10° 08
PVC-Ns-Copo?2 1,8+ 0,4xX10° 96 57+1,8X10° 86
PVC-N:-Copo3 2,8+ 0,5X10° 95 1,1+ 0,5x1¢° 96
PVC-Ns-Copo4 51+ 1,310 08 4,3+ 1,9x10° 99
PVC-Ng* ~0 ~0 ~0 ~0

PVC

0 0 0 0

* Sur certaines zones quelques bactéries ont é&étdés sur des surfaces PVg-N

Les surfaces SAQ (PVCNCopol et PVC-N-Copo4) présentent des densités d’adhésion de
bactériesE. coli de I'ordre de B10° cellule.cn? et des densités d’adhésion de bactéries
S. epidermidisie I'ordre de #1Q° cellule.cn?. Ces surfaces sont hautement bactéricides car
le taux de mortalité bactérien avoisine 99% apregeléontact.

D’apres la littérature, les densités de bactéridiseaes sont en accord avec les densités
surfaciques de charges obtenues (de I'ordre>xd®'8 charge.crif). Semetey et Kébif ont
greffé chimiqguement ce type de copolymeéres sursdeisces PDMS (via des réactions entre
des fonctions alcenes du copolymere et des foretBH de la surface). Les surfaces SAQ
obtenues ont présenté des taux de mortalité vadlia®8 & 100% au bout de 30 minutes de
contact selon les souches bactériennes mises sange Les densités de bactéiegoli
variaient de 3,810° & 1,6<10° cellule.cn? pour des densités surfaciques de charge variant de

2x10" & 1,%10™ charge.cis. Par ailleurs, I'équipe de Matyjaszewski et celle
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Russelt**>% ont greffé chimiqguement un PDMAEMA quaternisé (M0800 g.mof) sur
une surface de polypropyléne via la technigue AERBNt obtenu un taux de mortalité de
100% vis-a-vis des bactérigs coliapres 1h de contact.

Les surfaces SPQ (PVCsXCopo2 et PVC-N-Copo3) présentent une efficacité bactéricide
inférieure a celle des surfaces SAQ. En effet, afite de contact, le taux de mortalité est
respectivement de 86 et 96% vis-a-vis des bast&ieepidermidi®t de 96 et 95% vis-a-vis
des bactérieg€. coli. Cependant, les densités de bactéBespidermidisadhérées sur ces
surfaces SPQ (de 0,6 & 1,1%t@llule.cn¥) sont supérieures a celles des surfaces SAQ alors
que leurs densités surfaciques de charges somieimfés (environ 1,210 charge.cri). Les
mécanismes d’adhésion de cette bactérie ne sentweaotpas étre uniguement gouvernés par
des forces d’attraction électrostatique.

Un exemple de cliché pour chaque type de bactétiprésenté eRigure 11-34.

Figure 11-34. TestLive and Deadsurface PVC-NCopo4 Haut(E coli), Bas € epidermidis)
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Les surfaces développées possédant des groupeamemignium quaternaire ont montré une
efficacité bactéricide supérieure a celles posgséddes groupements phosphonium
quaternaire, ce qui est en accord avec leur aegvitsolution (test CMI).

V Conclusion

Quatre copolymeres aléatoires cationiques portdeigroupements alcyne ont été synthétisés,
caractérisés par des techniques usuelles d’andR3€, RMN 'H, CES, UV-visible, ATG et
DSC) et ont réveélé une activité bactéricide en temiu(CMI). Ces copolymeres ont ensuite
été greffés avec succés sur des surfaces PyY@idNune réaction de cycloaddition de type
Huisgen 1,3-dipolaire. Les densités surfaciquestdgges, variant de 1,1 & 6*40*.cm?,
ainsi que leurs répartitions ont pu étre estimeedlporescence. Les analyses par AFM, XPS
et les mesures d’angle de contact (mode statigdgneimique) ont aussi permis de témoigner
du greffage chimique de ces copolymeres sur ldaces PVC-N (taux de cycle triazole par
motif PVC de l'ordre de 2% selon lI'analyse XPSar Pintermédiaire de phénomenes
électrostatiques, ces surfaces cationiques onemi@gles densités d’adhésion bactérienne
élevées variant de 1,8<1@& 1,1x18 cellule.cn? vis-a-vis de deux bactérie€.( coli et

S. epidermidisalors que les surfaces témoins en étaient quasidépourvues a cause d’'un
temps de contact courte testLive and Deada permis de vérifier que ces surfaces
cationiques étaient hautement bactéricides visaes deux bactéries étudiées. Les surfaces
possédant des groupements ammonium quaternairenseésélées étre plus efficaces que
celles possédant des groupements phosphonium waiagerToutefoiscertains travadk®2°

ont démontré le caractéere cytotoxique des group&r@nmonium quaternaire lorsque ceux-
ci ne sont pas immobilisés sur une surface (ertisaju Cependant, les surfaces cationiques
peuvent attirer d’autres especes chargées telles lgsl protéines provocant ainsi sa
passivation. L'utilisation de ce type de surfacaes des implants, en contact direct avec le
sang, serait probablement compromettante. Ellesrgient présenter un risque d’apparition
de phénomenes de thrombose. En perspective, iit sdoac nécessaire d’étudier la

biocompatibilité de ces surfaces.
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| Introduction

Dans ce chapitre, I'objectif principal est de dépgler de nouvelles surfaces PVC a effets
antiadhésifs a I'égard des bactéries. Pour celaodeeaux polymeres bioactifs porteurs de
groupements d’ancrage de type propargyle ont étéhéiises, caractérisés puis greffés sur
des surfaces PVC4\ar une cycloaddition de type Huisgen 1,3-dipeldtigure IlI-1). Les

surfaces ainsi obtenues ont été caractériséesuet f@opriétés antibactériennes ont été

evaluées a I'égard des bactérgesepidermidigtE. coli

Approche Chimique « grafting to »

Polymeéres antiadhésifs

- DMF / H,0
Exces R
60°C / 48h

Film PVC-N-polymeéres

polymeéres,

Figure 11 I-1. Stratégie chimique de greffage de polymeéres améisits

sur des surfaces PVC
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Il Synthéses et caractérisations physicochimiques dpslymeéres

antiadhésifs

.1 Les copolyméres antiadhésifs synthétisés a partir ed

polysaccharides (copolymeres 1 a 5)

Dans le chapitre |, quelques polysaccharides @ntégertoriés en tant qu’agents antiadhésifs
une fois immobilisés sur une surface de biomatéri@ontrairement aux effets connus de
’héparine (polysaccharide porteur de groupementdorsate), qui agit par répulsion
électrostatique, ou du chitosane qui présente urgiobactéricide grace a ses ammoniums
quaternaires, certains dérivés cellulosiques bientes récemment étudiésont développé
des propriétés antiadhésives remarquables. Daocadre, deux types de copolyméres ont été
synthétisés a partir du 2-hydroxyéthyl cellulosdeta méthylcellulose possédant des masses
molaires différentes afin d’évaluer l'influence ldelongueur des chaines polysaccharides sur
'effet antiadhésif escompté. Par ailleurs, nousnav voulu tester un autre type de
polysaccharide a savoir le dextrane qui est uned@spolysaccharides secrétés par divers
microorganismes tels que lésuconostoc mesenteroide€n effet, certains travaux ont
démontré que les exo-polysaccharides bactériensapmivavoir une action antiadhésive a

I'égard de certaines bactérles

La synthése des copolymérest?2 s'est effectuée a partir du 2-hydroxyéthyl celdgdMw
respectivement de 720 000 g/mol et 250 000 g/mads copolymeres3, 4 et5 ont été
synthétisés respectivement & partir de la métHyloske (M respectivement de 88 000 g/mol
et 110 000 g/mol) et du dextraf®lw de 250 000g/mol)Higure 111-2 ).

Au cours de cette synthese, des groupements perieufonctions alcyne sont introduits de
facon aléatoire sur les chaines polysaccharidesingaréaction de substitution nucléophile.
Le pourcentage de modification de groupements hxydieovisé est de I'ordre de 10%.

Pour cela, une solution de chlorure de proparggiesde 1,4-dioxane contenant du Nal en
guantité catalytique est additionnée a une soluttmueuse de NaOH contenant de
I’hydroxyéthyl cellulose, de la méthylcellulose du dextrane. Les copolymergs2, 3, 4 et5

sont obtenus aprés purification par dialyse etylegation Figure 111-3).
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OH OH 1) NaOH OH OH
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Figure IlI-2. Synthése des copolymerksa 5
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Figure IlI-3. Structures des copolymeres5

[1.1.1 Caractérisation par IRTF-ATR

Les spectres IRTF des copolymete8 et5 ont été superposés avec ceux de leurs

précurseurs, le 2-hydroxyéthyl cellulose, la métejulose et le dextrane (Annexe 3,

Figure A3-1). Les modifications chimiques des polysaccharitesont pas détectables car le

taux de modification visé est faible1(0% des groupements hydroxyle). De plus, la barede d

vibration d’élongation de la liaisonchaicyne) S€ Situe dans la large bande de vibration des

liaisons OH (3600-3100 ch.

Toutefois, on peut noter deux points :

» La large bande de vibration des liaisons OH (360083cni") est moins intense sur les
spectres IRTF de la méthylcellulose et du copolgBéue sur les autres polysaccharides
confirmant ainsi la méthylation d’'une partie desclioons OH.

» La bande de vibration des liaisons CH (2990-2800)crest plus intense sur les spectres
du 2-hydroxyéthyl cellulose et du copolyme@rgue sur les autres polysaccharides mettant

ainsi en évidence les chaines latérales PEG.
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1.1.2 Caractérisation par RMN 'H

Les spectres RMRH des polysaccharides précurseurs dag® ént été comparés avec ceux
des copolymeéres, 3 et5 en vue de caractériser les changements structiFagere 111-4 ,
Figure IlI-5 etFigure I11-6).

Le spectre RMNH du copolymérd révéle le déplacement chimique des protons H9 en
position a de l'alcyne (4,21 ppm) caractérisant ainsi la suwigin d'une partie des
groupements par le chlorure de propargyfegyre I11-4). Toutefois, ce déplacement
chimique est difficilement quantifiable. Par ailleyon retrouve les déplacements chimiques
des protons des chaines PEG latérales et du eydlea(2,9 ppm) ainsi que le déplacement
chimique des protons H1 en positiores liaisons O-osidiques (4,3 ppm).

A contrario, les protons en positiande I'alcyne du copolymefene sont pas détectables
(Figure 111-5). En effet, aucun déplacement chimique ne lerdisi de la méthylcellulose
suggérant un taux de substitution trop faible gmuvoir étre décelé.

Le spectre RMNH du copolyméres révéle des déplacements chimiques supplémentaires
(par rapport a ceux du dextrane) entre 4.2 et grb {Figure 111-6 ). Ces signaux pourraient
étre attribués aux protons H7 en positoode I'alcyne liés a différents alcools primaires et
secondaires.

Dans tous les cas, I'analyse RMN n'apporte que trés peu d'information sur les reaux

copolyméres synthétisés.
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Figure I11-4. Spectres RMNH du chlorure de propargyle, du 2-hydroxyéthyl aietbe et du

copolymerel
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Figure 1II-5. Spectres RMNH du chlorure de propargyle, de la méthylcellulasete

copolymere3
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Figure 111-6. Spectres RMNH du chlorure de propargyle, du dextrane et du lyopére5

109



Chapitre Ill — Surfaces PVC antiadhésives (bactépimobes)

[1.1.3 Analyses thermiques

L’étude des propriétés thermiques des copolymbees a été réalisée par des analyses

thermogravimétriques (ATG) et par des analyses &ithees différentielles (DSC).

[1.1.3.1 Etude de la stabilité thermique par ATG

Les analyses thermogravimétriqgues ont été effestgéas azote en utilisant une vitesse de
chauffage constante de 10°C/min. Les polysacchaetiées copolyméres synthétisés ont été
séchés sous vide a 60°C une nuit avant 'analyseé &Esorption des molécules d’eau).

La dégradation du 2-hydroxyéthyl cellulose se déren deux étap@s tout d’abord les
chaines latérales PEG ainsi que certains cyclés cleaine principale se dégradent (formation
et évacuation de CQOet d’hydrocarbures), puis s’ensuit une phase delyse et de
carbonisation Kigure 111-7). La température de premiere dégradation dépendedué de
substitution DS (nombre moyen d’OH substitués pate) et de la masse molaire moyenne.
Le nombre moyen de motifs PEG de la chaine latgraitecycle (MS) influe sur la perte en
masse lors de la premiére étape de dégradation.urcuéme degré de substitution DS, le 2-

hydroxyéthyl cellulose est plus stable thermiquenersque sa masse molaire moyenne en

poidsm est élevée. En effet, la température de premiegeadétion (f,) de HEC1 (2-
hydroxyéthyl cellulose,Mw = 720000 g/molMS = 2,5, DS = 1,0, &= 270°C) est plus

élevée que celle de HEC2 (2-hydroxyéthyl cellulod®, = 250000 g/mol,MS = 2,0,
DS=1,0, ;= 220°C). De méme, on s’apercoit que la perte essmade HEC2 (69%) en fin

de premiére dégradation (autour de 360°C) estitféx a celle de HEC1 (74%). En effet,
plus les chaines PEG latérales sont longues (MEHIE MS (HEC?2)), plus la perte en
masse induite lors de la dégradation sera impaftant

En comparant les dégradations thermiques des aopodgl et2 avec celles de HEC1 et
HEC2, on pourrait faire le méme constat. Toutefleist premiére phase de dégradation est
moins brutale, caractérisant ainsi un changemeunttaral. De plus, au-dela de 400°C, la
masse résiduelle des copolymeétest 2 est plus importante que celle des composés HEC1 et
HEC2.
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Figure IlI-7. Analyses ATG des copolymeérés2, HEC1 et HEC2

La dégradation thermique des composés méthylceulest plus brutale que celle des
composés hydroxyeéthyl cellulosEigure 111-8 ). Toutefois, ces polysaccharides ne sont pas
fragilisés thermiquement par des chaines latéRf&3 ce qui les rend plus stablldsanalyse
ATG des composés MECIMx = 88000 g/mol, DS = [1,5-1,9]), MEC2M» = 110000
g/mol, DS =[1.5-1.9]) ainsi que des copolymeet4 confirme ces observations
(Tq1= 310°C). Bien que les copolymérget4 suivent la méme dégradation thermique que
MEC1 et MEC2, on s’apercoit tout de méme que las@asdsiduelle carbonisée est différente
au-dela de 400°C. On peut imaginer, de la mémenface pour les copolymeérdset 2, un

effet du groupement alcyne sur la stabilité thetraig haute température.
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70 4
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Figure IlI-8. Analyses ATG des copolymeérds4, MEC1 et MEC2
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La comparaison de la courbe de dégradation thermiguelextrane et du copolymése
permet clairement de mettre en évidence un changestauctural : le copolymér® se
dégrade a une température inférieure a celle duradex (Tfy(dextrane) = 275°C;
Tqi(copolymeres) = 260°C) mais sa dégradation est plus lehRigufe 111-9 ). De méme que
pour les copolymereg 2, 3 et4, on note une masse résiduelle finale carboniségrisupe a
celle du polysaccharide initial. On note aussi gei® composés sont plus hygroscopiques que
les composés méthylcellulose et hydroxyéthyl cedlal (malgré le séchage sous vide, une

perte de masse de I'ordre de 2 a 3% est décelée).

——Dextrane

——Copolymeére 5

Magze (%0)

o

[

Tempéature (°C)

Figure I11-9. Analyses ATG du copolymekeet du dextrane

En conclusion, les modes de dégradation thermiggecdpolymeéreg, 2 et5 se distinguent
respectivement des polysaccharides HEC1, HEC2 etrashe caractérisant ainsi un
changement structural (une température de dégoadatiférieure, une dégradation plus
lente et masse residuelle finale plus importan@ncernant les copolymeéres issus des
méthylcellulose, le changement structural ne sequdau dela de 400°C.

En outre, la stabilité thermique de tous les composest cohérente avec la
littérature® Ty (HEC) < Ty (dextrane) < T(MEC).

[1.1.3.2 Etude des propriétésthermiques par DSC

Les analyses DSC des copolymétes5 ont été effectuées sous azote en utilisant uessat

de chauffage et de refroidissement constante de/aixiC
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La seconde montée en température a permis de déeerta température de transition
vitreuse (Tg) du copolymerg (138°C,ACp= 0,6417 J/(g.°C)) ainsi que celle du dextrane
(198°C,ACp=0,3838 J/(g.°C)). Apres le greffage des grougrgm alcyne, les interactions
inter-chaines diminuent (les liaisons hydrogenatétaoins nombreuses) ce qui explique la
diminution de la température de transition vitreuse

Les analyses DSC des copolymetes4 ainsi que celles de HEC1, HEC2, MEC1 et MEC2
n'ont révélé aucune transition vitreuse nette. #et,eces transitions vitreuses se situent trés
certainement au-dela des températures de dégraddgiaces composés. Les courbes DSC

sont répertorieées en Annexédgure A3-2, Figure A3-3 etFigure A3-4.

1.2 Le polymere antiadhésif synthétisé a partir d’'un pdy(éthylene
glycol) monométhyl éther (MPEG-0)

Les PEG sont reconnus pour conférer a des surfaess propriétés antiadhésives
remarquables. lls ont la particularité d’avoir wiaine tres flexible permettant d’obtenir des
densités de greffage tres élevées. De plus, lestibms hydroxyle en bout de chaine
permettent de réaliser aisément des substitutiaicééophiles en vue de greffer d'autres
groupements fonctionnels. Cheet al’ ont testé l'adsorption de certaines protéines
plasmatiques sur des surfaces PDMS sur lesqueltestié greffées chimiquement des chaines
PEG mono ou bifonctionnelles de différentes tailléai dela de 1000 g/mol, l'effet

antiadhésif des chaines PEG commence a s’estor@jest pourquoi una-hydroxyl, w-

méthoxy PEG (MPE®) d’'une masse molaire moyenne en po% de l'ordre de 750

g/mol a été choisi pour réagir avec le chlorurepdempargyle de maniére a lui conférer une
fonction d’ancrage en bout de chaine (MPEGFigure 111-10).

Ainsi, dans un premier temps, un groupement alteaat formé en bout de chaine du PEG
lors d’une réaction avec NaH dans le THF a 0°Caf@nte ensuite progressivement un exces
de chlorure de propargyle. Apreés 24h de réactidb°&, le solide formé est lavé et séché de

maniére a évacuer le chlorure de propargyle n'agastréagi.

MPEG-O MPEG-1
1) THF/0°C/ 30 mn

1) NaH i
/O 5 H o, 2) THF/45°C/ 24h /O 5 "
3) Purification
16 2 CI/\ T

Figure Il -1C. Synthése du MPEG-
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[1.2.1 Caractérisation par IRTF-ATR

Les spectres IRTF des MPHI;-MPEG- et du chlorure de propargyle ont été superposés
dans laFigure IlI-11. La disparition de la bande de vibration d’élomgaide la liaison O-H
(entre 3600 et 3300 chainsi que I'apparition d’une nouvelle bande dera&iionucHaicyne)@
3245 cni caractérise la réaction de substitution effectié plus, les bandes de vibration
des liaisons C-H (C}Cl) (1265 cnit) et C-Cl (707 cnt; 642 cm') caractéristiques du
chlorure de propargyle ont totalement disparuxdés de chlorure de propargyle a bien été

évacué.

Chlorure de propargyle

UcCH(alcyne)™ 3300 cnt

UcHocl = 1265 CrH

~/

MPEG-0 Uear = 707 et 642 ci*

N
Uco = [1185 815] crit ‘\ r

.

37778 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 46 58
cm-1

%T

|uon= [3600-3300] crit

MPEC-1

cm UCH2,cH3 = 1265 CrH

1UcCH(alcyne)= 32 -

Figure 1lI-11. Spectres IRTF des MPEG-MPEG-L et du chlorure de propargyle

1.2.2 Caractérisation par RMN 'H

Les analyses RMRH des MPE@3, MPEG-. et du chlorure de propargyle ont été réalisées
dans le solvant CDglFigure 111-12).
Le spectre RMNH du MPEG1 met en évidence le déplacement chimique des deiarns

H3 en positiona de I'alcyne (4,19 ppm). L'intégration de ce déplaemt chimique (1,8H)

confirme les résultats obtenus par I'analyse IRTFHRAEN effet, la réaction de substitution
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nucléophile est quantitative. De méme, le déplac¢re@mique du proton H4 de l'alcyne se
révéle a 2,4 ppm intégrant pour 0,8H. L'intégrataes déplacements chimiques des protons
H2 de la chaine PEG (62,5+0,5H) permet d’estimendsse molaire moyenne en nombre de
MPEG-0 et MPEG1 : Mn (MPEG0)= 719,5+5,5 g/mol Mn (MPEG-1)= 757,545,5

g/mol. Le calcul est effectué de la facon suivante

Mn(MPEG-0)= 32 + n x (14+14+16) ; avec 4 x n = 62,5+0,5H.

CDCk

1

CHCk CI/\ ,

N

CDCk

2 H
10 o
2 16 1

CHCk
] A

2 13
1o
- o
coch {E/A\ Ny, 1

T P

——————————— 7T T T T T
7.2 6.8 6.4 6.0 5.6 52 4.8 4.4 4.0 3.6 3.2 2.8 24
(ppm)

Figure 11-12. Spectres RMNH de MPEGO, MPEG- et du chlorure de propargyle
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[1.2.3 Analyses thermiques

L’étude des propriétés thermiques des composes MPEGVIPEGA a été réalisée par des
analyses ATG et DSC.

[1.2.3.1 Etude de la stabilité thermique par ATG

Les dégradations thermiques de MP&&t MPEG1 sont présentées dansHigure 111-13.

Le processus de dégradation thermique d’'un polyatbetype MPEQ s’opere par une
scission aléatoire des liaisons éther dans la clfaivetour de 250°C, I'énergie apportée est
suffisamment forte pour rompre ce type de liaissis des mécanismes radicalaires
complexes de dégradation.

Le polymere MPEGE est moins stable thermiquement que le MRE®d-commence a se
dégrader a partir de 150°C. Le processus de seiggi® chaines pourrait s’effectuer depuis le
groupement alcyne placé en bout de chaine. Cettgsarmaet donc en évidence 'importance
du groupe terminal sur la stabilité de ce type alggiher.

100 4 —
20
80
70 A
60

. — MPEG-0
50 - \ —— MPEG-1
\

Masse (%)

40 - II"l
30 -
20

10 4

0 100 200 300 400 500 600 700
Température (°C)

Figure 11I-13. Analyses ATG de MPE®G-et MPEG1

11.2.3.2 Etude des propriétéshermiques par DSC

L’analyse DSC n’apporte aucune information suppléaiee sur le comportement thermique

du polymere synthétisé MPEG{Figure IlI-14). En effet, la température de transition
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vitreuse n’est pas décelable car elle se situe satelmpératures inférieures au seuil de
détection de I'appareil (autour de -80°C). Seuleetapérature de fusion est visible lors de la
deuxieme montée en température (10°C/mn) :(MPEGQ) = Ty (MPEG-) = 27°C.
Néanmoins une diminution de I'enthalpie de fusishabservéeH (MPEG0) = 142,2 J/g

AH (MPEG-) = 104,8 J/g) ce qui met en évidence I'importanceedsemités de chaines sur

le taux de cristallinité.

=
= in
1

Flux de chaleur (W/g)

-0,5

T T T T T T 1
-100 -50 0 50 100 150 200 250

Température (°C)

Figure IlI-14. Analyses DSC de MPEGet MPEG1

Conclusion

Les analyses IRTF et RMNH ne permettent pas de définir clairement les nicatibns
structurales des polysaccharides lors de la r@gaci®substitution nucléophile. Les taux de
substitution des groupements hydroxyle par le cintode propargyle n’ont donc pas pu étre
estimés via ces techniques d’analyses spectros@midqhependant des changements de
dégradation thermique ont été observés (analys€) Atlir tous les copolyméres synthétisés.
En revanche, les analyses spectroscopiques (IRTRM# 'H) ont pu révéler I'aspect
qguantitatif de la réaction nucléophile effectuée murpolyéther MPE®. Le polymere
synthétisé MPEQ- s’est révélé bien moins stable thermiquement goe grécurseur
(analyses ATG).
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Il Préparations et caractérisations des surfaces PVC

antiadhésives

lll.1 Préparations des surfaces PVC antiadhésives

Les polyméres antiadhésifs synthétisés ont étéfégre$ur des surfaces PVG;Npar
cycloaddition de type Huisgen 1,3-dipolaire, dans denditions identiques a celles décrites

dans le chapitre précédefidqure 111-15).

Polysaccharide antiadhésif

\ Groupements
4—

d’ancrage

| | | Eau/ Ethanol (2/1) ; Tanp; 48h

»
»

CuS0O;,, 5H,0 (2% molaire*)
PVC-Nj Ascorbate de sodium (10% molaire*) PVC-N3-Polysaccharides

MPEG-1 Groupements

d’ancrage

I|\I3 C|I| I|\I3 Eau/ Ethanol (2/1) ; Tanp; 48h ’l\j Cil ’\ll
CuSQ,, 5H,0 (2% molaire*)
PVC-N; Ascorbate de sodium (10% molaire*) PVC-N;-MPEG-1

* Les pourcentages molaires sont donnés en fondiiomombre de

moles de motifs porteurs de groupements alcyne

Figure IlI-15. Greffage de polysaccharides ou de MPEGur des surfaces PVGsN
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l11.2 Caractérisations physicochimiques des surfaces P@@éparées

[11.2.1 Caractérisation par IRTF-ATR

De méme que pour les surfaces PVEbidctéricides, la caractérisation par IRTF desased
PVC-N; antiadhésives ne permet pas de détecter les copmgngreffés en extréme surface.
En effet, ces polyméres forment une couche monaulai&e dont I'épaisseur est nettement

inférieure a celle analysée par I'appareil.

[11.2.2 Caractérisation par XPS

I11.2.2.1 Analyse élémentaire des surfaces

Les surfaces PVC-N greffées par les polysaccharides (méthylcellulosgdroxyéthyl
cellulose et dextrane) et par le PEG ainsi quesleggmoins PVC et PVC4\bnt été analysées
par XPS. Les spectres complets (AnnexeFR&jure A3-5) ont permis l'obtention du
pourcentage de chaque élément a partir des airgespids, Les résultats de I'analyse

elémentaire de ces surfaces sont consignés daiableau IlI-1.

Tableau Ill-1 : Analyse élémentaire par XPS des surfaces greéfteds leurs témoins (PVC
et PVC-N)

Analyse élémentaire

Surface
C Cl N @] Si N/C X= X/IC Autres
%) (%) (%) ®%) (%) (%) %O (%) (%)
%(Si
PVC 44,24 8,82 0,00 22,87 21,88 0,0 0,99 22 F:2,18
PVC-N; 66,46 15,54 4,27 8,79 3,52 64 5,27 79 F:141
PVC-Ns-Copo5 58,85 13,09 4,69 13,12 4,05 8,0 9,07 154 F:6,20
PVC-N;-Copol 60,50 16,67 4,21 10,88 2,29 7,0 859 142 F:545
PVC-N;-Copo3 69,88 14,63 5,13 7,76 1,70 7,3 6,06 8,7 F:091

PVC-Ns-MPEG-1 60,39 9,62 4,45 11,90 3,27 7,4 8,63 143 F:10,37

@ Pourcentage d’oxygéne d a d’autres espéces RERMS.

P La présence du F est due & une contaminationsiefiece (Gants, peau, pinces...).
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Apres greffage des polysaccharides et du PEG sursilefaces PVC la composition
élémentaire change de maniere significative. Cepgndaus pouvons remarguer encore une
fois que le pourcentage du Si des différentes sesfaarie fortement et de maniére aléatoire.
De plus, une forte contamination par un dérivériuest observée pour trois de ces surfaces.
D’autre part, nous pouvons observer 'augmentatiomapport N/C des surfaces greffées par
rapport a la surface PVC3NCeci indique une contamination organique de léasar Cette
contamination peut étre due a la présence de pestdiaturelles résiduelles contenues dans
les polysaccharides. Elle peut aussi étre duespdee fluorée détectée en surface.

Nous pouvons aussi constater que le rapport [(%€HH(]/(%C), représentant I'apport en
oxygéene en excluant I'oxygene du PDMS, augmentésafar greffage des polysaccharides.
Cette augmentation peut étre attribuée non seulkemenpolymeéere greffé mais aussi a

I’hygroscopie de la surface et éventuellement atfgrgints contaminants preécités.

[11.2.2.2 Etudes structurelles

Afin de compléter et d’affiner les résultats denbdyse élémentaire, des études structurelles
de la surface ont été réalisées en étudiant lestrepea haute résolution des différents
éléments (les pics Cl 2p des spectres XPS a hastdution sont répertoriés en Annexe 3,
Figure A3-6).

Surface PVC-MCopo 5:

La déconvolution du pic du carbone (C 1s) révétecd (Figure 111-16). Le pic large centré a
284,78 eV correspond aux carbones des liaisons, C-&l et C-H. Le pic large centré a
286,16 eV correspond aux carbones des liaisons C-N, et C-Cl. Le pic a 287,78 eV
correspond a un carbone présentant deux simpiesrgm (OC-0O) dans les fonctions hemi-
acétal et acétal des polysaccharides. Ce pic pessi aorrespondre a un carbone établissant
une double liaison avec un oxygen®=C) dans les fonctions amides des éventuelles
protéines résiduellés'? Le pic & 292,08 eV correspond & une espéce Bupoéteuse d’'un
groupement Cfcontaminant la surface.

Le spectre de la zone des énergies de liaisonsattene d'azote (N 1s) révele 4 pics
(Figure 111-16). Les pics a 398,78 et 403,78 eV correspondent Klet 3™ pics de
l'azoture. Le pic a 399,98 eV correspond a la faisx atomes d’azote des azotures, des
amines et/ou amides des protéines. Le pic a 404V28orrespond aux atomes d’azote du

cycle triazole.
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Ceci nous a permis de calculer un taux de transfthom des azotures en triazolagio) a

I'aide de I'équation suivante :

(Twriazo) = Aire (triazole) / Aire totale= 0,26.

Si on se référe au taux de substitution des Clgsak calculé précédemment (0,087), le taux
de triazole par motif PVC serait de 2,28% (100x0;@B826= 2,28). Ce taux est sous estimé

car la contribution des fonctions amides et/ou amnésiduelles est prise en compte dans la

valeur de I'aire totale.

Le pic de O 1s est symétrique et ne se préte das@pa déconvolution. Ce pic correspond a

la fois aux atomes d'oxygene du dextrane, du PDM$ventuellement des contaminants

(protéines, espéece fluorée).
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Figure 11I-16. Pics C 1s, N 1s et O 1s du spectre XPS a hauwkitiés de la surface
PVC-Ns-Copob5.
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Surface PVC-pCopo 1.
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Figure 11l -17.Pics C 1s, N 1s et O 1s du spectre XPS a hautkitiésode la surface
PVC-Ns-Copol

Le spectre XPS a haute résolution du carbone Gcls dgurface PVC-NCopol est bien
déconvolué du fait de son asymétifgglre 111-17).

Le pic a 285,98 eV correspond aux carbones desotiaiC-N et C-O. Le pic a 286,98 eV
correspondant au carbone de la liaison C-Cl séndist bien cette fois-ci du pic précédent.
Le rapport des aires entre le pic de C-Cl et adhsi C-N et C-O est en accord avec le rapport
des pourcentages de ces hétéroélémdiatisidau 111-1). Le pic a 289,38 eV correspondrait
au carbone d’'une fonction acide (O€-portée soit par des protéines résiduelles sait pa
'acide ascorbique qui serait resté piégé dansd#&rioe polysaccharide surfacique. Le pic a
292,88 eV correspond a I'impureté fluorée.

De méme que pour la surface PVG-Bbpo 5, le spectre XPS a haute résolution de tka@d

1s) (Figure 111-17) révele les pics des azotures a 399,58, 400,58)4178 eV. Le pic a
400,58 eV pourrait aussi correspondre a des N daifors amines ou amides portées par des
protéines. Le pic a 401,68 eV correspond aux atodezote du cycle triazole. Le pic a

402,88 eV pourrait correspondre a des ammoniunisHg?) portés par des protéines.
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La contribution du triazole ne pouvant pas étreedinée de facon précise (présence
d’'impuretés), le taux de triazole par motif PVC pas pu étre estimé.

Le spectre XPS a haute résolution de I'oxygéne $D®igure IlI-17) est déconvolué en
plusieurs pics confirmant la présence d’impuretés.pic a 531,68 eV correspond aux
oxygenes des fonctions hemi-acétal et acétal dégsgurharides. Le pic a 532,68 eV
correspond a l'oxygéne de la liaison O-Si du plasti (PDMS). Le pic large centré a
533,68 eV correspond a I'oxygene de I'eau et a amscfonctions alcool et éther. Les pics a
534,58 et 535,98 eV correspondent aux impuretésanonant la surface (protéines, acide
ascorbique...).
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Figure 11l -18. Pics C 1s, N 1s et O 1s du spectre XPS a hauwikitiés de la surface
PVC-N;-Copo3

Le spectre de la région de I'azote (N 1s) révateplas des pics des azotures, un pic a 401,18
eV correspondant aux N du cycle triazdkég(re 111-18). La présence de protéines n’ayant
pas été détectée, une estimation précise du tatramformation des azotures en triazoles a

pu étre effectuée a 'aide de I'équation suivar(igiazo) = Aire (triazole)/ Aire totale= 0,20.
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Si on se référe au taux de substitution des Clgsak calculé précédemment (0,087), le taux
de triazole par motif PVC serait de 1,73% (100x0;@820= 1,73).

Le spectre de O 1s révele un pic a 531,08 eV quoretant aux oxygenes des fonctions acétal
et hemi-acétal. Le pic large centré a 532,18 eVespond aux oxygenes des fonctions alcool
et éther. Le pic a 533,48 eV correspond a I'oxygdméeau.
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Figure Il -19. Pics C 1s, N 1s et O 1s du spectre XPS a hauikitiés de la surface
PVC-N3-MPEG1

Le spectre de l'azote N 1s révele les trois picd'almture a 398,48, 499,68 et 403,68 eV
ainsi qu'un pic a 400,88 eV correspondant aux atodigzote des triazole&igure 111-19).

Par les deux mémes relations vues précédemmesety déduit un taux de triazole par motif
PVC de 1,73%.
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[11.2.3 Caractérisation par Microscopie Confocale a Fluoresence

La fluorescéine isothiocyanate (FITC) est souveilisée pour révéler des polysaccharides ou
des protéines en microscopie confocale a fluorescdii effet, sa fonction isothiocyanate
réagit avec des groupements amine et thiol deg€ipest, ou des groupements hydroxyle des
polysaccharides. De nombreux kits commerciaux gels FITC-protéines (FITC-albumine
par exemple) ou FITC-polysaccharides (FITC-dexfyasmnt utilisés aujourd’hui dans la
recherche biomédicale pour étudier la perméalatité transport de cellules dans les tissus.
De maniere a évaluer la répartition des chainegspotharides (copolymeérdsa 5) sur les
surfaces PVC-BH une methode de marquage fluorescent de la sugacda FITC a été
envisagée. Les surfaces polysaccharides ainsi epiéémoins (PVC et PVC3iNont été
immergées pendant 15h a 25°C dans une solutiaétdiaitrile contenant un large exces de
FITC (Figure I11I-20). Le dibutyldilaurate d'étain (DBTL) a été utiliggour catalyser la
réaction (1% molaire par rapport au nombre de malesFITC). Apres avoir lavé
intensivement les surfaces a l'acétonitrile puikeau (afin d’évacuer les molécules FITC
n'ayant pas réagi), les surfaces sont observéesniatoscope confocal a fluorescence
(Figure 111-21) .

Polysaccharide

Exces
R—N=C=S
+
DBTL (1% molaire)

T | | Acétonitrile / 25°C / 15h | | |

v

FITC : R—N=C=S

PVC-N;-Polysaccharides PVC-N,;-Polysaccharides-FITC

Figure 11I-20. Réaction de couplage FITC-polysaccharides swsudaces polysaccharides

développées
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L’intensité de fluorescence quasi nulle des sudatemoins PVC et PVC-Npermet
d’affirmer que le marqueur FITC ne s’adsorbe pasndmiére non spécifique sur ce type de
surface ; l'intensité de fluorescence des surfgmdgsaccharides provient donc uniquement
du couplage FITC-polysaccharides.

Les clichés représentant les cing surfaces poliisaicies marquées mettent en évidence une
homogénéité dans la distribution du marqueur FIi§gérant une homogénéité du greffage
des copolyméres a 5. Toutefois, l'intensité de fluorescence n’est [maméme selon le type
de polysaccharide immobilisé en surface. Les sasfd@VC-N-Copo3 et PVC-N-Copo4
présentent des intensités de fluorescence plue$agiue les autres surfaces développées : le
taux de substitution initial des groupements hygi@xXDS : 1.5-1.9 groupements méthyle par
cycle pour MEC1 et MEC2) entraine une diminutionrdunbre de OH par cycle disponibles
pouvant réagir avec le marqueur FITC. De méme, @marque que les intensités de
fluorescence des surfaces PVG-Bbpol et PVC-N-Copo2 sont moins intenses que celle
de la surfacePVC-N;-Copo5. On peut imaginer plusieurs hypotheses pour expligqee
phénomene. Les copolymeérkst 2 (issus du 2-hydroxyéthyl cellulose) possedentrdetfs

plus volumineux (chaines latérales PEG) que ceusogolymeres (issu du dextrane). Ainsi,
pour un méme nombre de OH par motif, la densit®Hesur les surfaces PVCsNopol et
PVC-Ns-Copo2 est inférieure a celle de la surfa@¥C-Ns-Copo5. On peut aussi imaginer
une répartition des chaines différentes sur laasarselon le type de copolymére immobilisé.
Des informations supplémentaires (analyse des cagfgpar AFM) sont nécessaires pour

pouvoir valider ce genre d’hypotheses.
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PVC-N,-Copolymere 1 PVC-N,-Copolymere 2

PVC-N;-Copolymere 3 PVC-N,-Copolymere 4

PVC-N,-Copolymére 5

Figure Il -21. Clichés des surfaces PVG-Nopolymeérel a5 et des surfaces

témoins marquées par FITC

[11.2.4 Caractérisation par microscopie a force atomique (KAM)

Les surfaces PVC-NCopo1l a5 et PVC-N;-MPEG-1 ont été observées par AFM de maniere
a mettre en évidence les changements topographéquresrphologiques de I'extréme surface

apres greffage.
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Chaque type de copolymere fixé présente une masgleokt une facon d’occuper I'espace
qui lui sont propres. Les chaines des copolymeésssisi du 2-hydroxyéthyl cellulose
(copolymerel et copolymér®) se répartissent en formant un réseau filamenteux
multidirectionnel (diametre : 5 a 10 nm). Ce phépoma été observé par AFM sur des fines
couches de copolyméres hydroxyéthyl cellulose-cAlimmobilisées sur des surfaces en
silicone. Ce type de morphologi€&igure 111-22) montre que les chaines sont étirées et
aplaties sur la surface. On remarque que les espraese-chaines sont plus réduits dans le cas
du copolymeére, ce qui implique une morphologie de type « nicbdile ». Cehaines se
distinguent des chaines des copolymeres issus deétaylcellulose (copolymeér@ et
copolymeéred) qui s'étalent par petits paquets compacts (diantitsesphéres : 50 a 100 nm)
(Figure 111-23). Elles ne sont donc pas étiréees mais recrogeesilsur elles mémes. Cette
particularité provient des propriétés structurelleee la méthylcellulose, produite
industriellement via une éthérification de la clelge. Toutefois, ce type de substitution est
hétérogén¥ ce qui conduit & produire en solution des microydmes hydrophobiques
(interactions hydrophobiques entre les parties yhétls des chaines) et hydrophyliques
(interactions de type « liaison hydrogéne » erdseplarties de chaines non substituées ou peu
substituées) présentés sous la forme d’agrégats méthylcellulose a présenté le méme type
de morphologie par AFM une fois déposée sur unseiide graphite pyrolytique hautement
orienté qu’en solutiof.

Le taux d’hydratation des polysaccharides joueiaussole important dans la morphologie
observée sur les clichés AFM. Plus le taux d’hyatrah est important, plus les liaisons
intermoléculaires seront nombreuses et plus legelauront tendance a se regrouper sous la
forme de grosses sphétes Ainsi, les chaines du copolymé&eissu du dextrane
(Figure 1lI-24), ayant tendance a s’étaler de maniere homogenéassurface par petits
paquets sphériques de 20 a 40 nm, retiennent rd@as que les chaines des copolym&res
et4.

Une étude a mis en évidence la morphologie desieb@®EG une fois fixées sur une surface
silicone®. La diminution notable de la rugosité (Rms = 3m) ret la morphologie type des
chaines MPEQG-(Figure 111-24) mettent donc en évidence, non seulement une hantsté

de greffage mais aussi une répartition homogénechames sur la surface. De plus, les
interactions entre la pointe de I'appareil et leaines PEG sont visibleBigure 111-25). Ces
interactions peuvent s’expliquer par la facon dsomt disposées les chaines PEG sur la

surface. Si les chaines étaient adsorbées surrfacsy elles seraient étalées de maniere
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homogeéne. Or les interactions chaines-pointe imetigu’elles soient disposées en mode

« brush », confirmant ainsi que I'on est dans kdan greffage chimique.

Les clichés AFM confirment les résultats obtenus E&®S, a savoir la présence des
copolymeéres de type polysaccharides ou du polyn@REG-1l) en extréme surface. En
termes d’homogénéité de greffage, ces résultatsasmsi en adéquation avec les analyses par
microscopie confocale a fluorescence. De plusated’intensité de fluorescence entre les
surfaces PVC-pCopol et PVC-N-Copo2 et la surfacePVC-N;-Copo5 noté apres le
marquage peut s’expliquer par I'observation deshéls AFM. En effet, les chaines des
copolymeéres issus du 2-hydroxyéthyl cellulose ocontipsn espace plus important sur la
surface PVC-N (espaces inter-chaines) que celles du dextran@iddes phénoménes de
répulsion stérique ce qui se traduit par une déndi# groupements hydroxyle moins
importante.

SURFACES HYDROXYETHYL CELLULOSE

2.00 50.0 nm 50.0 rm

PVC-N3Copo L

0.0 nm

0 1.00 2.00 wpm

Rms =6,4 nm

Rms =11,7 nm

Réseau filamenteux

Figure Il -22. Images AFM 2D des surfaces PVG-8opol et PVC-Ns-Copo?2
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SURFACES METHYLCELLULOSE
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(] 1.00 2,00 ym
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Agrégats (formes sphériques

Figure Il -23. Images AFM 2D des surfaces PVG-8opo3 et PVC-N;-Copo4

SURFACE DEXTRANE SURFACE PEG
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Figure Il -24. Images AFM 2D des surfaces PVG-8opo5 et PVC-Ns-MPEG-1
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Figure 11l -25. Image de 'amplitude par AFM de la surface PVGNIPEG-1
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[11.2.5 Mesure des angles de contact

[11.2.5.1 Mode statique

Les angles de contact statiques des surfaces hésizds et des surfaces témoins sont
répertoriés dans [Eableau IlI-2.

Le caractére hydrophile des nouvelles surfaceadiméisives développées est mis en évidence
par la diminution de I'angle de contact avec I'ebes surfaces greffées par les copolymeéres
issus de I'hydroxyéthyl cellulose (PVCsCopol et PVC-N-Copo2) ainsi que la surface
PVC-Ns-MPEG-L présentent des angles de contact statiques ded'atd 70°, avec des
polarités de I'ordre de 13,0 9%®’autre part, les surfaces greffées par les copefgsissus du
dextrane et de la méthylcellulose (PVGBlpo3, PVC-N;-Copo4 et PVC-N;-Copob)
présentent des angles de contact inférieurs (adréade 60°) avec des polarités variant de
17,6 a 22,3%. Les écarts obtenus en termes deitpokiexpliquent par des balances

hydrophile/hydrophobe différentes des polyméreffégsen surface.

[11.2.5.2 Mode dynamique

Les angles de contact en mode dynamique des ssifatiadhésives et des surfaces témoins
(PVC et PVC-N) sont également répertoriés dangdbleau I11-2.

Les surfaces développées ne présentent pas dbaysséparfaitement reproductibles (écarts
types variant de 4° a 6°), ce sont donc des « rgs#8é cinétiques » dues a de lents équilibres
d’interactions.

En outre, comme pour les surfaces bactéricidesgpartition des polymeres antiadhésifs en
surface étant homogéne et la rugosité surfacicard étférieure a 100 nm, leurs contributions
dans la valeur de I'hystérése est négligedbfe

Par ailleurs, on note une diminution globale delewsa d’hystéreses apres greffage. Les
surfaces meéthylcellulose (PVCsCopo3 et PVC-N;-Copo4) présentent des valeurs
d’hystéreses inférieures (de 39° a 46°) a cellssadgres surfaces polysaccharides ou PEG
(de 50° a 55°). Cela peut s’expliquer en termesdaillabilité des parties hydrophobes. En
effet, 'angle a 'avancée (AA), caractérisant lauiilabilité des domaines hydrophobes, est
plus faible pour ce type de surfaces (de I'ordre6@8. Ceci meen évidence une capacité
d’hydratation supérieure des chaines méthylcekuboselle des autres copolymeres fixés. Ce
résultat confirme les morphologies observées pd AF
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Tableau Il1l-2. Angles de contact, énergie de surface et poldeisésurfaces antiadhésives

ainsi que des surfaces témoins

Statique Dynamique Y Y Polarité
Surface 0...(°) 0. (?) (mN/m)  (mN/m) (%)

AA RA Hys

PVC-N;-Copol 70+4 69+3 15+4 55+4 374+11 58+16 13437
PVC-N;-copo2 70+3 70+3 175 53+6 374+05 55+06 12,8+15
PVC-N;-copo3 61+1 60+522+4 39+6 398+06 85+0,7 17615
PVC-N;-copo4 60+4 61+515+4 46+6 39,0x06 99+x15 202+3]1
PVC-N;-copo5 60+2 64+515+3 50+4 36,6+0,5 105+0,7 223+1,6

PVC-N;-MPEG-1 69+2 69+113+4 56+3 385+0,1 56+08 12,7+1,8
PVC-N3 (controle2) 78+1 79+513+6 65+5 423+10 3,1+01 6,8+0,3

PVC (contrble 1) 90+3 91+347+5 44+6 41,7+0,1 10+06 23+14

[11.2.6 Analyses thermiques

Les propriétés thermiques des matériaux PVC amsfantiadhésives restent inchangées vis
a vis des surfaces PVC3;NTg = 78°C ; 1 = 190°C. Les courbes ATG et DSC sont reportées
en Annexe 3Figure A3-7 etFigure A3-8.
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IV Evaluation des propriétés antiadhésives a I'égardas bactéries

Les propriétés antiadhésives des nouvelles surfiedoppées ont été évaluées a I'égard des

bactérie€. colietS. epidermidipar microscopie confocale a fluorescence.
IVV.1 Mise en place du protocole

L'objectif principal est de comparer le nombre dactéries adhérées sur les nouvelles
surfaces développées avec le nombre de bactéfesémd sur les surfaces témoins (PVC et
PVC-Ng). Pour cela, il a fallu trouver les conditions mgiéires permettant d’obtenir une
adhésion bactérienne maximale sur les surfaces &moi

Chaque surface témoin (0,5 cm x 0,5 cm) est imneedgés un milieu nutritif (Luria-Bertani
Broth, LBB) dans lequel est introduit un aliquot ldesouche bactérienne considérée. Le
meélange est placé sous faible agitation (60 rpr8y,&°C pendant un temps t. Les surfaces
sont ensuite prélevées, lavées a I'eau stérilenib0dans un bain d’eau stérile) puis déposées
sur une lame de microscopie. Une goutte dal2de SYTO & est alors étalée sur la surface
a l'aide d’'une lamelle de verre pendant 15 min dérmarquer les bactéries. L'observation au
microscope confocal a fluorescence permet ensuiteatlier la densité de bactéries adhérées
sur les surfaces témoins.

Les parametres intervenant dans ce protocole denype de milieu dans lequel la surface est
plongée, la température, la vitesse d’agitatiote demps d’incubation. Afin de maintenir le
plus longtemps possible les bactéries en vie, ééxau milieu nutritif LBB s’est tout d’abord
imposé. Le milieu a été maintenu a 37,5°C car ca&stette température que l'activité
bactérienne atteint son paroxysme. De maniere aisavde contact des bactéries avec la
surface, une faible vitesse d’agitation a été ¢hoiBoutefois, celle-ci doit étre suffisante (60
rpm) pour remuer le milieu nutritif et favoriserdaculation du dioxygéne dissous.

Le temps de contact bactérien a tout d’abord &k di 48h. En effet, une densité maximale
d’adhésion cellulaire est théoriquement obtenusqgloe les bactéries sont dans un état de
phase stationnaire (chapitre I, section Il). Lesultats obtenus sur les surfaces témoins
(Tableau 111-3) n'ont pas été satisfaisants (nombre de bact&iesoli ou S. epidermidis
adhérées insuffisant). L’expérience a donc étéuesiée avec un temps de contact bactérien

plus long. A partir de 96h, une adhésion bactégemmas importante a été détectée sur les
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surfaces PVC et PVCd{Navec la soucheE. coli. Toutefois, concernant la souche
S. epidermidisles densités d’adhésion sont restées insuffisante

D’autres conditions opératoires ont été testéeguende maximiser I'adhésion des bactéries
S. epidermidisDans la littérature, une équipe de rechetrtlemis au point un protocole
d’adhésion conduisant a la formation d’'un biofilvea cette méme souche sur une surface
PVC. Toutefois, aprés avoir suivi ce méme protodalgitation de 60 rpm, 37,5°C, 48h),
introduit les bactéries dans le méme milieu TB3ufsmn saline tampon) et utilisé les mémes
méthodes de lavage, les densités bactériennesvébsepar microscopie confocale a
fluorescence sont restées du méme ordre de graqdewelles obtenues dans les précédentes
analyses (inférieures a“6ellule.cn?).

Ainsi, I'étude de I'adhésion bactérienne s’estreggte aux seules bactéries coli. Le temps

de contact a donc été fixé a 96h dans le milieu .LIBBprotocole opératoire est présenté dans

la Figure 111-26 .

Tableau Il -3. Densités de bactériés colietS. epidermidisdhérées sur les surfaces témoins
apres 48h et 96h de contact

DensitéE. coli (MG1655) DensitéS. epidermidigATCC 35984)
(cellule.cn?) (cellule.cn?)
48h 96h 48h 96h
PVC (5,7+3,6)x10° | (9,3+1,9)x10° <10 <1d
PVC-N3 (3,6+£2,9) x10° (8,3+3,8) x10° <10 <1d

E. coli/ S. epidermidis

< Eau + marqueurs fluorescents (Syto9)

LBB stérile
N4
&

4 5/ O\

Lavage doux v

|:| temps ; 37,5 °C D eau stérile
/ Lame
Objectif: adhésion bactérienne Surfaces antiadhésives
maximale surles surfaces ou témoins

témoins PVC et PVC-N 4

Evaluation de la densité Observation aumicroscope
d’adhésion bactérienne confocale afluorescence

Figure Il -26. Protocole opératoire visant a mettre en évideacatactére

15 L

antiadhésif des nouvelles surfaces développées.
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V.2 Microscopie confocale a fluorescence

Les densités de bactériés coli adhérées sur les surfaces greffées et leurs ténsoint
répertoriées dans Teableau 111-4.

Sur les surfaces témoins PVC et PVg-Mn note des densités d’adhésion bactérienne
proches de 10cellule.cn? ce qui témoigne d’un recouvrement important desuaface
(Figure 111-27).

Sur les surfaces PVCs:Mopola4 et PVC-N-MPEG-, l'estimation de la densité
d’adhésion bactérienne est nettement plus comp(Eigure IlI-28 et Figure 111-29 et
Figure 111-30). En effet, 'observation du plan focal de la sigd ne peut se faire qu’a l'aide
de reperes. Ces reperes sont justement les bacatierées qui fluorescent. Or sur la trés
grande majorité de la surface, aucune bactériété'alétectée, d’ou la difficulté de faire une
moyenne statistique avec un écart type cohérenticaoscopie confocale a fluorescence
nous apporte la preuve de I'effet antiadhésif aggppar les copolymeérdsa4 et le MPEG1.

Cet effet peut s’expliquer par difféerentes raisohes dérivés de meéthylcellulose et
d’hydroxyéthyl cellulose possédent des structuresh®s du glycocalix, élément constitutif
des parois membranaires des cellules. En grefeatgpe de polysaccharides sur une surface,
on « mime » la structure membranaire protectrice a#lules, provoquant ainsi la chute de
'adhésion bactérienne. L’influence de la longueles chaines ainsi que de leurs effets
hydrodynamiques perturbateurs en extréme surfacaussi a prendre en compte. Ainsi les

masses molaires moyennes utiliséas, (= 720000 g/mol et 250000 g/mol pour les

copolyméred et2 issus de I'hydroxyéthyl celluloseM. = 88000 g/mol et 110000 g/mol
pour les copolymere®et4 issus de la méthylcellulose) auraient pu jouer &g dans le
phénomene d’adhésion. Des longueurs de chainesnptantes ou trop faibles n’auraient
pas l'effet antiadhésif escompté. Toutefois, pajee I'effet antiadhésif s’est révélé identique
selon les masses molaires moyennes choisies, lgsidars des chaines des copolyméres
synthétisés peuvent étre considérées comme faiadia d’'une « gamme idéale d’activité ».
Selon ces observations, on peut considérer qumfedymered a4 issus de polysaccharides
(hydroxyéthyl cellulose et méthylcellulose) possaden effet antiadhésif remarquable vis-a-
vis des bactérieB. coli. En effet, 'adhésion bactérienne est au moins 106B0inférieure a
celles des surfaces témoins.

L'observation d'une forte adhésion bactérienne @xbactérie/crf) sur la surface

PVC-Ns-copo5 (Figure 111-30) montre que cette surface n’est pas antiadhéssra-vis de
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E. coli. Cette surface a base de dextrane, qui est urp@ysaccharide bactérien, doit
proposer des sites d’adhésion spécifiques aux ke coli.

La surface PVC-MPEG-1 présentales densités d’adhésion bactériednenéme ordre de
grandeur que celles des surfaces P\itdpolymerel a 4. Dans la littérature, il est
démontré qu’une haute densité de greffage de ch&®B& empéche les bactéries d’accéder et
de se fixer sur une surface pour deux raiSonig*2°:26:2728293q 3 premiére raison vient de la
géne stérique engendrée par I'effet « brush ».ecargle raison vient du caractéere hydrophile
de ces chaines. En effet, un film d’eau protecsurforme au niveau des chaines PEG

empéchant les bactéries ou les protéines de s@adhér

Tableau lll-4. Densités de bactériés coliadhérées sur I'ensemble des surfaces développées

apres 96h de contact

Surface Densité de bactérieg. coli (MG1655) (cellule.cn¥)
PVC-N;-Copol <10
PVC-N;-Copo2 <10
PVC-N;-Copo3 <10
PVC-N;-Copo4 <10’
PVC-N;-Copo5 (5,871,3) x10°
PVC-N;-MPEG41 <10’
PVC-N; (contrdle 2) (8,3:3,8)x10°
PVC (controle 1) (9,3+1,9)x10°

E. coli

ol

~107‘cellule.cr‘ﬁ2. ' v20.u;[‘{l

conil A

Figure Il -27.Images obtenues par microscopie confocale a flueree des surfaces
témoins PVC et PV-Nz apiés 96h de contact avE. coli.
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PVC-N,-Copolymére 1 PVC-N,:Copolymére 2

<1CGcellule.cm? 20 pm <1Ccellule.cm? 20 um
——— ——

Figure Il -28.Images obtenues par microscopie confocale a flueree desurfaces
PVC-N;.Copol et2 aprés 96h de contact aveccoli

PVC-N;-Copolymere 3 PVC-N;-Copolymeére 4

<1Ccellule.cm? 20 pm <10cellule.cm?  2Qpm
— | - —

Figure IIl -29.Images obtenues par microscopie confocale a flueree

dessurfaces PVC-pCopo3 et4 aprés 96h de contact aveccoli

PVC-NyDextrane . & . PVC-N,-MPEG-1

<1Gcellule.cm?  20pm
|

Figure Il -30.Images obtenues par microscopie confocale a floeres des
surfaces PVC-BCopo5 et PVC-N.MPEG-1 aprés 96h de contact avéccoli
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V Conclusion

Cing copolymeéres de type polysaccharide et un petgnPEG porteurs de groupements
alcyne ont été synthétisés, caractérisés par desitgies usuelles d’analyse (IRTF, RN,
ATG et DSC). Ces copolymeres ont ensuite été greffeec succes sur des surfaces PC-N
via une réaction de cycloaddition de type Huisgghdipolaire. L’homogénéité du greffage
chimique sur les surfaces polysaccharides dévedsppéété vérifiée par une technique de
marquage fluorescent des groupements hydroxylenalyge AFM a permis de confirmer
’homogénéité du greffage et d’observer les morpbels des différents types de chaines
fixées en extréme surface. L’'analyse XPS a permivalider et de quantifier le greffage
chimique (taux de cycle triazole par motif PVC dardre de 2% pour I'ensemble des
surfaces). Les mesures d’angle de contact (motigustaet dynamique) ont pu témoigner du
caractére hydrophile spécifique de chaque polympessent sur les surfaces PVG-N

L'étude de l'effet antiadhésif des surfaces prégar@ 'égard de deux bactérids, coli et

S. epidermidisa été menée par microscopie confocale a fluonesceans des conditions
optimisées. La bactéri®. epidermidisie présentant pas d’affinité avec les surfacesitésn
seuleE. colia été retenue. Cette étude a mis en évidencedetese antiadhésif remarquable
des surfaces méthycellulose, hydroxéthyl cellules®EG. Cependant, la surface dextrane
(exo-polysaccharide bactérien), présente une &tteésion bactérienne. Ceci peut s’expliquer
par la présence de sites de reconnaissance audribaé. coli impliquant de I'adhésion
spécifique.

Enfin, des études récentes ont aussi démontré 'gatvité antiadhésive de ce type de
polymeres ne se limitait pas aux bactéries maissiaasx protéines et aux cellules
plasmatiqueks’?223:24:25.26.27.282930h a5 effets antithrombotiques puissants sont cEsSi
attendus. Ainsi en perspective, I'étude de la higgatibilité de nos surfaces doit étre realisée
en vue de vérifier la possibilité de leurs applmat dans le domaine de I'implantation

médicale.
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Conclusion générale

Ce travail de thése avait pour objectif de dévelomlee nouvelles surfaces de type PVC a
propriétés antibactériennes. Deux séries de swfaoe été visées a savoir, des surfaces
bactéricides et des surfaces antiadhésives a ti@mbactéries. Pour ce faire, nous avons jeté
notre dévolu sur une stratégie émergente et preasstqui consiste a greffer chimiquement
des copolymeéres bioactifs en surface du biomatétiapproche chimique retenue consistait
a introduire des groupements d’ancrage dans latateichimique du copolymere bioactif et
sur la surface. Notre choix s’est porté sur lesupements propargyle et azoture,
respectivement. Ces groupements sont ensuite engkagés une réaction de cycloaddition
catalysée de type Huisgen 1,3-dipolaire (HDC),agiila réaction la plus répandue et la plus

populaire en chimie click. Ce choix de réactiofustifie par différentes raisons :

- elle est simple a mettre en ceuvre ;

- elle peut se faire en milieux aqueux et alcooligdass lesquels sont solubles nos
copolymeéres ;

- elle se fait avec des rendements quantitatifsret peoduits secondaires.

Dans un premier temps, des copolymeres cationipolsurs de groupements ammonium
ou phosphonium guaternaire ont été synthétiséspaoivoie de modification chimique d’'un
polymere précurseur (PVBC), soit par voie de polysadion suivie de modifications
chimiques. Les copolymeres cationiques obtenusébtétcaractérisés par des techniques
usuelles (IRTF, RMN, UV, CES, TGA, DSC). Le caraetbactéricide de ces copolymeres a
été verifié en solution aqueuse par mesure deseatmations minimales inhibitrices (CMI).
Les structures a ammoniums quaternaires se soréesviégerement plus efficaces que les

structures a phosphoniums quaternaires.

Dans un second temps, un traitement chimique derface PVC a été réalisé dans des
conditions optimisées, en vue d’'y introduire desugements azoture (PVCN Ainsi, les
copolyméres cationiques préparés ont été greffésugace du PVC-ppar click addition.
Les surfaces cationiques obtenues ont été cais@@ripar diverses techniques. L’'analyse
XPS s’est révélée une technique de choix pour eettr évidence le lien covalent, via le
cycle triazole, entre les copolyméres cationiquda surface (PVC-B. Les mesures d’angle
de contact ont révélé une augmentation de I'hydhepkt de la polarité surfacique apres
greffage des copolymeres. Ces surfaces présenthisrdistributions homogenes des charges

cationiques avec des densités allant de 1,0 #16'5charge/crh Par ailleurs, ces surfaces

140



Conclusion générale

présentaient des topographies variées avec desitaggBMS) allant de 5,5 a 19 nm. Les
propriétés bactéricides ont été caractérisées mapsaopie a fluorescence au moyen du test
LIVE and DEAD. Ce test a révélé un grand pouvoictéacide des surfaces cationiques
attesté par un pourcentage de mortalité tres a@egébactériek. coli et S. epidermidisau
contact de ces surfaces. Néanmoins, les surfacespiptlmum étaient légérement moins

efficaces que les surfaces ammonium notammentvis-@esS. epidermidis

Concernant la partie surfaces antiadhésives, deggments propargyle ont été introduits
dans des polysaccharides de type méthylcelluloggrokyéthyl cellulose et Dextrane -de
masses molaires variées- ainsi qu’'a une extrémité IEG monofonctionnel. Ces polyméres
ont été ensuite greffés par click addition surdegaces PVC-§ Les surfaces greffées ont
éteé caractérisées par diverses techniques. L'XR®@rais de confirmer le succés de la
réaction de greffage via les cycles triazole. Ceprtidcette technique a revélé 'existence
d’'impuretés qui pourraient correspondre notammeimtes protéines provenant du milieu
naturel des polysaccharides utilisés. Les mesuresgl# de contact ont montré une
augmentation de I'hydrophilie et de la polaritéfacique apres greffage des polymeres. Le
marquage fluorescent a permis de constater unebdisbn homogéne de ces polymeres en
surface. L'analyse par AFM a mis en évidence desdmphies et des structures variées,
propres a chaque type de polymere greffé. Un poteogpératoire a été élaboré et optimisé
afin d’évaluer les propriétés antiadhésives desoefmces. Ainsi, les surfaces greffées et leurs
témoins ont été incubés avec des bactéries damslien de culture a 37,5°C pendant 4 jours.
Aprés marquage au Syt§,9da microscopie a fluorescence a été utilisée pendre compte
du nombre de bactéries adhérées par unité de surizens ces conditions, les surfaces
témoins ainsi que la surface greffée par du Degtrant présenté une forte adhésion
bactérienne (de l'ordre de 1Mactérie/crf). Les surfaces méthylcellulose, hydroxyéthyl

cellulose et PEG quant a elles, ont révélé un gpanoir antiadhésif a I'égard des bactéries.

Enfin, les perspectives qui s’offrent a ce trawaiht tres nombreuses. L’étude prioritaire
est sans doute I'analyse de la biocompatibilitdesta cytotoxicité de nos surfaces. En effet,
cette étude est essentielle afin de détermindlesi peuvent prétendre a des applications dans
le domaine de l'implantation biomédicale. Les pié@s antithrombiques des surfaces
antiadhésives peuvent notamment étre évaluées egatebsts in vitro (tests d’adhésion
plaquettaire et tests d’adhésion de protéines @tagquoes) et des tests in vivo (implantation

sur I'animal).
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ANNEXE 1 : Partie expérimentale

I-DESCRIPTION DES  APPAREILLAGES ET TECHNIQUES
D’ANALYSE UTILISEES

l.1. Spectroscopie RMN

Les spectres RMN du proton et du carbone ainsiepi€OSY (H-H) (2D) ont été enregistrés
a l'aide d'un spectrometre Brucker 300 MHz. Plussesolvants deutérés (CDCICD;OD,
DMSO-d6) ont été utilisés selon la solubilité des produiess déplacements chimiqued (
sont exprimés en parties par millions (ppm) papeaapau singulet du TMS utilisé comme

référence interned(=0) dans les échantillons.

|.2. Spectroscopie infrarouge

Les spectres IRTF ont eté enregistrés a l'aide djpectrométre a transformée de Fourier
Perkin Elmer Spectrum 2000 muni d'un systeme ATRgAuated Total Reflection) type
MKII, Specac. Les produits sont placés sur uneimqdatomportant une cellule carrée en
diamant de 2 mm de coté. Une vis réglable en haygetmet de maintenir I'échantillon
contre la cellule de mesure. Une mesure a blantadesst effectuée avant chaque analyse.
Une dizaine de scans est réalisée de 4000 a 60pazmchaque spectre IRTF.

La platine ATR posséde les caractéristiques sudgant

- platine chauffante permettant d’atteindre des teatpées allant jusqu’a 200°C,

- accessoire permettant de fixer une fibre optiqliée& une lampe UV au dessus

du cristal d’analyse,
- cristal diamant d’indice 1= 2,4 & 1000 cih
- angle d’'incidenced = 45°,

- systéme monoréflexion.

|.3. Spectroscopie UV-Visible

Le spectrophotometre UV-Visible utilisé est un Lalakl6 de Perkin Elmer double faisceau

équipé d’'une lampe deutérium et d'une lampe tungstées spectres d’absorption ont été
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réalisés entre 300 et 600 nm pour des trajets wggigie 1 mm. La vitesse de balayage en

longueur d’onde est de 60 nm.riet la référence est une cuve remplie d’acétonitrile
I.4. Spectroscopie de fluorescence

Les analyses en spectroscopie de fluorescence tint réalisées en utilisant un
spectrophotometre : Varian Cary Eclipse (France)ne Ucourbe d'étalonnage
Intensité = f ([fluorescéine disodique]) a été is¥® dans les conditions du dosage des
d’ammonium en surface.

I.5. Analyse enthalpique différentielle (DSC)
L'appareil utilisé est un appareil TA InstrumentS©® Q2000 Figure 1). Le schéma du

systeme est donriégure 2. Le principe de mesure de la DSC a flux de chadstibasé sur la
mesure de différence des flux de chaleur échangés l&chantillon et la référence.

Figure 1. Appareil DSC Q2000

/ Conpelle réference Coupelle échunlillon /
g o LI Ly o
2 .
For 1 | | 2
1= Z
/ Sppor L Themmoccuglles /
/’;// Plateau Ty Ty T ::”/

Figure 2. Principe de I'appareil DSC utilisé.
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Lorsque le four subit une rampe linéaire ascendantalescendante en température, les
températures g de I'échantillon et ® de la référence sont mesurées grace a des
thermocouples fixés en dessous des plateaux sappdes coupelles. La températuredi

four est mesurée grace a un thermocouple placé Estrdeux coupelles. Les flux de chaleur
Qr et ¢ échangés entre le four et respectivement la référen I'échantillon sont ainsi
calculés. Le signal tracé en sortie est obtenulgadifférence des flux de chaleur®@t Q=
entre I'échantillon et la référence. Le refroidimemt du bloc est assuré par un systéme
permettant d’atteindre —90°C. L’étalonnage en teaipée et en énergie a éte effectué avec
pour standard l'indium (T= 156,6°C etAHr = 28,45 J.@). Toutes les analyses ont été

réalisées sous azote (50 mL.mjimvec des prises d’essai variant de 6 a 15 mg.
[.6. Analyse thermogravimetrique (TGA)

Un appareil TA Instrument Q500 a été utilisé (Fed). Il est composé de deux éléments

principaux : une microbalance trés sensible couplés four régulé en température. La

microbalance est capable de détecter une varidgo®,1ug pour une capacité maximale de

1,3 g. L’échantillon est placé dans une coupellglatine et le fléau maintient le plateau en
équilibre via un courant proportionnel a la masggpsrtée. La température est régulée entre
30°C et 1000°C avec des montées en températura’ugg0°C.mift. Un thermocouple a
proximité de I'échantillon assure un suivi de langegrature et régule la puissance de
chauffage. L’étalonnage a été effectué avec deutifdl et du Nickel dont les points de Curie
sont respectivement de 163°C et 358°C. Toutes fefyses ont été réalisées entre 30 et
600°C avec une vitesse de montée en températée dx.0°C.min, sous azote (20 mL.min

1), avec des prises d'essai variant de 5 & 15 mg.

Figure 3. Appareil TGA Q500
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l.7. Mesures des angles de contact (statiques etndyniques) et calculs des énergies de

surface

Les angles de contact en mode statique ont étérésesn utilisant un goniometre
Digidrop ASE de la société GBX. Trois liquides (gdilodométhane, glycérol) de parametres
surfaciques conntsont déposés sous forme de gouttes de 3 pL suleles faces des
matériaux. L’angle de contaBtest mesuré aprées stabilisation de I'étalemena d@ltte (soit
aprés 3 secondes) grace a une caméra reliée giaiella’analyse d'image. Les énergies de
surface du matériau ont ensuite été calculées isant la méthode d’'Owens-Wendt a 2

composantegq. 1.

Tableau 1 :Tensions superficielles, composantes polaires daimps des liquides utilisés.

o Tension superficielle Composante polaire Composante dispersive
Hauide vi (MN.m?) viP (MN.m?) vid (mN.mY)
Eau 72,8 51,0 21,8
Diiodométhane 49,8 1,3 48,5
Glycérol 64,0 30,0 34,0

Dans ce modéle, on considére que I'énergie dacgudu solide s'exprime sous la
forme y=y’’ +ys’, avecys' la composante dispersive gt la composante polaire du matériau

étudié. L'équation reliant les composantes a kadglcontact s'écrit alors :

Eq. 1.—(1+2°\‘/)yide‘)y‘ :@x\/%+@

ouy;, v%, vP sont les paramétres de tension superficielleideilks utilisés Tableau 1).

: . P
Il suffit alors de tracew en fonction de /Ld une régression linéaire (3 points)
2y Y

nous donnant les composantes polaires et dispsdivenatériau.

! Logiciel Windrop ++, goniométre GBX Digidrop ASE.
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P
De plus, la polarité du matériau peut étre calcgléee ap=Ys x100.

s
Les mesures de I'angle de contact en dynamiquétémniéalisées avec I'eau. La manipulation
consiste a former progressivement une goutte d&aula surface d'étude puis I'aspirer
progressivement a l'aide d'un pousse seringue aatigoe piloter par le logiciel Logiciel
Windrop ++. Des séquences vidéos sont alors enrégss puis traitées afin d’étudier
I'évolution de l'angle de contact en fonction deldageur de la base de la goutte (courbe
d’hystéreése). Cette courbe nous donne l'angle vafieée (AA), I'angle au retrait (AR) et

I'hystérese de mouillage (Hys=AA-AR).

4_/
f(a)

Figure 4. Principe des mesures des angles de contact en dymam

1.8. Microscopie confocale

L’appareil utilisé est un microscope confocal did@S SP2 AOBS avec un statif DM
RXA-2UV et une lampe Hg 50W.

Caractéristiques techniques :

* Objectifs: x63(oil)

* Raies laser: 405, 458, 476, 488, 514, 543, 5982nén.

» Modules de post-acquisition: Multicolor, Materi&lackage, Physiology et 3D

visualization.
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Figure 5. Microscope confocal droit TCS SP2 AOBS

1.9. Chromatographie d’Exclusion Stérique (CES)

Les masses molaires moyennes en nomﬁe)( les masses molaires moyennes en poids

(Mw) et les indices de polymolécularité (IMw/ Mn) des différents échantillons ont été
mesurés par Chromatographie d’Exclusion StériqgueS|Csur un systeme Varian 50 plus
équipé : d'une pré-colonne (Polymer Laboratorigsg® 5um Guard, 50x7,5 mm) complétée
par deux colonnes (Polymer Laboratories, 2 PL get MIXED-D columns, 2x300x7,5 mm)
et d'un détecteur RI (réfractometre différenti@ensibilité 2,5 x 107 RIU / mV, Longueur
d'onde 880 + 30 nm). Le THF a été utilisé commerélamec un débit de 1mL.mira 35°C.
La calibration a été réalisée au moyen de stangauiystyréne (580 & 483.16.mol%) et les

masses molaires sont données en équivalent paystyPS. Eq.).

147



ANNEXES

Figure 6. Schéma de l'appareil de chromatographie d’exatustiérique.

1.10. Microscopie a force atomique (AFM)

L’imagerie par microscopie a force atomique a étdisée au moyen d’'un microscope de type
Nanoscope Il Multimode (Veeco instrument, SantabBea, Ca, USA) muni d’'un scanner
piezoélectrique de 100 um. L'imagerie a été réalsgus air & 25°C en mode tapping (Tip:
Silicone ; Force Constante : 7,5 N/m). Les imaged seprésentées en mode topographique
(en 2D et/ou 3D) avec une couleur sombre pour ¢eez profondes, et une couleur claire

pour les zones hautes.
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I.11. Spectroscopie photoélectrique a rayon X (XPS)

Spectromeétre K-alpha de Thermofisher Scientific
Site internet : http://www.thermoscientific.com/ewm/servlet/productsdetail_11152_ 110531 80481_119623

L’'analyse élémentaire des surfaces par XPS étisééahu moyen d’'un spectrométre Thermo
Electron K-Alpha en utilisant une source monochatique de rayons X (1486,6 eV). La
procédure Thermo Electron K-alpha a été utiliséarpcalibrer le spectrometre. Cette
procédure a été vérifiée a I'aide d’échantillonsCie(Cu 2p,a 932,6 eV) et Au (Au 4k a
84,0 eV) suivant la procédure standard : ASTM-E-982

Les parameétres d’acquisition imposés dans cetteeétadt : taille de spot : 4Q0n, énergie
primaire : 12 kV, intensité d’émission: 6,0 mA. UPdes surveys mode CAE pass band
200 eV, pas de 1leV de -10 a 1350 eV. Pour lesrengpectrales CAE mode pass band 50
eV, pas de 0,1 eV pour les éléments principaux.

La procédure de déconvolution des spectres a méstdution a été réalisée avec le systeme
Thermo Fisher scientific Avantage©. La quantificatiest déterminée avec le logiciel
Thermo Avantage. A I'aide de ce logiciel, l'aire dic est corrigée en termes de temps total
de séjour par canal, du nombre d'acquisitions et'@misseur du canal d’énergie. L'aire
normalisée est calculée comme suit : Aire du plEef{XFN*ECF) avec SF: Scofield factors;
ECF: Energy Compensation Factor. Ce dernier faatetnige le principal passage libre non
elastique (Scofield library) en utilisant une appmeation KEO0.6. TXFN: Transmission
Function. Cette fonction est calculée a partir dlissage polynomial pour un tracer LOG
{aire du pic /(PE*XSF} vs LOG {KE/PE} avec PE = magnergy, KE = kinetic energy and

XSF = relative sensitivity factor appliqué pour madiser les deux courbes.

149



ANNEXES

Analyse quantitative

Expression de l'intensité d’un signal XPS du niveau X
d’un élément A |,y

Densité volumique a la profondeurz
{nb atomes/unité de surface)

HOPOTONNaliE

e &
o AR
| O \
| ‘.\“

Section efficace

de photoionisation \

[ Profondeur d'échappement des

CIS et tl:ansmission photoélectrons émis a I'énergie
; du systéme d'analyse cinétique E,y par les atomes
- (probabilité pour un e- collecté S S
et d'énergie E,, de parvenir au
systéme de comptage)

Versailles
Saint Quentin

2/49

Analyse quantitative

Iax _ oaxT(Eax)iax Xa
lex opxT(Egx)iex XB

Fractions atomiques relatives :

Simplification dans la détermination de composition:
Capacité de ’XPS en composition absolue

Aire sous pic de I'élement A

/ Facteur de sensibilité de I'élement A

A __—

% atomique = SA x 100%

A
i S; \ Aires sou pics/facteurs de sensibilité
de tous les autres éléments
Chrs considérés

I

1l Logiciel Avantage
§W//{/f | Atomic Concentration [At %] = Normalised Area * 100 / Sum of Normalised Areas
7 3~

where normalized area = Peak Area / (SF * TXEN * ECF)

Université de
ersailles
Saint Quentin

18/49
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Il. Modes opératoires du chapitre 2 :

—N*— HN

X,,
X
g
Ny

/ (Ph);*P
nBu ¢ /
7
1 2
X A 0 @) o] 0
‘ // | // H H
(nBu)s*P HN /|\ I
/ nBu /
7 7
3 4

Figure 7. Bactericidal copolymers to 4.

[I.1. Synthesis of cationic copolymers 1, 2 and 3:

120 pl (2.3 mmol) of propargylamine were added to aretirsolution of 2 g of poly(vinyl
benzyl chloride) in 50 ml of anhydrous THF at rotemperature. The reaction was allowed
to stir for 24 h at 50 °C. Then, 8.2 ml (58 mmai)NgN-dimethyl butylamine or 7.07 g, (27
mmol) of triphenylphosphine or 4.66 ml (17.7 mmol)tributylphosphine were added to the
previous solution. 30 ml of ethanol was added ®dblution after 1 h of stirring because of
the polymer precipitation. The reaction was allowedtir for 24 h at 50 °C. The solution was
after concentrated and the resulting product wasotired in 50 ml of ethanol. Then, 8.2 ml
(57.5 mmol) ofN,N-dimethyl butylamine or 7.07 g (26.7 mmol) of triply§phosphine or 4.66
ml (17.7 mmol) of tributyl phosphine were addedhis ethanol solution in order to complete
the conversion of the chloride groups. After stigrifor 24 h at 50 °C, the obtained polymers
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1, 2 or 3, respectively, were precipitated on diethyl etligred under vacuum, dissolved in
water and lyophilised (yield~ 85%).

Characterizations ofl: *H NMR (300MHz, CQROD) &/ppm = [7.4-6.1] (CHCH aryl, 4H);
[4.7-4.2] (aryl-CH-N", 1.8H and aryl-CB#NH, 0.2H); [3.5-3.3] (CH-CH»-CH,-CHs, 1.8H
and NH-CH-Cakyne 0.2H); 2.8 (CH-N*, 5.4H); 2.3 (GiyneCH, 0.1H); [2-1.1] (CHCH;,
3H); 1.8 (CH-CH»-CH,-CHs, 1.8H); 1.3 (CH-CH,-CH,-CHs, 1.8H); 0.9 (CH-CH,-CHy-
CHs, 2.7H). FTIR-ATR(diamond)Uoh, nH, cH (aikyney= [3600-3100] crit; Uc.pary)y = [3075-
2990] cni' ; Uchachz = [2990-2800] crit; Uc=canyy =[1630-1585] crit; dcha cho,ciF[1500-
1380] cm; complete disappearancewfyi.ci pved)= 1265 cn.

Characterizations 02:'H NMR (300MHz, CQOD) &ppm = [8.5-7.3] (CHCH ary-p, 13.5H);
[7.4-6.1] (CHECH ay, 4H); [4.55-4.2] (CH-P', 1.2H and aryl-CKNH, 0.2H); 3.5 (CH-
Calkyne 0.2H); [2-0.8] (CHCH,, 3H). FTIR-ATR(diamond)UoH, N, cH (alkyne)= [3600-3100]
cm™; U Hary = [3075-2990] crit ; Ucha,ch= [2990-2820] crit; Uc=c(ary) =[1630-1585] crit;
Schz,c+[1500-1380] crit; up.c= 740 and 690 cihcomplete disappearance of.ci pvecF
675 cm'.

Characterizations of:'H NMR (300MHz, CXOD) &/ppm = [7.4-6.1] (CHCH ary, 4H);
[4.6-4.3] (Aryl-CH-NH, 0.2H); [4-3.5] (CH-P", 1.5H); 3.5 (CH-Cagyne 0.2H); [2.4-1.9] (P-
CH,-CHy-CH,-CHg, 5.4H); [1.7-1.1] (P-CH,-CH,-CH,-CHs, 10.8H and CH-CH, 2H); [1.0-
0.6] (F-CHx-CH,-CHy-CHs, 8.1H and CHCH,, 1H). FTIR-ATR(diamond)uok, nH, cH (alkyne)
= [3680-3080] crit; Ucayy = [3075-2990] crit ; Ucha.chHz.ch= [2990-2800] crit; Uc=cany)
=[1630-1585] crit; Schs cho.ci[1500-1380] crit; up.c= 787 and 723 cifh complete
disappearance k. c| pvecyE 675 cnt.

II.2. Synthesis of cationic copolymer 4

Free radical polymerization of 2-(dimethylamino)dtimethacrylate (DMAEMA, 4.08 g,
25.5mmol) was achieved in THF (30ml) using AIBN s a initiator
(IDMAEMA]/[AIBN]=1050). Solution containing DMAEMAwas stirred at 60 °C for 18 h
into a three-neck flask, generously deoxygenatedjed under vacuum. The polymer
(PDMAEMA) was obtained by precipitation into excedshexane, isolated by filtration and
dried under vacuum (SEC analysis in THRMw=975600 gmol, PDI=3.9). The
modification of PDMAEMA was carried out in 2 stedsirst, PDMAEMA (1.87 g, 11.9

mmol) was reacted with propargyl chloride (0.1 2 mmol, 11% molar ratio) in 30 ml of
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dry THF at 45 °C for 24h. The mixture was stirred 24h. Then, an excess of iodobutane
(4.8 ml, 42.3 mmol) was next introduced in the poesi solution. After stirring 48h, the final
polymer was concentrated, dried under vacuum, l#sdointo water, dialysed and
lyophilised. *H NMR (300MHz, C3OD) &/ppm = [4.8-4.3] (O-CH 2H and CH-Caicyne
0.2H); [4.2-3.9] (O-CH-CH,, 2H); 3.7 (CH-CH,-CH-CHs, 1.8H); 3.4 (CH-N*, 6H); 3.1
(CaieyneCH, 0.1H); [2.3-1.7] (CH-CH,-CH>-CHs, 1.8H and CHC(CHs), 2H); 1.4 (CH-
CH,-CH,-CHs, 1.8H); [1.3-0.7] (CH-CH,-CH,-CHs, 2.7H and Ch-C(CHs)-CH,, 3H). FTIR-
ATR (diamond)uow, nH, CH (alkyner™ [3600-3100] crit; ez chz= [3050-2765] crit; Uc=o este™
1723 Mt Uc-0 ester= 1259 ¢l 8cho, cha=[1480-1420] crit.

11.3. Preparation of PVC-N surfaces

PVC films were prepared by casting from dichlordmagte solutions in Teflon moulds. The
films were washed during 24 h using diethyl etr@utsons and then dried under vacuum for
a further 3 h at 60 °C. Then, PVC films with dimiems 10x10 mrhwere immersed in a
solvent/non solvent mixture (DMF/distilled water XB: containing 0.5 M of sodium azide.
Temperature was maintained at 60 °C for 48 h. Thdified films were intensively washed
with water followed by diethyl ether bath during 24ind then dried 3 h at 60 °C. Analysis of
the modified films was performed by FTIR: (PVC}Nv (N3)-azide stretching vibration at
2100 cnt.

I1.4. Chemical grafting of the cationic polymers ao PVC-N; surfaces

The PVC-N surfaces (10x10 mfhwere immersed in a water/ethanol (20ml/10ml) Soiu
containing 40 mg of antibacterial copolymers (1tb.28.9umol of alkyne groups), 2 mol %
of copper (Il) sulphate and 10 mol % of sodium asatewith regards to alkyne content. The
system was shaken during 48 h at room temperalueefinal films were intensively washed
with water to remove any ungrafted cationic polyntieen with diethyl ether bath during 24h
and dried 3 h at 60 °C.

[1.5. Determination of surface accessible quaternraammonium densities

The Tiller et al method was used as follow: Samples &7 Innf were immersed in a
solution of fluorescein sodium salt (1% in distllevater) for 10 min. Due to their negative
charges, the fluorescent markers bind strongly e tationic sites and the unreacted
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molecules can then be removed by exhaustive washitly distilled water. The bound

fluorescein molecules were then exchanged by imingethe modified samples in a small
volume (2 ml) of a solution of hexadecyltrimethyhmonium (0.5% in distilled water), and
sonnicated for 45 min. After adding 0.3 ml of sated NaHCQ® solution (pH=8.3), the

fluorescence intensity was measured in the follgweaonditions: Excitation at 450 nm,
emission spectra range: 400-600 nm, increment: 1 imbegration time: 0.1 sec, Slits:
excitation: 10 and emission: 1, voltage: 1100 Vlilgation curve was established from
fluorecein sodium salt at different concentrationthe titration solution.

The density of cationic groups was then derivedhftbe titration solution concentration: the
charges measured are those corresponding to gaateammonium groups capable of

forming an ionic complex with fluorescein.

[1.6. Analysis of cationic charges distribution oatsurfaces

In order to assess cationic charges distributiod @@lymer distribution) onto surfaces and to
check the efficiency of the Tillezt al titration method [5] for our system, cationic suods
treated with fluorescein sodium salt were analysgdluorescence microscopy before and
after contact with the hexadecyltrimethyl ammoniahioride. Microscope observation was
achieved after spreading a gDdroplet of saturated solution of NaHg(H= 8.3) onto the
surface. Then, the surfaces were analysed by tlieecence microscop&o acquire the
different images of these surfaces, we used a 83mmersion objective (with a numerical
aperture at 1.40) and an Argon laser at 488 nmxdiaesfluorescein with the same parameters

between the different surfaces.

[1.7. Assessment of bactericidal efficiency (Livacé Dead test)

A 40 pl sessile droplet oE. coli or S. epidermidisuspensions in distilled water (810°
cell/ml) was spread on the studied surfaces (3).chime bacteria were allowed to sediment on
the substrate surface for 10 min. After that, tbe attached bacteria were washed away by
flushing the substrate with distilled water andntlze40ul droplet of water was deposed and
spread on the surfaces for 35 min. After, wateemoved from surfaces and a 40 droplet

of mixture of aqueous solutions of two fluorescerarkers: the SYTED (L7012, 20umol/l)

and the propidium iodide (L7012, 1péol/l), was then deposed and spread on these sarfac
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for 15 min. Then, the surfaces were analysed byltiseescence microscope. To acquire the
different images of these surfaces, we used a 83mmersion objective (with a numerical
aperture at 1.40) and an Argon laser at 488 nmditeethe SYTA9 and a HeNe laser at 543
nm to excite the propidium iodide. To increase thality of these images, we used a
sequential acquisition to avoid the overlappingssioin spectrums of the fluorescent markers.
The adsorbed bacteria appear as green dots ifvallle and as red/orange dots if their
membrane has been damaged following contact wittequery ammonium groups. To count
all bacteria and to measure the area of each lmatethe following cases, bacterial adhesion
and bactericidal efficiency, we used ImageJ, a ipudbmain program developed at the

National Institutes of Health (httprébweb.nih.gov/ijf)

11.8. Assessment of the Minimal Inhibitory Concerdtion (MIC) of the cationic polymers

The minimal inhibitory concentration (MIC) of that@nic polymers were determined by a
standard serial dilution technique with an inoculom7x10> cell/ml in LB (Luri Broth)
bacteria growth medium. Two bacteria strains wesedtE. coli andS. epidermidisThe MIC

of the polymers was determined after 12 h of intobaat 37C by optical density (OD)
measurements. The concentration for the polymergechfrom 1 to 20@g/ml. The MIC was

defined as the lowest concentration at which badtgrowth was inhibited.

11.9. Analysis of polymer distribution onto surfaceby confocal fluorescent microscopy

Polysaccharide surfaces were stained by immersi@olution of fluorescein isothiocyanate
(FITC) in acetonitrile (2.5 I®M) in presence of DBTL as catalyst (3.38°14).

Microscope observation was achieved after spreaaifd@ul droplet of saturated solution of

NaHCG; (pH= 8.3) onto the surface. Then, the surfacesvesalysed by the fluorescence
microscopeTo acquire the different images of these surfasesused a 63x oil immersion

objective (with a numerical aperture at 1.40) amd Axgon laser at 488 nm to excite
fluorescein with the same parameters between tfexeht surfaces.
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[1.10. Assessment of bacteria attachment onto thé@surfaces

Samples of 1x1 cfrwere incubated witE. coli or S. epidermidisuspensions in LB medium
(3.7x1C° cell/ml) at 37°C. The bacteria were allowed toismht on the substrate surface for
4 days. After that, the non attached bacteria wexrghed away by flushing the substrate with
distilled water. After, a 4QL droplet of aqueous solution of SYP@ (L7012, 20pmol/l)
was then deposed and spread on these surfaceS foml Then, the surfaces were analysed
by the fluorescence microscope. To acquire thedifft images of these surfaces, we used a
63x oil immersion objective (with a numerical apeetat 1.40) and an Argon laser at 488 nm
to excite the SYT®9. To increase the quality of these images, we wseskquential
acquisition to avoid the overlapping emission speut of the fluorescent markers. The
adsorbed bacteria appear as green dots. To cduhedbacteria and to measure the area of
each bacteria we used ImageJ, a public domain gmogieveloped at the National Institutes
of Health (http:#sbweb.nih.gov/ijf)
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lll. Partie expérimentale du chapitre 3 :
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Figure 8. Antiadhesivecopolymersl to 6.
2.2. Synthesis of polymetsand 2:

333 mg (8.18 mol) of sodium hydroxyde (NaOH, Aldrich) were adde a stirred solution
of hydroxyethyl cellulose (1.1 g, 4.£0mol, Mw= 250000 g/mol, Aldrich) in 150 mL of
water. After 2h of stirring, 3.9 mL (5.F0mol) of propargyl chloride (98%, Aldrich) and 50
mg (3.10'°M) of sodium iodide (Nal, Aldrich) in 2.5 mL of l-dioxane were added to the
solution. After stirring 15h at room temperatutes solution was dialysed and lyophilisated to
give the polymer4 or 2.

FTIR-ATR : Vo = 3393 it ; Vepo,chs = 3000-2800 it ; Scho. cHs = 1424cnT .

'H NMR (D,0) &/ppm: 4.49 (m; -O-CHD-) ; 4.21 (s, -ChC=CH); [4.00-3.00] ppm (m;
-CH»-O- and -CHyce and -CH-CHcycie) ; 1.80 ppm (s; -O-H
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2.3. Synthesis of polymar

333 mg (8.1 mol) of sodium hydroxide were added to a stirredution of Dextran
(600 mg, 3.7 mmol, Mw= 2:8.0° g/mol, DEXTRAN from Leuconostoc mesenteroides
Sigma-Aldrich) in 20 mL of water. Then, 1525 (1.85 mmol) of propargyl chloride and 33
mg of sodium iodide (2.I9mol) in 1.85 mL of 1,4-dioxane were added to tbleiion. After
stirring 24h at room temperature, the final Dextsatution was dialysed and lyophilised to

give the copolymes.

FTIR-ATR: voy = 3320 crif; v cr.chz = 2900 crit; ve.o.c = 1000 crif; e, ez = 1200-1450
cm™.
'H NMR(D,0) &/ppm : 4,98 (m; -O-CFD-); 4.40 (s, -Ch+C=CH); [4.10-3.40] (m, O-CH
and O-CH).

2.4. Synthesis of polymetsand5

For a typical procedure, 830 mg of Methylcellul¢gscosity = 8000 cPs, Mn~100000 g/mol,
degree of substitution : 1.5-1.9) were dissolveavater (150 mL) at 0°C during 1 h. Then,
sodium hydroxide (190 mg, 4.75 mmol) were addeth&viscous solution. After complete
dissolution of NaOH, propargyl chloride (2.51 mL4.B mmol, 5 eq.) in 2.5 mL of
1,4-dioxane containing Nal (50 mg, 0.33 mmol, 5%Y)evadded to the solution. After stirring
vigorously 48 h at room temperature, the final Mé&téllulose solution was heated in order to
make the polymer precipitate. The off-white geisislated by filtration. The residual product
was then dialysed in water during 2 days and lylggd to give the polymer as a transparent
solid (yield: 66%).

FTIR-ATR: Vo.y = 3450 cnf, V ch.chz = 2830-3000 ci, ve.o.c = 1054 crit, &ch, chz =
1300-1500 cr.

'H-NMR (300MHz, DO) : 4.49 (m; -O-CHO-) ; [4.05-2.09] (m, -O-CHand -O-CH and -
O-CHg).
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2.5. Synthesis of polymer 6

To a solution of poly(ethylene glycol) methyl ettlfgn ~750 g/mol, 2.1 g, 2.8 mmol) in THF
(20 ml) at 0 °C under af\atmosphere, NaH (206 mg, 8.6 mmol, 3eq.) was gladtied over
30 min. [Sodium hydride (60% in mineral oil, AldnicChemical Co.) was washed with
diethyl ether before use.The mixture was allowed to warm to room temperatand then
stirred for 2 h. After cooling to 0 °C, propargytloride (0.98 mL, 13.3 mmol, 5 eq) was
added. The mixture was allowed to warm to 45°C stirded for a further 24 h. The white
precipitate was filtered off and washed three timéth THF. The combined filtrate and
washing solutions were evaporated to give the petyé) alkyne-MPEO-750, as a colorless
oil ((B0% yield).

IRTF-ATR: Vo.n = 3550 cnif; Vewz = 2865 crif; ve.o.c = 1095 crit.

'H NMR (CDCk) &/ppm : 4.19 (s, -CHC=CH, 2H) ; [3.90-3.50] (m, -CHCH,-O, 62H);
3.35 (s, CH-O-, 3H); 2.40 (s, -CHC=CH, 1H).
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ANNEXE 2 : Chapitre 2

L’ensemble de cette section concerne les figuéeslau chapitre 2. Elles sont répertoriées par

ordre chronologique de lecture.
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Figure A2-1. Analyse RMN'H (COSY) 2D du copolyméré
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Absorbance

335

Longueur d'onde {nm}

Figure A2-2. Spectres UV-visible du PVBC, de la triphénylphdaplet du copolymér2 en

solution dans le THF

La spectroscopie UV-visible n'a pu étre utile qunsl le cas ou les réactifs de départ et le
copolymére final absorbaient en UV-visible et étaisolubles dans un méme solvant
transparent dans I'UV-visible. Le seul cas répomdances exigences est celui du
copolymere2.

Ainsi, les spectres UV-visible du PVBC de la tripkiphosphine (TPP) et du copolymé&e
en solution dans le THF confirme la formation d’uraivelle structure chimique a partir du
PVBC et de la TPPHgure A2-2). En effet, le spectre du copolym&@résente deux bandes
d’absorption, I'une a 237 nm et l'autre & 280 nra.dande d’absorption & 237 nm correspond
aux transitions électroniques des électrandu groupement phényle directement lié a la
chaine principale du copolymeg En effet, cette bande d’absorption est présenteles
spectre UV du PVBC. La large bande d’absorption88 8m correspond aux transitions
électroniques des électronisles trois groupements phényle directement ligshagphonium,
alors que l'absorption des trois groupements pleeild la TTP se trouve a 260 nm. Ce
décalage vers les longueurs d’onde plus élevédst (ethochrome) est provoqué par la

charge positive sur I'atome de phosphore.
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Figure A2-8. Suivi de l'intensité de la liaison=N en fonction du rapport DMF/eau par IRTF
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Figure A2-9. Analyses IRTF des surfaces PVC, PVgdtides surfaces cationiques

165



ANNEXES

PVvC

PVC-N

Counts /' s

Suney
4 Scans, 4 m 32.2 s, 400um, CAE 200.0
1.00 eV

| OJ?

8,00E+0471

1,00E+05

Cl
6,00E+04 1

4,00E+04] .
|
2,00E+04 WW@WJ Lif

0,00E+00

1200 1000 800 600 400 200 O
Binding Energy (eV)

Counts /' s

Suney
16 Scans, 18 m 8.8 s, 400um, CAE 200.0
1.00 eV

7,00E+04 Cig

6,00E+04 T
5,00E+04 T
4,00E+041 o1
3,00E+04 1

N1
2,00E+04 Lﬂwwal

1,00E+04+ L si2
"7

0,00E+00—+—+—+—+——+—+—+———+———+1
12001000 800 600 400 200 O

Binding Energy (eV)

PVC-Ns-Copol

PVC-N;-Copo?2

Counts /' s

Surnvey
16 Scans, 18 m 8.8 s, 400um, CAE 200.0
1.00 eV

8,00E+04 0l Cif

6,00E+047

4‘OOE+O4\LU Fa "

I x op)

2,00E+041 L»Aw”j b &\ J ﬁ?
| L,

0,00E+00

1200 1000 800 600 400 200 O
Binding Energy (eV)

PVC-N;-Copo3

Counts /' s

Suney
16 Scans, 18 m 8.8 s, 400um, CAE 200.0
1.00 eV

8,00E+04 Cls

6,00E+04 1
(OXE

4,00E+04 T

y F1 Nl(s CI2
2,00E+04{ w&w”ﬂ

0,00E+00—+——+—+—+—+——+——+——+—+r—
12001000 800 600 400 200 O

Binding Energy (eV)

PVC-Ns-Copo4

Counts /' s

Suney
16 Scans, 18 m 8.8 s, 400um, CAE 200.0
1.00 eV

| Cl;,

8,00E+04T
| \

6,00E+04 T

1,00E+05

4,00E+04

i Oy s C12
2,00E+04 MM//F?/(:‘& uf
] i2

S

0,00E+00
12001000 800 600 400 200 O

Binding Energy (eV)
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ANNEXE 3 : Chapitre 3

L’ensemble de cette section concerne les figuéeslau chapitre 3. Elles sont répertoriées par
ordre chronologique de lecture.

2-hydroxyéthy cellulose

Copolymeérel

T

Uon = [3600-3100 cif]

Uch = [2990-2800 crij]

v =[1185-860 crit
Méthvicellulost cO (ethen= [ ]
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Dextrare

3889,1 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 751,€
1

Figure A3-1. Spectres IRTF des copolyméetess, 5 et des polysaccharides

précurseurs (2-hydroxyéthyl cellulose, méthylcelbd et dextrane)
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Figure A3-5. Spectres XPS complets des surfaces PVC, PY.®WMC-N;-Copol,
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