N

N

Influence de composés perfluoroalkylés sur des films
minces de phospholipides a une interface gaz/eau
Phuc Nghia Nguyen

» To cite this version:

Phuc Nghia Nguyen. Influence de composés perfluoroalkylés sur des films minces de phospholipides
a une interface gaz/eau. Autre. Université de Strasbourg, 2013. Frangais. NNT: 2013STRAF012 .
tel-01017445

HAL Id: tel-01017445
https://theses.hal.science/tel-01017445

Submitted on 2 Jul 2014

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-01017445
https://hal.archives-ouvertes.fr

e Z. UNIVERSITE DE STRASBOURG EDSC

Lol D clgngs oy
cive= g e

ECOLE DOCTORALE DES SCIENCES CHIMIQUES
Institut Charles Sadron (UPR CNRS n° 22)

THESE

présentée par
Phuc Nghia NGUYEN

Soutenue le 18 avril 2013

pour obtenir le grade de

Docteur de ’université de Strasbourg

Influence de Composés Perfluoroalkyles
sur des Films Minces de Phospholipides

a une Interface Gaz/Eau

These dirigée par KRAFFT Marie Pierre Directrice de recherche au CNRS
Université de Strasbourg
VANDAMME Thierry Professeur, Université de Strasbourg
Rapporteurs GERARDIN Christine Professeur, Université de Lorraine
TSAPIS Nicolas Chargg de recherche au CNRS

Université de Paris Sud

Examinateurs MARKVICHEVA Elena Professeur, Institute Bioorganic Chemistry
Shemyakin-Ovchinnikov, RAS
GALLANI Jean-Louis Directeur de recherche au CNRS

Université de Strasbourg






Remerciements

Je tiens, tout d’abord, a remercier Mme Marie Pierre Krafft, Directrice de recherche au
CNRS, et M Thierry Vandamme, Professeur de I’Université de Strasbourg, pour m’avoir
proposé cette theése et pour 1’avoir dirigée. Merci de tout mon coeur pour leurs conseils, leurs

discussions et leur soutien durant ces quatre années.

Un grand merci a M Gilles Waton, Chargé de recherche au CNRS, qui, par son
expérience et son enthousiasme, m’a beaucoup appris et m’a donné des idées précieuses tout

au long de cette these.

Je tiens a remercier Mme Christine Gerardin, Professeur de 1’Université de Lorraine,
Mme Elena Markvicheva, Professeur a I’Institut de chimie bio-organique Shemyakin-
Ovchinnikov de Moscou, M Nicolas Tsapis, Chargé de recherche a I’Université de Paris-Sud
et M Jean-Louis Gallani, Directeur de recherche a Université de Strasbourg, pour avoir

accepté de juger ce travail et de faire partie de mon jury de these.

Ce travail a été réalis¢ au sein de 1’équipe SOFFT a I’Institut Charles Sadron (ICS) de
Strasbourg. Je remercie Jean-Michel Guenet et Jean-Francois Legrand, directeur et ancien
directeur de I’ICS pour m’avoir accueilli dans leur laboratoire, et pour m’avoir permis de
profiter d’excellentes conditions de travail. J’adresse aussi mes remerciements a tous les
membres de 1’équipe SOFFT. Je souhaite néanmoins remercier plus particulierement Nicole
Benoit pour m’avoir aidé a relire la theése et pour sa disponibilité durant les années passées
dans 1’équipe. Je remercie tous mes collegues de I’ICS, en particulier, ceux qui m’ont aidé
lors de ce travail de thése. Je tiens a remercier Julie Quillé pour les expériences de diffusion
de lumiere, Marc Schmutz pour celles de microscopie électronique a transmission et

Catherine Saettel pour celles de calorimétrie.

Mes remerciements vont également a mes collegues de I'IPCMS, Genevieve Pourroy,

Lai Truong Phuoc et Julien Jouhannaud pour la synthése des nanoparticules magnétiques.

Enfin, je voudrais adresser mes remerciement a ma famille, pour tout le soutient moral
et les encouragements qu’ils m’ont apportés malgré la distance. Merci a mon épouse Thai
pour avoir toujours été la, a coté de moi, et m’avoir aidé a passer les moments les plus

difficiles. Sans elle, je n’aurais pas pu aller jusqu’au bout de la these.






Sommaire

Introduction générale

Chapitre I : Monocouches de tensioactifs a une interface courbe ou plane

I.1. Adsorption de tensioactifs a la paroi d’une bulle
I.1.1. Généralités sur la tension interfaciale
I.1.2. Tension interfaciale d’équilibre
1.1.3. Isotherme d'adsorption a I'équilibre
1.1.3.1. Isotherme de Henry
1.1.3.2. Isotherme de Langmuir
1.1.3.3. Isotherme de Frumkin
I.1.4. Tension interfaciale dynamique
I.1.5. Calcul des paramétres de la tension interfaciale dynamique
[.1.5.1. Le modele de diffusion
1.1.5.2. Le mod¢le de diffusion-cinétique

I.1.6. Perturbation d’une monocouche a 1I’équilibre. Cas des faibles perturbations

1.2. Microbulles a paroi de tensioactifs

1.2.1. Stratégies de stabilisation des microbulles
[.2.1.1. Composition de la paroi
1.2.1.2. Composition de la phase gazeuse interne

1.2.2. Mécanisme de dissolution des microbulles
1.2.2.1. Microbulles d’air
1.2.2.2. Microbulles stabilisées par un fluorocarbure
1.2.2.3. Microbulles d’air stabilisées par un film de tensioactif

1.2.3. Microbulles dans un champ ultrasonore

1.3. Les monocouches de phospholipides comme modéle simplifié¢ du surfactant

pulmonaire

1.3.1. Surfactants pulmonaires
1.3.1.1. Composition du surfactant pulmonaire natif
1.3.1.2. Rdle du surfactant pulmonaire
1.3.1.3. Déficience en surfactant pulmonaire

1.3.2. Propriétés spécifiques des perfluorocarbures
1.3.2.1. Caractéristiques physico-chimiques
1.3.2.2. Les tensioactifs fluorés

1.3.2.3. Biocompatibilité des fluorocarbures

17
17
17
18
19
19
20
21
22

24
24
25
26
28
28
29
29



1.3.3. Fluorocarbures en thérapie pulmonaire
1.3.3.1. Effets des fluorocarbures sur la respiration
1.3.3.2. Effets anti-inflammatoires
1.3.3.3. Effets sur la croissance pulmonaire
1.3.4. Effets des fluorocarbures sur les monocouches de phospholipides

1.3.5. La monocouche de Gibbs : un modele simplifié de surfactant pulmonaire

Chapitre II : Méthodes expérimentales

II.1. Mesure de la tension interfaciale par analyse du profil de la bulle
IL.1.1. Généralités
II.1.1.1. Méthode de mesure de la force de mouillage
II.1.1.2. Méthode de mesure de la forme de la goutte
I1.1.2. Principe de la méthode

I1.1.3. Tensiomeétre Tracker
I1.2. Mesure de la tension interfaciale sous oscillations
11.3. Protocole d’étude de I’interface air saturé en fluorocarbure/eau

I1.4. Détermination de la taille des microbulles
I1.4.1. Mesure acoustique de la taille de microbulles en dispersion aqueuse
11.4.2. Diffusion statique de la lumiére

I1.4.3. Microscopie optique

Chapitre III : Résultats sur I’adsorption des phospholipides et/ou des
fluorocarbures a ’interface air/eau

II1.1. Adsorption d’hydrocarbures et de fluorocarbures en phase gaz
IIL.1.1. Etat de I’art
II1.1.2. Matériels et méthodes
II1.1.3. Résultats
II1.1.4. Conclusion

II1.2. Adsorption des phospholipides en présence de fluorocarbures
II1.2.1. Effet du perfluorohexane

Publication 1

“A  Nonpolar, Nonamphiphilic Molecule Can Accelerate Adsorption of
Phospholipids and Lower their Surface Tension at the Air/Water Interface.”

P.N. Nguyen, T.T. Trinh Dang, G. Waton, T. Vandamme, M.P. Krafft,
Chemphyschem 2011, 12, 2646-2652.

I11.2.2. Effet d’autres fluorocarbures

31
31
32
32
32
33

35

36
36
36
36
37
38

39
40

40
40
42
42

43

44
44
45
47
52

53
53

66



I11.3. Adsorption des phospholipides sous oscillations périodiques
Publication 2

“Behavior of an Adsorbed Phospholipid Monolayer Submitted to Prolonged
Periodical Surface Density Variations.”

P.N. Nguyen, G. Waton, T. Vandamme, M.P. Krafft, Angewandte Chimie 2013,
DOI: 10.1002/anie.201301974.

I11.4. Adsorption des phospholipides en présence d’albumine
Publication 3

“Prolonged Sinusoidal Oscillations Can Reverse the Course of the Competitive
Adsorption of Phospholipids and Proteins at an Air/Water Interface; a
Fluorocarbon Gas Accelerates the Phenomenon.”

P.N. Nguyen, G. Waton, T. Vandamme, M.P. Krafft, sousmis a Chemical Science.

Chapitre IV : Résultats sur les microbulles

IV.1. Stabilisation des microbulles par des phosphates perfluoroalkylés
Publication 4

“Self-Assembled Microbubbles That Do Not Collapse.”
G. Nikolova, P.N. Nguyen, P. Polavarapu, G. Waton, M.P. Krafft, a soumettre.

IV.2. Microbulles stabilisées par des nanoparticules magnétiques
Publication 5

“Compressible Multi-Scale Magnetic Constructs: Decorating the Outer Surface
of Self-Assembled Microbubbles with Iron Oxide Nanoparticles.”

P.N. Nguyen, G. Nikolova, P. Polavarapu, G. Waton, L. Truong Phuoc, G.
Pourroy, M.P. Krafft, RSC Advances 2013, 3, 7743-7746.

Conclusion générale

Références

67

68

77

78

87

88

89

102

103

113

117






Introduction générale



Introduction

Les fluorocarbures ont un fort potentiel en médecine et dans le domaine biomédical,
principalement en raison de leur inertie biologique - ils ne sont pas métabolisés et sont
excrétés inchangés par les voies respiratoires - et de leur forte capacité a dissoudre les gaz.
Les fluorocarbures possédent d’autres propriétés intéressantes pour les applications comme
leur forte hydrophobie liée a un caractere lipophobe prononcé, leur faible solubilité dans
I’eau, et la grande sensibilité du noyau '°F en résonance magnétique nucléaire. Formulés sous
forme de microbulles, de microcapsules ou d’émulsions, les fluorocarbures sont largement
étudiés comme composants de substituts du surfactant pulmonaire, de nouveaux agents

théranostiques, et comme transporteurs d’oxygene.

Cependant, et en dépit du fait que certaines formulations employant des fluorocarbures
sont utilisées en clinique, on constate qu’il n’existe que relativement peu d’études destinées a
déterminer les interactions entre une molécule de fluorocarbure et une membrane de
phospholipides. C’est une question importante a deux titres. D’une part, les phospholipides
participent souvent a la composition des agents thérapeutiques ou de diagnostique qui
impliquent des fluorocarbures. C’est par exemple le cas des microbulles et des émulsions
utilisées comme agents de contraste en échosonographie et/ou en imagerie par résonnance
nucléaire (IRM). D’autre part, les phospholipides sont les molécules constitutives des
membranes des cellules des tissus et des organes. Sous forme de monocouches ou de
bicouches, les phospholipides entrent nécessairement en interaction avec les fluorocarbures
lors de leur administration. Dans le cas des substituts du surfactant pulmonaire, une approche
récente consiste a administrer a des lapins prématurés, donc déficients en surfactant
pulmonaire natif, une émulsion de fluorocarbures stabilisée par des phospholipides. La
compréhension des mécanismes d’interaction entre les fluorocarbures et la monocouche de

phospholipides est déterminante dans le développement de cette approche.

L’objectif central de cette These est d’étudier les interactions entre les fluorocarbures et
une monocouche de phospholipides. Dans ce but, cette dernicre a été adsorbée a la surface de
bulles millimétriques, et mise en contact avec une atmosphére d’air saturée en fluorocarbure.
De plus, nous avons élaboré et étudié des bulles micrométriques en dispersion aqueuse. Ces
microbulles sont stabilisées par un fluorocarbure gazeux par effet osmotique et un
renforcement mécanique de la paroi des bulles. La stabilité exceptionnelle de ces bulles a

permis le greffage de nanoparticules magnétiques a leur surface.



Nous nous sommes intéressés a I’interface phospholipide/fluorocarbure car elle
représente un modele simplifié de membrane pour le développement de substituts
synthétiques du surfactant pulmonaire dans la composition desquels entrent des
fluorocarbures. Le surfactant pulmonaire est un complexe lipoprotéique dont le composant
majoritaire est la dipalmitoylphosphatiylcholine (DPPC), qui est adsorbée a la surface des
« bulles » millimétriques que constituent les alvéoles pulmonaires. D’autre part, nos bulles
millimétriques sont des modeles des bulles micrométriques développées comme agents de

contraste et qui sont stabilisées osmotiquement par un fluorocarbure.

Cette These comporte quatre Chapitres. Le premier Chapitre expose les concepts et
éléments bibliographiques qui sous-tendent notre travail. Une premicre partie présente les
méthodes d’études de films de tensioactifs adsorbés depuis une solution aqueuse a la surface
d’une bulle d’air millimétrique. Les théories développées pour la tension interfaciale a
I’équilibre et la tension interfaciale dynamique seront discutées, ainsi que I’incidence sur la
tension interfaciale de perturbations sinusoidales de forte ou faible amplitude appliquées a la
bulle. Nous présenterons dans une seconde partie un rapide état de 1’art sur les stratégies de
stabilisation des microbulles utilisées en diagnostique, ainsi que les mécanismes de
dissolution des microbulles. Ces derniers dépendent fortement des tensioactifs qui forment la
paroi des microbulles et de la nature de la phase gazeuse. Dans la troisiéme partie nous
discutons 1’approche consistant a utiliser des fluorocarbures en thérapie de remplacement du
surfactant pulmonaire natif. Pour ceci, il est nécessaire de rappeler au préalable quelques
généralités sur le surfactant pulmonaire et les conséquences pathologiques liées a sa
déficience ou a sa détérioration. Nous rappelons aussi les propriétés spécifiques qui servent de

base a I’application des fluorocarbures en thérapie pulmonaire.

Le second Chapitre décrit les méthodes expérimentales utilisées. Une attention
particuliere a été apportée a la tensiométrie par analyse de profil de bulle, qui a été notre
technique de prédilection (partie 1). Le protocole décrivant les expériences effectuées aux
interfaces air/eau et air saturé en fluorocarbure/eau (partie 2) est présenté tant en mode
statique que lorsque la bulle est soumise a des oscillations périodiques (partie 3). Nous
présentons ensuite la méthodologie d’analyse de taille des microbulles par mesure
d’atténuation d’une onde ultrasonore, diffusion statique de la lumiére et microscopie optique

(partie 4).

Dans le troisieme Chapitre, apreés avoir étudié I’adsorption des fluorocarbures et des

hydrocarbures a I’interface air/eau d’une bulle millimétrique (partie 1), nous présentons une
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premicre série de résultats liés aux caractéristiques de 1’adsorption des phospholipides a cette
interface en présence et en 1’absence d’un fluorocarbure (partie 2). Nous avons montré qu’un
fluorocarbure totalement apolaire et dépourvu de caractére amphiphile comme le
perfluorohexane abaissait néanmoins considérablement la tension interfaciale d’une série de
phospholipides et accélérait fortement son adsorption. Cette découverte surprenante a fait
I’objet d’une publication parue en 2011 dans ChemPhysChem. Dans la partie 3, nous
montrons que des oscillations périodiques appliquées a la bulle avaient également comme
conséquence d’abaisser la tension interfaciale a I’équilibre en induisant une transition d’un
film de DPPC vers un état mieux organis¢ (publication parue dans Angew. chem en 2013).
Enfin, nous avons étudié¢ ’effet de 1’albumine sérique bovine sur ’adsorption de la DPPC
(partie 4). En effet, la présence de cette protéine est souvent liée aux troubles pulmonaires dus
au mauvais fonctionnement du surfactant pulmonaire. L’application d’oscillations
sinusoidales a la bulle permet a la DPPC d’expulser la protéine qui s’adsorbe plus rapidement
a D’interface et colonise cette derniére plus rapidement (publication soumise en 2013). Nous

avons enfin commencé a explorer I’impact des fluorocarbures sur ce systeme complexe.

Le Chapitre IV rapporte les résultats obtenus sur les bulles de taille micrométrique.
Nous avons effectué un travail de sélection d’un tensioactif permettant de stabiliser des
microbulles a la fois petites et stables. Nos résultats ont permis de choisir une famille de
phosphates perfluoroalkylés. En effet, les chaines fluorées ont une tension interfaciale faible
et avaient, a priori, une meilleure affinité pour 1’air que leurs analogues hydrocarbonés. Le
choix de la téte phosphate est li¢ a un second objectif, celui de greffer des nanoparticules
magnétiques d’oxyde de fer a la surface des microbulles. De telles microbulles décorées de
nanoparticules constituent des agents de contraste bimodaux pour ’IRM et I’échosonographie
et ont été développées dans le cadre d’un projet européen (NanoMagdye). Nous avons obtenu
des microbulles submicroniques exceptionnellement stables (plusieurs semaines dans certains
cas) grace a la série homologue de phosphates perfluoroalkylés qui a été synthétisée au
Laboratoire. En particulier, ’évenement de collapse de la monocouche qui détermine la
destruction de la microbulle, éveénement classiquement visualis€ pour des parois de
phospholipides, n’intervient pas ou intervient seulement sur des temps considérablement plus
longs, lorsque c’est le phosphate perfluoroalkylé qui forme la paroi des microbulles. Les
caractéristiques des monocouches de Langmuir de ces phosphates ont été mesurées afin de
déterminer les raisons de cette durée de vie hors norme (partie 1, publication en préparation).

Nous avons également réussi a former des bulles couvertes par des nanoparticules



magnétiques, en gardant la flexibilité de la paroi. Ces bulles sont tres stables, échogenes et
peuvent spontanément s’aligner en fonction de la direction du champ magnétique (partie 2,

publication parue en 2013 dans RSC Advances).

Une conclusion générale résume les découvertes qui ont été faites au cours de ce travail

dans I’Equipe SOFFT.






Chapitre 1

Monocouches de tensioactifs
a une interface courbe ou plane



I.1. Adsorption de tensioactifs a la paroi d’une bulle

I.1.1. Généralités sur la tension interfaciale

La tension interfaciale est un parametre qui dépend de la nature de l'interface entre deux
milieux. Elle traduit le fait que I'énergie de contact doit étre minimale. Elle a la dimension
d'une force par unité de longueur ou d'une énergie par unité de surface. Un exemple bien
connu d'effet de la tension interfaciale est celui ou une goutte de liquide tend vers une forme

sphérique pour minimiser le rapport surface sur volume.

La cause moléculaire de la tension interfaciale W

réside dans le fait que des molécules situées a une

interface entre deux liquides ou entre un liquide et I I ¢ I
un gaz ont des interactions différentes de celles des O O O
molécules en volume. Par exemple pour une

interface liquide-gaz (Figure 1), au sein du liquide, O

les molécules sont entourées de tous cotés par des

molécules de méme nature. A l'interface, par contre, O O O
les molécules ont du c6té gaz des interactions avec

des molécules beaucoup moins nombreuses et Figure I : Molécules au voisinage de
éventuellement de  nature  différente. Le ['nterface.

déplacement d'une molécule du volume a la surface (création d'une surface) modifie donc
I'énergie du systéme. La variation de 1'énergie libre de Gibbs dG lors d'une variation de
surface d4 peut s'écrire : dG =y d4 (a température T et pression P constantes) ou la quantité y

(J m™) est appelée énergie libre de surface ou tension interfaciale.!" %

A une interface liquide-gaz, la tension interfaciale est en général élevée car dans les
liquides, les interactions intermoléculaires sont plus fortes que dans les gaz ou la distance
entre les molécules est plus grande. Cette dissymétrie entre les deux cotés de l'interface
entraine une forte tension interfaciale. A une interface liquide-liquide, cette dissymétrie est
nettement plus faible, ce qui conduit a une tension interfaciale plus basse. La tension
interfaciale air-eau (72 mN m™), élevée en comparaison avec celles d'autres liquides, est liée
au fort caracteére cohésif de I’eau qui résulte du moment dipolaire de la molécule d'eau et des

liaison hydrogéne qui se forment.* %

La tension interfaciale d'un liquide pur est modifiée quand des molécules sont mises

en solution dans celui-ci. On appelle agents de surface, tensioactifs ou surfactants, des



molécules qui, a trés faibles concentrations, modifient fortement la tension interfaciale. En
général, ce sont des molécules amphiphiles, c'est a dire composées de deux segments qui ont
des affinités différentes. Les molécules possédant des propriétés tensioactives dans 1’eau ont
une extrémité polaire ou ionique (partie hydrophile) et l'autre extrémité qui est non polaire
(partie lipophile) est généralement constituée d’une chaine carbonée. Les tensioactifs sont
classés en quatre grandes familles : les anioniques, les cationiques, les zwittérioniques (les
deux charges positives et négatives sont portées par la té€te polaire), et les non ioniques, en

fonction de la nature du groupe hydrophile.

En solution aqueuse, les tensioactifs peuvent former des agrégats, par exemple des
micelles, car seules les parties hydrophiles sont en contact avec 1'eau alors que les parties
hydrophobes sont en contact les unes avec les autres et constituent le cceur des micelles. Une
partie des tensioactifs en solution s'adsorbe a l'interface liquide-gaz ce qui réduit la tension
interfaciale. Cette réduction dépend du nombre de molécules adsorbées par unité de surface.
La relation qui lie la tension interfaciale et la concentration de molécules adsorbées a

I’interface est connue sous le nom d'isotherme de Gibbs.

I.1.2. Tension interfaciale d’équilibre
Lors de la création d’une interface, la tension interfaciale évolue au cours du temps car
les échanges entre l'interface et la phase continue ne sont pas instantanés, mais nécessitent la

5,6
5. ], une courbe

diffusion des molécules dans la phase continue. Selon Rosen et Hua
d’évolution typique de la tension interfaciale peut étre divisée en quatre régions : la région
d’induction, la région d’abaissement rapide de la tension, la région de méso-équilibre et la
région d’équilibre. Une fois la solution a I'équilibre, les équations thermodynamiques
classiques peuvent s'appliquer au systéme ; I’équation de l'énergie de Gibbs 4 g'obtient en

ajoutant un terme surfacique et s'écrit comme (I.1) :
G=TS+ Z,uiNi + /A (L1)
i

Ou N; est le nombre de molécules de l'espece i, A l'aire de l'interface, T la température, S

I’entropie et x; le potentiel chimique du composant chimique i.

La dérivée totale de cette 1’équation donne 1’équation (1.2) :

dG = TdS + SdT + Z udN; + Z Nidu, + 7dA + Ady 1.2)



Par ailleurs, le changement de I’énergie libre est la conséquence du changement de 1'énergie

thermique, chimique et mécanique. Nous avons donc I’équation (1.3) :

dG = Tds + Z udN; + A (L3)

La comparaison avec I’équation (I.2) donne (1.4) :

SdT + Z Ny, + Ady =0 (14)

A température constante, nous avons (1.5) :

N;
dy = —27 du, = _anﬂi (1.5)
[ i

ou dy est le changement de la tension interfaciale, /; la concentration de surface et du; le
changement du potentiel chimique du composant i du systéme. Lorsque le systétme est a
1'équilibre, le potentiel chimique de la molécule i est le méme a l'interface et dans la solution.
Si on considére que le nombre de molécules a l'interface est négligeable par rapport au
nombre de molécules dans le volume, la valeur du potentiel chimique dépend de la

concentration ¢; de molécule i dans la solution, et sa variation est donnée par du; = RTdInc;.
L’équation de Gibbs devient donc (1.6) et (1.7) :
dy = —RTI; dinc; (1.6)

1 dy (L7)

I =
' nRT dinc;

ou R est la constante des gaz parfaits, 7' la température ; » = 1 pour les surfactants non-
ioniques, les molécules neutres, les

surfactants ioniques en présence d'exces ent
d'électrolyte ; n» = 2 pour les surfactants — o
ioniques monovalents, en supposant que la

surface est électriquement neutre. NN\ R

La tension interfaciale dépend de la N——

concentration du tensioactif dans la solution

ainsi qu’a I’interface (Figure 2). Un brusque e I

h ¢ d te intervient i 1 Figure 2 : Variation de la tension
changemen ¢ penfe infervient —a - fa interfaciale y en fonction de la concentration
concentration micellaire critique (CMC).  du surfactant

Au-dela de la CMC, des micelles se forment et conduisent a une valeur constante de la tension

interfaciale. Ce phénomene est dii au fait que la concentration en molécules libres de

10



tensioactif ne change plus, et donc que le potentiel chimique est constant. En-dessous de la

CMC, la concentration de surface I” peut étre estimée a partir de la pente de la courbe ).

Pour déterminer la tension interfaciale a 1’aide de 1'équation (1.6), il faut établir une
relation appelée « isotherme » entre la concentration des molécules de tensioactifs dans la
solution et a l'interface. On peut trouver plusieurs relations dans la littérature qui dépendent

du mécanisme d'échange entre le volume et la surface.

1.1.3. Isotherme d'adsorption a I'équilibre
1.1.3.1. Isotherme de Henry

Pour un systéme a un seul composant, I’isotherme le plus simple est 1’isotherme de
Henry 81, qui est donné par (1.8) :
I' = Kyc (1.8)
La constante d'adsorption Ky, qui a la dimension d'une longueur, est une mesure de la
probabilité qu'une molécule de tensioactif en solution soit ancrée a l'interface. Cette isotherme
est valable pour une faible concentration de surface. Joint a I’équation de Gibbs, on a
I’équation d’état (1.9) :

Il = y,— y =nRTKyc =nRTI" 1.9)
Ou /7 est la pression de surface, yp est la tension interfaciale de 1’eau pure et y est la tension
interfaciale de la solution.
1.1.3.2.. Isotherme de Langmuir

L’isotherme non linéaire le plus utilisé est I’isotherme de Langmuir ' (1.10)

F=r Kc
™M1+ Kc

ou [, est la concentration maximale de surface, K est la constante d'équilibre d'adsorption qui

(1.10)

dépend du rapport entre la probabilité qu'une molécule de surfactant en solution vienne se
fixer a I'interface et la probabilité qu'une molécule se détache de I’interface. Aux faibles
concentrations pour lesquelles K¢ << 1, I’isotherme de Langmuir devient 1’isotherme de

Henry, alors Ky = 7, K.

L'équation de Langmuir est dérivée de la relation d'équilibre entre le nombre de sites de
surfaces vides S, celui des sites remplis de molécules SP et la quantité de molécules en
solution P. L'équation d'échange est :

S +P <SP
Les concentrations des différentes especes sont liées par la relation :
[SP]

~ ISI[P]
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La constante d'équilibre K ne dépend pas de la concentration des constituants du

systeme, mais essentiellement de la température.

Comme le nombre de sites de surface remplis SP est proportionnel a la couverture
partielle de la surface 6, le nombre de sites de surface non remplis S est proportionnel a 1-0, et
le nombre de molécules est proportionnel a la pression osmotique ou a la concentration c,

1'équation peut étre réécrite comme (I.11) :

0
K=——"77+ L.11
(1-0)c (L1
Cette équation conduit a I'équation de Langmuir (1.12) :
0= L _Xe I.12
I, 1+ Kc (12)

Avec I, = 1/s ou s est la surface occupée par une molécule de tensioactif. La valeur de la
tension interfaciale est obtenue par intégration de la relation de Gibbs (1.6). Le résultat est la
relation de Szyszkowski (I1.13) :

RT
1=—In(1+Kc) (L13)

IT=yy-y,0uYy, et ysont les tensions interfaciales du solvant et de la solution.

1.1.3.3. Isotherme de Frumkin

Les mode¢les décrits précédemment ne permettent pas de tenir compte d’éventuelles
interactions entre les molécules formant le film a I’interface. Pour pallier a ces insuffisances,
Frumkin a développé un modele qui a été utilisé pour de nombreux systémes et qui est le plus
approprié pour un tensioactif non ionique. Il a supposé que la surface, s, occupée par une

molécule de surfactant adsorbée a l'interface dépend de la pression de surface /1.

En négligeant la contribution de la non-idéalité de l'entropie, 1’équation d'état de

Frumkin (I.14) et les isothermes d'adsorption (I.15) sont donnés par :

Kc exp[—2b0] (1.14)

“1-9

n=fgum1—m+bW] (L15)

Ici, b est la constante d’interaction entre les molécules formant le film a I’interface.

Ce systéme d'équation n'a pas de solution analytique, on doit déduire le coefficient
phénoménologique b ainsi que la constante d'équilibre K et la surface s occupée a l'interface

par une molécule par ajustement des équations (I.14) et (1.15) aux données expérimentales "
12]
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I.1.4. Tension interfaciale dynamique

Dans la partie précédente, nous avons présenté les relations entre la tension interfaciale
et les parametres thermodynamiques du systéme. Nous avons aussi vu que la concentration de
tensioactif a la surface dépendait de sa concentration dans la phase continue. Si la valeur de la
surface de l'interface est modifiée, un échange de molécules a lieu entre celle-ci et la solution.
Ce rééquilibrage ne peut se réaliser instantanément, la vitesse de diffusion des molécules

ralentissant leur acces a l'interface.

La Figure 3 montre une variation 726\ 65'_
typique de la tension interfaciale d'une % 60'_
goutte juste apres sa création. On g 55'_
L . 5 504
observe une diminution de la tension g
: . . . o 451 b
interfaciale qui correspond a l'adsorption _é ]
c 404
progressive des molécules de tensioactif 2 ]
35 T T T T T T T 1
a l'interface jusqu'a l'équilibre entre 0 500 1000 1500 2000

: : Temps (s)
l'interface et la phase continue. Cet
Figure 3. Adsorption du dioctanoylphosphatidylcholine

équilibre est obtenu quand le nombre (5 10°M) a Iinterface air/eau en fonction du temps
de molécules de tensioactif qui se

détachent de I’interface par unité de temps est égal au nombre de molécules qui s’y fixent.

Cette expérience montre qu’apres la création d’une nouvelle interface dans une solution
de tensioactif, un temps fini est nécessaire pour parvenir a un €quilibre entre la concentration
de surface et la concentration volumique du surfactant. Le comportement dynamique
d'adsorption est régi par un processus en deux étapes : (1) I'échange des molécules entre la
solution et la sous-couche (couche de quelques nanométres située sous I’interface) et (2) le

transfert des molécules entre la sous-couche et ’interface.

Lorsque les molécules de tensioactif sont adsorbées a la nouvelle interface, la
concentration diminue d’abord dans la sous-couche. La diffusion intervient dans un second
temps et tend a rétablir la concentration initiale dans la sous-couche par la migration des
molécules de soluté depuis la solution volumique. Le domaine dans lequel a lieu la diffusion

est beaucoup plus grand que I'épaisseur de la couche d'adsorption - '),

La premiere étape est un processus d’adsorption. La deuxieme étape est un processus de
transfert volumique, principalement régi par la diffusion. Pour simplifier l'analyse du

phénomene d'adsorption, on peut supposer deux cas. Dans le premier cas, les molécules
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diffusent du volume a la sous-couche et, une fois dans la sous-couche, s'absorbent directement
a l'interface. Le processus qui controle la vitesse d’adsorption est alors le transfert des
molécules a la sous-couche. Dans le second cas, appelé cinétique mixte d’adsorption, la
molécule diffuse aussi du volume a la sous-couche, mais le processus qui contrdle la vitesse
d’adsorption est le transfert des molécules a I’interface. Une fois que la molécule est dans la
sous-couche, il peut y avoir différents obstacles qui empéchent son adsorption. Par exemple,
seules les molécules présentant une certaine orientation, une déshydratation partielle ou
formant une paire d'ions avec des contre-ions en solution, peuvent s'adsorber a l'interface. Ces
conditions, qui réduisent le nombre de molécules pouvant étre "efficaces", augmentent le

temps de transfert.

I.1.5. Calcul des paramétres de la tension interfaciale dynamique
Pour les deux mod¢les mentionnés ci-dessus, la variation temporelle de la tension

interfaciale peut étre mise en équation.

L 1.5.1. Le modele de diffusion

Dans ce modele, les molécules diffusent du volume a la sous-couche et une fois a
proximité de l'interface, elles s'adsorbent trés rapidement. La cinétique qui contrdle le
processus est la diffusion parce que sa vitesse est beaucoup plus lente que celle d’adsorption.

14, 15

Ce modele, a été décrit par Ward et Tordai !'* ', Ces auteurs obtiennent 1’équation (I.16)

pour la variation de la concentration de surface I

VE
r( = 200\/%— Zﬁj cs d(Wt—1) (I.16)
0

ou ¢y est la concentration dans la solution trés loin de l'interface, ¢, la concentration dans la

sous-couche, D le coefficient de diffusion de la molécule, et 7la variable muette d’intégration.

1.1.5.2. Le modele de diffusion-cinétique

Dans ce modeéle, les molécules diffusent aussi du volume vers la sous-couche, mais une
fois dans la sous-couche, elles doivent remplir des conditions spécifiques pour étre adsorbées.

Cette barricre a I’adsorption peut étre :

Une barriere de potentiel : les molécules doivent avoir une énergie supérieure a une énergie

d'activation spécifiée pour s'adsorber a la surface. C’est le cas par exemple de la répulsion

¢lectrostatique.
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L orientation de la molécule : une molécule ne peut étre adsorbée a la surface que si elle se

présente suivant une orientation bien définie. C’est le cas pour des molécules allongées ou

amphiphiles.

La présence de micelles : si la concentration dans la solution est supérieure a la CMC, il

existe des micelles. Les molécules dans les micelles ne sont pas disponibles pour s’adsorber a
la surface, elles doivent d’abord sortir de la micelle pour devenir une molécule libre. Ce

processus a donc besoin de temps.

Pour prendre en compte les différents cas envisagés ci dessus, Liggieri et Ravera ont
propos¢ un modele dérivé de celui de Ward et Tordai auquel ils ont ajouté une barriere de
potentiel. Cette approche conduit a renormaliser le coefficient de diffusion par un terme

fonction de la barri¢re de potentiel. Ce coefficient de diffusion normalisé D* s'écrit (I.17):

ga
D* =D exp (_ﬁ (L.17)

ou &, est I'énergie d'adsorption. Quand ¢, = 0, D* = D et le mod¢le de diffusion-cinétique

devient celui de diffusion. L’équation de Ward et Tordai devient (I1.18)

vt
rt) = 2c, %— 2\/%[ ¢, d(Wt—1) (L.18)
\‘ 0

2

ou

*

2g,
= e I.19
D D exp( RT) (1.19)

D, =

1.1.6. Perturbation d’une monocouche a I’équilibre. Cas des faibles perturbations
Nous avons présenté précédemment la cinétique de formation d’une monocouche sur
une interface nouvellement créée. Nous devons aussi envisager le cas ou une monocouche

existante est trés faiblement étirée ou compressée.

Le module de dilatation de surface E est défini comme la variation de la tension
interfaciale y pour une petite variation de la surface 4 a température constante !'*'*! (1.20) :

d
F=_2
din(A)

(1.20)

Ce coefficient peut étre représenté par un nombre complexe £ = E, + iE;, ou la partie
réelle est appelée module d’élasticité, et la partie imaginaire module de perte, ou module

- 1
visqueux '),
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Deux cas limites peuvent étre étudiés. Dans le premier cas les molécules formant la
monocouche sont insolubles. Les molécules ne peuvent pas se dissoudre dans la sous-phase,
c'est-a-dire qu’il n’y aura pas d’échange de molécules entre la surface et la phase continue. Le

module de dilatation est donné par ' (1.21) :

oy
E=—-I-— 121
T (L21)

ou /" est la concentration de surface.

Dans le second cas les molécules formant la monocouche sont solubles. Il y aura des
échanges entre la surface et la phase continue pour équilibrer la concentration de surface. Si la
monocouche est comprimée, quelques molécules se dissolvent dans la phase continue et, si la
monocouche est étirée, des molécules s’adsorbent a la surface. Dans le cas ou la cinétique
d’adsorption des molécules a la surface est contrélée par un simple mécanisme de diffusion,

les parties réelle et imaginaire du module viscoélastique sont données en fonction de la

fréquence de la perturbation par les équations (1.22) (1.23) [16.191 .
1+¢
E =F,—; 1.22
¢ (1.23)
E(w)=E, ————
(@)= T v a2

ou { =D/2w et E,(c) = —dy/dInI est la limite de I’¢lasticité a fréquence infinie, I, ¢, D
et w sont, respectivement, la concentration de surface, la concentration volumique, le

coefficient de diffusion, et la fréquence des oscillations produites.

Lorsque d'autres processus de relaxation interviennent a I’interface ou preés de
I’interface, comme la formation de micelles, les phénoménes de convection, les processus
d'adsorption avec barriere de potentiel, les réactions a I’interface, des modeles plus complexes

ont été développés %!,

Il est important de remarquer que dans le cas des phospholipides, les temps d’adsorption
sont tres longs, et de ce fait les valeurs des grandeurs thermodynamiques a 1’équilibre sont
rarement atteintes. Pour cette raison, nous avons étudié I’adsorption des phospholipides sur

des durées de plusieurs heures (chapitre III).
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I.2. Microbulles a paroi de tensioactifs

Au cours des dix derniéres années, des progres significatifs ont été réalisés dans le
développement des microbulles utilisables dans une grande variété d'applications
biomédicales. La capacité unique de couplage acoustique des microbulles avec les ultrasons
leur permet d'étre des agents de contraste d'une grande efficacité pour I’imagerie ultrasonore,
I’échographie par imagerie moléculaire, ou la délivrance ciblée et controlée par ultrasons de

(2228] Les microbulles doivent avoir un diamétre compris entre 1 et

médicaments ou de génes
7 um avec une distribution de taille étroite, afin de maximiser la résonance avec le champ
d'ondes ultrasonores tout en préservant leur capacité a pénétrer dans les plus petits capillaires

[

. 24 . , 1 g
sanguins **. Une microbulle est composée d’un cceur gazeux, souvent stabilisé par un

fluorocarbure.”*! Leur paroi est constituée par des protéines, des phospholipides ou des
polymeres.
1.2.1. Stratégies de stabilisation des microbulles
1.2.1.1. Composition de la paroi
La paroi permet de diminuer la tension interfaciale et donc la pression de gaz a

l'intérieur de la bulle. Elle peut aussi ralentir la solubilisation du gaz dans la phase liquide.

Parois constituées de protéines

La premicre formulation de microbulles utilisables comme agents de contraste pour
I’échographie a utilis¢é I'albumine comme agent de stabilisation. Ces microbulles,
commercialisées sous le nom d'Albunex”, ont été approuvées par la Food and Drug
Administration (FDA). C’est une suspension qui contient ~7 x 10% microbulles de 1-15 pm de
diamétre par ml ). Ces microbulles sont formées par sonication d’une solution d’albumine
sérique humaine. Elles restent stable pendant au moins deux ans a une température de 2-8°C.
Clest grace a Albunex” que les premiers essais cliniques d’imagerie cardiaque ont été
effectués et ont montré que le contraste entre le muscle du cceur et le volume sanguin était tres
fortement accru. Une autre formulation de microbulles a base d’albumine, Optison® a été

[24

développée a partir d’Albunex® %!, Un perfluorocarbure est utilisé au lieu de I’air.**! D'autres

protéines ont été utilisées comme composants de la paroi des microbulles, tel que le

lysozyme ! ou des mélanges d’albumine et d’avidine %),
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Parois constituées de phospholipides ou de tensioactifs

Des microbulles a parois de phospholipides sont commercialisées sous le nom de
Definity” et Sonovue”. La monocouche de phospholipides permet d'obtenir une tension
interfaciale trés basse. En fonction de la structure moléculaire des phospholipides, la
monocouche est dans un état liquide ou semi-cristallin a la température du corps. Dans 1’¢état
liquide, la compressibilité de la monocouche est €élevée. Aussi, quand la microbulle entre en
résonnance sous l'effet du champ acoustique, la présence de la monocouche ne perturbe pas
les qualités du résonateur acoustique que constitue la bulle. De plus, les microbulles dont la
paroi est constituée de phospholipides peuvent étre facilement fonctionnalisées pour la

[22, 26, 33

délivrance de médicaments ], Un mélange de surfactants constitués de Span-40 et de

| [34.35]

Tween-40, proposé par Wheatley et a , permet d'obtenir des microbulles trés stables.

Parois constituées de polymeéres

Des microcapsules stabilisées par des multicouches de polyélectrolytes de charges
opposées (e.g. polyallylamine hydrochloride et polystyrene sulfonate) ont été préparées.®
Ces « microbulles » rigides ont une excellente stabilité, et leur charge et fonctionnalisation de
surface peuvent étre facilement ajustées. La paroi de ces microcapsules est beaucoup plus
épaisse que celles des bulles stabilisées par les phospholipides. Aussi, son €lasticité, qui est en
général importante, entraine une modification du couplage entre la bulle et le champ

ultrasonore qui conduit a une diminution de l'intensité des échos.

1.2.1.2.Composition de la phase gazeuse interne

Des bulles peuvent étre formées avec des gaz comme 1’oxygene ou 1’azote. Cependant,
ces gaz dtant tres solubles dans les milieux aqueux, la taille des bulles obtenues diminuent
rapidement en raison de leur dissolution. L’utilisation d’un fluorocarbure incorporé a la phase
gazeuse a permis d’obtenir des microbulles avec une durée de vie acceptable pour
I’échographie médicale **"). Les fluorocarbures sont quasiment insolubles dans ’eau et ont
une tension de vapeur trés élevée pour leur masse moléculaire, alors que leur tension
interfaciale est trés basse. Leur grande inertie chimique et biologique favorise leur utilisation

pour des applications médicales.
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I.2.2. Mécanisme de dissolution des microbulles
1.2.2.1. Microbulles d’air

ans un milieu liquide, les microbulles d’air sont soumises a la pression de Laplace
D lieu liquide, 1 bulles d’ t | de Lapl

(Prap) et a la pression atmosphérique (Pum). La pression de I’air a I’intérieur de la bulle (P;)

est égale & la somme de ces deux pressions (1.24) P
2y
Pint = Prap + Patm = - + Pytm (1.24)

Ou y est la tension interfaciale entre la bulle et le milieu liquide, » le rayon de la bulle.

La quantité de gaz dissous est proportionnelle a sa pression (loi de Henri). Comme
celui-ci est a 1'équilibre avec le gaz atmosphérique d'un coté et avec l'air a l'intérieur de la
bulle, de l'autre, un flux gazeux s'établit qui conduit a un dégonflement de la bulle. Ce
phénomene a un caractere catastrophique car, plus le rayon diminue, plus la pression de
Laplace augmente ce qui augmente la vitesse du flux gazeux. La surpression a l'intérieur de la
bulle étant proportionnelle a sa tension interfaciale, plus cette derniere est faible, plus la

pression de Laplace sera faible, ce qui conduit a diminuer la vitesse de dissolution des bulles.

Les équations permettant la description de la cinétique de dissolution d’une bulle de gaz
dans un liquide ont été proposées par Epstein et Plesset **). A partir de la loi de diffusion de
Fick et en posant comme condition aux limites que le flux gazeux est le méme des deux cotés

de l'interface air eau de la bulle, I’équation suivante est obtenue (1.25) :

2y

dr P P (Dy [Py (1.25)
dt 14 4y r mt ’
3Pyem?

ou Dy est le coefficient de diffusion dans 1’eau des molécules composant la phase gazeuse, F
le rapport entre la concentration en gaz dissous dans l'eau et sa concentration quand celle-ci
est a 1'équilibre avec l'air a la pression atmosphérique, L le coefficient d’Ostwald, égal au
rapport entre la concentration en gaz dissout dans le milieu liquide et sa pression dans la

phase gazeuse.

La solution numérique de cette équation différentielle qui n'a pas de solution analytique
montre que le temps de dissolution d'une bulle ayant un rayon de quelques micromeétres est de
quelques secondes. Pour ralentir la dissolution des microbulles, 1'usage d'un gaz osmotique a
été proposé. Le gaz idéal devrait étre totalement insoluble dans l'eau et avoir une vitesse de

diffusion trés faible et donc une grande masse moléculaire. Par conséquent, les
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fluorocarbures, qui ont une masse moléculaire élevée et qui présentent une faible température

d'ébullition sont de tres bons candidats.
1.2.2.2. Microbulles stabilisées par un fluorocarbure

Lorsque des microbulles contenant un fluorocarbure gazeux sont préparées et laissées
en suspension dans une solution aqueuse, I’évolution de leur taille va se faire en trois

24371 En effet, si nous considérons que I'échange a travers l'interface de la bulle des

¢tapes [
molécules d'oxygene et d'azote est beaucoup plus rapide que celui du gaz fluoré, la quantité de
gaz fluoré que contient la bulle lors de sa préparation déterminera le diameétre de la bulle. En
effet durant les quelques secondes qui suivent la création de la bulle, le gaz fluoré est piégé a
I’intérieur ; la condition d'équilibre des pressions conduit a un rayon tel que la pression de
Laplace soit égale a la pression partielle du gaz fluoré et que la pression de l'air a l'intérieur de

la bulle soit égale a la pression atmosphérique.

Apres les quelques secondes nécessaires a ce premier équilibre, la dissolution du gaz
fluoré dans la solution s'effectue lentement et la pression partielle de l'air a l'intérieur de la
bulle reste constante et égale a la pression atmosphérique durant tout le processus de

dissolution du gaz fluoré.

La diffusion du gaz fluoré en fonction du temps est donnée par 1’équation (1.26) :

d < 4mr3

U >=—4nruf (er) = ¢ (e0)) (1.26)

ou Cr est la concentration molaire de gaz fluoré a I’'intérieur de la bulle, ¢;(r) = LgCr est la
concentration de gaz fluoré¢ dans I’eau au voisinage de la paroi, avec Ly le coefficient
d’Oswald, cf (o) la concentration en gaz fluoré loin de la bulle et Dy le coefficient de diffusion

du gaz fluoré dans I’eau.
Comme la pression partielle du gaz fluoré est égale a la pression de Laplace, on a
I’équation (1.27) :
2y
Pr = CfRT =— (1.27)
La combinaison de (1.26) avec cs(e0) = 0 (absence de gaz fluoré a I’extérieur de la

solution) et avec (1.27) nous donne la variation du rayon de la bulle (I1.28) :

d
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La diminution de la surface (S) de la bulle en fonction du temps est donnée par

I’équation (1.29) :

as

Cette derniére équation montre que, quelle que soit la taille de la bulle, sa surface

(1.29)

diminue linéairement avec le temps.

Durant cette deuxiéme étape, la pression partielle du gaz fluoré a I’intérieur de la bulle
augmente progressivement pour compenser 1’augmentation de la pression de Laplace due a la
diminution du rayon de la bulle. Cependant, la pression partielle du gaz fluoré ne peut pas
augmenter indéfiniment. En effet, au-dessus de la pression de saturation, le gaz fluoré se
condense. Aussi, pour une pression de Laplace supérieure a la pression de saturation, celui-ci
ne joue plus son rdle et la taille des bulles diminue trés vite. Le rayon (7,,,) a partir duquel se

produit ce phénomene peut étre calculé avec I’équation (1.30) :

2y
Tmin = P
sa

(1.30)

ou Py, est la pression de saturation du gaz fluoré.

Par exemple a 25°C, la pression de

34 saturation du perfluorohexane est ~30 000
N m™; pour une tension interfaciale de 45
€ 21 mN m™, 7 = 3 um. Il est impossible de
%g ] faire des bulles stables de moins de 3 um
avec le perfluorohexane. La variation de
0- rmin €n fonction de la tension interfaciale
0 0 20 30 40 50 est donnée par la figure 4. Pour le
Y(mN m™)

perfluorohexane, Dy = 5.8 107, Ly =23 10°

Figure 4 : Variation de rayon minimum en
fonction de la tension interfaciale pour des

microbulles stabilisées par le perfluorohexane.

6 [3 : s 2
37 ce qui donne une décroissance de 7

de 0.4 p*s™.

1.2.2.3. Microbulles d’air stabilisées par un film de tensioactif

Dans la plupart des cas, un film de tensioactif soluble ralentit la dissolution des
microbulles, en raison de 1’abaissement de la pression de Laplace mais modifie peu la

49 En effet, a la surface de la bulle, il existe toujours des

diffusion du gaz a ’interface
échanges des tensioactifs entre la surface et la phase continue pour équilibrer la concentration

de surface. Ces adsorptions et désorptions des tensioactifs créent des surfaces temporairement
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nues, qui permettent de transférer librement des molécules de gaz via l'interface de la
bulle *!1. Les microbulles stabilisées par un film de tensioactif soluble se dissolvent donc

selon I’équation d’Epstein et Plesset (1.25).

Pour un film de tensioactif insoluble, en revanche, 1’échange des molécules est
considérablement ralenti. Des tensioactifs insolubles ont été étudiés et ont montrés qu’ils
réduisent la perméabilité de l'interface gaz-liquide et donc, augmentent la résistance au
transfert de masse interfaciale.*> **! Un modele a été proposé par Borden et Longo 4 partir de
celui d’Epstein et Plesset, pour tenir compte des effets de résistance de la paroi sur la vitesse
de dissolution des bulles (I1.31) **. La résistance de la paroi a la diffusion gazeuse est un

facteur prépondérant dans la stabilisation des microbulles.

2y
1+ — F
ar L ( Putm r) 131)
Dy P Patm T

ou R, est la résistance de la paroi a la diffusion gazeuse

1.2.3. Microbulles dans un champ ultrasonore

Les microbulles sont par nature des résonateurs. En effet, si on fait une analogie avec
une masse et un ressort, la masse est I'eau entrainée par le mouvement de la paroi de la bulle ;
le ressort est le gaz compressible a l'intérieur de la bulle. Pour calculer la résonance de la
bulle, on peut utiliser 1’équation du mouvement des parois (I.32) donnée par Rayleigh et
Plesset, puis développée par Keller qui a tenu compte de la viscosité du liquide entourant la

bulle 4

2
<1 + 4_“) X+2 (2_“ # G >X + @ufy)2x = A (1.32)

2 2
Py 2c 7

ol 7y est le rayon initial de la bulle, et X sa variation relative, X et X sont les dérivés seconde
et premicre de X, respectivement, p est la masse volumique de la phase continue, ¢ la vitesse
de I’onde acoustique, f'la fréquence, P, la pression atmosphérique, u la viscosité du liquide

environnant.

On obtient a 1'aide de cette équation la valeur de la fréquence de résonance (fy) (1.33) :

f2 #roz[&c (P =Py +2—y) —Z—V] (133)

- 4A1?%p o o
ou y est la tension interfaciale, Py la pression de vapeur de I’eau, x I’indice polytropique, qui

est égal au rapport des chaleurs spécifiques s’il n’y a pas d’échange de chaleur entre la bulle
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et le liquide environnant (cas adiabatique, lorsque la fréquence est tres élevée), et a 1 si la
température de la bulle est égale a celle du liquide (cas isotherme, lorsque la fréquence est tres

basse).

Apres une excitation du résonateur, le mouvement de la paroi de la bulle obéit a une loi
de type sinusoide amortie. L’amortissement est dii a trois termes: la perte visqueuse,
I’émission d’une onde acoustique et 1’échange de chaleur entre la bulle et le liquide

environnant.

Les ondes ultrasonores sont des variations sinusoidales de pression. Lorsqu’une
microbulle est soumise a des ondes ultrasonores, elle oscille et entre en résonance si la
fréquence de 1’onde incidente est trés proche de sa fréquence caractéristique. Ce couplage va
avoir deux effets. Le premier est que la bulle devient une source d'émission d'ondes
ultrasonores qui vont pouvoir étre détectées par le récepteur d'un échographe. Le second est
que le transfert d'énergie de 1'onde ultrasonore a la bulle conduit a une atténuation de I'onde
incidente. Pour une faible amplitude d’onde et une faible concentration de bulles, le
coefficient d’atténuation o est donné par 1’équation (1.34) :

L f3% Bf
2k 18 (ff — f2)? + 4(Bf)?

ou f est la fréquence de l'onde incidente, & le nombre d’onde, k = 2tf/c, X, la fraction

(1.34)

volumique des bulles ; £, somme des effets visqueux, thermique et de réémission, est donné

par 1’équation (1.35) :

2u P, ro(2mf)?
=— _— 1.35
s pré 3 Amtpfré Im(e) + 2c (1.35)

L’atténuation est maximale lorsque la fréquence de l'onde acoustique est égale a la

fréquence de résonance de la bulle (Figure 5).

10*;
——R=1um
10°4 ——R=10um
R =100um
104
10'4
10° -+t —f . e
0,01 0,1 1 10
Fréquence f (MHz)

Figure 5: Variation du coefficient d’atténuation en fonction de la fréquence, pour des ondes
ultrasonores traversant des dispersions de microbulles de diamétre 100, 10 et 1 um'™. La
concentration des bulles est 0.1% v/v.
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I.3. Les monocouches de phospholipides comme modele simplifié du

surfactant pulmonaire

Le surfactant pulmonaire (SP) a fait I’objet de nombreuses études depuis le début du
siecle dernier. En 1929, Kurt von Neergard a découvert I’importance de la tension interfaciale
sur la mécanique des poumons. Il a émis I’hypothése que les alvéoles contiennent un matériau
tensioactif spécifique capable d’abaisser leur tension interfaciale. Nous disposons a présent de
beaucoup d’informations sur la composition du SP ainsi que sur I’importance de ses
fonctions. Deux maladies extrémement graves, le syndrome de détresse respiratoire néonatal
(RDS) et le syndrome de détresse respiratoire aigu (ARDS), proviennent du mauvais
fonctionnement de ce surfactant. Le SP est un mélange complexe de lipides et de protéines

47,481 11 est

qui forment une monocouche a I'interface entre 1’alvéole pulmonaire et Iair !
synthétisé dans le réticulum endoplasmique des pneumonocytes de type II et est stocké dans
le cytoplasme sous forme de corps lamellaires avant d’€tre sécrété dans 1’espace alvéolaire par
exocytose ). Son réle principal est de réduire la tension interfaciale air/liquide créée par la
fine couche de liquide se trouvant a la surface des alvéoles pulmonaires. La réduction de

tension facilite I’expansion des alvéoles a I’inspiration et les maintient ouvertes pendant

I’expiration.

Les fluorocarbures ont un fort potentiel en médecine et pour la recherche
biomédicale.’*¥) En particulier, la découverte récente d’un effet fluidifiant de FC gazeux sur
un film de dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), qui est le composant majeur du SP, a
ouvert des perspectives de développement de nouveaux substituts de surfactants

[

pulmonaires °***!, La DPPC, en I’absence des protéines qui 1’accompagnent normalement,

forme des films semi-cristallins lors de I’expiration, qui se ré-étalent difficilement a la surface
des alvéoles pulmonaires lors de 1’inspiration. Le F'C, en empéchant la formation de la phase
semi-cristalline du phospholipide, ou en la dissolvant si elle est déja formée, pallie cette

[54-36] Une étude a également montré que le FC limitait I’insertion de 1’albumine

57]

déficience

dans une monocouche de DPPC [

1.3.1. Surfactants pulmonaires
1.3.1.1. Composition du surfactant pulmonaire natif
La composition du surfactant pulmonaire (SP) des différentes espéces animales est

assez similaire. Il se compose d’environ 90% de lipides et 10% de protéines en poids (Figure
6) ¥,
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La quantité¢ de protéines est faible, mais celles-ci sont trés importantes pour 1’activité

normale des poumons. 11 y a quatre protéines spécifiques : SP-A, SP-B, SP-C, SP-D %), SP-A

est la protéine la plus abondante. SP-A et SP-D sont des grosses protéines hydrophiles [°*¢%,
tandis que SP-B et SP-C sont des petites protéines hydrophobes [ *4.

= EI'L_ Figure 6 : La composition du surfactant pulmonaire

.*'H = *g\x bovin'®.  DPPC :  dipamitoylphosphatidylcholine.

el N PC : phosphatidylcholine. PG : phosphatidylglycérol.

| NH‘\_\E " Pl :  phosphatidylinositol. PE : phosphatidyl-

éthanolamine. Lyso-bis-PA: acide lyso-

TR T 155 bisphosphatidique. SPM : sphingomyéline. DG :
| S phosphatidig phingomy

% 3 ;M;f:lm’” == diacylglycérol. Chol : cholestérol

S P e AR |

e RXAER) La majorit¢ des lipides (90% a 95%) du

surfactant pulmonaire sont des phospholipides (PLs) et seulement une petite quantité (5 - 10
%) est constituée de lipides neutres, principalement des cholestérols. Parmi les PLs, les
phosphatidylcholines (PC) sont les plus abondantes et représentent 80% des PLs totaux. La
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), qui est un PL zwittérionique a chaine saturée
constitue environ 36% des PC ). La DPPC est le principal composant du SP, responsable de
la diminution de la tension interfaciale entre les alvéoles pulmonaires et 1’air. Les autres PCs
présents en quantité significative sont le palmitoylmyristoylphosphatidylcholine (PMPC) et de

PCs insaturés.

1.3.1.2. Roles du surfactant pulmonaire

La fonction principale du surfactant pulmonaire est de former une monocouche a la
surface des alvéoles, qui diminue la tension interfaciale. Il contribue au bon fonctionnement
de la respiration en réduisant 1’énergie nécessaire pour gonfler les poumons lors de
I’inspiration et diminuant la probabilité de collapses des alvéoles pulmonaires pendant

5] La DPPC est le composant majoritaire du surfactant pulmonaire. Elle est

I’expiration
capable de générer une tension interfaciale proche de zéro a I’interface entre 1’alvéole
pulmonaire et I’air durant I’expiration. Cependant, la DPPC s’adsorbe trés lentement a
I’interface eau/air pour former une monocouche et elle est donc incapable d’agir seule en tant
qu’agent de remplacement du surfactant. La présence de phospholipides insaturés et de
protéines dans le surfactant pulmonaire natif (Figure 7) compense ces limitations [ ¢/, Tls
apportent une fluidité suffisante, qui est trés importante pour permettre 1’adsorption du SP. En

outre, SP-B et SP-C sont tres efficaces dans la promotion de 1’adsorption des surfactants
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lipidiques sur des monocouches partiellement remplies, et permettent que la tension
interfaciale d’équilibre soit rapidement atteinte. Pendant la formation du film de lipides, SP-B

et SP-C réalisent cette fonction par interaction avec SP-A [®%]

. SP-A régle la quantité¢ de
surfactant dans les alvéoles, accélere aussi 1’adsorption de surfactants a 1’interface et
augmente la réaction de défense qui dépend des macrophages. Il empéche aussi 1’inhibition du
surfactant par les protéines non tensioactives.

Al
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Figure 7 : L’adsorption du surfactant pulmonaire. (a) Diffusion de vésicule/bicouche vers [’interface

eau/air. (b) Fusion de vésicule/bicouche a [interface, stabilisé par SP-B. (c) Fusion de

vésicule/bicouche a I'interface, stabilisé par SP-C %/,

Le role des autres constituants lipidiques du surfactant pulmonaire est moins bien défini.
Le cholestérol augmente la viscosité de la monocouche et favorise la dispersion des domaines

cristallins de DPPC dans la phase fluide du surfactant !

1.3.1.3. Déficience en surfactant pulmonaire
Le surfactant pulmonaire stabilise le poumon par la diminution de la tension interfaciale
entre I’air et des alvéoles, en particulier pendant 1’expiration. De plus, la surface des alvéoles,

en condition normale, est toujours maintenue tres élevée pour un échange efficace des gaz.
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S’il y a insuffisance de surfactant pulmonaire (quantité¢ de surfactant inadéquate ou surfactant
présent inactif), le travail nécessaire a la respiration augmente, la réouverture des alvéoles
pulmonaires ne se fait pas correctement et les échanges gazeux sont inadaptés. Ceci peut
conduire aux syndromes RDS (syndrome de détresse respiratoire néonatal) et ARDS

(syndrome de détresse respiratoire aigu).

Le RDS est dii a une déficience primaire en surfactant pulmonaire. La physiopathologie
du RDS est liée a une immaturité des fonctions de synthése des pneumocytes de type II chez
les bébés prématurés. Au contraire, I’ARDS est li¢ a une déficience secondaire en surfactant
pulmonaire. I est dii a une réaction inflammatoire pulmonaire directe ou a la propagation
d’une réaction inflammatoire systémique aux poumons a travers les capillaires pulmonaires.
Parmi les atteintes pulmonaires directes, les infections pulmonaires et 1’aspiration de liquide
gastrique sont les plus fréquentes, tandis que les septicémies et les polytraumatismes avec
transfusions multiples sont les causes les plus usuelles des atteintes pulmonaires indirectes.
Les deux maladies, RDS et ARDS, sont la cause d’une mortalité importante. Il est donc
nécessaire de remplacer le SP déficient par une thérapie basée sur ’administration de

surfactants exogenes.

Les surfactants exogenes peuvent é&tre classés en deux catégories selon qu’ils
contiennent, ou non, les protéines spécifiques du surfactant (SP-B et SP-C). Les préparations
qui contiennent les protéines SP-B et SP-C sont des préparations naturelles isolées de
poumons bovin (Survanta ®, Alveofact ®) ou porcin (Curosurf ®). Ils ne contiennent pas les
protéines SP-A et SP-D, car elles sont éliminées par les procédés d’extraction et de
purification. La DPPC est le phospholipide majoritaire dans ces préparations. De plus, il
existe également des surfactants synthétiques qui contiennent le SP-C (Venticule™) ou un
peptide présent dans la protéine SP-B (Surfaxin™). Les préparations qui ne contiennent pas
les protéines spécifiques du surfactant sont des préparations synthétiques a base de DPPC

(Exosurf ®).

Les surfactants exogenes qui contiennent les protéines spécifiques sont efficaces dans le
traitement de RDS et ARDS. Ils améliorent de maniere significative la fonction pulmonaire
mais il reste de nombreuses limitations. Le cotlit de ces produits est treés élevé a cause de la
complexité de leur méthode de préparation. De plus, si les surfactants sont d’origine bovine
ou porcine, ils comportent des risques potentiels de contaminations virales ou bactériennes, et
des risques immunologiques. Les préparations qui ne contiennent pas de protéines spécifiques

sont moins colteuses, facile a produire, mais elles sont aussi moins efficaces.
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1.3.2. Propriétés spécifiques des perfluorocarbures
1.3.2.1. Caractéristiques physico-chimiques

La plupart des propriétés des chaines fluorées résultent des caractéristiques spécifiques
de I’atome de fluor (Tableau 1) : sa forte électronégativité, sa faible polarisabilité, sa liaison
tres forte avec le carbone due a un trés bon recouvrement de leurs orbitales 2s et 2p

respectives.

\ . , I , 70
Tableau 1 : Paramétres atomiques de 1'atome de fluor comparés & ceux d’autres atomes !’

Potentiel Affinité
Atome d’ionisation ¢lectronique
(kcal mol™) (kcal mol™)

Polarisabilit¢ =~ Rayon de van  Electronégativité
atomique (A*)  der Waals (A) de Pauling Xp

H 313,6 17,7 0,667 1,20 2,20
F 401,8 79,5 0,557 1,47 3,98
Cl 299,0 83,3 2,18 1,75 3,16
Br 2724 72,6 3,05 1,85 2,96
I 241,2 70,6 4,7 1,98 2,66
C 240,5 29,0 1,76 1,70 2,55
N 335,1 -6,2 1,10 1,55 3,04
O 314,0 0,82 0,82 1,52 3,44

Ainsi la liaison carbone-fluor est celle qui posséde [’énergie de cohésion
intramoléculaire la plus forte (487 kJ mol” dans un CF4 contre 418 kJ mol™! dans un CHy).
Cette liaison est méme renforcée par ajout d’atomes de fluor jusqu’a une énergie maximale de
531 kJ mol dans le groupe CF3 ", La taille de 1’atome de fluor permet également, en partie
d’expliquer les propriétés particulicres des chaines fluorées. Atome relativement petit, son
rayon de Van der Waals (1.47 A) est cependant beaucoup plus élevé que celui de I’hydrogéne
(1.20 A). La section transversale des FC, par conséquence, est plus grande (30 A comparé a
20 A%) (Figure 8) !, Les chaines perfluoroalkylées sont plus rigides que leurs analogues
hydrocarbonés. En raison de la faible polarisabilité¢ du fluor, les interactions de van der Waals

avec les chaines fluorées sont extrémement faibles.
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Figure 8 : Représentation d’une chaine fluorée et d'une chaine hydrocarbonée ™.

Les fluorocarbures poss¢dent des propriétés physico-chimiques remarquables parmi
lesquelles de faibles interactions intermoléculaires, une rigidité, une compressibilité et une
stabilité plus importantes que celles de leurs analogues hydrocarbonés. Les constantes
diélectriques des fluorocarbures et leurs indices de réfraction sont trés faibles. Ils combinent
une hydrophobie extréme avec une lipophobie prononcée, a 1’origine de leur trés faible
tension interfaciale ; 1’énergie de cohésion est faible permettant une importante capacité de
dissolution des gaz, d’excellentes propriétés d’étalement et une grande fluidité ainsi que des

. Tt [74,75
pressions de vapeur élevées ['* 7).

1.3.2.2. Les tensioactifs fluorés

Les tensioactifs fluorés sont connus pour avoir une activité de surface trés forte, plus
importante que celle de leurs homologues hydrogénés %), Ils s’auto-assemblent dans I’eau et
aux interfaces, et diminuent la tension interfaciale jusqu’a des valeurs trés faibles,
typiquement 15 ou 20 mN m™ contre 30-40 mN m™' pour les tensioactifs hydrogénés. La cmc
des tensioactifs fluorés est plus basse que celles de leurs homologues hydrogénés, avec une
valeur de cmc équivalente a celles des agents tensioactifs hydrocarbonés ayant une chaine
plus longue de 50% ") Les chaines fluorées ont aussi des effets sur la morphologie des
micelles qui tendent a avoir la forme de batonnets. Cela a été prédit par des calculs basés sur

la géométrie des amphiphiles fluorés ["*!

[79, 80]

et confirmé par des données expérimentales sur des
amides polyéthoxylés fluorés
1.3.2.3. Biocompatibilité des fluorocarbures

Les fluorocarbures utilisés dans le domaine biomédical ont des structures variées. Ils
peuvent étre linéaires ou cycliques, et contenir des atomes d’hydrogéne, d’azote ou

d’halogene. Les fluorocarbures sont biologiquement trés inertes (faible toxicité, absence
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d’effets cancérogeénes, mutagénes ou tératogenes). Ils ne provoquent pas de réactions
immunologiques !> -8,

La pharmacocinétique et les mécanismes d’excrétion des émulsions injectables de
perfluorocarbures on été étudiés en détail > ¥*% Un modéle pharmacocinétique a quatre

[86.87] 1 es perfluorocarbures sont stockés temporairement dans

compartiments a été proposé
les organes du systéeme réticuloendothélial, principalement le foie, la rate et la moelle osseuse,
puis vont progressivement réintégrer la circulation sanguine par diffusion a travers les
membranes cellulaires. Une partie des perfluorocarbures est temporairement distribuée dans le
tissu adipeux ou leur persistance est plus importante avant de retourner dans la circulation
sanguine. Lorsqu’ils arrivent dans le compartiment sanguin, ils sont pris en charge par les
transporteurs lipidiques, principalement par les lipoprotéines et les chylomicrons et sont
acheminés vers les poumons ou ils sont excrétés sans modification par exhalation. La
biocompatibilit¢ d’une classe particuliere d’amphiphiles perfluorés, les alcanes semi-fluorés
C,F2,+1C,,H)+1, a été aussi étudiée en détail (73] Aucune toxicité n’a été décrite pour ces
[88]

compos¢s. IlIs ne sont pas métabolisés et leur demi-vie dans 1’organisme est acceptable

Les fluorocarbures les plus connus avec leurs propriétés sont repris dans le Tableau 2 :

Tableau 2 : Perfluorocarbures les plus utilisés pour des applications biomédicales avec quelques-unes
de leurs propriétés .

) Pression de Temnérature Solubilité de Demi-vie
Composé vapeur saturante S perat 0O, et CO, dans
< 270 d’ébullition 0/ 3 , .
a37°C o) (volume % a | ’organisme
(kPa) 37°C) (jours)
Perfluorodécaline 1,66 142 42 7
FDC 142
Perfluorotripropylamine 2,39 131 45 65
FTPA 166
N(CsF7)s
Perfluoro-N-méthyl décahydro 0,26 - 42 11
isoquinoléine .
FMIQ
Q0
N\CF3
Perfluorométhylcyclohexyl 2,53 168 40 90
pipéridine -
FMCP
(=<
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Bromure de perfluorooctyle 1,46 143 50 4
PFOB 210
C8F1 7Br

Bis(perfluorobutyl) éthéne 1,66 150 50 7

F-44E 247
C4F9CH = CHC4F9

1,8-dichloro-perfluorooctane 0,79 155 43 7
PFDCO -
CI(CF,)sCl

Perfluoooctyléthane 1,53 164 - -
PFOE

CgF17C2Hs

1.3.3. Fluorocarbures en thérapie pulmonaire

De nombreuses études ont montré que les fluorocarbures ont des effets importants sur le
fonctionnement du poumon et aident la délivrance de médicaments a cet organe. La
ventilation liquide par les fluorocarbures permet de maintenir les échanges gazeux et
I’équilibre acide-base chez les animaux et les humains présentant un dysfonctionnement

(8991 "En comparaison avec la ventilation gazeuse, la ventilation liquide élimine

respiratoire
I’interface gaz-liquide, réduit ainsi la tension interfaciale alvéolaire et conduit a améliorer le
bon fonctionnement et 1’oxygénation du poumon chez les patients souffrant de troubles

Ol Des médicaments (bronchodilatateurs, antioxydants, stéroides,

respiratoires séveres
surfactants exogeénes ou agents chimio-thérapeutiques) sont souvent administrés en méme

temps que le traitement de la ventilation liquide.

Le perfluorocarbure le plus utilisé pour les applications pulmonaires est le bromure de
perfluorooctyle (PFOB).[”! Ce composé a été utilisé dans la majorité des travaux
expérimentaux et la totalité des études cliniques. A 37°C, il est caractérisé par une tension
interfaciale de 18 mN m™, une forte densité (1,93), ainsi qu’une forte capacité a dissoudre
I’oxygeéne (50 mL O,/ 100 mL PFOB) et le dioxyde de carbone (210 mL CO, / 100 mL
PFOB) 2.

1.3.3.1. Effets des fluorocarbures sur la respiration

La réduction de la tension interfaciale alvéolaire apportée par les fluorocarbures facilite
le gonflement des alvéoles a I’inspiration et limite leur collapsus a I’expiration. La présence
des fluorocarbures liquides, de par leur densité et leur distribution préférentielle dans les
zones pulmonaires profondes, favorise également la réouverture des alvéoles pulmonaires

, 93 , . . , .
effondrées **. De plus, la présence des fluorocarbures augmente la pression intra-alvéolaire,
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diminuant ainsi le flux sanguin pulmonaire au niveau de ces régions faiblement ventilées. De
ce fait, le flux sanguin pulmonaire est redistribué vers les régions ventilées ce qui diminue le

shunt pulmonaire et permet d’homogénéiser les rapports ventilation — perfusion %,

1.3.3.2. Effets anti-inflammatoires
Plusieurs études in vitro ont démontré les propriétés anti-inflammatoires des
fluorocarbures. Les fluorocarbures diminuent la production de radicaux libres et de cytokines

(9971 " 1Is diminuent

pro-inflammatoires des monocytes et des macrophages alvéolaires
¢galement I’expression des molécules d’adhésion (intercellular adhesion molecule 1 : ICAMI,
E-sélectine) a la surface des cellules endothéliales . Ces effets, encore incomplétement
compris, semblent liés a 1’effet barricre qu’exercent les fluorocarbures du fait de leurs

propriétés physicochimiques.

Les fluorocarbures présentent également une activité anti-inflammatoire pulmonaire in
vivo. lls peuvent diminuer la perméabilité vasculaire pulmonaire et limiter ainsi le flux de
facteurs inflammatoires dans ’espace alvéolaire %, 1l a également été montré que la

[100

ventilation liquide partielle diminue la réponse inflammatoire pulmonaire '’ et exerce un

101 Leffet cyto-protecteur des FCs est

effet protecteur sur les pneumocytes de type II |
attribué a une réduction des tensions interfaciales intercellulaires. De plus, de par leur densité,
les F'Cs mobilisent les débris alvéolaires et limitent ainsi la réaction inflammatoire. Plusieurs
¢tudes histologiques ont mis en évidence une nette diminution de I’infiltrat inflammatoire, des
hémorragies et de I’exsudat intra-alvéolaires par rapport a la ventilation mécanique

conventionnelle [1%?],

1.3.3.3. Effets sur la croissance pulmonaire

Des études ont montré que la croissance pulmonaire postnatale est accélérée lors d’une
administration continue des fluorocarbures pour ventiler les poumons 'l L’effet des
fluorocarbures sur la croissance des poumons est attribué a une stimulation mécanique

provoquée par des périodes prolongées de ventilation liquide (7 a 21 jours).

1.3.4. Effets des fluorocarbures sur des monocouches de phospholipides

Récemment, Gerber et al * % ont montré les effets des FCs gazeux sur la monocouche
de DPPC, le composant majeur du surfactant pulmonaire, en utilisant la technique de la
balance de Langmuir. Ces auteurs ont montré que durant I’étalement (inspiration), les
molécules de FCs sont susceptibles d’étre insérées dans la monocouche ce qui empéche la

formation de domaines cristallins de DPPC et faciliter le ré-étalement. Lors de la compression
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(expiration), les molécules de FCs sont expulsées, laissant la monocouche de DPPC qui est
capable de produire une tension interfaciale proche de zéro. Les molécules de FCs restent tres
facilement accessibles comme un film condensé liquide mince en dessous de la monocouche
de DPPC. Ils ont également montré par des images de microscopie de fluorescence et les
spectres de diffraction des rayons X que les FCs gazeux étaient aussi capables d’induire la
dissolution des domaines cristallins de DPPC préexistant dans la monocouche. Lorsque ces
domaines cristallins sont mis au contact d’un FC gazeux, ils se ré-étalent trés rapidement pour
former une phase fluide homogene. Cet effet est comparable a 1’effet fluidifiant apporté par
les protéines dans les surfactants pulmonaires commerciaux.

Dans une autre publication, Gerber et al "

ont prouvé que la présence de
fluorocarbures gazeux modifie profondément l'effet de I'albumine sur les
compression/expansion et la morphologie de la monocouche de DPPC. Les isothermes de
compression et les images de microscopie de fluorescence montrent que le gaz fluoré facilite
le ré-étalement d'une monocouche de DPPC collapsée lors de 1'expansion sur une sous-phase

contenant de 1’albumine.

1.3.5. La monocouche de Gibbs : un modéle simplifi¢ de surfactant pulmonaire

Le tensiométre a goutte permet de former une bulle millimétrique avec une interface
air/eau et donc de modéliser I’interface entre une alvéole pulmonaire et 1’air. Par cette
technique, nous pouvons créer une bulle quasi-sphérique dans une dispersion de DPPC. La
température de la cuvette contenant la dispersion, peut étre fixée a la température du corps
humain, soit a 37 °C. La variation de taille de la bulle (5-20 % de la surface) ainsi que la
variation de fréquence (0,03 a 0,3Hz) des oscillations appliquées permettent de simuler
approximativement les conditions physiologiques chez 1’adulte. L’étude de la variation de la
tension interfaciale en fonction de la variation de la taille de la bulle permet également de
déterminer les parameétres rhéologiques de l'interface (module viscoélastique). De plus, la
monocouche de DPPC est en contact direct avec des vésicules de DPPC dans la phase
aqueuse. Des vésicules sont présentes in vivo dans le mucus qui tapisse les alvéoles. Elles
agissent comme des réservoirs de molécules de DPPC et jouent un rdle important dans les

processus de relaxation pendant I’expiration.

33



34



Chapitre 11

Méthodes expérimentales
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I1.1. Mesure de la tension interfaciale par analyse du profil de la bulle

I1.1.1. Généralités

La mesure de la tension interfaciale est importante pour comprendre la nature des
phénomenes qui se passent a I’interface. Le choix de la technique a utiliser dépend de la
nature de I’interface, de la rhéologie du liquide, de la gamme des valeurs a mesurer et de la
température du systéme a étudier '®. Nous allons présenter deux grands principes de mesure
fréquemment utilisés : la mesure de la force de mouillage et la mesure de la forme d'une

goutte.

11.1.1.1 Méthode de mesure de la force de mouillage

La méthode est basée sur la mesure de la force engendrée par le phénomeéne de
mouillage. Celle-ci peut étre la force nécessaire pour détacher un anneau de la surface du
liquide, comme dans la méthode de Du Noity !'* dans laquelle I'anneau est tiré jusqu'a ce que

(191 mesure la force exercée sur

le ménisque se brise. La méthode de la plaque de Wilhelmy
une plaque orientée perpendiculairement a l'interface. Cette derni¢re est utilisée dans la

technique de la « balance de Langmuir » qui est une technique simple et pratique.

L’équation (IL.1), qui permet de calculer la tension interfaciale, est I’équation de la force
F due au mouillage :
F=1ylcosgp (IL.1)

ot / est le périmétre mouillé, ¢ I’angle dynamique de contact et y la tension interfaciale ',

11.1.1.2. Méthode de mesure de la forme de la goutte

Un systeéme est stable quand 1’énergie libre est minimale. Pour minimiser I’énergie libre,

la surface doit diminuer spontanément et, pour cette raison, les gouttes et les bulles ont

toujours tendance a avoir une forme sphérique. L’équation de Laplace-Young (I1.2) [107, 108]
donne la relation entre la tension interfaciale (y), les e ~ -
rayons de courbure principaux (r; et ;) (Figure 9), et la _ ﬁx " ™ .
surpression (Ap) a l'intérieur de la goutte ou de la bulle : T . ;’ —
S
Ap=vy (l + i) (I1.2) ra ,
rnon

Les mesures de la pression et de la courbure donnent  Fioyre 9 : Schéma représentant les

deux rayons de courbure principaux
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acces a la tension interfaciale. Comme les pressions sont généralement tres faibles, elles sont
difficiles & mesurer avec précision. Aussi 1’étude de la forme de la goutte permet, par le
calcul, d’en déduire la tension interfaciale. Cette méthode est utilisée dans la technique de la

goutte pendante, dans celle de la goutte posée et de la goutte captive.

I1.1.2. Principe de la méthode

La tension interfaciale entre deux milieux fluides peut étre déterminée a partir de I'étude
du contour d'une bulle ou d’une goutte présentant une symétrie de révolution (II.1.1.2). Le
principe de la méthode est de former une bulle, ou une goutte, dans la solution a mesurer, et
de calculer la valeur de la tension a partir de I’expression théorique de la forme de la bulle

(goutte) (Figure 10).

Cette forme est déterminée par la combinaison des effets de la

ﬁx" tension interfaciale et de ceux de la gravité. La tension interfaciale
lixx tend a diminuer la surface de la bulle (goutte) et a lui faire prendre une
™ ‘a forme sphérique tandis que la force due a la gravité tend a 1'allonger.

.""-, Au final, la bulle (goutte) a une forme en poire. Lorsque l'importance

. @ de ces effets est du méme ordre de grandeur, on peut déterminer la

tension interfaciale a partir de la forme du contour de la goutte avec

% \ s [10
0 une trés bonne précision %),

Figure 10 : Profil de la goutte. x et z sont les coordonnées de M sur le contour de la goutte, 0 est
l'angle de la tangente en M

L'expression analytique du contour d'une goutte est obtenue a partir de deux relations.

La premiére, I’équation de Laplace — Young, traduit que la différence de pression entre

I’intérieur et I’extérieur de la goutte créée par la courbure de I’interface, est proportionnelle
aux courbures en M et a la tension interfaciale : (I1.3)

1 1
Ap =y <T_1 + Z) (I1.3)
ou 4p est la différence de pression entre l'intérieur et l'extérieur de la goutte, »; et r, les

rayons de courbures principaux de la surface, respectivement, y la tension interfaciale.

En raison de la symétrie axiale de I’interface en z = 0, la courbure est constante dans

toutes les directions et les deux rayons principaux sont égaux (11.4).

1 1
—=—=} (1L4)

ou b est la courbure en ce point.
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A partir de I’équation (I1.3), la différence de pression (Ap,) en z = 0 peut étre exprimée
comme (IL.5) :
Ap, = 2by (IL.5)

[109

si la pesanteur est la seule force externe %! Ap est égale a: :

Ap = Ap, + (Ap)gz = 2by + (Lp)gz (1L.6)

ou z est la coordonnée verticale de goutte, Ap la différence de masses volumiques entre les

deux fluides, g l'accélération de la pesanteur.

En normalisant la pression 4p, la courbure b et la coordonnée verticale de goutte z par :

Ap .z — b
A v
/r. G /r.

ou r. est le rayon a I’extrémité du capillaire ou est formée la goutte ou la bulle, on

Ap =

obtient (IL.7) :
AP = ByZ+ 2b (1L.7)

ou By est un nombre sans dimension, qui décrit ’importance relative de la gravité par rapport

a la force capillaire (I1.8) (1101

A 2
By = - frc (IL8)

Pour une valeur modérée de By, la forme de I’interface n’est plus sphérique et ne dépend

que des valeurs de 7., de 4p et de y. Si nous connaissons les valeurs de r. et de 4p, nous
pouvons déduire la valeur de y par un algorithme d’optimisation qui donne la valeur des
parametres permettant le meilleur ajustement entre les contours mesurés et la courbe

théorique.

I1.1.3. Tensiométre Tracker

Les mesures de tension interfaciale ont été effectuées a 1’aide du tensiometre a bulle
Tracker™ (Teclis, Longessaigne, France) (Figure 11). Pour former une bulle, on injecte au
moyen d’une seringue parfaitement verticale (4) un volume de gaz dans une cuvette (3)
remplie de la solution a étudier. La bulle est éclairée par une source lumineuse (2) et son
image est formée a 1’aide d’un objectif sur la partie photosensible d’une caméra CCD (6).
L'image numérique est transférée dans la mémoire d’un ordinateur. Un algorithme de
traitement d'image permet d'obtenir la position du bord du profil de la goutte. A partir de ce

profil, un algorithme d'optimisation permet la détermination de la tension interfaciale. La
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seringue, ainsi que la cuve de mesure, sont thermostatées par un bain a circulation. Un
couvercle placé sur la cuve permet d’éviter I’évaporation. Tous les parametres de formation
de la bulle sont contrdlés par I’ordinateur. Les résultats des mesures de la tension interfaciale,
du volume et de la surface de la goutte, de I’angle de contact et de la température sont affichés

en temps réel sur le moniteur de I’ordinateur.

Kimliezk I|.|||::.||qI
L

Figure 11: Le tensiomeétre a bulle Tracker®.1. Banc optique, 2. Source lumineuse, 3. Cellule de
mesure thermostatée, 4. Seringue,5. Moteur, 6. Caméra CCD, 7. Ordinateur, 8. Moniteur pour régler

la goutte.

L’appareil est facile a manipuler. De petites quantités d’échantillon sont nécessaires
pour effectuer la mesure. L’appareil couvre un large domaine de valeurs de tension
interfaciale. Les images des bulles sont stockées numériquement et il est possible de reprendre
les calculs une fois l'expérience terminée "' '] Le principal inconvénient de la méthode
découle du principe de la mesure : il faut que la forme de la goutte s'écarte suffisamment de la
forme sphérique. Quand la bulle est proche de la forme sphérique, les résultats peuvent étre
entachés d'une forte inexactitude. En effet, un petit changement de forme conduit a un grand

changement de la tension interfaciale [,

I1.2. Mesure de la tension interfaciale sous oscillations

La bulle formée a I’extrémité du capillaire est soumise a des oscillations sinusoidales
dont I’amplitude est comprise entre 5% et 20% et dont la fréquence est inférieure a 0,3 Hz.
Les variations des valeurs de surface des bulles et de leur tension interfaciale permettent de

calculer le module viscoélastique de Gibbs E :
dy
d(lnA)

(IL9)

ou y est la tension interfaciale et 4 la surface de la bulle.
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I1.3. Protocole d’étude de I’interface air saturé en fluorocarbure/eau

Le protocole suivant a été mis en place afin de permettre de mesurer de fagon
reproductible la tension interfaciale entre une bulle d’air saturé en fluorocarbure gazeux et la
phase aqueuse. Un volume d’air en contact avec le fluorocarbure liquide est soigneusement
prélevé dans un ballon placé dans un bain thermostaté. La seringue est remplie avec 1’air
saturé en fluorocarbure gazeux en réalisant trois remplissages et vidanges successifs. A
chaque température correspond une valeur de pression de vapeur qui peut étre déduite, soit

d'un abaque, soit de la formule d’Antoine (IL.10)!'"*

B
locP=A— —— 11.10
8 T+C ( )

ou P est la pression de vapeur (Pa), T est la température (°K), 4, B, C sont les coefficients

d’Antoine.

I1.4. Détermination de la taille des microbulles

I1.4.1. Mesure acoustique de la taille de microbulles en dispersion aqueuse

Le principe de la mesure est de déterminer la fréquence de résonnance des microbulles
qui est une fonction univoque de leur rayon. Le couplage entre les ultrasons et les microbulles
est maximum lorsque la fréquence ultrasonore est égale a la fréquence de résonnance de la
bulle. Il en résulte que I'énergie dissipée par l'oscillation des bulles conduit 2 un maximum
d'absorption des ondes acoustiques a cette fréquence. La méthode consiste en une mesure du
coefficient d’atténuation o d’ondes ultrasonores traversant une dispersion de microbulles, en
fonction de la fréquence d'émission. Les équations qui permettent de calculer la fréquence de
résonance (fy) ainsi que le coefficient d’atténuation (o) ont été présentées dans le Chapitre 1,

paragraphe 1.2.3 (équations 1.33, .34, 1.35).

Les fréquences utilisées vont de 0,3 a 6,6 MHz, ce qui correspond aux fréquences de
résonnance de microbulles dans 1’eau dont la taille est comprise entre 0,4 pm et 10 pum. A
partir du spectre d’atténuation obtenu, la distribution de taille des microbulles et son évolution

au fil du temps sont déterminées.

La cellule (Figure 12) est composée de deux transducteurs piézo-électriques circulaires
collés sur deux lames de verre opposées. Le transducteur émetteur est relié a un générateur de
signaux. Sept impulsions successives d'ondes courtes (~10 ps) sont émises a des fréquences
centrales de ~0,45; 0,75 ;1,2 ;2,4 ; 3,3 ;5,7 et 6,6 MHz. Le transducteur récepteur recoit les

signaux apres passage a travers la solution étudiée et les convertit en signaux électriques. Le
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signal recu est pré-amplifié, numérisé et enregistré sur un ordinateur. Le spectre de fréquence
est obtenu en réalisant la transformée de Fourier du signal numérisé a l'aide de l'algorithme
FFT (Fast Fourier Transform) standard. Comme 1’onde acoustique doit traverser quatre
interfaces (émetteur/verre, verre/eau, eau/verre et verre/récepteur), le signal, au niveau du
transducteur récepteur, présente plusieurs pics a cause des réflexions multiples de l'onde
ultrasonore dans la cellule. Seul le premier pic du signal transmis, qui correspond au plus
court trajet de l'onde acoustique, est pris en compte dans le traitement. Pour obtenir la
contribution des MB a l'atténuation, le spectre obtenu est divisé par celui obtenu en 1’absence
de microbulles. La distribution de taille est obtenue par déconvolution du spectre par

I’expression théorique du coefficient d'atténuation en fonction de la taille.

Figure 12: Dispositif acoustique de multifréquence pour l'étude des tailles des microbulles. (a)

transducteur émetteur (b) cellule verre (c) transducteur récepteur (d) générateur (e) récepteur.

Pour réaliser une mesure, un petit volume de microbulles est injecté dans une cellule
cubique pré-remplie par de I’eau. Les microbulles sont maintenues sous forme de dispersion

par un agitateur (~ 250 rpm). La cellule est thermorégulée a 25°C pendant la mesure.

Cette technique présente beaucoup d’avantages. Le principal est que la mesure ne
dépend pas du mouvement des bulles. Nous pouvons donc agiter la dispersion afin
d'empécher que les bulles ne remontent a la surface ou s'agrégent. La mesure, effectuée a une
puissance acoustique faible, n’altére pas les bulles ce qui permet de suivre leur stabilité en
fonction du temps (de quelque secondes a quelques heures). Par rapport a d'autres dispositifs

. 114, 11
ex1stants[ > 1131

, hous avons fait le choix d'émettre sous la forme de sept signaux a bande
étroite plutdét que d'un signal a bande large. Ceci augmente la complexité des calculs

numériques mais cette stratégie conduit a des résultats beaucoup plus précis.
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11.4.2. Diffusion statique de la lumiére

La diffusion statique de la lumiere (DSL) est une technique qui mesure l'intensité de la
lumiere diffusée en fonction de l'angle de diffusion pour calculer les distributions
granulométriques. La DSL est basée sur les théories de Mie et Fraunhofer [''®!. Lorsqu’un
faisceau de lumiére traverse une dispersion de particules, la lumiére subit des processus de
diffraction, réfraction, réflexion et absorption. Si la taille de particules est nettement plus
grande que la longueur d'onde de la lumiére incidente (a partir de plusieurs micrometres), le
modele de diffraction de la lumiére par des spheres est retenu. Ce phénomeéne est analysé avec
la théorie de Fraunhofer. Si la granulométrie est de taille proche ou inférieure a la longueur
d'onde de la lumicre incidente, la théorie de Mie est utilisée car elle tient compte des
propriétés optiques (réfraction et absorption) des particules. Plus les particules sont petites,

plus la contribution de la réfraction et de 1'absorption est élevée.

Pour les expériences de DSL, nous avons utilisé 1’analyseur granulométrique laser
(Beckman Coulter LS™ 13320 MW). Un laser est appliqué pour éclairer la cuvette contenant
la dispersion des microbulles. Les microbulles sont maintenues en suspension en agitant.
Plusieurs détecteurs sont utilisés pour mesurer la valeur de I'intensité de la lumiere en fonction

de l'angle de diffusion. A partir de ces valeurs, la taille des bulles peut étre calculée.

La diffusion statique de la lumi¢re est une technique largement utilisée car le temps
nécessaire pour une mesure est assez court (de 1’ordre de quelques min). La gamme de taille
mesurée est bien adaptée aux microbulles (de 0,5 pm a quelques pm). Cependant, la forme
haute et étroite de la cellule de mesure ne nous permet pas de garder longtemps les bulles en

suspension, et donc d'étudier la stabilité des bulles au fil du temps.

11.4.3. Microscopie optique

Un microscope optique (Nikon Eclipse 901) équipée d’une caméra CCD a été utilisé. La
caméra est connectée a un ordinateur, ce qui permet de prendre les images des bulles. A partir
de ces images, les rayons ont été calculés en mesurant la surface des bulles, avec le logiciel

Imagel [,
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Chapitre 111 : Résultats

Adsorption des phospholipides
et/ou des fluorocarbures

a I’interface air/eau

Une meilleure compréhension des interactions entre phospholipides et fluorocarbures a
I’interface air/eau est nécessaire pour le développement de nouveaux substituts synthétiques
du surfactant pulmonaire basés sur les fluorocarbures et des microbulles gazeuses utilisées en
¢chosonographie comme agents de contraste. Nous présentons dans ce Chapitre nos résultats
concernant les interactions entre des fluorocarbures gazeux et des monocouches de
phospholipides adsorbés a une interface air/eau et en équilibre avec des vésicules du méme
phospholipide en suspension dans la solution aqueuse. Les monocouches de lipides sont
adsorbées a la surface d’une bulle millimétrique et étudiées par tensiométrie d’analyse de
profil.

La section III.1 concerne les fluorocarbures adsorbés seuls (sans phospholipides) a la
surface de 1’eau ; une série d’hydrocarbures a aussi été étudiée a des fins de comparaison. La
section III.2 présente l’influence d’un fluorocarbure apolaire, le perfluorohexane, sur
I’adsorption d’une série de phosphatidylcholines possédant différentes longueurs de chaines
hydrophobes. L’effet de deux autres fluorocarbures utilisés dans la pratique médicale, le
bromure de perfluorooctyle et le perfluorooctyléthane, a aussi été étudié. Afin de se
rapprocher de la réalité physiologique de la respiration, nous avons soumis une monocouche
de dipalmitoylphosphatidylcholine a des oscillations périodiques prolongées (Section III.3).
Enfin, nous avons ¢étudié [D’adsorption compétitive de 1’albumine et de Ila

dipalmitoylphosphatidylcholine a I’interface air/eau sous oscillations (Section I11.4).
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II1.1. Adsorption d’hydrocarbures et de fluorocarbures en phase gaz

Les fluorocarbures étant, avec les phospholipides, un composant essentiel de notre
travail, nous avons tout d’abord étudié ’influence des fluorocarbures gazeux a une interface
air/eau dénuée de toute substance amphiphile. Nous commencerons par exposer 1’état de ’art
sur ’adsorption des hydrocarbures a la surface de 1’eau. Nous présenterons ensuite nos

résultats sur le comportement

I11.1.1. Etat de I’art

La surface d’un liquide est homogene et donc idéale pour des études d’adsorption.
L’adsorption de molécules sous forme gazeuse a la surface de I’eau a été étudiée par des
mesures de tension interfaciale en fonction de la pression partielle. Ces études montrent que
l'adsorption des composés a l'interface air/eau dépend fortement de leur nature.

Ottewill et al. ont étudié ’adsorption d’hydrocarbures (saturés linéaires, saturés ramifiés
et insaturés cycliques) a la surface de l’eau, a l'aide de la méthode de la plaque de
Wilhelmy U''®- 1191201 1 g énergies libres, les enthalpies et les entropies d'adsorption ont été
calculées a partir des mesures de tensions interfaciales effectuées a différentes températures.
Les hydrocarbures pénetrent 1’interface et modifient la structure de 1’eau proche de la surface.
Pour des pressions partielles élevées, des gouttelettes en forme de lentille sont formées par le
toluene, alors que des n-alcanes tels que le pentane, I’hexane ou I’heptane peuvent former des
multicouches a la surface. En utilisant la méthode du capillaire, C. Jho et al. ont étudié
I’adsorption d’hydrocarbures gazeux (méthane, éthyléne, éthane, n-butane, isobutane) et du

1211 [ es mesures ont

dioxyde de carbone a I’interface avec I’eau a différentes températures
été effectuées en fonction de la pression. Les parametres thermodynamiques ont été calculés a
partir des isothermes d’adsorption. Le méthane présente une isotherme caractéristique de la
formation d’une monocouche, alors que les isothermes des gaz de masses moléculaires plus
¢levées sont caractéristiques de la formation de multicouches. Plus récemment, Roth ez al. ont
mesuré ’adsorption a la surface de I’eau d’un grand nombre de composés organiques sous

(1221 Les coefficients

forme vapeur par chromatographie gazeuse sur phase inverse
d’adsorption Kj cauair ont été déterminés. Un modele général d'adsorption a été présenté pour

la prédiction de 1’adsorption des vapeurs des composés organiques.

Nous pouvons trouver dans la littérature les coefficients d’adsorption de nombreux
hydrocarbures. Cependant aucune étude, a notre connaissance, ne traite de I’adsorption des

fluorocarbures. Nous avons donc réalisé les expériences que nous présentons dans cette partie
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afin de caractériser les échanges d’un fluorocarbure a I’interface entre I’eau et 1’air. Pour
déterminer les coefficients d'adsorption des vapeurs de fluorocarbure, nous avons mesuré¢, a
l'aide du tensiometre Tracker, la tension interfaciale air/eau en fonction de la pression partielle
des fluorocarbures présents dans l'air. L’adsorption a I’interface des fluorocarbures est

comparée a celles des hydrocarbures.

I11.1.2. Matériels et méthodes

Une solution de tampon HEPES (20 mM) CgH;sN,O4S (N-[2-hydroxylethyl]
piperazine —N’- [2-ethanesulfonic acide] (M = 238.3, pKa = 7,5) est préparée dans une
solution de 150 mM NaCl (Eau MilliQ, tension interfaciale 71,7 + 0,2 mN m™ a 20°C). Le pH
de la solution est ajusté a 7,4 avec NaOH 0,1 N. La tension interfaciale d’équilibre du tampon
est 69,7 + 0,2 mN m™ a 25°C. Les caractéristiques des hydrocarbures et des fluorocarbures
utilisés sont données dans le Tableau 3.

Tableau 3 : Caractéristiques des hydrocarbures et des fluorocarbures utilisés |’

Pression de
Masse vapeur Température
Composé Formule moléculaire saturante d’ébullition
(25°C) (°C)
(kPa)
Pentane CsH, 72 70,26 36.0
Hexane C¢H 4 86 20,13 68.7
Octane CgH s 114 1,89 125,7
Perfl t
crivoropentane CsFp 288 86,79 29.2
(PFP)
Perfluorohexane
CoF 14 338 30,39 57
(PFH)
Perfluorooctane C.F 438 517 102
(PFO) 8L 18 s
Bromure de
perfluorooctane CsF,Br 499 0,867 143
(PFOB)
Perfluoooctyl éthane
CsF,C,H; 445 0,347 164
(PFOE)
Bis(perfluorobutyl)éthéne
C4FyCH=CHC.,F, 464 0,678 150
(F-44E)
Perfluorodécaline
462 0,920 142
(FDC)
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Les tensions interfaciales ont ét¢ mesurées par le tensiometre Tracker (Teclis,

Longessaigne, France) a 25°C. Le principe de la méthode a été présenté au chapitre II.

Calcul de la pression de vapeur des gaz en fonction de la température

Les pressions de vapeur des composés gazeux varient en fonction de la température a
laquelle le mélange est réalisé. Nous avons utilisé 1’équation d’Antoine (III.1) pour calculer la

pression partielle des fluorocarbures a partir de la température du mélange :

B
logP =A— —— 1111
08 T+C (IL1)

ou P est la pression de vapeur (Pa), T est la température (°K), A, B, C sont les coefficients

d’Antoine, dépendant de la température.
Les valeurs de A, B et C sont données dans le Tableau 4 pour différents gaz.

Tableau 4 : Valeurs des coefficients d’Antoine ">

Composés A B C
Pentane 3,98920 1070,617 -40,454
Perfluoropentane 4,30216 1130,731 -38,982
Hexane 4,00266 1171,53 -48,784
Perfluorohexane 4,07362 1113,329 -56,472

On calcule la concentration molaire du gaz ¢, grace a 1’équation des gaz parfaits (I111.2)
PV =nRT (I11.2)

ot 7 est le volume de gaz (m?), n le nombre de moles (mol) et R = 8,314 T mol™ K.

Calcul du coefficient d’adsorption des gaz

A I’équilibre, le nombre de molécules qui quittent la surface par unité de temps doit étre
¢gale au nombre de celles qui s'adsorbent a la surface, venant de la phase gazeuse. Nous

avons I’équation (I11.3) :
al =1 —-sINBc (II1.3)

ou «a est la probabilité par unité de temps pour qu'une unité¢ de surface possédant une seule
molécule devienne vide, /" la concentration des molécules a la surface, s la surface occupée

par une molécule, f la probabilité par unité de temps pour qu'une molécule seule dans un

46



volume unité vienne s'adsorber sur une surface unité, ¢ la concentration volumique des

molécules dans la phase gazeuse, et (1 — sI') la valeur de la surface libre de molécules.

Le coefficient d’adsorption des gaz (K;,,) est défini par I’équation (I11.4) :

B (I11.4)
Ki/a = E
Ona
sI'=1-sINK,cs (I11.5)

D’autre part, dans I’équation de Langmuir (voir chapitre I)

Kc (111.6)

I =
ST T ke

K est la constante d'équilibre d’adsorption définie comme la surface moyenne occupée par

une molécule.
Nous avons donc la relation (I11.7) :

K = Ki/aS (III7)

I11.1.3. Résultats

Dans un premier temps, on a mesuré les adsorptions de deux hydrocarbures (pentane et
hexane) et de deux fluorocarbures (perfluoropentane et perfluorohexane), a D’interface
gaz/eau, en fonction de leur pression partielle. Les pressions partielles des gaz ont été
obtenues en faisant le mélange de 1’air avec les vapeurs des liquides organiques étudices a

quatre températures.

Pour tous les composés, les tensions interfaciales chutent immédiatement et sont tres
rapidement constantes. Les vitesses d’adsorption sont plus rapides que dans le cas d’un
liquide parce que le coefficient de diffusion de translation d’un gaz est environ quatre fois
plus grand que celui d’un liquide. L'insertion des molécules a la surface est aussi favorisée par
une vitesse de rotation des molécules plus grandes. Les tensions a 1’équilibre sont plus faibles

pour les fluorocarbures

Nous avons reporté dans les Tableaux 5 et 6 les valeurs des tensions interfaciales a

1'équilibre des composés étudiés.
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Tableau 5. Adsorption du perfluorohexane et de I’hexane a ['interface gaz/eau a 25°C

perfluorohexane hexane
Température (*) Pression de Tension Pression de Tension
(°O) vapeur (*¥*) interfaciale vapeur (**) interfaciale
(10° Pa) (MmN m")+0,2 (10° Pa) (MmN m"')+0,2
5 0,11 69,3 0,08 69,5
10 0,14 68,9 0,10 68,7
15 0,18 67,8 0,13 68,0
20 0,23 67,2 0,16 67,5

*Température a laquelle est effectué le mélange de I’air avec les vapeurs des liquides étudiés

**Les calculs de pressions de vapeur sont basés sur 1’équation d’ Antoine

Tableau 6. Adsorption du perfluoropentane et du pentane a I’interface gaz/eau a 25°C

perfluoropentane pentane
Temperature (*) Pression de Tension Pression de Tension
(°O) vapeur (*¥%*) interfaciale vapeur (**) interfaciale
(10° Pa) (mN m™")+0,2 (10° Pa) (mN m™)+0,2
5 0,37 69,1 0,30 69,2
10 0,46 67,9 0,38 67,9
15 0,57 67,3 0,40 67,2
20 0,71 66,2 0,56 66,6

*Température a laquelle est effectué le mélange de ’air avec les vapeurs des liquides étudiés

**Les calculs de pressions de vapeur sont basés sur 1’équation d’ Antoine

La Figure 13 montre la variation des pressions de surface /7 en fonction de la pression

de vapeur pour les différents composés.

—@— Hexane
5.  —m— Perfluorohexane

Pression de surface 77(mN m™)
([=72-p
@

—¥— Pentane
—@— Perfluoropentane

i

/

Pression partielle (x10° Pa)

Figure 13: Variation des pressions de surface en fonction de la pression de vapeur pour les
fluorocarbures et hydrocarbures adsorbés a [’interface gaz/eau a 25°C.
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Ces valeurs permettent de calculer les parametres d’adsorption ainsi que le coefficient
K/, (Tableau 7).

Tableau 7 : Paramétres d’adsorption des composés a 25°C

Surface occupée Constante gozfﬁCiePtS X o
Composés par une molécule | d’interaction adsorption ila
2 (Kia) (25°0C)
(nme) expérimentale
Hexane 0,93 2,1 8,68 10°® 12,6 1078 11241
Pentane 0,83 1,8 2.8610° 6,02 107 124
Perfluorohexane 0,86 1,5 7,86 108 _
Perfluoropentane 0,83 1,8 2,410° B

A pression partielle égale, la tension interfaciale est plus grande pour les chaines
fluorées que pour les chaines hydrogénées. Le calcul des paramétres a partir du modele de
Frumkin (Chapitre I, paragraphe 1.1.3.3) montre que le coefficient d'adsorption des
fluorocarbures est plus faible que celui des hydrocarbures, ce qui est en accord avec les plus
faibles interactions de van der Waals développées par les chaines fluorées. La surface occupée
par une molécule est plus faible pour les fluorocarbures que pour les hydrocarbures, alors que
la section des chaines est plus faible pour les hydrogénées que pour les fluorées. Comme la
surface a prendre en compte est l'aire de la projection orthogonale de la molécule sur
l'interface, nous pouvons supposer que les fluorocarbures sont moins parall¢les a la surface.
Ceci pouvant étre expliqué par le fait que leurs interactions sont plus faibles. Cependant, la
faible variation des pressions partielles et des tensions interfaciales dans le domaine exploré
ne nous permet pas de quantifier cette différence d’orientation entre chaine fluoré et chaine
hydrocarboné. Cette étude qui montrait que nous pouvions mesurer l'influence des gaz sur la
tension de l'interface air/eau de maniére précise, nous a incités a mesurer la modification de la
tension interfaciale de I'eau par des vapeurs de fluorocarbure dont certaines avaient montré un

effet important sur des lapins atteints d'un syndrome respiratoire aigu.

Nous avons ajouté aux cinétiques du perfluoropentane et du perfluorohexane I’évolution
temporelle de la tension du perfluorooctane (pour sa vapeur saturante a 25°C) (Figure 14a).
La faible variation de la tension du perfluorooctane, ainsi que son faible point d'ébullition,
nous a empéchés de faire une étude aussi compléte que pour les deux autres fluorocarbures.
On voit néanmoins que sa cinétique d'étalement a l'interface est rapide, mais qu’il abaisse

moins la tension de l'eau.
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Les fluorocarbures dont le point d'ébullition est >100°C et la pression partielle de 1'ordre
de quelques kPa a température ambiante (perfluorooctyléthane, bis-perfluorobutyléthéne,
bromure de perfluorooctyle et perfluorodécaline), ont été reportés sur la Figure 14b. Nous
observons que la tension interfaciale décroit rapidement pour remonter ensuite lentement en
fonction du temps. Le perfluorooctyléthane fait rapidement chuter la tension jusqu’a une
valeur de 60,8 mN m™, qui se stabilise ensuite 2 61.5 mN m™". Les tensions diminuent jusqu’a
64,4 mN m” pour le bis-perfluorobutyléthéne et & 67,9 mN m” pour le bromure de

1

perfluorooctyle. Ces tensions remontent a 67,8 et 69,7 mN m~ pour le bis-

perfluorobutylétheéne et le bromure de perfluorooctyle, respectivement.
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Figure 14 : Cinétiques d’adsorption de fluorocarbures a fortes (a) et faibles (b) pressions de vapeur a
Uinterface eau/gaz a 25°C.

On peut expliquer ces « remontées » des valeurs des tensions par le fait qu’en raison de
leurs treés faibles pressions de vapeur, les quantités de fluorocarbure effectivement contenues
dans la seringue sont tres faibles. Lors de la diffusion des fluorocarbures de la phase gaz dans
la phase aqueuse, les concentrations en fluorocarbure ne suffisent pas a saturer 1'eau contenue
dans la cuve de mesure. Par contre, si 1'eau contenue dans la cuve a été mise en contact avec
le fluorocarbure suffisamment longtemps pour que 1'eau soit saturée, la premicre décroissance
rapide de la tension interfaciale est suivie cette fois d'une seconde phase de décroissance plus

lente (Figure 15, Tableau 8).

Il est important de remarquer que les fluorocarbures dont le point d'ébullition est
>100°C (perfluorooctyléthane, bis-perfluorobutyléthéne, bromure de perfluorooctyle et
perfluorodécaline) abaissent la tension de manic¢re beaucoup plus importante que les alcanes
fluorés (perfluoropentane ou le perfluorohexane). Ces derniers sont pourtant présents en plus

grande quantité dans la phase gazeuse.
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Figure 15 : Cinétique d’adsorption des fluorocarbures a [’interface eau/gaz a 25°C. La solution
aqueuse a été saturée avec le fluorocarbure correspondant.

Tableau 8. Valeurs des tensions interfaciales des fluorocarbures gazeux a 25°C

Tension interfaciale | Pression de vapeur
Fluorocarbure 4

(mNm)£0.2 (Pa)

Perfluoropentane 66,1 86793

Perfluorohexane 67,2 30397
Perfluorooctane 68,3 5173
Bromure de 66.3 R67

perfluorooctyle
Perfluorooctyléthane 56,4 347
Bis-

perfluorobutyléthéne 60,9 678
Perfluorodécaline 69,6 920

En premiére analyse, nous ne pouvons pas attribuer ce phénomene a l'augmentation de
la température d'évaporation. En effet, nous observons pour ces fluorocarbures une valeur de
tension qui tend vers celle de l'eau quand la température d'évaporation augmente.
Perfluorooctyléthane, bis-perfluorobutyléthéne et bromure de perfluorooctyle possedent un
moment dipolaire plus important que celui des alcanes fluorés, ce qui pourrait favoriser leur
mise en solution dans l'eau, ainsi qu'une présence plus importante a l'interface gaz/eau.
Cependant, il apparait que la chaine semi-fluorée (Perfluorooctyléthane) abaisse le plus
significativement la tension interfaciale pour arriver a des valeurs faibles (de I’ordre de 50
mN m™), comparables a celles obtenues avec de réels tensioactifs ayant une téte hydrophile et

une chaine hydrocarbonée.
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II1.1.4. Conclusion

L'ensemble de ces mesures montre que tous les composés étudiés s’adsorbent a la
surface de 1'eau, et que les fluorocarbures s’adsorbent moins bien que les hydrocarbures. La
variation de tension interfaciale due a 1’adsorption des alcanes hydrogéné ou fluoré est faible.
Par contre, pour des fluorocarbures qui ont un moment dipolaire forte, comme les alcanes

semi-fluorés, la diminution de la tension interfaciale est beaucoup plus importante.

Cette étude a aussi montré que des fluorocarbures dont le point d'ébullition est
largement supérieur a 100°C pouvaient s’adsorber a la surface de I'eau, et ensuite se dissoudre
dans l'eau. Ceci montre que la technique de mesure utilisée pourrait servir a caractériser le
transfert d'une molécule trés peu soluble dans 1’eau sous forme gazeuse dans une solution
aqueuse. Ces expériences devraient pouvoir étre utilisées en pharmacologie pour caractériser
en laboratoire le transfert d'une molécule sous forme gazeuse par les muqueuses ou les voies
respiratoires. Elles pourraient aussi aider a la compréhension de la toxicologie des molécules

organiques via la voie aérienne.
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I11.2. Adsorption des phospholipides en présence de fluorocarbures

I11.2.1. Effet du perfluorohexane

L’adsorption dynamique d’une série de phospholipides a une interface entre une
solution, ou une dispersion, aqueuse de ces phospholipides et une phase gaz contenant du
perfluorohexane, un fluorocarbure non-polaire et non amphiphile, a été¢ étudiée par
tensiométrie par analyse de profil de bulle. Les phospholipides étudiés sont la
dioctanoylphosphatidylcholine, la dilaurylphosphatidylcholine, la
dimyristoylphosphatidylcholine et la dipalmitoylphosphatidylcholine. La phase gaz se

compose d’air, ou d’air saturé en perfluorohexane.

De maniére inattendue, le gaz fluoré exerce un effet important a la fois sur la vitesse
d’adsorption des phospholipides et sur leur tension interfaciale a 1’équilibre. Tout d’abord, les
valeurs de tension sont significativement réduites (de 1’ordre de 10 mN m™) quand le
perfluorohexane est présent dans la phase gaz. L’efficacité¢ du fluorocarbure a diminuer la
tension dépend de la capacité du phospholipide a former des micelles ou des vésicules dans
I’eau. Cette efficacité dépend aussi de 1’état, gel ou fluide, des membranes des vésicules.
Ensuite, les vitesses d’adsorption des phospholipides a I’interface (évaluées par le temps
nécessaire pour que la valeur initiale de la tension interfaciale soit réduite de 30%) sont
significativement accélérées (de cinq fois, environ) par la présence du perfluorohexane, pour

les faibles concentrations en phospholipides.

Le fait que le perfluorohexane accélere I’adsorption des phospholipides et abaisse leur
tension interfaciale a 1’équilibre démontrent que le fluorocarbure a une forte interaction avec
la monocouche de phospholipide, et agit comme un co-tensioactif vis-a vis de ce dernier a

I’interface air/eau, et ceci, en I’absence de tout caractere amphiphile.

Ces travaux ont fait 1’objet d’une publication intitulée «A non-polar, non-amphiphilic
molecule can accelerate adsorption of phospholipids and lower their surface tension at the

air/water Interface” et parue dans ChemPhysChem en 2011.
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A Nonpolar, Nonamphiphilic Molecule Can Accelerate
Adsorption of Phospholipids and Lower Their Surface
Tension at the Air/Water Interface
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Marie Pierre Krafft*

The adsorption dynamics of a series of phospholipids (PLs) at
the interface between an aqueous solution or dispersion of
the PL and a gas phase containing the nonpolar, nonamphi-
philic linear perfluorocarbon perfluorohexane (PFH) was stud-
ied by bubble profile analysis tensiometry. The PLs investigated
were dioctanoylphosphatidylcholine (DiCg-PC), dilaurylphos-
phatidylcholine, dimyristoylphosphatidylcholine, and dipalmi-
toylphosphatidylcholine. The gas phase consisted of air or air
saturated with PFH. The perfluorocarbon gas was found to
have an unexpected, strong effect on both the adsorption rate
and the equilibrium interfacial tension (y.,) of the PLs. First, for
all of the PLs, and at all concentrations investigated, the y,,
values were significantly lower (by up to 10 mNm™") when
PFH was present in the gas phase. The efficacy of PFH in de-

1. Introduction

Various circumstances exist in which films of phospholipids
(PLs) are in contact with perfluorocarbons (FCs). These include
use of injectable microbubble contrast agents" and emul-
sions for oxygen delivery,*® drug delivery, and diagnostics.”®
In particular, most of the commercially available injectable
soft-shell bubbles contain a perfluoro compound in the gas
phase.®?'? |n these systems, monolayers of PLs generally con-
stitute the bubble or emulsion droplet walls. Formulations con-
taining FC or a combination of PLs and FCs have also been
proposed to serve as new lung surfactant substitutes” and
for the treatment of lung diseases." The notion that FCs
might be useful in lung surfactant replacement preparations
rests on the observation that FC gases inhibit the formation of
the liquid condensed phase in Langmuir monolayers of dipal-
mitoylphosphatidylcholine, which remains in the liquid ex-
panded phase.>'® n all of these situations, the potential influ-
ence of the FC on the adsorption of the PLs to the air/water in-
terface, and on their dynamic surface-tension properties, is a
key issue.

To the best of our knowledge, no data are available on the
effects of FC gas on the dynamics of PL adsorption at the air/
water interface and on its equilibrium surface tension. The dy-
namics of adsorption of saturated short-chain diacylphosphati-
dylcholines (DiC,-PC, 4<n<8) at the air/water interface has
been reported."” On the other hand, the study of long-chain
PLs with n>10, which are more relevant to biomedical appli-
cations, is complicated by the fact that these PLs form vesicles
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creasing y., depends on the ability of PLs to form micelles or
vesicles in water. For vesicles, it also depends on the gel or
fluid state of the membranes. Second, the adsorption rates of
all the PLs at the interface (as assessed by the time required
for the initial interfacial tension to be reduced by 30%) are sig-
nificantly accelerated (by up to fivefold) by the presence of
PFH for the lower PL concentrations. Both the surface-tension
reducing effect and the adsorption rate increasing effect estab-
lish that PFH has a strong interaction with the PL monolayer
and acts as a cosurfactant at the interface, despite the absence
of any amphiphilic character. Fitting the adsorption profiles of
DiCg-PC at the PFH-saturated air/aqueous solution interface
with the modified Frumkin model indicated that the PFH mole-
cule lay horizontally at the interface.

in aqueous media at very low concentrations. Thus, adsorption
at the air/water interface of the essentially insoluble long-chain
PLs involves first a diffusion step of the vesicles to the inter-
face, followed by a reorganization of the PLs of the vesicles to
form the interfacial film."®?” The nature of this film, whether a
true monolayer®?? or an inhomogeneous superficial meso-
phase (including bilayers or more complex structures playing
the role of “surface-associated reservoirs”),"®22 s still being
debated.

Previous measurements on monolayers of a series of DiC,-
PC (6 <n<16) at the water/air interface by using the Wilhelmy
plate method suggest that the equilibration time is longer
than 1 day for PLs with n>12, which makes measurements at
equilibrium difficult.”® The discrepancies found among litera-
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A Nonpolar, Nonamphiphilic Molecule

ture values for “equilibrium surface tensions”, particularly for
lipid monolayers formed at a temperature below their gel-to-
liquid-crystalline phase-transition temperature (T,,), are thought
to arise from the fact that true equilibrium was not attained
because of the slowness of the adsorption process.”>*! Static
measurements of the interfacial tensions of various PLs at a
liquid FC/water interface also indicate very slow adsorption for
longer PLs.”® The dynamics of PL monolayer formation and
equilibrium tensions at the water/air interface were also stud-
ied by using a micropipette technique.?” Due to the small size
of the interface, adsorption was then strongly accelerated
(=2 min) and the equilibrium tension of all three PLs tested
was about 25 mNm™', that is, essentially the same as the inter-
facial tension between water and a hydrocarbon.

We report herein an investigation of the kinetics of adsorp-
tion of dioctanoylphosphatidylcholine (DiCg-PC), dilaurylphos-
phatidylcholine (DLPC), dimyristoylphosphatidylcholine (DMPC)
and dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) at the interface be-
tween a solution or dispersion of these PLs and air, saturated
or not with perfluorohexane (C¢F,,, PFH). PFH was selected be-
cause it was one of the FCs used to stabilize microbubble con-
trast agents and as a component of synthetic lung surfactant
compositions. Bubble profile analysis tensiometry was chosen
because it allows measurements over a long timescale and
relies on a simple theoretical treatment.”® The advantages of
this technique over the commonly used captive bubble tech-
nique® are that an almost complete bubble is investigated
rather than only half a bubble and it eliminates all contact
with a surface, in contrast to the captive bubble, which rests
on a surface.

The FC was found to significantly accelerate the rate of ad-
sorption of the PLs at the air/water interface and lower the in-
terfacial tension. It is noteworthy that the FC investigated
herein, PFH, is linear, devoid of amphiphilic character, and
highly hydrophobic. More generally this study demonstrates
that a nonpolar molecule can have cosurfactant activity for PLs
at the air/water interface.

2. Results and Discussion

2.1 Adsorption of DiC8-PC in the Presence or Absence of
Perfluorohexane

DiC4-PC is one of the best documented short-chain PLs. Its crit-
ical micelle concentration (cmc) is about 2x 10~* mol L=".126:2% ¢
forms linear, rod-shaped micelles in water.®” A phase separa-
tion between two micellar phases has been evidenced in solu-
tions.””*" A study of the dynamic surface tension of aqueous
solutions of a series of DiC,-PC (n=5, 6, 7, 8) and of the struc-
ture of their micelles concluded that there was no effect of the
length of the hydrophobic chain of the PL (and hence, of its
cmc) on the air/water interfacial tension decay."”’ No significant
effect of the presence, shape, and kinetic stability of the mi-
celles was seen.

In pure water, the time needed for long-chain PLs (DMPC
and DPPC) to equilibrate (several days) is prohibitive. PLs
adsorb much more rapidly at an air/N-2-hydroxyethylpipera-
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zine-N'-2-ethanesulfonic acid (HEPES) buffer interface than at
the air/pure water interface.®” For example, Yeq i$ attained in
about 60 min versus about 200 min for DLPC at 10™* molL™" at
25°C (Figure S1 in the Supporting Information). It should be
noted that the equilibrium surface tension of the PL is essen-
tially the same in the presence [(2541) mNm™'] and absence
[(24+1) mNm™'"] of the buffer. The HEPES buffer system is ex-
tensively used for physicochemical and biological investiga-
tions;® therefore, all of the experiments were run in this
buffer.

Figure 1 shows the adsorption kinetics of DiC4-PC dissolved
in the HEPES buffer at the interfaces with air, and with air satu-
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Figure 1. Adsorption kinetics at 25 °C of DiCg-PC at the PFH-saturated air/
HEPES buffer interface (—) compared with those at the air/HEPES buffer
interface (-----). PL concentrations were a) 5x 1077, b) 1x107¢, and

©) 1x10~* molL™'; further adsorption kinetics curves can be found in Fig-
ure S2 in the Supporting Information.

rated with PFH, for three selected concentrations of DiCg-PC.
The whole set of nine concentrations investigated, which
range from 7x1077 to 5x10™*molL"", are provided in the
Supporting Information (Figure S2). For all concentrations, ex-
posure to PFH significantly decreases the equilibrium interfa-
cial tension, ., of the PL and strongly accelerates its adsorp-
tion (Table 1).

The initial tension value (y,) at the air/buffer interface is
about 70 MNm™' for all the DiCg-PC concentrations for which
it can be measured (it is not measurable for the highest ones
for which the adsorption of the PL is too rapid). In contrast, v,
is only about 65 mMNm™' at the PFH-saturated air/buffer inter-
face. This difference originates from the fact that PFH alone, in
the absence of PL, decreases the tension at the air/buffer inter-
face by a small but significant amount of (44+1) mNm™". The
only pertinent parameter that rules the behavior of PFH is its
saturated vapor pressure (2.9x10%Pa at 25°C). Although the
partial pressure of PFH in the bubble modifies the density of
the bubble’s gas phase, it has no significant effect on its buoy-
ancy. Moreover, taking into account that the dielectric constant
of all gases is close to one, the influence of PFH on the polariz-
ability of the gas phase of the bubble is negligible. As a conse-
quence, although the isolated PFH molecule has no amphiphil-
ic character, it nevertheless displays some surface activity.
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Table 1. Interfacial tension of DiCg-PC at the interface between air and
HEPES buffer, y.4(air), or between PFH-saturated air and HEPES buffer, y.,-
(PFH), at various concentrations, at 25°C. The final three entries concern
concentrations above the cmc.

Concentration Veq(@ir) =0.5 Yeq(PFH) 0.5 Ayeq
[molL™"] [mMNm™"] [mMNm™"] [MNm™
5.0x1077 57.6 49.8 7.8
1.0x10°° 55.5 48.1 74
25%107° 51.2 449 6.3
5.0x107° 46.9 41.1 58
1.0x107° 431 38.5 4.6
25%x10°° 37.1 324 4.7
50x107° 31.9 28.7 3.2
1.0x10°* 27.9 24.9 3.0
25%x107* 23.9 214 25
50%x107* 24.1 214 2.7
1.0x1072 23.9 21.5 24

The efficacy of PFH in terms of decreasing the y., value of
DiCq-PC at the interface was quantified by using the difference,
Ay eq=7Yeqlai)—yeq(PFH), between the equilibrium interfacial
tensions measured at the air/DiCg-PC solution interface [y,
(air)] and at the PFH-saturated air/DiC4-PC solution interface
[yeq(PFH)]. This difference was observed to decrease linearly
with the logarithm of PL concentration and remained constant
(Aye~2.5mNm™") after the cmc (25%x10*molL™") was
reached (Figure 2). This indicates that, when the PL concentra-
tion increases, it eventually overwhelms the tension lowering
effect of PFH.
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Figure 2. Variation of the difference, Ay, between the equilibrium interfa-
cial tension values measured in the absence and presence of PFH at the in-
terface between air and DiCg-PC solution (below the cmc) or dispersion
(above the cmc) interface.

The rates of adsorption of DiC4-PC at the interface were
quantified by measuring the time, tsy, after which the initial
value y, of the interfacial tension of the PL dispersion de-
creased by 30%. Figure 3 shows that this time value decreases
very significantly for low PL concentrations when PFH is pres-
ent. The effect levels off at PL concentrations larger than
107° molL™".
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Figure 3. Time required for the interfacial tension, y, to be reduced by 30%,

ts00 at 25°C as a function of DiCg-PC concentration at the PFH-saturated air/
buffer interface (@) compared with at the air/buffer interface (o).

The presence of PFH in the gas phase does not affect the
cmc significantly [(1.740.2)x10™* vs. (1.6+£0.2)x10* mol L™
for pure air], as shown in Figure 4. The theoretical variation of
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Figure 4. Variation of the interfacial tension, y, of DiCg-PC as a function of
concentration a) at the air/HEPES interface (0) and b) at the PFH-saturated
air/HEPES interface (@). The solid lines (—) represent the theoretical varia-
tions calculated by using the Frumkin equations.

the surface tension as a function of PL concentration has been
calculated by using the Frumkin equations.®***! The Frumkin
model is better adapted than the Gibbs model for the descrip-
tion of the adsorption of DiC4-PC because it takes into account
interactions between molecules. As shown in Figure 4, an ex-
cellent fit is found between the theoretical curves and the ex-
perimental data.

This fit, in a first step, allowed the following parameters for
DiCg-PC alone to be calculated: the area occupied by one DiCg-
PC molecule at the air/buffer interface, w, (0.6 nm?), the ad-
sorption equilibrium constant, b, (3.85x10* Lmmol™), and the
dimensionless interaction constant, a, (—4). The negative value
of a, reflects repulsive interactions among DiCg-PC molecules
when alone at the interface.
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In a second step, we considered DiCg-PC and PFH as two
separate molecules that decreased the interfacial tension syn-
ergistically. Therefore, we used the modified Frumkin theoreti-
cal framework, which took a second surfactant into consider-
ation. This model allowed the determination of the area occu-
pied by the second component at the interface, its adsorption
constant, as well as the mutual interaction between the two
surfactants, a,,. The model took into account the partial pres-
sure of PFH, since the probability of having nPFH molecules at
the interface was equal to the probability that one PFH mole-
cule was adsorbed multiplied by the saturated vapor concen-
tration of PFH. The experimental adsorption profiles of DiCg-PC
at the PFH-saturated air/buffer interface could be fitted satis-
factorily with the modified Frumkin model, which allowed the
parameters for PFH to be extracted. These parameters are the
molecular area occupied by one PFH molecule, », (1 nm?), the
equilibrium adsorption constant, b, (0.07x10* Lmmol™"), and
the interaction constant between PL and PFH, a,,
(4.6). The positive value of a;, means that the surface
area occupied by DiCg-PC and PFH, when present at
the interface, is smaller than the sum of the surfaces
occupied by the two molecules taken separately.
This explains why the equilibrium interfacial tensions,
Yeq are significantly lower when PFH is present in
the gas phase. Furthermore, it is seen that the PFH
equilibrium adsorption constant, b,, is much smaller
than that of the PL, meaning that the energy of ad-
sorption for PFH is smaller than that for DiCs-PC.
Consequently, the increase in adsorption of DiCg-PC
with concentration results in a concomitant desorp-
tion/expulsion of PFH from the interface. Finally, the
area occupied by one molecule of PFH is large rela-
tive to that of DiCg-PC (/1 vs. 0.6 nm?, respectively).
The coverage rate is low, about
20%, which reflects the hydro-
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DPPC at the
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tions higher than that of the estimated cmc and verified that
the dispersions contained similarly sized vesicles. We also veri-
fied that there was no significant difference in size stability be-
tween vesicles in the gel and in the fluid state. DPPC was se-
lected for an extended study because it allowed investigation
over a temperature range that spanned the standard physical
states encountered for PL membranes, namely, gel (including
the ripple phase) and fluid phases.

2.2.1. Adsorption Kinetics of DPPC

The tensiometry measurements were first performed at 25 and
37°C, that is, with DPPC in the gel Ly’ phase (below T,=34°C)
and in the Py’ ripple phase (below T,,=41.5°C).*¥ Figure 5 and
Table 2 show that, at 25°C, PFH again strongly affects the ad-
sorption profiles of the PL. Both an acceleration of the adsorp-
tion process and a decrease of y., [Ay,=(6.0+£0.5) mNm™']

[ LW s | B N ] ‘i

Tir:irrn

an

Figure 5. Typical adsorption kinetics at a) 25 °C (gel phase) and b) 37 °C (ripple phase) of

air/buffer interface in the presence (—) and absence (

) of PFH. PL con-

centrations were: 1) 1x107% 2) 1x1073, and 3) 1x 10 2 molL"'; kinetics data at 47°C are

Figure S3 in the Supporting Information.

phobicity of PFH. The area,
roughly equal to the longitudi-
nal cross section of the PFH

molecule, strongly suggests that | Concentration

Table 2. Interfacial tensions of DPPC at the interfaces between air and HEPES buffer, y.4(air), and PFH-saturated
air and HEPES buffer, y,(PFH), for various concentrations.

Gel phase (25°C)

Ripple phase (37°C) Fluid phase (47°C)

the PFH molecules lie horizon-

[molL™"] Veq(@ir) Yeq(PFH) Ayeq Yeq(@in) Yeq(PFH) Ayeq Veqlair) Veq(PFH) Ayeq

tally on the interface. The ab- 1x107* 56.7 50.9 58 515 46.5 5.0 240 20.5 35
—4

sence of any polar character, 5><1073 56.0 50.4 56 514 475 39 244 211 33

. 110 55.9 49.1 6.8 516 473 43 236 21.0 26

such as a dipole moment, pre- 1%1072 55.9 50.1 58 514 47.0 44 235 20.7 28

vents any privileged orientation
for PFH at the air/water inter-
face. However, the surface ten-
sion is dependant on the surface area occupied by one mole-
cule; therefore, the horizontal position is more effective than
the vertical one in terms of decreasing the surface tension, and
appears to be favored.

2.2. Adsorption of DLPC, DMPC, and DPPC in the Presence
or Absence of Perfluorohexane

Contrary to DiCg-PC, DLPC, DMPC, and DPPC form bilayers and
vesicles at very low concentrations. To obtain valid dynamic in-
terfacial measurements, we ran the experiments at concentra-

ChemPhysChem 2011, 12, 2646 - 2652 © 2011 Wiley-VCH Verlag GmbH
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are observed. The data collected for other DPPC concentra-
tions are given in Figure S5 in the Supporting Information. At
37°C, in the presence of PFH, the adsorption was faster than
that at 25°C and the Ay, was reduced [(4.3+£0.5) mNm'].
The adsorption kinetics of DPPC were also measured at 47°C,
that is, when DPPC was in the fluid lamellar phase (Table 2 and
Figure S3 in the Supporting Information). Here again the pres-
ence of the PFH resulted in an acceleration of the adsorption
process and a decrease of y., (Figure5). The Ay, values
[(2.7+0.5) mNm™'] were lower than those measured at 37 and
25°C.
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Figure 6. Time required for the interfacial tension, y., to be reduced by
30%, tso, at 25°C as a function of DPPC concentration at the air/buffer in-
terface in the presence (@) and absence (o) of PFH. Error bars are not repre-
sented when smaller than the symbol.

As found for DiC8-PC, PFH strongly accelerated the adsorp-
tion of DPPC at the interface (Figure 6). The acceleration of the
kinetics persists at much higher PL concentrations than with
DiC8-PC. The effect levels off at about 1x 1072 molL™', as com-
pared with about 1x 107> molL™" with DiC8-PC.

2.2.2. Adsorption Kinetics of DLPC and DMPC

The largest effect of PFH, in terms of tension lowering, was ob-
tained with DMPC at 20°C in the Py’ ripple phase (T,,=23.5°C;
T,=11°C) with a Ay, value of (10.0+0.5) mNm™', which was
constant with concentration (Figure S4 in the Supporting Infor-
mation). At this temperature, PFH also dramatically accelerated
DMPC adsorption (up to fivefold quicker than in absence of
PFH) up to 1x 10 2molL™" (Figure S5 in the Supporting Infor-
mation). At 30°C (in the fluid phase) the Ay,, values for DMPC
were lower than those obtained in the gel phase, but still sig-
nificant [(2.540.5) mNm™'; Figure S6 in the Supporting Infor-
mation]. DLPC, which was investigated in the fluid state only
(Thw=-1.0°C), led to comparable Ay, values [(3.5+
0.5) mNm™] to those for DMPC in the fluid phase (Figures S7
and S8 in the Supporting Information).

These results show that the capacity for PFH to lower the
equilibrium interfacial tension of PLs and accelerate their ad-
sorption is a general phenomenon. The extent of this phenom-
enon strongly depends on the chain length of the PLs, and
hence, on temperature.

3. Discussion and Conclusions

The use of dynamic bubble profile analysis tensiometry in an
appropriate buffer system allowed effective monitoring of the
adsorption of long-chain PLs at an air/water interface and de-
termination of the equilibrium interfacial tension. This tech-
nique allowed the effects of a nonpolar, nonamphiphilic,
highly hydrophobic molecule, perfluorohexane, on PL adsorp-
tion and interfacial tension to be assessed. The series of DiCq-
PC, DLPC, DMPC, and DPPC allowed the collection of data on
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the effects of the FC on PLs in both gel and fluid phases.
These effects are relevant to the engineering of emulsions and
bubbles with FC components and to lung surfactant replace-
ment compositions.>'% 16!

3.1. Interfacial Tension Lowering Effect

DiC4-PC, which is a relatively short-chain PL, could easily be in-
vestigated in water both above and below its cmc. Below the
cmc, the equilibrium interfacial tension between the PL disper-
sion and the gas phase depends strongly on PL concentration,
whereas for concentrations higher than the cmc y., remains
constant. When the gas phase is saturated with PFH, a de-
crease in Yo, (up to 7.8 mN m~") is found both below and
above the cmc. Below the cmc, the extent of the tension low-
ering effect, Ay, decreases linearly with the logarithm of PL
concentration. For concentrations approaching or higher than
the cmc, the effect is smaller (~2.5 mNm™"), but still signifi-
cant.

In the case of PLs with longer fatty chains, one has to con-
sider whether the bilayer is in the fluid or in the gel state. The
fluid-state situation was investigated with DLPC, DMPC, and
DPPC. These three PLs form vesicles for all of the concentra-
tions investigated and y., remained constant, independent of
the concentration. The tension lowering effect caused by PFH
is small (=3 mNm™") and comparable to that obtained with
DiC4-PC above the cmc. The case of PLs in the gel phase is il-
lustrated by both DMPC and DPPC. Here, the aqueous PL dis-
persions are essentially made of vesicles. The Ay,, values are
substantially higher than those for the fluid state. It is in the
gel state that the FC gas has the strongest tension lowering
effect, which then reaches an average of (10.040.5) mNm™'
for DMPC and (6.040.5) mNm™' for DPPC.

3.2. Phospholipid Adsorption Accelerating Effect

For all of the PLs investigated, in both their gel and fluid
states, the FC gas causes a marked acceleration of the rate of
adsorption of the PLs at the gas/water interface. This effect is
highest at lower concentrations. At high concentrations, the
adsorption of the PL becomes too rapid for experimental de-
termination by bubble tensiometry. For both DMPC and DPPC,
the t;q, values are lower, and hence, the rate of adsorption is
faster, when the PLs are in the fluid rather than in the gel
phase. This might reflect the fact that the PL molecules in-
volved in vesicles in the gel state are less available for joining
the interface than when the vesicles are in the fluid state.

In summary, we found that the nonpolar, highly hydropho-
bic FC gas PFH, when present in the air in contact with a solu-
tion or dispersion of a PL, induced a substantial acceleration of
the rate of adsorption of this PL at the interface, as well as a
significant decrease of the equilibrium interfacial tension be-
tween the gas phase and the PL dispersion. These effects were
observed for all of the PLs investigated, including those that
formed micelles or vesicles in water, and whether, in the case
of vesicles, the PL bilayer was in a fluid or a gel state. The
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effect was strongest at low concentrations and leveled off at
high concentrations.

The observed effects indicated that the PFH molecule, de-
spite the absence of polar head groups and amphiphilic char-
acter, exerted cosurfactant activity when in contact with PLs.
Semi-fluorinated alkanes C.F,,,C,H,, ., (FnHm diblocks) have
previously been shown to have a definite cosurfactant effect
on PLs in vesicles® ¥ and FC emulsions.”” However, the FnHm
diblocks, although they are nonpolar in the sense that they
have no hydrophilic function, nevertheless exhibit definite am-
phiphilic behavior due to the conflict between fluorocarbon
and hydrocarbon blocks and the existence of a substantial
dipole (~2-3 D) at the junction between the two blocks.®”

The adsorption of PLs at an air/water interface involves sev-
eral steps. Briefly, the PL vesicles must first reach the interface.
Then, either individual molecules or vesicles acting as reser-
voirs have to anchor at the interface. For individual molecules,
this step usually requires several attempts and is characterized
by a probability of anchorage for each contact with the water
surface. Finally, the PL molecule has to undergo reorientation
so that its fatty chains point towards the air. The anchoring
step requires that the PL finds a defect in the ordered water
surface structure. It can be hypothesized that the presence of
PFH molecules lying on the interface would promote forma-
tion of such defects and thus increase the probability of an-
choring an incoming PL molecule. Because of weak van der
Waals intermolecular interactions, the PFH molecule would
subsequently be easily expelled from the interface by the in-
coming PL.

It should be noted that the surface tension lowering effect,
Ayeq is the most significant for DPPC, which is the main com-
ponent of the native lung surfactant that allows animal breath-
ing.*% The data collected herein are also relevant to the under-
standing of the factors that govern PL-coated gas-bubble char-
acteristics and stability. The maximum Ay,, lowering effect is
found for DMPC; one of the PLs selected for the engineering
of microbubbles used as contrast agents for ultrasound imag-

ing.

Experimental Section

Materials: PFH (purity >99%) was purchased from Sigma. The PLs
(99% purity) were purchased from Sigma and used without further
purification. A 20 mm solution of HEPES (from Sigma) in 150 mm
NaCl was prepared and the pH was adjusted to 7.4 with 0.1N
NaOH. The equilibrium surface tension of the buffer was (69.7 +
0.2) mNm™" at 25°C. Water was obtained from a MilliQ (Millipore)
system [surface tension: (71.740.2) mNm~' at 20°C; resistivity
18.2 MQ cm]. The surface tension of the HEPES buffer was (70.0 +
0.2) mNm™" at 25°C.

Preparation of PL Dispersions: DiCg-PC has a cmc value of about 2 x
10~* molL~".2%? A dispersion of DiCg-PC (107> molL™", 50 mL) was
prepared and diluted as needed. No experimental cmc values were
available for DLPC, DMPC, and DPPC. They can, however, be ap-
proximated by knowing that the logarithm of the cmc decreases
by about one unit per carbon atom added to the alkyl chains of
the PLs.”® The cmcs of DLPC, DMPC, and DPPC were thus estimat-
ed to be about 1x1077, 1x107", and 1x 10" molL ™", respectively.
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Dispersions of DLPC, DMPC, and DPPC (10~2molL™', 50 mL) re-
quired sonication (15 to 60 min, depending on PL) until they
became transparent and contained vesicles with a mean diameter
of about 80 nm. They were then diluted as needed.

Quasi-Elastic Light Scattering (QELS): A Malvern Zetasizer Nano ZS
instrument was used at 25 °C for dynamic light scattering measure-
ments at a scattering angle of 90°. The z-averaged hydrodynamic
mean diameters of the DLPC, DMPC, and DPPC vesicles used for
the tensiometry experiments were determined by using the Mal-
vern software.

Bubble Profile Analysis Tensiometry: The shape of a gas bubble in a
liquid depends on buoyancy and on surface tension. Axisymmetric
bubble-shape analysis was applied to a rising bubble of the gas
phase formed in the PL dispersion. Care was taken to only use
vesicle dispersions with close mean diameters (~80 nm) and
narrow size distributions to avoid the presence of large vesicles or
bilayer fragments susceptible to adsorb on the bubble wall and to
perturb the extraction of the bubble contour, and/or modify the
adsorption of the PL on the bubble. The time dependence of the
interfacial tension was measured during adsorption of the PLs at
the gas/liquid interface by using a Tracker tensiometer (Teclis, Lon-
gessaigne, France).*" The duration of the experiments ranged from
20 to 30 min for concentrated dispersions and up to 15 h for dilut-
ed dispersions. A lid fitted onto the measuring glass cell (10 mL)
prevented evaporation of water during the long equilibration
times, especially at higher temperatures. The bubble (5 pulL) was
formed at a Teflon capillary with a tip diameter of T mm. It was
carefully determined that the systems were at equilibrium at the
end of the experiments.

Saturation of the Rising Bubble with the FC Gas: A 1 mL syringe was
purged three times with PFH-saturated air surrounding liquid PFH
(PFH-saturated vapor pressure and concentration at 25°C are 2.9x
10*Pa and 11.66 molm~3, respectively; water solubility at 25°C:
2.7x10"* molm~3*?), The syringe was mounted on the injection
cell of the tensiometer and the rising bubble formed.

Determination of the PL Adsorption Rates: The adsorption rates of
the PLs at the air/water interface were determined by assessing
the time points at which the initial interfacial tension value had
been reduced by 30%.

Modified Frumkin Adsorption Model: This model assumes that inter-
actions exist between the two molecules that form the film at the
interface. Neglecting the contribution of nonideality of entropy,
the Frumkin equations are given by Equations (1)—(3):243*

—RT
WZT[an -0, *02)+a19f+029§+20120192} m

bi¢, = exp(—2a,0, — 2a,,0,)x

1
1-6, -6, (2)
exp[(1 - ”1)(019$ + azeé + 24,0, 92)}

b,c, = exp(—2a, — 2a,,0,)x

0
(1—-6,6,)" (3)
exp[(1 = n,) (4,67 + a,6; + 2a,,6,6,)]

in which w=y,—y is the surface pressure; y, and y are the surface
tensions of pure water and of the solution, or dispersion, investi-
gated, respectively; 6, and 0, are the surface coverages of mole-
cules 1 and 2, respectively (6,=w,[; and 6,=w,l>, in which w,
and w, are the molar areas, and I, and I, are the adsorption pa-
rameters); a, b, are ¢; (i=1, 2) are the interaction constant be-
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tween molecules 1 and 1 or 2 and 2, the adsorption equilibrium
constant of molecule 1 or 2, and the concentration of molecule 1
or 2 in the bulk volume, respectively. a,, is the interaction constant
between molecules 1 and 2. n,=w,/w and n,=w,/w; w is the
mean molar area defined by w =(w,I'; + w,I5)/(I',+15). R is the gas
constant and T is the temperature.
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Supporting Information

Table S1. Interfacial tensions of DMPC at the interfaces between air and HEPES buffer, yq4(air) and
PFH-saturated air and HEPES buffer y.(PFH) for various concentrations.

DMPC Ripple phase (20°C) Fluid phase (30°C)
concentration
] Yeq(air) %q(PfH) A%eq Yeq(@ir) ?’eq(PfH) AYeq
(mol L) (mMNm +0.5) (mMNm~ £0.5)
510 435 34.7 8.8 - - -
107 443 32.6 11.7 22.9 20.6 2.3
5103 43.6 34.2 94 23.3 20.9 2.4
107 43.5 33.3 10.2 23.2 20.4 2.8

Table S2. Interfacial tensions of DLPC at the interfaces between air and HEPES buffer, yq4(air), and
between PFH-saturated air and HEPES buffer, y(PFH), for various concentrations.

DLPC concentration Fluid phase (25°C)
Yeq(@ir) Yeq(PFH) AYeq
(mol L) (mN m™£0.5)

510° 26.8 23.8 3.0
10 26.1 22.9 3.2
2.510* 26.8 23.2 3.6
510™* 26.1 23.6 2.5
107 26.2 22.1 4.1
107 26.3 22.3 4.0
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Figure S1. Variation of the interfacial tension of DLPC (1 10™ mol L) at the air/fHEPES buffer interface
at 25°C (a), as compared to the air/pure water interface (b).
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Figure S2. Interfacial tension ? at 25°C of DiCs-PC at a) the air/HEPES buffer interface, and b) at the
PFH-saturated air/HEPES buffer interface, as a function of time. Concentrations of the PL solution (mol
L") were: 1: 5107;2: 10% 3: 2.5 10° 4: 510%; 5: 10°;,6: 2.5 10° 7: 5107%; 8: 10%,9: 2.5 10*
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Figure S3. Adsorption kinetics at 47°C of DPPC at the PFH-saturated air/buffer interface (solid line), as
compared to the air/buffer interface (dashed line). PL concentrations (mol L™") were: 1: 10°; 2: 5 107,
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Figure S4. Typical adsorption kinetics of DMPC at 20°C in the ripple phase at the PFH-saturated
air/buffer interface (solid line), as compared with that at the air/buffer interface (dashed line). PL
concentrations (mol L™") were: 1: 510; 2: 10, 3: 5 107
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Figure S5. Time t309 required for the interfacial tension to be reduced by 30% at 20°C, as a function of
DMPC concentration at the PFH-saturated air/buffer interface (filled circles), as compared to that at the
air/buffer interface (empty circles).
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Figure S6. Kinetics of adsorption of DMPC at 30°C in the fluid phase at the PFH-saturated air/buffer

Lnterface (;solid line), and at the air/buffer interface (dashed line). PL concentrations (mol L ™) were: 1: 10°
:2:5107.
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Figure S7. Typical adsorption curves of DLPC at the PFH-saturated air/buffer interface (solid line), as
compar?d withzthe air/buffer interface (dashed line) at 25°C. PL concentrations (mol L") were: 1: 5 10°°;
2:5107; 3:10™.
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Figure S8. Time t3¢, required for the interfacial tension to be reduced by 30% at 25°C, as a function of

DLPC concentration (log scale) at the PFH-saturated air/buffer interface (filled circles), as compared to
at the air/buffer interface (empty circles).
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I11.2.2. Effet d’autres fluorocarbures

En complément de I’étude précédente, nous avons étudié¢ 1’adsorption du DPPC en
présence d’autres FCs comme le bromure de perfluorooctyle (PFOB) et le perfluorooctyl-
¢thane (PFOE). Le PFOB a été choisi parce qu’il a déja été analysé et utilisé dans le domaine

biomédical ">, Le PFOE a des caractéristiques trés similaires au PFOB > 7!,

Les cinétiques d’adsorption de la DPPC en présence du PFOB ou PFOE sont reportées
dans la figure 16. Ces résultats confirment encore une fois I’effet des fluorocarbures gazeux
sur I’adsorption de phospholipide a I’interface air/eau. Les F'Cs diminuent significativement la
tension interfaciale d’équilibre du DPPC et accélerent aussi sa vitesse d’adsorption (figure
17). Le PFOB possede un effet similaire a celui du PFH ; alors que I’effet du PFOE est
beaucoup plus important. Ce composé réduit la tension interfaciale d’équilibre a environ
13mNm™.

72 25°C 37°C

56

—Air

Tension interfaciale (mN m™)

48 — ﬁr +PFOB —r
—Ar+PROE ~ Air+PFOB
40 ~ Air+PFOE
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Figure 16. Cinétiques d’adsorption de la DPPC a l'interface air/HEPES (noir) comparée a l’interface
air saturé en PFOB/HEPES (rose) ou l'interface air saturé en PFOE/HEPES (vert), a 25°C ou 37°C
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Figure 17. Temps nécessaire pour que la tension interfaciale initiale diminue de 30% a [’interface
air/HEPES (noir) en comparaison avec [’interface d’air saturé par PFOB/HEPES (rose) ou
PFOE/Hepes (vert), a 25°C
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I11.3. Adsorption des phospholipides sous oscillations périodiques

Nous avons observé que des oscillations sinusoidales appliquées de facon prolongée a
un film de dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) adsorbé a la surface d’une bulle
millimétrique (a partir d’une dispersion de vésicules) induit une transition du film (inflexion
sur le profil d’adsorption du phospholipide) du type liquide expansé (LE)/liquide condensé
(LC). Cette transition induit une adsorption accélérée du phospholipide et un abaissement
permanent de la tension interfaciale. Le phénoméne dépend fortement de la fréquence et de

I’amplitude de 1’oscillation.

Ces observations ont été rationalisées sur la base d’un mécanisme dans lequel
I’abaissement permanent de la tension serait basé sur un couplage entre 1’adsorption des
molécules de DPPC de la phase aqueuse et la relaxation du film interfacial de DPPC. Pour des
périodes T allant de 10 s a 50 s et des amplitudes A4 de 15 ou 20%, le recrutement des
molécules de DPPC a Dinterface est facilité par la transition LE/LC ; la formation des
domaines LC constituant la force motrice de I’adsorption des molécules a I’interface, ou la
concentration en phospholipide est localement diminuée dans la phase LE durant la phase

d’expansion.

Ce phénoméne constitue, & notre connaissance, la premicre mise en évidence d’une
transition LE/LC dans un film adsorbé conduisant a un abaissement permanent de la tension
et une augmentation de 1’élasticité¢ du film interfacial. La configuration expérimentale utilisée
permet d’étudier le film a 1’équilibre avec les vésicules dispersées dans la phase aqueuse
continue. Le mécanisme proposé, implique un couplage entre I’adsorption de molécules de la
phase continue et I’augmentation de I’ordre dans le film interfacial. Ces observations peuvent

améliorer notre compréhension du role des surfactants pulmonaires natif et de remplacement.

D’un point de vue méthodologique, ces résultats ouvrent de nouvelles possibilités pour
I’étude de la dynamique et des phénomenes de transport dans les films de phospholipides dans

lesquels 1’équilibre est difficilement atteint en 1’absence d’oscillations.

Ce travail a fait 1’objet d’une publication, intitulée « Behavior of an adsorbed
phospholipid monolayer submitted to prolonged periodical surface density variations™ parue

dans Angewandte Chemie en 2013.
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Behavior of an Adsorbed Phospholipid Monolayer Submitted to
Prolonged Periodical Surface Density Variations**
Phuc Nghia Nguyen, Gilles Waton, Thierry Vandamme, and Marie Pierre Krafft*

The adsorption of phospholipids at interfaces determines
many biological phenomena, from cell life to lung-surfactant
dynamics. The lung surfactant reduces the surface tension in
the alveoli and ensures normal breathing. Although the
dynamic adsorption and interfacial rheology of dipalmitoyl-
phosphatidylcholine (DPPC), the main component of the
native lung surfactant, has been extensively investigated to
understand the mechanism of respiration,™ this quest has
met some serious difficulties.

Many studies have focused on DPPC monolayers spread
as insoluble films on water.”'? One serious limitation of
these studies is that the DPPC monolayer was not in contact
with DPPC vesicles and/or aggregates in the aqueous phase.
These studies thus overlook the role that the vesicles present
in the mucus that lines the alveoli do play in the relaxation
processes. It was shown indeed that phospholipid aggregates
released from the alveolar type II cells diffuse to, come in
contact with, and spread on the interface, thereby resulting in
surface-associated phospholipid reservoirs.™!

The attempts made so far to investigate DPPC films
adsorbed at the air/water interface while in coexistence with
dispersions of vesicles, by using the Langmuir balance,™
Wilhelmy plate,"™ or static captive bubble methods,"*!"]
met another severe shortcoming: the equilibrium interfacial
tension 7., could not be attained owing to exceedingly slow
phospholipid adsorption. Further studies, using a pulsating
bubble surfactometer, submitted DPPC bubbles to large
surface variations (typically 50 %), and hence to very strong
constraint,'*1% preventing linear responses. The lowest
interfacial tension values were only collected when the
surface of the bubble was minimum, and hence when
constraint was the largest. These tensions increased again
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during the expansion of the oscillation, thus showing that the
system was out of equilibrium. Moreover, no studies inves-
tigated the system once the constraint was removed.

We have now removed these roadblocks by studying
a DPPC monolayer adsorbed at the interface with an aqueous
dispersion of DPPC vesicles when submitted to prolonged
periodical perturbations of low amplitude. We found that
under these conditions the adsorption rate of the phospho-
lipid at the interface is strongly accelerated, and the
interfacial tension y is strongly lowered (by up to
20 mNm™'). We show that an equilibrium state is reached.
We also show that the tension remains at this low value after
the constraint applied on the bubble surface is removed. A
sudden increase in adsorption rate was observed for a y value
that corresponds to the value at which the liquid expanded
(LE)/liquid condensed (LC) phase transition occurs in
a Langmuir DPPC monolayer.

The adsorption dynamics of DPPC at the interface
between air and an aqueous dispersion of phospholipid
vesicles was studied by using bubble profile analysis tensiom-
etry. The DPPC concentration was set to 1x 107> molL™,
a value that allows convenient and precise measurement of
the adsorption kinetics, as shown in a previous static-bubble
study."” The bubble was submitted to a series of oscillations
with a period T varying from 3 to 100 s (0.01 to 0.2 Hz). This
range is close to that of human respiration, which is from
0.2 Hz on. To establish the general character of the reported
phenomena, we investigated a broad range of frequencies.
The amplitude AA of the surface area of the bubble was
varied from 5 to 20%, which is close to the respiration
conditions. The chosen constraint (44 =15%) allowed
a linear response and equilibrium to be reached. The bubble
was submitted to the oscillatory regime for long times (12—
22 h), in contrast with earlier reports in which the oscillations
were applied for seconds only.'"'¥! All experiments were
conducted at 37°C and repeated three to five times.

When DPPC is adsorbed from vesicles at the surface of
a resting bubble, the interfacial tension y starts decreasing
monotonously from approximately 70 mNm~' (Figure 1).
Adsorption is very slow,'”” because DPPC is in the Py
ripple phase at 37°C (T,=41.5°C).”% After 22h, the
interfacial tension v is still approximately 50 mNm™' and far
from equilibrium.

We found that when a bubble is submitted to prolonged
controlled sinusoidal oscillations, four phenomena occur:
First, the adsorption of DPPC becomes considerably faster
than when the bubble is static. Second, the minimum reach-
able surface tension is greatly lowered. Third, a transition is
consistently seen in the tension-versus-time curve at approx-
imately 52 mNm™' (ca. 1 h in Figure 1). Fourth, the y value
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Figure 1. A) Kinetics of adsorption of DPPC (10 mol L™, provided in
the form of a dispersion of vesicles) at the surface of an air bubble at
37°C. The bubble was a) static; b) submitted to oscillations (T=10s,
AA=15%). The oscillations were applied for ca. 10 h and then
stopped, while y was subsequently monitored for another 12 h (c).
The arrow points to an increase in the adsorption rate. The gray area
represents the fluctuations in interfacial tension associated with the
oscillations. B) Magpnification of a part of (A.b) that shows the
oscillations. The line corresponds to mean values obtained by treating
the data with a low-pass digital filter.

remains at its minimum value after the oscillations have been
removed.?!!

Although DPPC is one of the most abundant natural
phospholipids and has been extensively investigated, there
appears to be no previous report of these phenomena.

Concerning the y-lowering effect, y is, for example,
lowered from 70 mNm™ to approximately 33 mNm™ after
3 h when the bubble is submitted to oscillations (T=10s and
AA =15%, Figure 1). This vy value is in good agreement with
that determined by Needham and co-workers at 37°C% in
a study where the interfacial tension was measured by using
a micropipette technique that allows equilibrium measure-
ments. This confirms that our experimental conditions allow
studying a DPPC film at equilibrium with the aqueous phase.

Concerning the transition (arrow on Figure 1A), it
depends directly on the oscillation period (Figure 2). For
T<3sand T>100s, the adsorption profiles feature monot-
onous decays during the observation period (22h). By
contrast, for 4s<T7<90s, a second regime sets in at
approximately 50 mN'm™, in which the phospholipid adsorp-
tion accelerates and the y value drops more rapidly. This
happening reflects a transition in the DPPC film between
a low-density phase and a higher-density phase. When the
period T increases, the coexistence plateau between the two
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Figure 2. Effect of the oscillation period (T) on the kinetics of
adsorption of DPPC (107 mol L™, as a dispersion of vesicles) at the
surface of an oscillating air bubble (37°C, AA=15%). The case of the
static bubble has been added for comparison. Inset: Representation in
log scale showing the kinetics over 20 h.

phases becomes shorter and the interfacial tension y
decreases faster until the period T reaches approximately
50 s, after which the adsorption rate slows down again.

These observations suggest that this transition, observed
here in an adsorbed (Gibbs-like) film, is an LE/LC first-order
phase transition similar to that observed for DPPC Langmuir
monolayers. The value of the LE/LC coexistence y
(52mNm™) is comparable to that found for a DPPC
Langmuir monolayer (y=45-55mNm~1, 40°C).1" Visual
observation of condensed domains on phospholipid micro-
bubbles has been reported;® but the variation of the
interfacial tension y was not measured.

The rates of adsorption of DPPC were quantified by
determining the characteristic times ¢, and ¢, of the two
regimes found in the adsorption profiles (see the Experimen-
tal Section). The time ¢, corresponds to the adsorption of the
DPPC molecules at the interface and the time ¢, to the
transfer of DPPC molecules from the LE phase to the LC
phase.

First, it is seen that the oscillatory regime has a strong
impact on #; (TableS1 in the Supporting Information).
Second, the oscillation period has little or no effect on ¢,
(Table S1). Moreover, we checked that the rate of stirring of
the test sample has no effect on the rate of adsorption of the
phospholipid. This means that convection has no significant
effect and that the overall phenomenon is not controlled by
diffusion through the bulk phase or time-limited by formation
of the LE phase. This led us to hypothesize that the
phenomenon is directed by mechanisms occurring during
the LE/LC transition.

To verify this hypothesis, the effect of the oscillatory
regime on t,, the final relaxation time of the system, was
investigated. We found indeed that ¢, is largely impacted by
both the period and amplitude of the deformation applied to
the bubble. The effect of the oscillation period on t,, at 37°C
and for 4A =15 %, is reported in Figure 3. It is found that #,
first decreases sharply with the period 7, attains a minimum
for 10 s < T< 30 s, and subsequently increases again.

Angew. Chem. Int. Ed. 2013, 52, 1-6
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Figure 3. Characteristic time t, of the second regime of the DPPC
adsorption at 37°C, as a function of the bubble’s oscillation period T

for AA=15%. * These t, values are higher than 24 h and could
therefore not be determined precisely.

This means that for periods comprised between 7 and 50 s
the characteristic time of the monolayer ¢, matches that of the
oscillation, thereby allowing an increase of DPPC adsorption.
In this situation, the oscillatory regime facilitates the recruit-
ment of DPPC molecules at the interface during the
expansion phase and their organization in LC domains
during the compression phase.

For smaller periods (7< 3 s), the characteristic time of the
DPPC film transition is longer than the oscillation period.
Consequently, the oscillatory regime has no effect on DPPC
adsorption during expansion or on the building up and growth
of LC domains during compression. The bubbles oscillating at
such low periods behave essentially like static bubbles, and t,
values remain high. The same result is seen for periods larger
than 50 s, for which the characteristic time of the transition is
small relative to that of the deformation. The DPPC mono-
layer can relax more freely and hence respreads easily,
leading again to high ¢, values.

The effect, for a given period (T=10s), of the amplitude
of the oscillation-driven bubble deformation on the y-low-
ering kinetics is shown in Figure 4 (the y variation versus time
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Figure 4. Characteristic time t, of the adsorption of DPPC in the
second regime as a function of the variation of the surface area of the
bubble, AA. The oscillation period Twas 10 s. Temperature was 37°C.
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is given in Figure S2; see also Table S2 in Supporting
Information). The 10s period is the lowest T value that
leads to accelerated DPPC adsorption (Figure 3).

Figure 4 shows that ¢, is high, that is, the adsorption rate is
slow, until the amplitude AA of the variation of the surface of
the bubble reaches approximately 10%, after which ¢,
decreases sharply and levels off when AA attains approx-
imately 15 %.

The Gibbs viscoelastic moduli E of the DPPC shell were
determined for both the static and oscillating bubbles. In the
former case, it was important to minimize the perturbation of
the phospholipid film during the measurement. Therefore, the
bubble was only submitted to a short series of five oscillations
with a deformation amplitude (AA =1 and 2%) well below
the amplitude that causes the drop seen on Figure 4, and for T
values ranging from 3 to 20 s. Under these conditions, after
12h (y=51mNm™), E was (284 1.5) mNm . By contrast,
the E value was much higher (70 mNm™") when the bubble
was submitted to the above oscillatory regime, that is, the
bubble is perturbed immediately after formation (7=10s,
AA =15%). The fact that, after the same time span (12 h), the
E value increased to such a large extent confirms the
reorganization of the DPPC film toward a more organized
state. The E value increases with time up to a point at which it
levels off (Figure S3 in the Supporting Information). This
point corresponds to the limit of compressibility of the LE
phase, which occurs when the LC domains are percolated and
somewhat before the LE/LC transition is completed.

To examine whether or not the y value that is obtained
under oscillations is an equilibrium value, the bubble was
monitored for 12 h after the oscillations had been stopped.
Figure 1 shows that the interfacial tension y stays at its
minimum value, thus indicating that equilibrium is attained.
Likewise, the E value remained constant at 70 mNm™.

The exchange of phospholipids between vesicles and an
adsorbed monolayer occurs predominantly between the outer
lipid layer of the vesicles and the monolayer.'*?* This
exchange proceeds through diffusion collisions that involve
individual molecules with regained mobility of their hydro-
phobic tails owing to transient abolishment of hydrophobic
interactions. The fact that the kinetics of equilibration of
vesicle-forming phospholipids at the air/water interface is
highly sensitive to the chain length of the phospholipid (a
decrease of ca. one order of magnitude per two CH, groups)
also supports that diffusion of individual molecules (rather
than fusion of large assemblies such as bilayer fragments) is at
work in the process.™!

When oscillations are applied, our observations are
consistent with a mechanism in which the unexpected
permanent lowering of the y value is due to a coupling
between the adsorption of DPPC molecules present in
vesicles at the interface and the relaxation of the interfacial
Gibbs-like DPPC film. During the expansion phase, the
relative surface occupied by the LE phase increases, thus
providing a driving force for recruitment of additional DPPC
molecules from the phospholipid reservoir (Figure 5a,b). The
concentration of DPPC molecules forming the LE phase is
increased, which in turn shifts the equilibrium of the phases
toward formation of the LC phase (Figure 5c). The compres-
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Figure 5. Schematic representation of the coupled film relaxation/
phospholipid adsorption mechanism leading to a permanent decrease
of the interfacial tension under the effect of oscillations: a) compres-
sion, b) expansion, c) recompression, d) equilibrium state after 24 h.
Vesicles not on scale. Red arrows indicate compression and expansion
episodes of the oscillatory regime represented by the blue line.

sion phase favors the formation of the LC phase. The LC
domains become larger and more numerous and eventually
cover large portions of the interface (Figure 5d), which leads
to the lowering of the interfacial tension.

In summary, we show that prolonged sinusoidal oscilla-
tions applied to a film of DPPC adsorbed on the surface of
a bubble and in contact with a dispersion of phospholipid
vesicles provoke accelerated phospholipid adsorption and
permanent lowering of the interfacial tension. This phenom-
enon, which depends closely on the oscillation frequency and
amplitude, is assigned to a coupling between the periodical
variation of the surface density of the phospholipid at the air/
water interface and its LE/LC transition. The phenomenon
only occurs when the characteristic time of the periodic
variation matches the characteristic time of the LE/LC
transition. A possible mechanism is consistent with the
oscillation-driven interplay of the phase equilibrium of the
phospholipids at the air/water interface with the enrichment
of the interface by phospholipid molecules coming from
vesicles present at the interface. Interestingly, the oscillation
period range is close to that of human respiration. The
observed new phenomena should therefore be relevant to
lung-surfactant film dynamics and respiration (not consider-
ing the key role of the specific lung surfactant proteins). It is
also relevant to the engineering and control of phospholipid-
coated bubbles for diagnostic and therapeutic purposes.”!
From a methodology standpoint, these findings open the
possibility of studying the dynamic and transport properties of
films of insoluble phospholipids, which has so far been
hindered by the fact that, in the absence of the oscillations,
equilibrium could not be reached within a practical time
frame.

Experimental Section

Materials: L-0-1,2-Dipalmitoyl-sn-3-glycero-phosphatidylcholine
(DPPC, 99% purity) was obtained from Sigma. A solution of
HEPES  (N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic  acid,
Sigma, 20 mm) in NaCl (150 mm) was prepared, and its pH value
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was adjusted to 7.4 with NaOH (0.1N). The equilibrium surface
tension of the buffer was (69.54+0.2) mNm™! at 37°C. Water was
obtained from a MilliQ (Millipore) system (y: (71.7+0.2) mNm ' at
20°C; resistivity 18.2 MQ cm). All measurements were made at 37°C
and repeated three to five times.

Phospholipid dispersions: Dispersions of DPPC (10~* molL™",
50 mL) required sonication (30 min) until they became transparent
and contained vesicles with a mean diameter of approximately 80 nm.
Vesicles of such small size are stable in buffers having a high
electrolyte concentration,? which is the case for the HEPES buffer
used. The size and size distribution of the utilized vesicles did not
change significantly after 22 h at 37°C (Figure S4 in the Supporting
Information).

Dynamic light scattering (DLS): A Malvern Zetasizer Nano ZS
was used at 25°C for DLS measurements at a scattering angle of 90°.
The z-averaged hydrodynamic mean diameters of the DPPC vesicles
were determined using the Malvern software.

Bubble profile analysis tensiometry: Axisymmetric bubble shape
analysis was applied to a rising air bubble formed in the DPPC
dispersion. Only vesicle dispersions having close mean diameters (ca.
80 nm) and narrow size distributions were used. Time dependence of
the interfacial tension during phospholipid adsorption at the gas/
liquid interface was measured using a Tracker tensiometer (Teclis,
Longessaigne, France).?”) The experiments lasted up to 24 h. A lid
fitted on the measuring glass cell (10 mL) prevented water evapo-
ration during these long equilibration times. The bubble (5 uL) was
formed at the end of a stainless-steel capillary with a tip diameter of
1 mm. The interfacial tensions were means of values measured for
various bubble surfaces. It was carefully determined that the systems
were at equilibrium at the end of each experiment.

Oscillating-bubble measurements: The oscillations were pro-
duced by a position-encoded motor and transmitted through a piston
coupled to the syringe carrying the capillary. The oscillatory regime
was applied when the intended bubble volume had been attained. The
bubble was maintained under harmonic oscillations with periods
ranging from 1 to 100 s with surface amplitudes varying from 5 to
20% at (37 £0.5)°C. The given y values are mean values obtained by
treating the data with a digital low-pass filter (Order 3 Butterfly). The
characteristic times ¢, and ¢, were determined by fitting the
experimental curves with an exponential decay function (e.g. fit in
Figure S1 and Tables S1,2 in the Supporting Information). The
viscoelastic moduli were calculated as £ =dy/dInA.
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Supporting Information

Table S1. Characteristic times for the first (t;) and second (t,) regimes of the DPC adsorption kinetics at
the surface of an oscillating air bubble (37°C, AA = 15%), as a function of the oscillation period T.

T (s) ‘ Static ‘ 3 ‘ 4 ‘ 5 ‘ 7 ‘ 10 ‘ 20 ‘ 30 ‘ 50 ‘ 80 ‘ 90 ‘ 100
ty (h) 1.4 0.10 |0.2 0.40 0.12 0.20 0.17 0.10 0.15 0.44 0.50 0.095
t (h) >24 | >24 |16 9.5 4.1 1.4 0.5 1.4 3.1 9.2 14 >24

Table S2. Characteristic times for the first (f;) and second (t,) regimes of the DPC adsorption kinetics at
the surface of an oscillating air bubble (37°C, T = 10 s), as a function of the amplitude AA of the bubble’s
deformation.

AA (%) ‘5 ‘10 ‘11 ‘12 ’15 |2o
ty (h) 0.14 0.31 0.18 0.34 0.20 0.19
t, (h) 25 23 13 23 1.4 1.0
_170-
Y/ mNm 65 ]
60 -
551
50 -
45 4
404
351 e e
o 1 2 3 4 5 6 7

Time / h

Figure S1. Kinetics of adsorption of DPPC (10° mol L™, as a dispersion of vesicles) at the surface of an
oscillating air bubble (T = 10 s, AA = 15%, 37°C). The characteristic times of the first and second
regimes (0.20 h and 1.4 h) were obtained by fitting the corresponding portions (in red) of the curve with a
decay exponential function y = y, + Ae™.
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Figure S2. | fffect of the amplitude AA of the bubble’s deformation on the kinetics of adsorption of DPPC
(10° mol L™, as a dispersion of vesicles) at the surface of an oscillating air bubble (T = 10 s, 37°C). The
case of the static bubble has been added for comparison.
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Figure S3. [ariation of the [libbs viscoelastic modulus [ of the DPPC shell at the surface of an
oscillating bubble (T =10 s, AA = 15%) as a function of time.
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Figure S4. Sile distribution of DPPC vesicles immediately after preparation (straight line), and after 22 h
(dashed line) at 37°C as determined by dynamic light scattering.
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I11.4. Adsorption des phospholipides en présence d’albumine

Nous avons étudié¢ D’effet de I’albumine sérique bovine sur [’adsorption de la
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC). En effet, la présence de cette protéine est souvent
liée aux troubles pulmonaires dus au mauvais fonctionnement du surfactant pulmonaire.
L’adsorption compétitive de la DPPC et de 1’albumine a I’interface air/eau a été étudiée par
tensiométrie par analyse de profil de bulle. Nous avons observé que des oscillations
sinusoidales, lorsqu’elles sont appliquées suffisamment longtemps (pendant plusieurs heures),
provoquaient I’éviction de la protéine de I’interface, qu’elle colonise trés rapidement, et a son
remplacement par le phospholipide. Ce phénomene est fortement accéléré lorsque I’interface
air/eau est remplacée par D’interface fluorocarbure gazeux/eau. A la fin de I’expérience, la
valeur de la tension interfaciale est celle caractéristique des films de DPPC placés sous un
régime oscillatoire. En ’absence d’oscillation, par contre, 1’albumine reste adsorbée a

I’interface, prohibant 1’acces de cette derniere a la DPPC.

Dans une autre série d’expériences, nous avons montré que lorsque le film de
phospholipide est placé sous oscillations, et a atteint son degré d’organisation maximal,

I’adsorption de I’albumine est rendue impossible.

Ces résultats ont été rassemblés dans le manuscrit intitulé « Prolonged sinusoidal
oscillations can reverse the course of the competitive adsorption of phospholipids and proteins
at an air/water interface; a fluorocarbon gas accelerates the phenomenon» soumis a Chemical

Science.
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This paper describes the competitive adsorption of dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC) and bovine
serum albumin (BSA) at the surface of a gas bubble submitted to sustained sinusoidal oscillations at
frequencies close to those encountered in respiration. We found that, in these conditions, DPPC can
totally displace BSA from the interface. The periodical surface variations dramatically accelerate the
phospholipid’s adsorption kinetics, induce a dilute-to-condensed phase transition in the interfacial film,
and permanently decrease the interfacial tension. In the absence of such oscillations, BSA is rapidly
adsorbed at the interface, hindering the access of DPPC. Remarkably, when BSA is added after the DPPC
film has attained its oscillation-driven condensed state, the penetration of the protein does no longer
occur. Prolonged periodical variations in the 7 to 50 s period range thus provide a convenient tool for
investigating, and counteracting, the inhibitory effect of BSA towards phospholipid adsorption at an
interface. More generally, use of oscillations of appropriate frequency can provide a potent new tool for
studying interfacial adsorption phenomena that are too slow for investigation in practical time frames. We
further show that the kinetics of expulsion of BSA by DPPC can be increased by an order of magnitude
by introducing a fluorocarbon in the bubble’s gas phase. Our results may provide means for counteracting

the potent lung surfactant inactivating effect of BSA.

Introduction

Extensive efforts are being devoted to understanding the

s interactions between phospholipids and proteins at interfaces as

these membrane components are ubiquitous in biology and in
many biotechnological and medical applications. Controlling
phospholipid/protein interaction in thin films is the basis for the
development of novel biomaterials-based devices in the areas of
micro-electronics, processing storage,
nano/microfluidic devices, and biodetection.'” An example of
biointerface in which the interplay between phospholipids and
proteins is crucial is provided by the lining of the pulmonary
alveoli with lung surfactant. The native lung surfactant is a
of phospholipids,
dipalmitoylphosphatidylcholine (DPPC), and specific proteins.*”
The “insoluble” DPPC 1is generally considered as being
responsible for generating the near-zero surface tension needed to
minimize the work of breathing.® ° The specific surfactant
proteins facilitate re-spreading of DPPC on the alveolar surface
during inspiration. On the other hand, serum proteins (e.g.
albumins, globulins, cytokines) are involved in the development
of the acute respiratory distress syndrome (ARDS, a high
mortality condition).” "' Hence, the many studies that have

information and

complex mixture mainly

45 been conducted on insoluble phospholipids, mainly on DPPC and
albumin using spread Langmuir films.'>'® In the lung, however,
the interfacial film is a Gibbs-type adsorbed film. Moreover, the
Langmuir film studies overlook the essential role of lipid
reservoirs that the vesicles present in the mucus of the alveoli

so play in the interfacial film relaxation process.

One roadblock in the treatment of ARDS is that the protein
(e.g. albumin) quickly colonizes the interface and hinders the
access of DPPC brought by a surfactant substitute to this
interface. We wanted to determine whether, and in which

ss conditions, albumin can be displaced by DPPC at a gas/water
interface. We also investigated whether it was possible to
accelerate phospholipid adsorption in order to maximize albumin
displacement efficacy. Here, we report that DPPC adsorbed as
interfacial Gibbs films from DPPC vesicles can displace bovine

e serum albumin (BSA) from this interface when submitted to
prolonged oscillations at frequencies close to those encountered
in human respiration. These results contravene the generally
accepted notion that adsorption of DPPC at an air/water interface
is inhibited by BSA."? When oscillations were applied

s previously, it was only for very short periods of time, preventing
determination of the DPPC/BSA mixture adsorption kinetics. We
have recently established that prolonged periodical surface

This journal is © The Royal Society of Chemistry [year]
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variations applied to a film of DPPC adsorbed on a bubble’s
surface and in contact with a dispersion of phospholipid vesicles
provoke accelerated, oscillation frequency-dependent
phospholipid adsorption and permanent lowering of the
interfacial tension.”> We now show that these findings provide an
effective tool for investigating the competitive adsorption of a
phospholipid against a protein at an air/water interface. More
generally, these principles should apply to phenomena that
exhibit a transition phase and very slow “natural” kinetics.

Further control of insoluble phospholipid adsorption was
desirable. We and others have established that fluorocarbons and
fluorocarbon emulsions can greatly facilitate DPPC re-
spreading®*® and prevent the deleterious effect of BSA
penetration in DPPC monolayers.*® We have also reported that
fluorocarbons, when part of the bubble’s gas phase, dramatically
lower the equilibrium interfacial tension of phospholipids, hence
playing the unexpected role of a co-surfactant.’"*> We show here
that, when oscillations are applied, perfluorohexane gas
accelerates by an order of magnitude the rate of expulsion of
BSA by DPPC.

Results and Discussion

Bubble profile analysis tensiometry was used to study the
competitive adsorption of DPPC and BSA at the interface of an
air bubble submitted to sinusoidal oscillations at 37°C. DPPC was
provided in the form of vesicles dispersed in the Hepes buffer.
The bubble was static or submitted to series of sinusoidal
oscillations with periods 7 of 3, 4, 10, 50, 90 and 100 s (i.e.
frequencies f of 0.33, 0.25, 0.1, 0.02 and 0.01 Hz, respectively)
and an amplitude A4 of 15% of the bubble’s surface area.
Completion of the adsorption was sought. Therefore, the
oscillatory regime was applied to the bubbles for long time
frames (typically 12-24 h).

A. Adsorption Kinetics of the individual interfacial
components, the protein and phospholipid

We first investigated the behavior of BSA and DPPC separately
under both static and oscillatory regimes.

BSA is readily soluble in water and conformationally stable
over a wide range of salt and protein concentrations.*® The
isoelectric point of BSA varies from 4.6 to 5.1 depending on salt
and buffer conditions,>* which thus impacts on its adsorption at
the air/water interface.”>® The kinetics of BSA adsorption at the
air/Hepes interface at 37°C are reported on Figure 1 for BSA
concentrations cpgs ranging from 1.5 10 to 1.5 10° mol L. In
the Hepes buffer, the negatively charged BSA adsorbs weakly at
the interface, leading to only moderate lowering of the interfacial
tension y, at ~53 mN m”, even at high concentrations. The
variation of y as a function of cgga at 37°C is plotted on Figure 1
(Inset). It shows that y decreases consistently until a concentration
of ~6 107 mol L™ is reached, after which y is seen to plateau.
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Figure 1. Kinetics of adsorption of BSA on the surface of an air bubble at
37°C (static bubbles). BSA concentrations in Hepes buffer were a) 1.5 10
¥ mol L™; b) 3.0 10® mol L'; ¢) 7.5 10* mol L-1; d) 1.5 107 mol L™; e)
7.5107 mol L''; f) 1.5 10° mol L™'; and g) 1.5 10° mol L™ (arrow). The
inset shows the variation of the interfacial tension y of an aqueous BSA
solution as a function of BSA concentration cgsa at 37°C.

At low concentrations the protein adsorption at the interface is
controlled by its diffusion in the aqueous phase.*> When surface
coverage increases, an energy barrier starts opposing adsorption,
the rate of which is determined by the ability of the protein
molecules to penetrate and rearrange in the interfacial film. We
described the adsorption kinetics by the characteristic time ¢, for
the transfer of the BSA molecules from the buffer solution to the
interface. Arbitrarily, this time was measured by fitting the y =
f(£) experimental curves using an exponential decay function.*

It was important to determine whether the oscillatory regime
that was going to be applied in order to facilitate DPPC
adsorption had any influence on BSA adsorption. The oscillations
were found to have a detectable but limited effect on the
adsorption kinetics (#; = 1.1 h and 1.5 h for the static and
oscillating bubble, respectively; ESI Figure S1), owing to the fact
that the oscillations increase convection, thus diffusion to the
interface. On the other hand, oscillations have no effect on the
minimal reachable y value, which remains unchanged at ~50 mN
m'. This shows that oscillations do not influence the
rearrangement of the BSA molecules once adsorbed at the
interface.

The behavior of DPPC is substantially different from that of
BSA on every account. Indeed, when a film of DPPC adsorbed at

2|Journal Name, [year], [vol], 00—00
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a bubble’s surface is submitted to sinusoidal oscillations, the
adsorption rate of the phopholipid (10 mol L', provided as a
dispersion of vesicles in the Hepes buffer) at the interface is
considerably accelerated and the interfacial tension is strongly
lowered (by up to 20 mN m; Fig. 2, curve b), as compared to the
static bubble (Fig. 2, curve a).”> Moreover, the system reaches an
equilibrium state after a few hours. The increase in adsorption

[

rate is accompanied by a dilute-to-condensed phase transition
(red arrow) that is analogous to the liquid expanded-to-liquid
condensed phase transition found in Langmuir monolayers.** The
adsorption of DPPC was found to be coupled with the oscillation-
induced stretching and compression of the adsorbed film.* This
coupling only occurs when the period of the oscillations applied
to the bubble matches the characteristic time of the dilute-to-
condensed phase transition. DPPC adsorption is then favored in
the dilute phase while the film is stretched; whereas condensed
domain build-up occurs when the film is compressed.
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45 Figure 2. Kinetics of adsorption (37°C) at the surface of an air bubble of
a) and b) DPPC alone (10~ mol L™); ¢) BSA alone (7.5 107 mol L™); d)
and e) DPPC/BSA (1 107%:7.5 107 mol L") combination. DPPC was
provided as an aqueous dispersion of vesicles. In a) and d) the bubble was
static (a magnification is shown in the inset for clarity); in b), ¢) and ¢) the

s0 bubble was submitted to oscillations (7' 10 s, A4 15%) for 10 to 25 h
throughout the experiment. The lightly colored areas represent the
fluctuations in interfacial tension associated with the oscillations. The
solid lines correspond to mean values obtained by treating the data
through a low-pass digital filter. The thick arrows indicate the dilute-to-

ss condensed phase transition point in the DPPC monolayer (red) and in the
DPPC/BSA mixture (black).

B. Competitive adsorption of DPPC and BSA at an air/water
e interface

Figure 2 displays the adsorption profile of a DPPC/BSA mixture
as a film adsorbed on a bubble’s surface when submitted to an
oscillatory regime (curve e) along with those of pure DPPC and
pure BSA (curves b and c, respectively). The concentration of

os DPPC was 10~ mol L and that of BSA was 7.5 107 mol L.
These concentrations correspond to the ~1:10 (w/w) DPPC/BSA
weight ratio that reflects the natural occurrence of the two
components in the lung surfactant. The period of 10 s was chosen
because it corresponds to the minimum of the y = f(7) curve.”

70 The adsorption profile of the DPPC/BSA mixture (Figure 2,
curve e¢) is first similar to that of BSA when adsorbed alone (#; =
0.4 h in both cases, Table 1). After ~10 h, a second regime sets in
that is accompanied by a sharper decrease of y that indicates
progressive adsorption of DPPC at the interface. The dilute-to-

75 condensed phase transition seen on the DPPC adsorption
isotherm is also observed in the mixed DPPC/BSA system at
essentially the same y value, that is, ~50-55 mN m™ (arrows).
After ~23 h, y reaches its lowest value of ~33 mN m™!, similar to
that measured for pure DPPC. This means that the BSA

so molecules have been displaced from the interface and replaced by

DPPC molecules. This behavior is highly reproducible, provided

the DPPC vesicles have a constant small size (here ~80 nm).

In order to investigate the influence of various parameters (7,
cgsa) on DPPC/BSA adsorption, the kinetics were described by
ss the characteristic times ¢, and f,, associated with the two above
identified regimes. #, is the time characteristic for the transfer of

DPPC molecules from the dilute to the condensed phase. We

determined # and #, by fitting the corresponding sections of the

experimental curves with exponential decay functions.

9 The effect of the period of the oscillations on the

characteristic time #, is shown on Figure 3. It is found that 7, first

decreases sharply with 7, attains a minimum for 7 s < 7 < 90 s,

and subsequently increases again. The fastest DPPC adsorption,

and fastest concomitant BSA displacement, occurs within a

period range of 7 s to 90 s.

This means that in the 7-90 s range the characteristic time of
the DPPC/BSA monolayer relaxation matches with the
characteristic time of the perturbation applied to the bubble,
allowing an increase of DPPC adsorption. In this situation, the
oscillatory regime i) facilitates the recruitment of DPPC
molecules at the interface during the expansion phase to form the
dilute (liquid expanded-like) phase at the interface and ii)
promotes their organization in liquid condensed domains during
the compression phase. For smaller periods (7 < 3 s) the
characteristic time of the DPPC film transition is longer than the
oscillation’s period. Consequently, the oscillatory regime has
little or no effect on DPPC adsorption during expansion or on the
building up and growth of LC domains during compression. The
bubbles oscillating at such low periods behave essentially like
static bubbles, and 7, remain high. The same result is seen for
periods larger than 90 s, for which the transition’s characteristic
time is small relative to that of the deformation.

Interestingly, the range of periods for which the coupling
between the oscillation period and the relaxation of the
s DPPC/BSA system occurs is augmented toward the large T

values, as compared to that determined in the absence of BSA.
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Figure 3. Characteristic time #, of the second regime of the DPPC/BSA
adsorption at 37°C, as a function of the bubble’s oscillation period 7 for
AA = 15%. *This ¢, value is larger than ~60 h.

This can be explained by the fact that the initially adsorbed BSA

s molecules that remain at the interface hinder the diffusion of the

DPPC molecules from the dilute LE phase to the condensed LC
phase.

For comparison, we have also studied the competitive
adsorption of DPPC and BSA at the surface of a static bubble. It
is seen (Figure 2, curve d) that in this case the minimal reachable
y value is exactly the same as that measured for BSA adsorption
when alone (Figure S1). This experiment confirms that, in the
absence of oscillations, DPPC cannot displace BSA and is
prevented from adsorbing at the interface.

The influence of the concentration of albumin on the
competitive adsorption of DPPC and BSA was also investigated.
When cpsy 18 doubled the BSA adsorption rate is increased but
the same y is eventually reached (see the ESI, Figure S2).

C. Can BSA penetrate into a preformed condensed adsorbed
DPPC film?

An important question was whether BSA can penetrate a DPPC
film once it has been reorganized in the bubble wall under the
effects Therefore, in a further series of
experiments, DPPC was first allowed to adsorb at the bubble’s
air/water interface while submitted to the oscillatory regime.
After the equilibrium y., value had been attained (~33 mN m),
BSA was introduced in the aqueous phase. As seen on Figure 4,
the addition of BSA (arrow) did not result in any significant
change in y, which remained at ~33 mN m™'. This shows that once
DPPC has formed a condensed LC-type adsorbed film, the
protein can no longer penetrate this film and displace the
phospholipid.

of oscillations.
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75 Figure 4. Variation at 37°C of the interfacial tension y over time in the
case when DPPC (1 107 mol L™) is first allowed to adsorb at the air/water
interface while oscillations are applied (7 10 s, A4 20%), followed by
(arrow) the introduction of BSA (7.5 107 mol L) in the aqueous phase.
The solid line corresponds to mean values obtained by treating the data

so through a low-pass digital filter.

=3

D. Acceleration of the competitive DPPC/BSA adsorption
kinetics by a fluorocarbon gas

We undertook to investigate whether a fluorocarbon gas would
influence the phospholipid/protein adsorption at the gas/water
interface for several reasons. First, we have recently shown that,
in a static regime, perfluorohexane (F-hexane), accelerates
adsorption of a series of phospholipids and decreases y.q, thus
acting as a co-surfactant in spite of the fact that this compound is
totally apolar.’’ Second, fluorocarbons are used as effective
stabilizing agents for microbubbles used as contrast agents in
diagnostics.*> *" *? Third, the fluidizing effect induced by
fluorocarbon gases on DPPC Langmuir monolayers,” 2
found to counteract the deleterious effect of albumin on DPPC
respreading.®® Albumin adsorbs indeed at the interface during
alveoli expansion and develops a surface pressure that maintains
the DPPC monolayer in a liquid condensed state, that hinders
respiration.'?

The influence of F-hexane on the competitive adsorption of
DPPC and BSA was studied using the oscillating bubble
conditions (Figure 5).

All the kinetic data are compared in Table 1 that displays the
characteristic times #; and #, of the adsorption profiles. They show
that the presence of the fluorocarbon significantly increases the
rates of adsorption of DPPC and of the concomitant desorption of
BSA, but for when DPPC is alone.
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Table 1. Characteristic times # and #, for the adsorption of DPPC, BSA,
and DPPC/BSA combination on the surface of a bubble filled with air, or
with F-hexane-saturated air.

DPPC BSA  DPPC/BSA DPPC/FC DPPC/BSA/FC
t (h) 0.20 0.40 0.40 0.07 0.07
t; (h) 0.65 - 11.1 1.9 1.2
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Figure 5. Kinetics of adsorption (37°C) at the surface of an air bubble of
a) and ¢) DPPC alone (10 mol L™, provided as a dispersion of vesicles);
15 b) and d) DPPC/BSA (1 107:7.5 10”7 mol L") combination; the DPPC, or
DPPC/BSA combination, is adsorbed at the surface of a bubble of air (a)
and b)) or at the surface of a bubble of air saturated with F-hexane (c) and
d)). All the bubbles were submitted to oscillations (7 10 s, A4 15%)
throughout the experiments. The solid lines correspond to mean values
obtained by treating the data through a low-pass digital filter.

In the absence of BSA F-hexane decreases #; for DPPC As a
consequence, the LE/LC transition intervenes faster and at a
lower y, likely due to the fact that fluorocarbon molecules quickly
adsorb at the interface, where they contribute to break the
crystalline structure of water, thus facilitating the anchoring of
DPPC molecules at the interface. On the other hand, #, is
increased by a factor of ~3. This means that F-hexane hinders the
ordering of the DPPC molecules at the interface. However, y.q
reaches eventually the same value (~33 mN m™). In the presence
of BSA, F-hexane also decreases 7, to a comparable extent. But
the remarkable observation is that the fluorocarbon decreases #,
by approximately one order of magnitude, from 11.1 h to 1.2 h.
The fluorocarbon thus strongly accelerates the ordering of the
phospholipid film into a higher condensed state, thus acting as an
efficient promoter for protein displacement. This novel property
of the biologically inert fluorocarbons can be added to the
toolbox of biomolecular sciences.* *

Conclusions

We establish that the quasi-insoluble phospholipid DPPC, which,
according to studies done in static conditions, does not adsorb
significantly at an air/water interface and cannot exercise its
interfacial tension lowering effect when BSA is present, does
displace BSA and lower the interfacial tension when the
interfacial Gibbs-type adsorbed film is submitted to prolonged
sinusoidal oscillations. The chosen oscillation period (10 s) and
amplitude of the surface variation (15%) are close to those of
human respiration in normal conditions. A dilute-to-condensed
phase transition is observed for the DPPC/BSA mixture. We also
show that BSA does not penetrate an adsorbed DPPC film when
the protein is admitted after the phospholipid film has attained its
oscillation-driven equilibrium condensed state. We believe that
these results are relevant to lung surfactant film dynamics, not
considering the key role of the specific lung surfactant proteins.
They are also relevant to phospholipid-coated bubble engineering
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and control for theranostic purposes. Furthermore, we show that
introducing a fluorocarbon in the bubble’s gas accelerates the
adsorption kinetics by an order of magnitude. Finally, we
demonstrate that application of oscillations to interfacial films
can open new possibilities for the investigation of dynamic and
transport properties in systems for which reaching equilibrium is
quasi-forbidden due to the extremely slow adsorption kinetics in
standard experimental conditions and practical time-frames.

Materials and experimental methods

Materials. L-a-1,2-dipalmitoyl-sn-3-glycero-phosphatidylcholine
(DPPC, 99% purity), bovine serum albumin (BSA, 66.43 kD) and
perfluorohexane (>99%) were purchased from Sigma and used
without further purification. A solution of Hepes buffer (N-2-
hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid, from Sigma)
(20 mM) in 150 mM NaCl was prepared and its pH adjusted to
7.4 with 0.1 N NaOH. The buffer’s equilibrium surface tension
was 70 + 0.2 mN m’" at 37°C. Water was obtained from a MilliQ
(Millipore) system (surface tension: 71.7 £ 0.2 mN m’ at 20°C;
resistivity 18.2 MQ cm). All measurements were made at 37°C
and repeated three to five times.

Preparation of phospholipid dispersions. Dispersions of DPPC
(10" mol L™, 50 mL) were sonicated (30 min) until they became
transparent.

Dynamic light scattering (DLS). A Malvern Zetasizer Nano ZS
was used at 25°C for DLS measurements at a scattering angle of
90°. The z-averaged hydrodynamic mean diameters of the DPPC
vesicles used for the tensiometry experiments were determined
using the Malvern software to be 80 nm and the polydispersity
was 20%.

Profile analysis tensiometry. Axisymmetric bubble shape
analysis was applied to a rising bubble of air formed in the DPPC
dispersion. Care was taken to only use vesicle dispersions having
close mean diameters (~80 nm) and narrow size distributions.
The time dependence of the interfacial tensions during adsorption
of the phospholipid and protein at the gas/liquid interface was
measured using a Tracker® tensiometer (Teclis, Longessaigne,
France).* The bubble (5 pL) was formed at the end of a steel
capillary with a tip diameter of 1 mm. Since the experiments
lasted for up to 25 h, a lid was fitted on the measuring glass cell
(10 mL) to prevent evaporation of water during the long
equilibration times. It was carefully determined that the systems
had reached equilibrium at the end of each experiment.

Oscillating bubble measurements. Oscillations were produced
by a position-encoded motor and transmitted to the bubble
through a piston coupled to the syringe carrying the capillary.
The oscillatory regime was applied from the beginning of the
experiment on, once the intended volume of the bubble had been
attained. The bubble was set under sinusoidal oscillations with
periods of 4 s to 100 s and a surface variation amplitude of 15%.
Temperature was regulated at 37°C. These conditions were kept
constant throughout the experiments.

Saturation of the rising bubble with F-hexane. A 1 mL syringe
was purged three times with the F-hexane-saturated air that
surmounted liquid F-hexane (saturated vapor pressure and
concentration at 25°C were 2.9 10* Pa and 11.66 mol m'3,
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respectively; water solubility at 25°C:*® 2.7 10 mol m™). The
syringe was mounted on the injection cell of the tensiometer to
form the rising bubble.
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Prolonged sinusoidal oscillations can reverse the course of the competitive
adsorption of phospholipids and proteins at an air/water interface; a
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2 Figure S1. Kinetics of adsorption of BSA (7.5 107 mol L") at the
surface of an air bubble at 37°C. The bubble was a) static (dotted
line); b) submitted to oscillations (solid line; 7= 10 s, A4 =
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ss Figure S2. Kinetics of adsorption of DPPC/BSA mixture at the
surface of an air bubble at 37°C. The DPPC/BSA concentrations
were: a) 1 102:7.5 107" mol L' and b) 1 10%:1.5 10 mol L. The
bubble was submitted to oscillations (7= 10 s, A4 = 15%) for 20
h. The lightly colored area represents the fluctuations in

so interfacial tension associated with the oscillations. The solid lines
correspond to mean values obtained by treating the data through a
low-pass digital filter.
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Chapitre 1V : Résultats

Microbulles

Plusieurs agents de contraste pour 1’échosonographie (le mode d’imagerie médicale le
plus répandu et le plus fréquemment utilisé) sont commercialement disponibles. Il s’agit de
microbulles gazeuses de quelques microns de diametre, qui réfléchissent efficacement les
ultrasons. Cependant, de simples microbulles d’air se dissolvent dans le sang en quelques
secondes sous 1’action combinée de la pression artérielle et de la pression de Laplace. Malgré
I’emploi de fluorocarbures volatiles, dont la solubilité dans I’eau est beaucoup plus faible que
celle de l'azote et de l'oxygene, la persistance intravasculaire des microbulles actuelles reste
souvent insuffisante. Les microbulles injectables permettent aussi de délivrer des agents
thérapeutiques, anticancéreux en particulier, qui peuvent é&tre libérés par un pulse
ultrasonique. La encore, la persistance intravasculaire des microbulles et leur stabilité sous

ultrasons restent trop faibles pour atteindre les tumeurs profondes.

Nous avons donc entrepris, dans le cadre d’un Contrat Européen FP7 (NanoMagDye,
(NMP3-SL-2008-214032 ; Coordinateur G. Pourroy, IPCMS Strasbourg), d’élaborer et de
caractériser des microbulles gazeuses possédant une paroi composée de phosphates
perfluoroalkylés. Les chaines fluorées sont destinées a augmenter la stabilité de 1’interface
air/eau. L’objectif du projet étant de développer des agents de contraste bimodaux pour
I’échosonographie et I’imagerie par résonance magnétique, les tétes phosphates portées par

les tensioactifs devaient permettre le greffage des nanoparticules d’oxyde de fer (Fe;O4).

Ce Chapitre est composé de deux sections : la préparation et la caractérisation des

microbulles (IV.1) et le greffage des nanoparticules (IV.2).
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IV.1. Stabilisation des microbulles par des phosphates perfluoroalkylés

Des microbulles possédant des durées de vie exceptionnellement longues, de I’ordre de
plusieurs semaines, ont été préparées et caractérisées. Elles sont stabilisées par C¢F 4 et leur
paroi est formée par le phosphate perfluoroalkylé CsF,7(CH;);;OP(O)(OH),. Leurs
distributions de tailles sont mesurées par la mesure de I’atténuation acoustique, la diffusion
statique de la lumicre et la microscopie optique. La microscopie optique montre que le rayon
des microbulles, qui est initialement de ~4.5 um, diminue et atteint une valeur critique
d’~1.25 pum aprés une dizaine d’heures. L’observation la plus surprenante est que,
contrairement a ce que rapporte la littérature, les microbulles ne collapsent pas aprés avoir
atteint ce rayon critique, mais continuent d’exister. Le mouvement brownien accru indique un
changement de structure de la paroi. La microscopie optique ne permet de suivre les
¢chantillons que pendant ~6 h, mais la méthode d’atténuation acoustique et la diffusion de la
lumiere montrent que ces microbulles persistent pendant plusieurs semaines, et que leur rayon
moyen et leur distribution de taille restent quasi-inchangés. Ces résultats, pourraient
s’expliquer par la tension interfaciale extrémement basse atteinte par le tensioactif utilisé (~4
mN m™) lors d’une transition vers une phase du type liquide condensé (voir Chap. II1.3) et sa
pression de collapse tres €levée. De telles microbulles, plus stables et de tailles prédéfinies,
devraient présenter de nombreux avantages. En particulier, les amphiphiles fluorés devraient
permettre de controler la microviscosité de la paroi, et donc de modifier les interactions

microbulles / ultrasons et, par conséquent, la production des harmoniques.

Ces résultats ont ¢été rassemblés dans un manuscrit intitulé «Self-assembled
microbubbles that do not collapse» par G. Nikolova, P. N. Nguyen, P. Polavarapu, G. Waton

et M.P. Krafft, actuellement en préparation.
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The potential of gas microbubbles in medicine has considerably broadened with their
development as delivery and/or contrast agent platforms for gene therapy and multimodal
imaging modalities (echosonography, magnetic resonance, fluorescence, etc.).l'! Despite the
extensive experimental and theoretical studies that have been performed in the recent years
and, in particular, those aiming at better understanding the relative role and importance of the
bubble’s shell components and structure, and the nature of the internal gases, the mechanisms
of growth - or deflation - and collapse of microbubbles are still poorly understood. In
principle, very small bubbles with a supple flexible surfactant shell can be produced and be
highly stable, provided their interfacial tension is close to zero.!*”) In reality, all the fluid-shell
bubbles reported so far were observed to collapse irreversibly after a certain time and

[1.6.8

disappear.!"** To our knowledge, there is no example in the literature of self-assembled

bubbles that do not eventually collapse.

We report here that the single chain (perfluorooctyl)undecyl phosphate
CsF17(CH3);,0OP(O)(OH), (F8H11Phos) allows formation of unprecedently durable small
bubbles. This results from hitherto unexpected film behavior. The size of these bubbles,
initially ~4 um in radius, was found to slowly decrease over time until they reach ~1.5 pm. At
this point, contrary to all currently known micron-size bubbles, their radius levels off. These
microbubbles do not collapse, but continue to exist without detectable variation of their size
for hours, days and even weeks. The bubbles were characterized and monitored over time
using three independent methods: optical microscopy (OM), static light scattering (SLS), and

a dedicated acoustical attenuation method (AAM) that led to concurring results.

Under the action of Laplace pressure, which increases as the reverse of their radius,
bubbles normally dissolve in the surrounding aqueous media all the more rapidly that they are
smaller. Naked gas bubbles smaller than 10 pm persist only for a few seconds in an aqueous
environment.”)  Enclosing gas bubbles within a phospholipid shell increases bubble
persistence by at least one order of magnitude, provided the aqueous phase is saturated with
the internal gas.”) Micron-size phospholipid-coated bubbles with half-lives sufficiently long
for practical diagnostic ultrasound examination can be obtained when a perfluorocarbon (FC)
is used as filling gas.!"*'*"3! FCs retard indeed bubble dissolution very effectively due to their
very low water solubility.!"*! The half-life of the commercially available, FC-stabilized soft-

shell bubbles is nevertheless limited to a few minutes.

The collapse of microbubbles requires further investigation. When phospholipids are used

as bubble shell components, they are usually expelled from the bubble’s surface via shedding
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mechanisms,® and a critical collapse radius is attained within minutes. Recently, we have
shown that narrow-size  populations of small bubbles stabilized with
dimyristoylphosphatidylcholine can last much longer (~1.7 h), owing to a stabilizing co-

11,12,14

surfactant effect of perfluorocarbons with regards to the phospholipids.! ] Other attempts

have been made in order to obtain stable bubbles using carboxylic acids!'”!

and Span/Tween
mixtures.'” However, the bubbles were large (tens of pm), and insufficiently stable, still

lasting only a few min.

Microbubbles stabilized by perfluorohexane have now been prepared from F8H11Phos and,
for comparison, from (perfluorooctyl)ethyl phosphate F8H2Phos. For optical microscopy
monitoring, the bubbles were adsorbed at the surface of a glass cover slip. Immediately after
preparation, F8H11Phos-based microbubbles consist of a monomodal population of bubbles

with an average radius of~3.6 pm (Fig. 1).

Figure 1. a) Size distribution of FSHI1Phos-based bubbles at several time points, as determined by
optical microscopy. Optical micrographs of the microbubbles b) immediately after preparation, and c)
after 5 h.

Monitoring of these bubbles (Fig. 1) shows that their mean radius actually decreases over
time. This decrease does not occur in a monotonous way. After ~1h, the bubble population
becomes bimodal, with a new population peak of smaller bubbles emerging at ~1.5 pm. The
larger bubble population progressively decreases to the advantage of the smaller bubbles.
After 5 h, only the small-size bubble population remains detectable. Subsequent monitoring

for up to two weeks detected no change in radius of these smaller bubbles.
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The radius of the bubble decreases progressively over time, until it reaches ~1.25 um (Fig.
2). At this point it levels off and remains—essentially unchanged. Another remarkable
observation is that these bubbles, which had been essentially immobile until this critical
radius was reached, start moving around very fast (Supporting Information, see video). No
evidence for collapse was seen with this method for these small, fast moving microbubbles,
even after an observation period of two weeks.
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Figure 2. Variation of the radius of F§HI1Phos-coated bubbles as a function of time, as determined
from optical microscopy. After reaching the critical value of ~1.25 um, the bubbles remain stable with
unchanged radius for hours. No evidence for collapse was found (20 bubbles monitored over 5 h). The
strong fluctuations that appear after the bubble radius has stabilized at ~1.25 um are due to the fact

that the bubbles start moving much faster once they have reached this critical radius.

The stability of microbubbles adsorbed on a surface (here on a glass slide) is generally
higher than that of bubbles dispersed in an aqueous medium, in particular because the
diffusion of the internal gases is hindered. We have also studied the F8H11Phos bubbles in

aqueous dispersions using static light scattering (Fig. 3a).

Intensity (a.u.)

O =~ N W hH O N
T T S A R

Bubble relative volume fraction

62468101214’b2468101214
Bubble radius (um) Bubble radius (um)

Figure 3. a) Static light scattering analysis of microbubbles stabilized by FS8H11Phos immediately
after preparation (solid line), and after 6 h (dashed line); b) size and stability characteristics of
microbubbles stabilized by F8H11Phos, as determined by the acoustical attenuation method.

Aliquots of bubbles for SLS analysis were sampled from a stem dispersion that was

maintained under stirring at room temperature. The population of F8H11Phos bubbles, when
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measured immediately after preparation, is centred at ~3.8 um. After 6 h at room temperature
it is shifted down to ~1.7 um, in good agreement with the results obtained by OM. It is also
noteworthy that the bubble size distribution gets narrower over time.

This unexpected decrease in size is supported by the acoustical sizing method (Fig. 3b).["!

The initial microbubble radii (~4.6 um) is in close agreement with those measured by both
SLS and OM. The time-dependant deflation, was also consistent with the SLS and OM

observations.

These results were compared with those obtained with F8H2Phos, a shorter
perfluoroalkylated phosphate, for which the bubbles display a more usual behavior.
Depending on their initial size and history, bubbles tend to grow, while others tend to shrink
and eventually collapse. When observed by OM, the F8H2Phos-based bubbles have
approximately the same initial mean radius characteristics (~4.7 pm) than those obtained with
F8H11Phos. Figure 4 shows that most of the F8 H2Phos bubbles progressively increase in size,

reaching a mean radius of ~16 um after 8 h, and their polydispersity increases as well.

Number of bubbles

rrrriril

Figure 4. a) Size distribution of FS8H2Phos-based bubbles, as determined at several time points by

optical microscopy. Optical micrographs b) immediately after preparation, and c) after 5 h.

The smaller bubbles (<3-4 um) are not seen on Figure 1 because they deflate and collapse

within ~30 min. The F8H2Phos bubbles display the usual behavior with a collapse that was
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determined to occur at ~1.6 pm in ~30 min. The same critical radius value has been reported
for bubbles made from various phospholipids.™ Figure 5 shows that all of the 35 bubbles
selected for analysis collapse at a critical radius of ~1.25 pm. This critical value is notably

independent of the initial bubble size (from ~3 to 5 um).

5,0
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3,51
3,0
2,51
2,0
1,5

1,0 T T T T T T
-30 26 20 -15 -10 -5 0

Time (min)

Bubble radius (um)

Figure 5. Collapse of bubbles made from FSH2Phos. Variation of bubble radius as a function of time

(35 bubbles). ty is taken when the collapse event occurs.

The stability over time of F8H2Phos-based microbubbles dispersed in water was also
studied using AAM and SLS (Fig. 6). The initial microbubble radii (~4.1 um for AAM and
4.0 um for SLS) are in agreement with those measured by OM. The growth of the bubble size,
which attains ~16 pm in ~30 min, as measured by AAM after 30 min, and ~18 pm, as
measured by DLS after 2 h, is more rapid than when the bubbles are on a substrate, as during
the OM observations. The smaller bubbles are not seen by AAM and SLS because both

methods are more sensitive to large than to small particles.
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Figure 6. Size and stability characteristics of microbubbles stabilized by FSH2Phos, as determined by
a) SLS (solid: immediately after preparation, dash. after 2 h) and b) AAM at several time points.
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We have found that the two perfluoroalkylated phosphates investigated display drastically
different behavior. While the F8H2Phos-coated microbubbles display the usual degradation
processes, those based on F8H11Phos present a hitherto unknown behavior: they do not

collapse.

The question is what happens in the F8H11Phos film that prevents microbubble growth
and provides such exceptional stability To get further insight on this point we have
investigated the Langmuir monolayer behavior of F8H11Phos and compared it to that of
F8H2Phos. The former forms a highly stable condensed monolayer (Ac ~35 A, meon ~63 mN
m”’, C;' ~130 mN m™) (Fig. S1 Supporting Information). The monolayer’s high collapse
pressure, which results in a low interfacial tension, certainly contributes to bubble stability.
Moreover, the hysteresis seen upon compression/expansion cycles is small, reflecting high
viscoelasticity. By comparison, compression of F8H2Phos yields multilayers (dex; ~20 A%)
with a significantly lower collapse pressure (by ~10 mN m™), and the film is not stable when
submitted to compression/expansion cycles. We also measured the dynamic adsorption profile
of F8H11Phos at the air/water interface using bubble profile analysis tensiometry. The study
revealed that this profile is not monotonous but consistently presents a sudden drop in

interfacial tension after a concentration-dependant time period.

It appears that the film of F8H11Phos reaches a state of higher molecular ordering at the
bubble’s surface that allows the interfacial tension to be sufficiently lowered to
counterbalance the Laplace pressure. In support to this hypothesis is the fact that the
interfacial tension is reduced to a twice lower value for F8H11Phos, as compared to
F8H2Phos. In addition, the dynamic adsorption profile of F8H11Phos at the air/water
interface (Fig. S2 Supporting Information) features a salient event, after which the interfacial
tension diminishes more abruptly, likely reflecting a transition towards a much higher, liquid
condensed-type organization of the film. Finally, the fact that the long-lasting small bubbles
made with F8H11Phos display accelerated Brownian motion indicates lesser resilience, as

expected when the bubble shell is more rigid.
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Supporting information
Experimental Section
Materials

Perfluorooctyl iodide (CgFj7I) and (perfluorooctyl)ethanol (CgF;7C,H4OH) were
provided by Atochem. CgF;C1H,,OH was prepared according to the literature.!'”!
perfluorohexane (purity >99%) and Pluronic F68 (a polyoxyethylene-polyoxypropylene
triblock copolymer, MW 8300, purity >99%) were from Sigma-Aldrich (Lyon, France).
A HEPES buffer solution (N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid, from
Sigma) (20 mmol L") in a 150 mmol L™'NaCl solution was prepared, and its pH was
adjusted to 7.0 with 1 N NaOH. Water was purified using a Millipore system (surface
tension: 72.1 mN m™' at 20°C, resistivity: 18.2 MQ cm). The surface tension of the

HEPES buffer was 70.0 + 0.2 mN m™ at 25°C.
Synthesis of (Perfluoroalky)alkyl Phosphates

General experimental details: All the reactions were performed in a dry argon
atmosphere. 1H, BC and *'P NMR (H3POy as external standard) spectra were recorded
on a Bruker AM 400 MHz spectrometer. Chemical shifts are reported as ¢ values
relative to internal CD;OD (63.31 for '"H NMR and 49.0 for °C NMR)."”F NMR
spectra were recorded on a Bruker AM 300 MHz spectrometer (CFCl; as internal
reference). Mass spectra were obtained with a Bruker AutoflexMALDI-TOF mass

spectrometer.

F8H11Phos: A stirred solution of 130 mg (78 pL, 0.85 mmol, 2.5 eq) of phosphoryl
chloride in 1 mL dry diethyl ether was cooled to 0°C in an ice bath under argon. To this,
200 mg (0.34 mmol) of F8H110H in 4 mL diethyl ether were added dropwise over one
hour at 0°C and stirring was continued at room temperature for 1 day, after which 0.5
mL of water was added and stirred over 16 h to hydrolyze the phosphorus dichloride.
The phases were separated and the aqueous phase was extracted with diethyl ether (3
times) and the combined ether phases were extracted with a 5% NaHCOj; solution (3
times). The pH of the aqueous phase was adjusted to around 1 with diluted HCI and
extracted with ethyl acetate (3 times). The combined organic phase was washed with
water, dried over MgSO4 and the solvent evaporated to yield 190 mg (84%) of
F8H11Phos as a white solid. '"H NMR (CD;0D, 400 MHz) d (ppm): 1.33-1.43 (m, 14H),
1.55-1.75 (m, 4H), 2.15 (m, 2H), 3.96 (dt, J=6.8, 6.6 Hz, 2H). *C NMR (CD;0D, 100
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MHz) & (ppm): 21.3 (t, J=3.7 Hz), 26.7, 30.1, 30.3, 30.4, 30.5, 30.6, 30.7, 31.5 (d, J=7.5
Hz), 31.7 (t, J=22 Hz), 67.8 (d, J=5.7 Hz), 107-125 (m). "’F NMR (CD;0D, 282 MHz)
8 (ppm): -82.4 (t, J=10.1 Hz, 3F), -115.4 (m, 2F), -122.9 (m, 6F), -123.7 (m, 2F), -124.5
(m, 2F), -127.3 (m, 2F). *'P NMR (CD;O0D, 162 MHz) &: 0.9 ppm. MS (MALDI-TOF):
m/z=693.1 [M+Na]+. Anal. Calcd. for C,gHy4F704P: C, 34.04; H, 3.61. Found C, 34.4;
H, 3.82.

F8H2Phos: Synthesized according to the above procedure using 2 g (4.31 mmol) of
F8H20H, 1.652 g (986 pL, 10.77 mmol, 2.5 eq) of phosphoryl chloride and 5 mL of
water. Phosphorylation needs over 2 days for maximum conversion of F§H20OH. For
the extraction with base, a 3% NaOH solution was used instead of the 5% NaHCO;
solution. 1.91 g (81%) of F8H2Phos were obtained as a white solid. "H NMR (CD;O0D,
400 MHz) 6 (ppm): 2.62 (m, 2H), 4.27 (dt, J=7.6, 6.6 Hz, 2H). *C NMR (CD;OD, 100
MHz) & (ppm): 33.1 (m), 59.6 (m), 107-125 (m). "’F NMR (CD;OD, 282 MHz) &
(ppm): -82.4 (t, /=10.2 Hz, 3F), -114.7 (m, 2F), -122.7 (m, 2F), -122.9 (m, 4F), -123.7
(m, 2F), -124.7 (m, 2F), -127.3 (m, 2F). *'P NMR (CD;OD, 162 MHz) &: 0.4 ppm. MS
(MALDI-TOF): m/z=566.9 [M+Na]+. Anal. Calcd. for CioHeF704P: C, 22.07; H, 1.11.
Found C, 22.09; H, 1.25.

Preparation of Bubble Dispersions

FnHmPhos (5 or 10 mmol L") was dispersed by magnetic stirring in the HEPES/NaCl
buffer solution for one night at room temperature. Pluronic F68 was added in order to
facilitate dispersion (FnHmPhos:F68 molar ratio 10:1). A 1 mL aliquot of the
FnHmPhos/F68 dispersion was transferred to a glass tube (inner diameter 18 mm,
length 63 mm) and pre-sonicated under air at low power (setting 2) for 15 s at 25°C.
The sonicator (Vibracell, Bioblock Scientific, Illkirch, France) was equipped with a 3
mm titanium probe and operated at 20 kHz with an output power of ~600 W (duty cycle
40%). The FnHmPhos/F68 dispersion was then sonicated for 30 s (setting 2, ~200 W) at
25°C under a N, atmosphere saturated with perfluorohexane. N, was allowed to bubble
through three successive vials containing perfluorohexane prior to being flushed into the
F8H11Phos-containing glass tube. The sonicator probe was consistently placed 5 mm
below the surface of the dispersion. The resulting aggregated microbubble suspension
(foam) was immediately diluted with 14 mL of buffer. Size fractionation was achieved
by floatation under gravity (30 min). Aliquots (1 or 2 mL, in order to keep the initial

values of the attenuation coefficient comparable) were consistently sampled at a depth
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of 55 mm from the edge of the glass vial. They were injected into the buffer-filled

ultrasonic measuring cell (cell volume: 140 mL) and thermoregulated at 25°C.
Optical Microscopy

The samples were observed by optical microscopy (Olympus BH2, Tokyo, Japan).
Three to four droplets of bubble dispersion were placed into a concave slide and
covered with a glass slide. Rapid image acquisition was achieved using a Lumenera
Infinity 2 CCD camera (Lumenera, Ottawa, Canada). Bubble radii were measured using

the ImageJ software on 5 to 10 slides.!"™

Static Light Scattering

Static light scattering measurements were performed with a Coulter LS100 instrument
(Coulter Electronics Inc., Hialeah, FL) operating at 25°C. The Fraunhofer's theory was
used to analyze the diffraction pattern. In order to obtain acceptable obscuration values,
150 pL of the bubble dispersions prepared from the 10 mM-concentrated FnHmPhos
dispersions were injected in a 10 mL cell containing HEPES buffer. The samples were

kept under mechanical agitation during the measurements (5 repeats).
Acoustical Determination of Microbubble Size Distribution

This sizing method is based on the attenuation of an acoustical pulse that propagates
through the aqueous bubble dispersion. Standard simple-harmonic resonator curves are
fitted to measured attenuations in order to infer the size of the bubbles.”’ A low-power
emitter was used that avoids altering bubble characteristics and stability. For

experimental details see ref!'”,
Langmuir Monolayers

The surface tension (x) versus molecular area (4) isotherms were recorded on a
Langmuir minitrough (KSV Nima, Espoo, Finland) equipped with two movable barriers
(initial area: 204 x 60 mm, speed: 7.3 mm” s, which corresponds to a reduction of the
total area of ~4% min™). The surface pressure was measured using the Wilhelmy plate
(paper) method. 50 to 150 pL of solutions of F8H11Phos, or F8H2Phos, in THF (0.8
mg mL") were spread on the surface of the HEPES/NaCl buffer solution (pH 7.0) at

20°C. Compression rates varied from 5 to 15 cm” min™.

100



Bubble Profile Analysis Tensiometry

The shape of a gas bubble in a liquid depends on buoyancy and on surface tension.
Axisymmetric bubble shape analysis was applied to a rising bubble of the gas phase
formed in the F8H11Phos dispersion. Time dependence of the interfacial tension was
measured during adsorption of the perfluoroalkylated phosphate at the gas/liquid
interface using a Tracker® tensiometer (Teclis, Longessaigne, France). A lid fitted on
the measuring glass cell (10 mL) prevented evaporation of water during the long
equilibration times. The bubble (5 pL) was formed at a stainless steel capillary with a
tip diameter of 1 mm. It was carefully determined that the systems were at equilibrium

at the end of the experiments.

Figures S1 and S2
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Figure S1. Compression isotherm at 25°C of a) F8HI11Phos and b) FSH2Phos spread at the
air/water interface as Langmuir monolayers. Three compression/expansion cycles were

performed for each compound.
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Figure S2. Kinetics of adsorption at 25°C of FSH11Phos (5 mol L) at the air/water interface,

as measured by bubble profile analysis tensiometry.
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IV.2. Microbulles stabilisées par des nanoparticules magnétiques

Un vif intérét est actuellement apporté aux microcapsules incorporant des
nanoparticules dans leur paroi en raison de leur potentiel d’applications émergentes en
biologie, en médecine et en science des matériaux. De telles microcapsules ont un fort
potentiel comme agents de contraste bimodaux pour 1’échosonographie et la résonance
magnétique, ainsi que pour des applications de délivrance de médicaments et de matériels
génétiques. Les parois des microcapsules actuellement développées sont généralement
composées de polymeres. Des lipospheéres ont aussi été¢ développées pour leur potentiel
médical. Il s’agit de sphéres de gaz entourées d’une couche d’huile contenant les
nanoparticules, et stabilisées par une monocouche de phospholipides. Les microcapsules et les
liposphéres présentent beaucoup d’avantages, cependant elles sont moins « échogenes » que
de simples microbulles gazeuses, la réflexion de 1I’onde ultrasonore étant amortie dans un cas
par le matériau polymere et dans 1’autre cas par la couche d’huile. Nous avons utilisé notre
capacit¢ a préparer des microbulles extrémement stables grace aux phosphates
perfluoroalkylés (Chap. IV.1) pour décorer leur surface externe par des nanoparticules
magnétiques d’oxyde de fer. Nous avons élaboré et caractéris€ des microbulles de tailles
controlées (r ~6 pum et 0.8 pum) a Dlaide du phosphate perfluoroalkylé
CgF17(CH;);;OP(O)(OH),. Les bulles magnétiques submicroniques perdurent plusieurs
heures sans modification significative de leur taille, comme le confirment la mesure
acoustique, la diffusion statique de la lumiere et la microscopie optique. Les microbulles
magnétiques conservent une échogénéicité comparable a celles des bulles dépourvues de
particules et caractéristique des bulles a paroi souple de tensioactifs. Enfin, les bulles
magnétiques s’alignent dans la direction d’un champ magnétique. Les alignements s’orientent

rapidement en fonction de la direction du champ.

Ces résultats sont rassemblés dans la publication intitulée « Compressible multi-scale
magnetic constructs : Decorating the outer surface of self-assembled microbubbles with iron

oxide nanoparticles», parue dans RSC Advances en 2013.
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This paper reports the elaboration of size-controlled resilient
echogenic micron-size bubbles that have a soft shell made from
self-assembled perfluoroalkylated phosphates and iron oxide
nanoparticles grafted on their external surface. The high echo-
genicity, characteristic of compressible gas bubbles, is retained.
These hybrid constructs have potential as bimodal contrast agents
for ultrasound and magnetic resonance imaging.

Attention has recently been focused on functionalized micro-
capsules embedding nanoparticles or quantum dots in their shells
for emerging applications in the biological, medical and materials
sciences. When magnetic nanoparticles are present, such micro-
capsules have potential as bimodal contrast agents for echosono-
graphy and magnetic resonance imaging, and for targeted drug
delivery.'® The shells of the presently available microcapsules are
generally made of rigid polymeric materials. The magnetic
nanoparticles are embedded in these shells (Scheme 1a). Softer
vehicles, called lipospheres,” have been developed for gene and
drug delivery enhancement.® " The common representation of
lipospheres is that of gas-filled spheres surrounded by a layer of
viscous, hydrophobic liquid oil (up to 30% v/v) that contains the
nanoparticle cargo and is enclosed within a self-assembled
phospholipid film (Scheme 1b)."

Both microcapsules and gaseous-liquid lipospheres have
advantages and limitations. In both cases, their shells can be
adapted so as to enhance stability, circulation persistence, drug
loading and release, targeting of and fusion with cell membranes.
The former constructs are generally more stable, but less
echogenic than the latter. Lipospheres were reported to be less
stable to acoustical pressure and less echogenic than “true” gas
microbubbles, due to the dampening effect of the constitutive oil
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Sadron (ICS) CNRS-Université de Strasbourg (UPR 22), 23 rue du Loess, BP 84047,
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phase.” Other limitations of lipospheres include sphere-to-sphere
gas content inhomogeneities, and the simultaneous presence of
external magnetic micelles."

We now report that the single-chain (perfluoroalkyl)alkyl
phosphate CgF;,(CH,);;OP(O)(OH), (F8H11Phos) allows formation
of micron and sub-micron size bubbles enclosed within a highly
flexible self-assembled film on which iron oxide nanoparticles
(Fe;0,4 NPs) can be grafted (Scheme 1c). Control of the bubble size
(eg radius r ~ 6 um or ~0.8 pm) was achieved. The smaller
nanoparticle-decorated microbubbles (NP-decoMBs) display high
stability, persisting for several hours in an aqueous suspension
without size modification.

For many of the targeted applications, “true” gaseous
microbubbles (MBs) enclosed within a thin, highly flexible fluid
film are preferable as they allow generation of a stronger
ultrasound response. Such a flexible film can be obtained using
self-assembled small surfactant molecules. To our knowledge, only
one example of lipid-shelled MBs decorated with latex nanobeads
has been reported, but the nanobeads were not magnetic.'*'>

In order to maximize the resonance under the ultrasound wave
fields commonly used by medical echographs (1-10 MHz), while

wister

S e e L T
| Folymersnal
1 Lipd lsyar

o . .
o, Surtactants
o Nangosmeas
Scheme 1 Schematic representation of (a) microcapsules with nanoparticles
embedded in a polymer shell; (b) lipospheres with nanoparticles dispersed in an

internal lipid layer; and (c) microbubbles with nanoparticles grafted on their surface.
Not to scale.

RSC Adv., 2013, 3, 7743-7746 | 7743



preserving their ability to cross capillary beds, the MBs should
have a preferred diameter of 1-7 pm and a narrow size
distribution.'® Ensuring the MBs’ stability is another major goal.
The MBs were characterized by static light scattering (SLS), optical
microscopy (OM), and a dedicated acoustical attenuation mea-
surement method (AAM)"”*® that led to concurring results.

Fe;0, NPs were synthesized by co-precipitation of Fe(u) and
Fe(m) ions in alkaline solution.'® The average diameter of the
magnetite core is 10 + 2 nm (transmission electron microscopy
(TEM), Supporting Information Fig. S1, ESIf). When Fe;O, NPs are
dispersed in the HEPES-NaCl buffer (pH 7), irreversible NP
aggregation occurs owing to magnetic attraction and to the
absence of NP protection. Dynamic light scattering (DLS)
demonstrated that the clusters have a mean diameter of 170 +
20 nm (Supporting Information, Fig. S2, ESIf). The aggregates’ size
distribution is narrow and the dispersions remain stable for
several hours at room temperature.

NP-decoMBs were prepared in one step by submitting a co-
dispersion of F8H11Phos and Fe;O4 NPs in a HEPES-NaCl buffer
to sonication under an atmosphere of perfluorohexane, C4Fy4. As
part of our wall component selection efforts, we had found that
(perfluoroalkyl)alkyl phosphates, C,Fs,.1(CH,),,OP(O)(OH),, can
form differently sized, stable MBs. The phosphate head group was
chosen because phosphate ions readily bind to magnetite
nanoparticles via the formation of a binuclear Fe** complex that
involves two of the oxygen atoms of the phosphate ion.*
Dendrons have also been grafted on Fe;O, NPs via phosphate
groups.”" The perfluoroalkyl chain was expected to enhance the
stability of the surfactant membrane.”*** When used as filling
gases, perfluorocarbons retard the bubble dissolution very
effectively, due to their very low water solubility.'®"%**%
Perfluorohexane was selected as the most suitable candidate
based on previous investigations.*®

Both large (r ~ 6 um) and small ( ~ 0.8 pm) NP-decoMB
populations were prepared. A series of the larger ones was
obtained using a short sonication time (15 s). Just after
preparation, their mean radius, as determined by AAM from the
attenuation spectra, was ~ 5.7 um (Fig. 1a). The bubbles’ size grew
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Fig. 1 (@) Size distributions at various time points of F8H11Phos-stabilized
microbubbles decorated with Fe30,4 nanoparticles, as determined by the acoustical
attenuation method. The bubbles (average radius 5.7 pum) were obtained from
F8H11Phos dispersions in HEPES buffer (pH 7), sonicated for 15 s; (b) time evolution

of the volume fraction of the nanoparticle-decorated bubbles, indicating a half-life
of ~14 min.
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Fig. 2 (a) Optical micrograph of bubbles decorated with FesO, nanoparticles
immediately after preparation; (b) corresponding bubble size histogram; (c)
magnification providing direct evidence of nanoparticles on the bubble’s surface;
(d) size distribution of the decorated bubbles immediately after preparation, as
measured by SLS.

slightly with time to reach ~6.8 pum after 1 h, after which the
attenuation coefficient was essentially null. The variation of the
acoustically determined bubble volume fraction as a function of
time (Fig. 1b) indicated a half-life (5,/,) of ~14 min.

The NP-decoMBs’ size was corroborated by optical microscopy
(Fig. 2a,b, r ~ 4 pm). The bright core of the objects establishes
that they are MBs, and not NP aggregates. These large MBs
provide a convenient scale for direct visualization of NP aggregates
at their periphery by optical microscopy (Fig. 2c). SLS further
confirmed the presence of a largely dominant population of MBs
with a mean radius of ~4.8 pm (Fig. 2d), but detected also a small
amount of smaller MBs (~ 0.5 pm) that cannot be detected by OM.
The slightly higher mean radius value measured by SLS is likely
due to the fact that the particles are counted in volume, while in
the OM analysis they are counted in number.

For comparison, bare MBs were prepared under the same
conditions, but without NPs. Their initial size and half-life were
comparable to those of the NP-decoMBs (~4.7 pm; 64/, ~ 18 min;
Supporting Information, Fig. S3, ESIf), as assessed by AAM. This
indicates that the NPs did not perturb the self-assembly of the
surfactant. It also demonstrates that the MBs remain as echogenic,
and hence, as flexible as in the absence of NPs.

The fact that the NPs do not influence the MBs’ size, size
distribution and stability indicates that bubbles with a thin self-
assembled film of F8H11Phos form first, and that the NPs are
grafted subsequently onto the MBs.

In order to control and, in particular, to reduce the size of the
MBs, which is mandatory for certain applications, we investigated
the effects of sonication time on the MBs’ size. Increasing the

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2013
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Fig. 3 (a) Size distributions at various time points of small Fes0, NP-decorated
microbubbles, as determined by the acoustical attenuation method. The bubbles
were obtained from F8H11Phos and FesO, NP dispersions in HEPES buffer,
sonicated for 2 min; (b) time evolution of the volume fraction of these decorated
bubbles, indicating a half-life of ~130 min; (c) optical micrograph of the smaller
Fe304 NP-decorated MBs. Size distribution histograms as assessed immediately after
preparation by (d) optical microscopy (in number), and (e) SLS (in volume).

sonication time from 15 s to 2 min allowed the preparation of
much smaller MBs (r < 1 um) with narrower MB size distributions
(Fig. 3a,c).

The submicron-size of the new NP-decoMBs was confirmed by
both OM and SLS (Fig. 3d,e). Here again, the typical optical pattern
shows the bright central core of the MBs, and not the opaque
black dots that would originate from NP aggregates. These small
NP-decoMBs are much more stable than the above-described
larger MBs, as shown by AAM monitoring (Fig. 3a), with a half-life
of ~130 min, as compared to ~14 min for the larger ones.
Stability was corroborated by OM, which showed no significant
change in radius after 2 h.

We previously reported that small phospholipid-coated MBs
could be more stable than larger ones, in spite of increased
Laplace pressure, due to the fact that the fluorocarbon gas not
only stabilizes microbubbles through an osmotic or internal gas
solubility reducing effect,'®> but also exercises a co-surfactant
effect with regards to the phospholipid.'”***” In the present case,
the unexpectedly higher stability of the smaller MBs is likely also
due, at least in part, to a co-surfactant contribution of
perfluorohexane with F8H11Phos. The presence of fluorinated
chains in both shell and internal phase components likely
enhances this contribution.>

Bubbles of less than 1-2 um in diameter are too small to allow
proper OM visualization of the NP aggregates on their surface.
Instead, we have submitted them to a magnetic field, which
caused them to align as strings in the direction of the field
(Supporting Information, Fig. S4b, ESIf). When the magnet is
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rotated by 90°, the MB strings also change direction (Fig. S4c,
ESIY). This behaviour implies that the MBs bear magnetic particles.
It is noteworthy that when the magnetic field is shut down, it takes
a long time (tens of min) for the magnetic MBs to recover to
random positions.

In summary, the fluorocarbon/hydrocarbon amphiphile
F8H11Phos self-assembles into perfluorohexane-stabilized micro-
bubbles and, in the presence of Fe;O, nanoparticles, forms Fe;0,
NP-covered MBs. Both large (6 pm) and much smaller (0.8 pm) NP-
decorated, narrowly-distributed microbubble populations were
isolated. The latter and smaller NP-decoMBs are stable and highly
echogenic. The high echogenicity, characteristic of MBs coated
with a thin self-assembled film of small molecules, is not reduced
by the grafting of magnetic nanoparticles, indicating that the
desired shell flexibility is preserved. The new magnetic micro-
bubbles spontaneously align in the direction of a magnetic field.
To our knowledge, this is the first report of true gas bubbles with a
flexible self-assembled shell decorated with magnetic nanoparti-
cles on their surface. Our decorated bubbles resonate in the 1 to
10 MHz frequency range and are thus potentially suitable for the
current medical echographs.
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Experimental Section

Materials. Perfluorooctyl iodide (CgF ;1) was from Atochem, iron chloride hexahydrate (FeCl;- 6H,O,
99% extra pure) from Acros Organics, undecenol, iron chloride tetrahydrate (FeCl,-4H,0O, >99%),
hydrochloric acid (HCI, min 37%), perfluorohexane (>99%) and Pluronic F68 (a polyoxyethylene-
polyoxypropylene triblock copolymer, MW ~8300, purity >99%) from Sigma Aldrich.
Tetramethylammonium hydroxide (N(CH3)4OH aqua solution) was from Alfa Aesar. A HEPES buffer
solution (N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid, from Sigma) (20 mmol L™) in a 150
mmol L NaCl solution was prepared and its pH adjusted to 7.0 with IN NaOH. Water was purified
using a Millipore system (surface tension: 72.1 mN m™"' at 20°C, resistivity: 18.2 MQ cm).

Synthesis of (Perfluorooctyl)undecyl Phosphate CgF17(CH;);10OP(O)(OH), (F8H11Phos). The non-
commercially available precursor, CgF;7(CH;);;OH, was prepared by radical addition of CgF;1 on
undecenol, followed by dehalogenation using gaseous HCL!'! A solution of 130 mg (78 pL, 0.85
mmol, 2.5 eq) of POCIl; in 1 mL of dry Et,O was cooled to 0°C under argon and under stirring. 200 mg
(0.34 mmol) of F8H110H in 4 mL Et,0 were added dropwise over 60 min at 0 °C and stirred at room
temperature for 24 h, after which 0.5 mL of water was added and the mixture was stirred for 16 h. The
two phases were separated and the aqueous phase was extracted with Et,O (3 times). The combined
ether phases were extracted with a 5% NaHCOs; solution (3 times). The pH of the aqueous phase was

adjusted to ~1 with diluted HCI and extracted with ethyl acetate (3 times). The organic phase was

This journal is © The Royal Society of Chemistry [year] [journal], [year], [vol], 00-00 | 1
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washed with water, dried over MgSO, and the solvent evaporated to yield 190 mg (84%) of
F8H11Phos (white solid). '"H NMR (CD;OD, 400 MHz) § (ppm): 1.33-1.43 (m, 14H), 1.55-1.75 (m,
4H), 2.15 (m, 2H), 3.96 (dt, J = 6.8, 6.6 Hz). °C NMR (CD;0D, 75 MHz) & (ppm): 21.3, 26.7, 30.1,
30.3, 30.4, 30.5, 30.6, 30.7, 31.5, 31.7, 67.8. Anal. Calcd. for C9H24F704P: C, 34.04; H, 3.61. Found:
C,34.4; H, 3.82.

Synthesis of Fe;04 Nanoparticles. Solutions of FeCls.6H,O (1 mol L) and FeCl,.4H,0 (2 mol L
were prepared by dissolving the iron salts in HCI (2 mol L™") and deoxygenated with argon for 30 min.
10 mL of FeCl;.6H,0 solution and 2.5 mL of FeCl,.4H,0O solution were mixed and heated to 70°C
under argon under stirring. A 1 mol L™ N(CH3)4OH solution was then injected at 0.7 mL min" and
vigorously stirred for 20 min. The precipitate was washed with distilled water until pH 7 was reached.

The nanoparticles’ size was 10 + 1 nm, as determined by TEM.!**]

Preparation of Bare Microbubbles. F8H11Phos (10 mmol L") was dispersed in the HEPES/NaCl
buffer (one night, room temperature, magnetic stirring). Pluronic F68 was added to facilitate dispersion
(F8H11Phos:F68 molar ratio 10:1). A 1 mL aliquot of F8H11Phos/F68 dispersion was transferred to a
glass tube (inner diameter 18 mm, length 63 mm) and pre-sonicated under air at low power (setting 2)
for 30 s at room temperature. The sonicator (Vibracell, Bioblock-Scientific, Illkirch, France) was
operated at 20 kHz (3 mm titanium probe, output ~600 W, duty cycle 40%). The F8H11Phos/F68
dispersion was then sonicated for 15 s (setting 2, ~200 W) at room temperature under N, saturated
with perfluorohexane by bubbling through three successive perfluorohexane-containing vials. The
sonicator probe was consistently placed 5 mm below the dispersion’s surface. The aggregated
microbubble suspension (foam) was diluted with buffer (8 mL). Size fractionation was achieved by
floatation under gravity (30 min). Aliquots (I or 2 mL, in order to keep the initial values of the
ultrasound attenuation coefficient comparable) were consistently sampled at a depth of 55 mm from
the edge of the glass vial and injected into the buffer-filled ultrasonic measuring cell (cell volume: 140

mL) thermoregulated at 25°C.

Preparation of Fe;O4 Nanoparticle-Decorated Microbubbles. A 1 mL aliquot of the above
F8H11Phos/F68 dispersion was placed in a glass tube with 1 mL of Fe;04NP dispersion (5 mg mL™)
in HEPES/NaCl buffer and vortexed. This mixture was sonicated for 15 s, or 2 min, under a
perfluorohexane atmosphere and diluted with 8 mL of HEPES buffer. Size fractionation was achieved
by floatation under gravity (30 min) and aliquots were injected in the ultrasonic cell for AAM. 30 min

were allowed before analysis by OM and SLS.
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Acoustical Determination of Microbubble Size Distributions. The attenuation of the acoustical
pulse that propagates through the aqueous bubble dispersion was measured and fitted to standard
simple-harmonic resonator curves to determine bubble sizes.[*” The setup has been designed so that
the ultrasound field does not alter the stability of the bubbles: First, the acoustical power that is used is
low (<0.1 W cm™; peak-to-peak acoustical pressure <3 10" Pa). Second, the wave package only lasts
10 ps, and only 256 data points were recorded during the whole experimental span time along a
pseudologarithmic scale, ensuring that the bubbles were only weakly exposed to ultrasound."! Each

measurement was repeated on 3 to 5 different bubble preparations.

Optical Microscopy. Three to four droplets of bubble dispersion were placed into a concave glass
slide, covered with a glass slide, and observed with an Olympus BH2 (Tokyo, Japan) microscope.
Rapid image acquisition used a Lumenera Infinity 2 CCD camera (Lumenera, Ottawa, Canada).

Bubble radii were measured using the ImageJ software on 5 to 10 slides.”!

Dynamic Light Scattering (DLS). A Malvern Zetasizer Nano ZS was used (scattering angle 90°). The
z-averaged hydrodynamic mean diameters of the Fe;O4NPs dispersed in the HEPES/NaCl buffer were
determined using the Malvern software. The measurements were achieved at 25°C on 5 10~ mg mL"

concentrated dispersions at pH 7.

Static Light Scattering (SLS). To obtain acceptable obscuration values, 1 mL of bubble dispersion
prepared from a 10 mM-concentrated F8 H11Phos dispersion was injected in the 10 mL HEPES buffer-
containing cell of a Coulter LS100 instrument (Coulter Electronics Inc., Hialeah, FL). The samples

were continuously agitated at 25°C. Fraunhofer's theory was used to analyze the diffraction pattern.

Figure S1.Transmission electron micrograph (TEM) of a dried sample of Fe;O4 nanoparticles. The
average diameter of the individual magnetite core is 10 + 2 nm.
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Figure S2. Dynamic light scattering of Fe;O4 nanoparticles dispersed in the HEPES/NaCl buffer at pH
7. The 10 nm NPs form narrowly dispersed clusters of ~170 nm in diameter.
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Figure S3. a) Size distributions at various time points of bare microbubbles stabilized by F8H11Phos
in the HEPES buffer (pH 7), as determined by the acoustical attenuation method. b) Time evolution of
the volume fraction of F8H11Phos bubbles, indicating a half-life of ~18 min.
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Figure S4. Optical micrographs of Fe;O4NP-decorated MBs. a) In the absence of magnetic field B, the
decorated microbubbles are distributed randomly. When submitted to the magnetic field, they string up
and align horizontally (b) or vertically (c), depending on the direction of B. Inset: magnification of a
trio of bubbles. A video of the experiment is available from the author.
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Conclusion

Les propriétés hydrophobes et lipophobes des chaines fluorées conférent aux
fluorocarbures et aux tensioactifs fluorés des caractéristiques bien particulieres. L’étude de
monocouches de phospholipides en présence de fluorocarbures est importante pour le
développement de nouvelles applications biomédicales basées sur des associations de ces
deux composants et, en particulier, pour une meilleure compréhension de leurs roles respectifs
dans deux applications identifiées (les surfactants pulmonaires de remplacement et les agents

de contraste).

Dans le cadre de cette these, nos deux objectifs principaux ont consisté a évaluer d’une
part ’impact de I’adsorption de phospholipides et/ou des fluorocarbures a I’interface air/eau
pour des applications de substitution du surfactant pulmonaire et, d’autre part, a élaborer et
¢tudier de nouvelles microbulles stabilisées par des fluorocarbures et des tensioactifs fluorés

pour des applications en tant qu’agents de contraste multimodaux.

La tensiométrie par analyse de profil de bulle lors de 1’étude de I’adsorption dynamique
d’une série de phospholipides a une interface eau/air, la phase gazeuse étant saturée en
perfluorohexane, un fluorocarbure non polaire et non amphiphile, a permis de démontrer que
le composé fluoré accélere de maniere significative la vitesse d’adsorption des phospholipides
a cet interface et qu’il en diminue la tension interfaciale d’équilibre. Cette étude a permis de
conclure qu’une molécule non polaire et non amphiphile peut avoir une activité¢ d’agent co-

tensioactif vis-a-vis de phospholipides a I’interface air/eau.

L’étude de I’adsorption de dipalmitoylphosphatidylcholine a la surface d’une bulle
millimétrique sous oscillations périodiques a permis de mettre en évidence un enrichissement
de I’interface par des molécules de phospholipides venant de la phase dispersée et un
abaissement permanent de la tension interfaciale. Le phénoméne se produit uniquement
lorsque le temps caractéristique de la perturbation est comparable au temps caractéristique de
la transition liquide expansé/liquide condensé subit par la monocouche de phospholipide. Il
est intéressant de noter que la gamme de périodes d’oscillations est proche de celle de la
respiration humaine. L’observation de ces nouveaux phénomenes devrait pouvoir E&tre
rapprochée de la dynamique au niveau pulmonaire d’un film d’agent tensioactif lors de la
respiration. D’un point de vue méthodologique, ces résultats ouvrent des perspectives pour

I’étude de la dynamique et des propriétés de transport de films insolubles de phospholipides
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qui ne pouvaient étre étudi€s en 1’absence d’oscillations, I’équilibre n’étant pas atteint dans un

délai raisonnable.

L’étude de I’adsorption de dipalmitoylphosphatidylcholine en présence d’albumine a
permis de conclure, en accord avec des études précédentes, que ce phospholipide ne s’adsorbe
pas de manicre significative a 1’interface air/eau et qu’il ne peut contribuer a diminuer la
tension interfaciale quand I’albumine est présente. Néanmoins, il a pu étre mis en évidence
que la dipalmitoylphosphatidylcholine déplace 1’albumine et diminue la tension interfaciale
lorsque le film interfacial est soumis a des oscillations sinusoidales prolongées. De plus,
l'introduction d'un fluorocarbone gazeux dans la bulle accélere la cinétique d'adsorption par
un ordre de grandeur. La période choisie (10 s) et ’amplitude de la surface de variation (15%)
sont des conditions physiologiques normales rencontrées dans la respiration humaine. Notre
étude a également permis de montrer que 1’albumine ne pénétre pas un film adsorbé de
dipalmitoyl phosphatidylcholine lorsque la protéine est ajoutée apreés que le film de
phospholipide soit dans un équilibre d’état condensé.. Ces observations pourraient contribuer
a mieux décrire la dynamique des films du surfactant alvéolaire natif et, de manicre plus
générale, la respiration et ce, en ne prenant pas en considération le rdle clé joué par les

protéines présentes dans la composition du surfactant pulmonaire.

Notre étude sur les microbulles de gaz nous a permis de montrer qu’un phosphate
perfluoroalkylé utilisé comme tensioactif constitutif de la paroi des microbulles permettaient
de stabiliser ces dernieres au-dela de leur rayon critique et durant des périodes de plusieurs
semaines. C’est un comportement exceptionnel, si on considére que les microbulles stabilisées
par des phospholipides standard collapsent en quelques secondes apres avoir atteint le rayon

critique.

Nous avons mis a profit la stabilité extréme de ces microbulles pour décorer leur surface
externe de nanoparticules magnétiques d’oxyde de fer (Fe;04). Ces microbulles décorées sont
stables pendant plusieurs heures et conservent leurs propriétés échogeénes, ces dernieres ne
sont pas amorties par la couche de nanoparticules. Ces microbulles décorées sont les premiers
objets a associer de véritables bulles de gaz recouvertes d’un film flexible de nanoparticules a

leur surface.
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Influence de Composés Perfluoroalkylés =
sur des Films Minces de Phospholipides
a une Interface Gaz/Eau

Résumé

Les fluorocarbures ont un fort potentiel en médecine. Cependant, et en dépit du fait que certaines formulations
employant des fluorocarbures sont utilisées en clinique, il n’existe que relativement peu d’études visant a
déterminer les interactions entre un fluorocarbure et une membrane de phospholipides. Notre étude concentre a
I’interface fluorocarbure/phospholipide, qui représente d’une part un modele simplifié du surfactant
pulmonaire natif dont le composant majoritaire est la dipalmitoylphosphatiylcholine (DPPC), et d’autre part la
paroi de microbulles développées comme nouveaux agents théranostiques.

Tout d’abord, nous montrons que les fluorocarbures abaissent considérablement la tension interfaciale
d’équilibre d’une série de phospholipides et accélerent fortement leur adsorption. Nous montrons que des
oscillations périodiques appliquées a la bulle induisent une transition du film de DPPC vers un état
d’organisation plus dense. L’application d’oscillations périodiques permet aussi a la DPPC d’expulser du film
interfacial une protéine, 1’albumine, dont la présence est souvent liée aux troubles dus au mauvais
fonctionnement du surfactant pulmonaire. L’effet des fluorocarbures, qui accélére considérablement
I’expulsion de I’albumine par la DPPC, est également étudié.

D’autre part, nous avons obtenu des microbulles exceptionnellement stables grace a une série homologue de
phosphates perfluoroalkylés. Nous avons également réussi a former des microbulles couvertes par des
nanoparticules magnétiques, tout en gardant les propriétés échogenes des bulles. De telles microbulles offrent
un potentiel comme des agents de contraste bimodaux pour I’IRM et I’échosonographie.

Résumé en anglais

Fluorocarbons have a great potential in medicine. However, and despite the fact that some formulations using
fluorocarbons are used clinically, only a few studies are reported that aim to determining the interactions
between a fluorocarbon and a membrane of phospholipids. Our work concentrated on the
fluorocarbon/phospholipid interface, which represents, on one hand, a simplified model of the lung surfactant,
the major component of which is dipalmitoylphosphatiylcholine (DPPC), and on the other hand, the shell of
microbubbles developed as new theranostic agents.

In a first part, we show that fluorocarbons significantly reduce the equilibrium interfacial tension of a series of
phospholipids and greatly accelerate their adsorption rate. We also show that periodical oscillations applied to
the bubble induce a transition of DPPC film to state with a denser organization. The application of periodical
oscillations also allows DPPC to expel from the interfacial film a protein, albumin, whose presence is often
associated with disorders caused by dysfunction of the lung surfactant. The impact of fluorocarbons, which
considerably accelerate the expulsion from the interfacial film of albumin, is also studied.

In a second part, we have obtained exceptionally stable microbubbles with a homologous series of
perfluoroalkylated phosphates. We were also able to form microbubbles covered by magnetic nanoparticles,
while preserving the echogenicity of the bubbles. Such microbubbles offer a potential as bimodal contrast
agents for MRI and echography.




