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ACVA acide 4,4’-Azobis(4-cyanopentanoique. 38

AFM microscopie a force atomique. 29, 42, 44, 110, 204

AGET-ATRP ATRP générée par trasfert d’électron. 37

AIBN aczobisisobutyronitrile. 38

AMD analyse mécanique dynamique. 99, 101

AMFC ampérométrie avec microélectrode en fibre de carbone. 29, 43
ARGET-ATRP ATRP regénérée par trasfert d'électron. 37

ASB albumine de sérum bovin. 44

ASH albumine de sérum humain. 46, 47

ATR-IRTF réflectance totale atténuée. 43

ATRP atom rransfert radical polymerization. 34, 36-38, 40, 45

BET Brunauer, Emett et Teller. 97, 100, 106

BIBB o-Bromoisobutyryl bromide. 37, 38

CDI 1,1-carbonyldiimidazole. 147, 149
CES chromatographie d’exclusion stérique. 41, 77, 135, 140

CTA agent de transfert de chaine, aussi appelé agent RAFT. 40, 41, 133-136, 138-140, 143,
181

DA degré d’acétylation. 22, 24, 82-84, 90, 92, 121
DMF diméthylformamide. 39
DP degré de polymérisation. Voir glossaire : degré de polymérisation

DPC duodénopancréatectomies céphaliques. 13, 14

EDA éthyléenediamine. 153
EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide. 32, 147, 149

EDX analyse dispersive en énergie. 102

FC feuillet cellulaire. 31, 45, 47
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HDA 1,6-hexanediamine. 153

IP indice de polydispersité. 34, 40, 133, 135, 136, 138, 140-143, 181, Voir glossaire : indice
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LCST "Lower Critical Solution Temperature" (ou, en francais, température critique infé-
rieure de solubilité). 31, 44-47, 130, 155, 156, 162, 192, 197, 198, 200, 201, 203, 204

MEB microscopie électronique a balayage. 26, 97, 197, 200
MEC matrice extra cellulaire. 10, 11, 24-26, 28, 33, 45

MES acide 2-(N-morpholino)éthanesulfonique. 154

NHS N-hydroxysuccinimide. 32, 147, 149
NIPAM N-isopropyacrylamide. 40, 132, 133, 181

NMP nitroxide mediated polymerization. 34, 36, 38

PBS tampon phosphate salin. 154
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172,174-177,179-182, 189, 194-198, 200, 201, 203, 204

PEG polyéthylene glycol. 26, 27
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RAFT polymérisation radicalaire contrélée par transfert de chaine réversible par addition-
fragmentation. 34, 36, 38, 40, 41, 132-134, 136, 138-140, 142, 145, 181, 182, 191

RGD Arginylglycylaspartic acid, contraction de L-arginine, glycine, et acide L-aspartique.
21,25
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Bien que 'espérance de vie humaine ne cesse d’augmenter ces dernieres années, le
cancer se présente toujours comme un enjeu bien actuel pour la société civile. La morta-
lité des cancers est toutefois variable, en fonction de la localisation de la tumeur et de la
précocité du diagnostic.

Au sein de I'Union européenne, il a été estimé en 2012 qu'un quart des déces de causes
cancéreuses était lié au cancer du pancréas. Si I’'on considere que I'incidence de ce type
de cancer est en augmentation, le traitement des tumeurs pancréatiques se pose comme
une problématique non négligeable dans I’amélioration de la prise en charge médicale.

Difficile a diagnostiquer, le cancer du pancréas peut toutefois étre traité par chirurgie
digestive : il convient alors d’exciser la partie tumorale de I'organe. Le pancréas est ce-
pendant une glande primordiale impliquée dans différents roles biologiques comme la
régulation de la glycémie ou la digestion. L'exérese s’accompagne ainsi nécessairement
du maintien en activité de I'organe. La suture du moignon pancréatique, ou encore ’ana-
stomose pancréatico-digestive (connexion entre le pancréas et I'estomac, dans le but de
reconstruire la continuité digestive) font donc partie intégrante du traitement. Comme
pour toute opération chirurgicale, un risque pour le patient est présent bien que le taux
de mortalité reste relativement bas (5 %). Toutefois, les complications sont fréquentes et,
méme si elles n’entrainent pas systématiquement la mort, celles-ci alourdissement gran-
dement le traumatisme subi par le patient. Parmi ces complications, les fistules pancréa-
tiques sont majoritaires avec une incidence pouvant atteindre 30 %. Ces fistules induisent
la fuite de liquide pancréatique, riche en enzymes digestives, au travers des sutures chi-
rurgicales : les dégats causés peuvent alors étre conséquents avec des risques de compli-
cations infectieuses ou hémorragiques.

Ce travail de theése ne porte pas sur le traitement du cancer a proprement parler mais
se propose de tenter de nouvelles approches pour apporter un soutien a la chirurgie pan-
créatique. La prévention des fistules par le biais de I'utilisation d'un dispositif médical
sous forme de matrice absorbante, implantée au contact de I’organe et capable de limiter
les fuites enzymatiques, se pose comme une solution intéressante.

En plus de capacités absorbantes, le matériau doit étre résistant aux enzymes diges-
tives sécrétées par le pancréas, tout en se dégradant lentement au cours du temps puis-
qu'une seconde intervention chirurgicale consistant a retirer le dispositif serait lourde

pour le patient.
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Il semble évident que 'approche nécessaire a I’élaboration et a la validation d'un dis-
positif médical impose diverses conditions quant a I'innocuité des matériaux utilisés. Le
choix de ces matériaux et des techniques d’élaboration est donc restreint; une these pré-
cédente a permis d’identifier des matériaux biosourcés prometteurs, a savoir I’alginate et
le chitosane [1].

Ces deux polymeres disposent chacun de leurs caractéristiques propres et peuvent
étre combinés sous forme de complexes polyélectrolytes, c’est-a-dire un mélange intime
des deux polymeres, pour constituer la matrice absorbante. Il a déja été montré que le ra-
tio des polymeres pouvait entre autres avoir un impact sur les propriétés physico-chimiques
obtenues [2]. Le controle de la structure et notamment de la porosité de la matrice, point
clef des propriétés d’absorption, reste cependant a étudier. Ce travail porte donc dans un
premier temps sur 'optimisation de I’élaboration de cette matrice par1'étude de 'amélio-
ration du procédé de préparation afin de prendre en compte les autres propriétés d’'usage,
a savoir la résistance aux enzymes pancréatiques et la cinétique de libération d’actif [3].
De plus, la pose aisée de la matrice absorbante est un critére majeur. Une adhésion contro-
lée a I'organe permettrait de maitriser la pose du dispositif : lors de I'opération, un ma-
tériau peu adhésif faciliterait une pose optimale tandis qu'une adhésion postopératoire
assurerait le maintien sécurisé du dispositif.

Les connaissances actuelles en science des matériaux offrent une large gamme de
fonctionnalités sensibles a des stimuli extérieurs : on parle de matériaux « intelligents ».
Parmi les disponibilités et au vu de I'application visée, le développement d'un matériau
répondant a une variation de température semble cohérent. En effet, pendant |’opération,
la température du corps se trouve étre inférieure a la température corporelle habituelle de
37 °C. Le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) est un polymere possédant des proprié-
tés thermosensibles, avec une température de transition intéressante pour cette applica-
tion. De nature hydrophile a basse température, il devient hydrophobe au-dela de 32 °C. 11
est connu dans la littérature scientifique que, lorsque du PNIPAM est disposé a la surface
de matériaux, ces changements de propriétés ont un impact sur les interactions surface
du matériau/cellules vivantes, notamment en termes de (bio)adhésion.

Il parait donc judicieux d’envisager le greffage du PNIPAM a la surface de la matrice
absorbante afin de lui conférer des propriétés de bioadhésion thermocontrolée. Les phé-
nomenes liés a la bioadhésion sont cependant complexes et encore mal connus. Certains
facteurs impactants sur les interactions matériaux/cellules sont toutefois identifiés : I'hy-
drophilicité de surface du matériau, son élasticité ou encore plus généralement sa com-
position chimique. Dans tous les cas, les phénomeénes de bioadhésion sont liés a des in-
teractions spécifiques entre les cellules et des protéines présentes dans le milieu extracel-
lulaire. Dans le cas de matériaux recouverts de PNIPAM, la taille des chaines du PNIPAM
ainsi que sa densité en surface sont des parametres clefs pour obtenir une bioadhésion
thermocontrolée. Le principal défi de ce projet de thése consiste a étudier si la fonc-

tionnalisation en surface du biomatériau par du PNIPAM permettra une bioadhésion
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thermorégulée a I'organe. C’est donc sur I'hypothese que les propriétés d’adhésion cel-
lulaire controlées en fonction de la température pourraient étre transférées a un organe
tel que le pancréas que repose ce travail.

Ce projet s’articule donc autour de trois axes. Dans un premier temps, il s’agit d’opti-
miser et de comprendre les matériaux absorbants composés d’'un complexe polyélectro-
lyte a base d’alginate et de chitosane. La modification de surface, c’est-a-dire le greffage
du PNIPAM sur ces matériaux, doit ensuite étre maitrisée afin d’apporter des propriétés
de surface controlées. Enfin, les propriétés des surfaces obtenues, et notamment la bio-
adhésion, sont étudiées.

La compréhension des enjeux applicatifs, le choix des matériaux utilisés et une mise
au point des connaissances actuelles en termes de bioadhésion sont les éléments de dé-
part de ce projet. Avant de s’attarder sur les résultats expérimentaux, un état de I'art tente
donc de mettre en exergue les différents aspects impliqués tout au long de ce travail (Cha-
pitre 1) [4].

Le deuxiéme chapitre porte quant a lui sur I'étude et 'optimisation de la matrice ab-
sorbante, a base d’alginate et de chitosane. Entre autres, différents procédés de séchage
sont comparés pour observer I'influence sur les propriétés physico-chimiques des maté-
riaux obtenus (Chapitre 2).

Le troisieme chapitre s’attarde sur la modification de surface a proprement parler,
c’est-a-dire le greffage du PNIPAM sur les matrices d’alginate/chitosane. La synthese de
ce polymeére y est présentée et les stratégies menées pour effectuer un greffage efficace a
la surface des matrices sont exposées (Chapitre 3).

Dans le quatrieme chapitre, les matériaux élaborés a I'issue des chapitres précédents
sont étudiés. Il s’agit notamment de s'intéresser aux propriétés de bioadhésion (Chapitre
4).

Bien que l'aspect applicatif du sujet soit fortement présent, ce travail de these s’at-
tarde également sur des problématiques plus fondamentales telles que la compréhen-
sion des propriétés physico-chimiques des biomatériaux dans différents milieux. Pour ce
faire, une description des expériences réalisées est directement décrite dans le texte des
différents chapitres. Toutefois, une partie expérimentale plus complete fournit toute in-
formation manquante nécessaire a la compréhension (Chapitre 5). Enfin, une liste des
acronymes employés est disponible en début de manuscrit tandis qu'un glossaire ainsi

que les publications associées a ce travail se trouvent a la fin du manuscrit.
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La chirurgie dispose aujourd’hui de nombreux outils de hautes technologies. Ces sup-
ports lui permettent de diagnostiquer les pathologies de maniere précoce. Dans le cas
du développement de tumeurs, les technologies actuelles ne permettent toutefois pas de

prédire avec une suffisante fiabilité de leurs caracteres bénins ou malins lorsque celles-ci

se situent au niveau du pancréas.
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Chapitre 1: Contexte scientifique et réglementaire

De ce fait, la chirurgie pancréatique (pancréatectomie) est souvent utilisée de ma-
niere préventive. Les complications sont cependant souvent lourdes. Si I'un des enjeux
actuels consiste ainsi a développer des outils diagnostiques, la prévention des compli-
cations postopératoires est aussi un axe de recherche majeur pour améliorer la prise en
charge des patients. Les complications de la chirurgie pancréatiques sont dominées par la
fistule pancréatique (FP) et ses conséquences : il s’agit d'un écoulement intra-péritonéal
postopératoire de liquide pancréatique aux conséquences potentiellement graves voire
mortelles (infection, hémorragie).

Afin de répondre a la problématique que posent les fistules, il est important de com-
prendre les enjeux médicaux concernant les pancréatectomies. En partant de ce contexte,
un cahier des charges pourra étre défini, dans I'optique de développer un biomatériau

préventif face aux FPs.

1.1 Contexte médical

L'élaboration d'un biomatériau dans le but de limiter I'impact des FPs lors de pan-
créatectomies nécessite de comprendre ce qu’est le pancréas et quelles sont les problé-
matiques liées a sa chirurgie. Néanmoins, avant de rentrer dans le détail, il convient de

rappeler quelques considérations biologiques fondamentales.

1.1.1 Rappel: les tissus vivants [1]

Dans le monde du vivant, les cellules s’organisent ensemble pour former des tissus.
L'histologie, la science qui étudie ces tissus, les classe alors en quatre types : épithélial,
conjonctif, nerveux et musculaire.

Les tissus épithéliaux peuvent étre percus comme des barriéres dont le role est de pro-
téger le corps contre toute pénétration externe, notamment par des microbes, virus ou
des composés toxiques. La figure 1.1 montre la structure classique d'un épithélium. Les
épithélia glandulaires, comme la partie endocrine du pancréas (cf. section 1.1.2), peuvent
produire des hormones (p. ex. I'insuline, régulatrice du glucose) ou des protéines (p. ex.
la mucine, que I'on retrouve dans les muscles). On reconnait les tissus épithéliaux par
diverses spécificités. On notera ainsi que (1) les cellules de ces tissus sont polaires. En
d’autres termes, ces cellules sont orientées avec une partie externe (pole apical) et une
partie interne (pole basal). Ces deux zones sont différentes dans leur organisation intra-
cellulaire et intercellulaire. Au niveau du pole basal, on remarque ainsi (2) la présence de
ponts intercellulaires qui permettent d’isoler lalame basale de I'environnement extérieur.
Cette derniere est (3) connectée a un tissu conjonctif. En fait, la lame basale est accolée
a une lame réticulaire, une matrice extra cellulaire (MEC) riche en fibres de collagene qui
prend part au tissu conjonctif sous-jacent. Pour finir, les épithélia sont (4) avasculaires et

(5) ont un pouvoir régénérateur élevé.
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FIGURE 1.1 - Structure classique d'un épithélium reposant sur un tissu conjonctif. En ligne poin-
tillée : la lame basale

Le tissu le plus abondant est le tissu conjonctif, qui représente environ 15 % de la
masse du corps humain. Le sang, les os, les cartilages sont autant de tissus conjonctifs,
en plus des tissus conjonctifs propres (adipeux ou fibreux). Ces tissus supportent, main-
tiennent, protégent isolent et transporte les substances nécessaires au fonctionnement
cellulaire. Ce sont eux qui fournissent par exemple les nutriments et I’oxygeéne aux épi-
thélia. Contrairement a ces derniers, les tissus conjonctifs sont principalement composés
de MEC dans laquelle les cellules vivent. Le ratio MEC/ cellules varie cependant fortement
en fonction du tissu considéré, tout comme le degré de vascularisation. Quoi qu’il en soit,
dans le cas des tissus conjonctifs propres, les fibroblastes sont les cellules majoritaires. Ils
produisent la majeure partie des protéines de la MEC.

Ces deux types de tissu, épithélial et conjonctif, composent le pancréas.

1.1.2 Le pancréas

Le pancréas est une glande abdominale d’approximativement 80 g qui joue un role
important a la fois dans la digestion et larégulation du métabolisme (homéostasie) (figure

1.2). Il est composé de deux parties, endocrine et exocrine (figure 1.3) [2].

1.1.2.1 Pancréas endocrine : régulation de la glycémique [3]

La partie endocrine du pancréas joue un role dans la régulation du métabolisme, no-
tamment dans la régulation de la glycémie. Les cellules endocrines, groupées dans ce
qu’on appelle les ilots de Langherans, sur la surface externe du pancréas, produisent entre
autres l'insuline et le glucagon. Ces deux protéines ont des roles importants dans la ré-

gulation de la glycémie; leurs modes d’action sont variés et complexes. Grossierement,
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FIGURE 1.2 — Le pancréas : morphologie et place dans la cavité abdominale. Source : blog de «mé-
decin», Le Pancréas, http ://medecin.skyrock.com/551472830-Le-Pancreas.html
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FIGURE 1.3 — Représentation schématique du pancréas. Les cellules acineuses (connectées au ca-
nal pancréatique) sont responsables des sécrétions exocrines (digestion) tandis que les ilots de
Langherans produisent les sécrétions endocrines (insuline et glucagon, entre autres). Source : R.
Droual, cours en ligne, Physiologie, chapitre 6, http ://droualb.faculty.mjc.edu

I'insuline favorise 1'absorption du sucre dans les cellules et inhibe sa production (hypo-
glycémiant). Le diabete sucré (hyperglycémie) est directement relié a ces phénomenes
de régulation. Une baisse d’activité insulinique est en effet responsable de I'augmenta-
tion du glucose dans le sang. Le glucagon quant a lui a pour réle d’augmenter le taux de
sucre (hyperglycémiant) a partir, entre autres, des adipocytes. Le pancréas endocrinien
n'est pas relié au tube digestif, contrairement a sa partie exocrine, et ses sécrétions se font

directement dans le sang (tissu conjonctif).
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1.1.2.2 Pancréas exocrine: le jus pancréatique [3, 4]

Le jus pancréatique, une sécrétion exocrine produite par la glande, est un liquide in-
colore, plus ou moins visqueux en fonction de sa concentration en protéine. Ce jus est
produit par les cellules acineuses ainsi que les cellules épithéliales formant la paroi du
canal pancréatique. Le volume excrété quotidiennement est compris entre 1 et 2 L. Son
pH est légerement alcalin, de I'ordre de 7 a 8,4. Le jus pancréatique est une solution élec-
trolytique composée principalement de Na* (approximativement 150 mEq.L™ 1), CI~ et
HCO,". Le bicarbonate est prépondérant, mais la teneur totale en anion se maintient
aux alentour de 150 mEq.L™}, afin d’assurer la neutralité électrolytique. La concentration
en chlore augmente d’autant plus que la sécrétion est importante. HCO,~ est le princi-
pal responsable de l'alcalinité du jus. K*, Ca®* et Mg?* sont aussi présents, tout comme
des composés sulfurés (SO,”) et phosphorés (HPO42‘). La majorité des protéines pré-
sentes sont des enzymes (approximativement 90 %), bien que leur composition ne soit
pas constante. Dans le cas des étres humains, la concentration moyenne en protéines est
de 'ordre de 2,5 g.L_l. Les enzymes principales sont la lipase, la trypsine, 'amylase, la
chymotrypsine, la collagénase et la ribonucléase.

La partie externe du pancréas est recouverte par un fin tissu conjonctif. Aussi, le pan-
créas est partiellement recouvert par le péritoine (sa téte, son coup et son corps sont dits
rétropéritonéens). Ainsi, des vaisseaux sanguins, adipocytes, fibroblastes ou encore des
cellules mésothéliales peuvent étre trouvées a la surface du pancréas.

Les fistules pancréatiques consistent en la communication anormale entre le canal
pancréatique (par lequel le jus pancréatique est sécrété) et la cavité abdominale, condui-

sant a des fuites, sources de complications médicales séveres.

1.1.3 Les fistules pancréatiques

Lorsqu’une tumeur se développe au niveau du pancréas, la seule option curative est la
chirurgie. L'ablation de la partie tumorale du pancréas, ou pancréatectomie (composé du
suffixe grec -ektomé signifiant excision) est alors envisageable uniquement dans le cas de
diagnostics précoces. 2. La partie tumorale peut se situer a différents endroits et I'on dis-
tinguera notamment les tumeurs se situant sur la téte, le corps ou la queue du pancréas
(figure 1.2), donnant lieu respectivement a des pancréatectomies dites céphaliques, cor-
poréales ou caudales. La pancréatectomie peut étre totale si le pancréas est entierement
retiré ce qui conduit a une absence de production autonome d’insuline et au diabéte su-
cré.

Il est parfois nécessaire d’enlever certains autres organes : le duodénum et la vésicule
biliaire sont fréquemment retirés dans le cas des duodénopancréatectomies céphaliques

(DPQ), la rate peut parfois étre aussi excisée, par exemple pour les splénopancréatecto-

1. mEg = mmol/valence
2. Dans les cas de stades trop avancés, la chimiothérapie est préconisée.
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Chapitre 1: Contexte scientifique et réglementaire

mie corporéo-caudale. Les techniques chirurgicales sont donc nombreuses en fonction
delalocalisation de la tumeur. Il est aussi nécessaire, dans le cas des DPC, de reconstruire
la continuité digestive par anastomose (suture inter organe, figure 1.4) et le choix de la
méthode est laissé au chirurgien, selon son jugement et son habitude. Le choix de la tech-
nique d’ablation (par exemple la pancreaticogastrostomie, duodénopancréatectomie ou
pancréaticojéjunostomie) ou de la reconstruction a peu d’incidence sur le taux de com-
plications postopératoires (morbidité), oscillant entre 30 et 40 %, pouvant conduire a la
mort du patient dans 2 a 5 % des cas. Certains auteurs parlent alors du talon d’Achille de

la chirurgie abdominale [5-7].

Parmi les complications postopératoires on retrouve infections, stress gastrique ou
encore la FP. Chacune de ces complications entraine, outre une augmentation de la mor-
talité, un allongement du temps d’hospitalisation ce qui représente un cofit financier et
psychologique non négligeable. La FP est le probléeme le plus fréquent et a un role central
dans le développement d’autres complications. Elle correspond a une communication
anormale entre le canal pancréatique et la cavité péritonéale conduisant a des fuites de
jus pancréatique. La définition exacte de la fistule a été, pendant longtemps, subjective et
les critéres définissant I’apparition ou non de la fistule pouvaient varier selon les études.
En conséquence, sur un groupe de patients donné, son incidence pouvait étre estimée
entre 10 a 30 %, en fonction des définitions choisies [8]. En 2005, un groupe de travail
international (I'international study group of PF (ISGPF)) composé de 37 chirurgiens de
renom a donc défini des critéres pouvant servir de référence au diagnostic des FP [9],
meéme si plus récemment des modifications ont été suggérées par certains auteurs [10].

Quoi qu'’il en soit, 'ISGPF a permis de définir des critéres universels tels que, entre autres,

CEsophage

Foie Estomac
Vésicule biliere
Canal chlolédoque
Sutures
Duodenum
Intestin

Anastomoses

Tumeur

Téte du pancréas

FIGURE 1.4 - Pancréatectomie : exemple de la DPC. Aprés I’ablation de la partie tumorale, la conti-
nuité digestive est reconstruite par I’anastomose entre le pancréas et I'intestin.
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le taux d’amylase dans le sérum drainé ou de potentiels signes d’infections, et de grader
la gravité de la fistule, de A a C (tableau 1.1). Le terme de fistule est donc défini par la
présence de fuites plus ou moins importantes (cette terminologie sera utilisée dans ce
manuscrit). Grace a cette harmonisation des définitions, le taux d’apparition des FP a pu

étre estimé comme allant de 3 a 30 %, en fonction de la zone de résection.

TABLEAU 1.1 - Critere de gradation des fistules comme défini par I'ISGPE

Critere Pas de fistule Grade A Grade C Grade D
Taux d’amylase < 3 foisle > 3 fois le > 3 fois le > 3 fois le
taux normal taux normal taux normal taux normal
Condition clinique Bonne Bonne Souvent Maladie
bonne apparue
US/TDM! Négatif Négatif Négatif/positif Positif
Drainage persistant Non Non Souvent oui Oui
(> 3 semaines)
Signes d’infection Non Non Oui Oui
Réadmission Non Non Oui/non Oui/non
Sepsis Non Non Non Oui
Ré-opération Non Non Non Oui
Mort reliée a la fistule Non Non Non Oui

1 US, ultrasonographie; TDM, tomodensitométrie, si disponible

Différentes solutions ont été testées afin de réduire I'impact des FP sur la santé des
patients. Les fuites peuvent étre importantes, allant de 50 mL a plus de 200 mL par jour,
mais le drainage permet de controler les possibles complications, avec des taux de succes
de 'ordre de 90 % [7]. Néanmoins, la nécessité d'un suivi clinique important représente
un colit non seulement économique, mais aussi psychologique pour le patient. En 2012, il
a été estimé que le cancer du pancréas représente la quatrieme cause de déces par cancer
dans I'Union européenne, et ]'on sait que 'incidence de ce cancer tend a augmenter [11].
De ce fait, la prévention des FP revét une certaine importance sanitaire non négligeable

et s'inscrit dans la volonté globale de limiter 'apparition de physiopathologies humaines.

1.1.4 Vers la prévention des fistules : cahier des charges

A ce jour, aucune solution médicale n’a été trouvée pour prévenir I'apparition des FP,
malgré différentes tentatives, telles que I'utilisation de glues a base de fibrine [12, 13],
patchs [14], agrafes chirurgicales ou bien le recours a I'électrocoagulation [13], et seul le
drainage des excrétions permet de limiter 'impact des fuites. De plus, peu importe le
choix de la technique chirurgicale employée (p. ex. la pancreaticogastrostomie), le taux
d’'incidence des FP semble surtout fonction de I'expérience du chirurgien [6].

Dans ce contexte, un biomatériau intelligent pourrait servir de pansement chirurgical,
en complément des drainages classiquement réalisés, et permettre de minimiser davan-
tage I'impact des FP (figure 1.5). Lapplication de ce biomatériau autour de la zone de
suture aurait pour objectif d’empécher les fuites pancréatiques, c’est-a-dire les FP.

En accord avec I'équipe chirurgicale, il a été définit que le matériau développé doit
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FIGURE 1.5 — Apres ablation de la queue du pancréas (exemple de la pancréatectomie caudale),
le chirurgien suture le moignon pancréatique. Un pansement pourrait alors étre utilisé afin de
prévenir les fuites pancréatiques.

posséder un certain nombre de propriétés afin de répondre aux problématiques biomé-
dicales en jeu :

1. le matériau doit étre biocompatible et stérilisable : le développement de la mé-
decine a donné naissance a de nouveaux biomatériaux impliquant des stratégies
innovantes dans le traitement des pathologies. Ces matériaux se doivent de rem-
plir certaines caractéristiques, en fonction de leur role, mais dans tous les cas la
biocompatibilité est un point crucial qui doit étre anticipé trés tot dans la concep-
tion. La biocompatibilité est un vieux concept : en 1994, Ikada et al. distinguent
le concept de «biocompatibilité» du concept de «non-toxicité». Selon les auteurs,
la «<biocompatibilité» implique la non-toxicité du matériau lui-méme alors que la
«non-toxicité» se réfere généralement aux fuites ou a la dégradation de ce dernier
en composés toxiques [15]. Les auteurs pointent aussi que la surface d’'un matériau,
en tant qu’interface entre le corps (systéme immunitaire, sang, cellules) et le bioma-
tériau, est un parametre clef pour la biocompatibilité. Aujourd’hui, la biocompati-
bilité est définie comme la capacité d'un biomatériau a remplir une fonction spéci-
fique avec une réponse appropriée de I'hote. Aussi, si la notion de biocompatibilité
inclut la non-toxicité, ces deux concepts restent différenciés. La biocompatibilité
inclut en effet la réponse méme de I'hote en la considérant comme adéquate ou
non. Les produits de dégradations, les éventuelles excrétions du matériau doivent
donc étre pensés et adaptés en fonction de I'application voulue. Le choix des maté-
riaux initiaux n’est donc pas uniquement primordial afin d’obtenir les fonctionna-
lités souhaitées, mais aussi afin de garantir une bonne intégration dans I’organisme

du patient. Dans notre cas, le choix de matériaux absorbants, souples et résistants
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aux enzymes pancréatiques doit se combiner a la nécessité de partir de matériaux

biocompatibles qui peuvent étre stérilisés.

2. il doit étre absorbant : les excrétions pancréatiques doivent pouvoir étre absorbées
par le matériau. Le matériau n’a pas vocation de remplacer les drains, mais a appor-
ter un soutien a I'absorption des fuites. Il s’agit alors d’utiliser un matériau hydro-
phile capable de gonfler en milieu aqueux. Les fuites absorbées ne doivent en outre
pas étre relarguées par la suite : une couche imperméable a I’arriére du biomatériau

peut étre nécessaire.

3. il doit étre biorésorbable, c’est-a-dire se dégrader dans le corps du patient afin d’évi-
ter une intervention chirurgicale supplémentaire tout en maintenant ses propriétés
tout au long de la cicatrisation (> 2 semaines) : la chirurgie abdominale est en effet
treés traumatisante pour le patient. Une seconde intervention n’est pas envisageable
et le biomatériau développé doit pouvoir se dégrader dans le corps du patient. Mal-
gré cet aspect résorbable, la capacité de gonflement doit étre maintenue pendant le
temps de cicatrisation (2 semaines) et il s’agira donc d’obtenir un équilibre entre la

dégradation du matériau et le maintien de ses propriétés fonctionnelles.

4. sa pose doit étre facilitée par une adhésion a I’organe controlée : le positionnement
du pansement est une phase critique durant laquelle le chirurgien doit pouvoir re-
positionner le matériau au besoin. L'adhésion de ce dernier doit donc intervenir
dans une seconde phase, lorsque I'intervention est finie. Cadhésion thermorégulée
est une possibilité intéressante : lors de la pose, ’environnement du bloc opératoire
est a relative basse température (entre 19 °C et 26 °C [16]), le positionnement du
matériau se fait «a froid». Une fois posé et 'opération terminée, la température du
dispositif devrait augmenter rapidement. Un matériau dont la bioadhésion, c’est-
a-dire la capacité a adhérer a un systeme vivant, est thermocontrolée semble donc

tout a fait adapté.

De plus, la libération d'un principe actif depuis le biomatériau permettrait de limiter
le risque d’infection au niveau des sutures chirurgicales. Afin de remplir tous ces critéres,
un systeme multicouche a été pensé : une matrice absorbante, chargée en principe actif,
sera recouverte d'une couche impermeéable, a I'arriere du pansement, et d'un polymeére a
meéme d’offrir les propriétés d’adhésion controlée sur la surface en contact avec I'organe
(figure 1.6). L'élaboration et la caractérisation de la matrice absorbante ainsi que I'incor-
poration d’'une couche supérieure imperméable ont été étudiées au cours d'une these
précédente [17].

La matrice absorbante précédemment élaborée est donc le point de départ de la pré-
sente étude. Elle porte alors, d'une part, sur 'optimisation de la matrice absorbante, no-
tamment via le procédé de séchage (chapitre 2), et, d’autre part, sur la modification de
surface de cette matrice afin de controler la bioadhésion en fonction de la température
(chapitres 3 et 4).
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Matrice absorbante

Bioadhésion thermorégulée

FIGURE 1.6 - Structure proposée pour le pansement chirurgical.

1.2 Lamatrice absorbante

La matrice absorbante est une partie importante du matériau. Celle-ci doit en effet
étre capable d’absorber les fuites et de se dégrader tout en gardant son intégrité suffi-
samment longtemps. La nécessité d’utiliser des matériaux de bases biocompatibles limite
les choix possibles. La famille des polysaccharides présente un certain nombre de poly-
meres biosourcés biocompatibles. Deux polysaccharides ont été identifiés lors du travail
de these précédent : 'alginate et le chitosane [17]. Ces deux polysaccharides peuvent étre
utilisés sous forme de complexe polyélectrolyte (PEC) et sont bien tolérés par le systeme

immunitaire [18, 19].

1.2.1 Alginate

L'alginate est un polymere naturel obtenu a partir d’algues brunes (Phaeophyceae),
notamment de Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica , Asco-
phyllum nodosum ou encore de Macrocystis pyrifera, via des traitements alcalins [18, 20].

Lextraction de 'alginate peut se décrire en 3 étapes [21]. En premier lieu, les algues
sont placées dans une eau froide légerement acide (HCI dilué) jusqu’a ce que les sels ma-
rins soient éliminés. Cette étape peut, si nécessaire, étre répétée. Secondement, les algues
sont traitées par une solution alcaline, par exemple de carbonate de sodium (de 2 a 4
% par rapport a la masse d’algues) pendant 40 minutes, en chauffant jusqu’a obtention
d’une pate épaisse. La troisieme étape consiste a diluer le mélange dans de 1'eau froide
qui sera ensuite filtrée. Le filtrat obtenu contient alors I'alginate de sodium. Il est ensuite
précipité grace a 'ajout d’ions calcium Ca?". Cependant, ce dernier contient des impu-
retés mitogenes et cytotoxiques et n’est donc pas utilisable directement pour les appli-
cations biomédicales [20]. Pour un traitement a grande échelle, on utilise des ions Ba?*,
plus affins envers l'alginate que les ions Ca®* [22]. Les gels de type Ba-alginate sont tres
stables dans les milieux neutres ou acides contenant des agents chélatants tels que les ci-
trates, phosphates ou encore I'acide éthylenediaminetetraacétique (plus connus sous le
nom d’EDTA). Les billes de Ba-alginate sont alors lavées dans différentes solutions, par

exemple du citrate de sodium 4 500 mM, puis Ba’>" est remplacé par Na?* dans une so-
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lution alcaline contenant de 'EDTA a laquelle NaCl est ajouté, avant que 'alginate de
sodium ainsi purifié ne soit précipité dans I’alcool.

Plus qu'un polymere, I'alginate en faite une classe de polymeres. «Les alginates» sont
en effet composés de deux sous unités appelées acide guluronique (G) et mannuronique
(M) (figure 1.7). Ces unités s’associent en motifs GGGG (blocs G), MMMM (blocs M) ou
MGMGMG (blocs MG) [18, 23]. De la répartition de ces blocs dépendent les propriétés de
I’alginate. Par exemple, les blocs G sont plus disponibles pour former des interactions io-
niques fortes et une importante proportion de ces blocs résulte ainsi en un gel plus rigide
lors de la gélification par le calcium. Les séquences G et M dépendent de la source d’al-
ginate employée. Afin de contrdler ces séquences, des procédés de biosyntheses faisant
appel a des bactéries ont été développés [24].

Lalginate de sodium est soluble dans I'’eau sous forme carboxylate R-COO™ (pKa al-
lant de 3,4 a 4,5 en fonction des caractéristiques du polymere) [25]. Outre sa tenue méca-
nique faible, I'alginate, sous forme de films, se dissout ainsi rapidement en milieu aqueux.
Ainsi, il est souvent utilisé sous forme réticulée, typiquement par des ions divalents : Pb2*,
Cu?*, Cd?*, Ba?", Sr?t, Ca*, Co?", Ni%*, Zn?* ou encore Mn?* [20]. Ces ions vont in-
teragir avec les fonctions COO™ pour ponter les chaines d’alginates entre elles. Les ions
calcium sont cependant majoritairement utilisés pour des raisons évidentes de disponi-
bilité (faible prix) et de compatibilité pour les applications a portée biomédicale. La réti-
culation peut se faire selon deux méthodes distinctes [18, 20, 26]. En réticulation externe,
Na-alginate est mis en contact avec une solution contenant des ions Ca®*, typiquement
introduits sous forme de CaCl,. La diffusion des ions se fait alors de I'’extérieur vers I'in-
térieur du gel d’alginate. Un gradient de réticulation se met ainsi en place. La deuxieme
méthode permet d’éviter ce phénomeéne en internalisant la source d’ions. Par exemple,
on utilise le sel CaCOg3, non soluble, qui peut alors, en solution, étre internalisé par le gel

sans pour autant interagir. En variant le pH, on libere les ions Ca?* de maniére uniforme,

|_ Bloc G _|

Bloc M

I_ _I

FIGURE 1.7 — Structure de I'alginate, composé d’unités guluroniques (G) et mannuroniques (M),
s’associant en blocs. Les unités sont liées par des liaisons 3 (1-4).
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directement depuis I'intérieur du gel. Au vu du caractere divalent des ions calcium, on
pourrait s’attendre a une coordinence linéaire de 2. Il n’en est rien puisqu’il a été montré
que l'interaction entre les unités G et Ca®" suit un modele appelé «boite a ceufs» (figure
1.8, gauche) [18, 27]. La diffraction des rayons X sur des alginates riches en blocs G semble
de plus indiquer que les chaines d’alginate impliquent chacune deux unités G adjacentes
(donc 4 en tout) dans la coordination d'un ion calcium pour former des dimeres au niveau
des zones de jonction [28].

On sait aujourd’hui que les sous-unités G ne sont pas seules a jouer un role dans la
formation des gels Ca-alginate. Entre autres, malgré une affinité envers les cations cal-
cium moindre, les blocs MG sont impliqués dans la coordination. Lutilisation d’épimé-
rase AlgE4 permet de produire des polymeéres alternant des séquences MG en convertis-
sant les blocs M. Dans une étude de Donati et al., des alginates composés uniquement
d’alternances MG sont alors comparés a des alginates composés uniquement d'unités M
[29]. Les deux gels sont traités par du Ca(ClO4), (non hydrosoluble) et du D-glucono-8-
lactone. La lactone s’hydrolyse lentement au cours du temps, abaissant le pH et entrai-
nant la libération des ions Ca®" (réticulation interne). On remarque alors que la présence
d’alternance MG permet la réticulation (figure 1.8, droite, a) tandis que la seule présence
d'unités M ne conduit pas a la formation d'un gel (figure 1.8, droite, b). La formation de
jonctions MG/MG est de plus responsable de la contraction du gel, conduisant a son I'es-
sorage (expulsion d’eau). Les forces de friction a I'intérieur du réseau augmentent alors
proportionnellement a la longueur des blocs MG. Enfin, cette étude démontre aussi la

formation de jonctions G/MG.

D’'un point de vue applicatif, I'alginate est utilisé dans de nombreux domaines bio-

. Ca2+

FIGURE 1.8 — (Gauche) chaines d’alginate réticulées par des ions calcium selon le modele «boite
d’ceufs» : chaque ion Ca®* est coordiné par 4 unités G. (Droite, a) alginate composé uniquement
de séquences MG et (droite, b) d'unités M, tous les deux traités Ca(ClO4),/D-glucono-6-lactone
(réticulation interne), extrait de la Ref [29].
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médicaux [18]. Entre autres, on peut noter la libération de principes actifs, de protéines
ou méme de cellules. Simple, rapide et facile a produire, les surfaces d’alginates sont peu
affines pour les protéines et les cellules n’ont pas de récepteurs sensibles a ce polysaccha-
ride. Il en résulte une faible fixation des cellules ce qui a permis de nombreuses études
portant sur I'implication des protéines de couplage (type RGD, voir section 1.3) sur la
fixation, la prolifération et la différenciation cellulaire. D’'un point de vue commercial, I’al-
ginate est couramment utilisé sous forme de pansements ou de compresses d’alginate de
calcium, comme répertorié par le VIDAL qui met en avant ses propriétés hémostatiques
et absorbantes 3.

Quoi qu’il en soit, I'intérét ici porté a I’alginate repose sur ses propriétés absorbantes
intéressantes. En outre, en tant que polyanion et afin d’améliorer ses propriétés méca-

niques, I’alginate est souvent combiné avec des polycations tels que le chitosane.

1.2.2 Chitosane

Tout comme ’alginate, le chitosane est un polysaccharide biosourcé. Ce polycation,
dontla structure est exposée figure 1.9, est un copolymere linéaire flexible de 2-acétamido-
2-déoxy-B-D-glucopyranose (unité acétylée) et 2-amino-2-déoxy-f3-D-glucopyranose (unité
déacétylée) liés en 3 (1-4). Les deux types d'unités qui le composent (acétylées et déacéty-
lées) different au niveau du carbone C2. Le chitosane est issu de la valorisation des exos-
quelettes de crustacé (crabes, crevettes ou encore la plume de calamar) [30]. Ces déchets
industriels sont en effet majoritairement composés de chitine, représentant jusqu’a 40 %
de la composition de ces exosquelettes [31]. Si I'on souhaite extraire la chitine des cre-
vettes, il s’agit alors, apres lavage et séchage, de lyophiliser ces dernieres avant de les
broyer pour obtenir une poudre [32]. Une étape de déminéralisation est ensuite néces-
saire afin de se séparer de la partie minérale (carbonate de calcium, 20-50 %) par un trai-

tement acide. Plus précisément, I’équilibre de décalcification est le suivant :

3. Source : site officiel du VIDAL, www.vidal.fr/ classifications/saumon rubrique «Accessoires et matériel
médical/Hémostase».

Acetylée I_ Déacétylée _I
O:(
NH NH,
HO HO @)
o) o
OH OH

FIGURE 1.9 - Structure du chitosane, issu de la chitine avec (gauche) une unité acétylée et (droite)
deux unités déacétylées. Les unités sont liées par des liaisons p (1-4).
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La filtration permet alors de se séparer des minéraux hydrosolubles produits lors de
la réaction 1.1. Le résidu est cependant toujours chargé en protéines (20-40 % de la com-
position initiale). Cette pollution protéique peut étre problématique dans la mesure ou
elle peut étre la cause de réactions allergiques. La déprotéinisation consiste a casser les
liaisons chitines/protéines. Un grand nombre d’agents chimiques peuvent étre utilisés :
NaOH, Na,CO,, NaHCO,, KOH, K,CO,, Ca(OH),, Na,SO,, NaHSO,, CaHSO,, Na,PO, ou
encore Na, S [33]. Bien qu’elle entraine une déacétylation partielle ainsi que la diminution
du poids moléculaire (hydrolyse), la soude est majoritairement utilisée. Moins efficace,
la déprotéinisation enzymatique (p. ex. a base d’alcalase, pancréatine ou trypsine) limite
cependant les impacts du traitement sur la structure du polysaccharide et, de maniere gé-
nérale, des efforts importants sont consacrés a 'optimisation des procédés d’extractions
[34].

Plus récemment, des champignons comestibles ont été utilisés comme source de chi-
tine . Enfin, quoiqu’en soit la source, la chitine peut, une fois extraite, étre transformée
en chitosane par déacétylation partielle. Pour ce faire, il s’agit d’hydrolyser 'amide afin
d’éliminer le groupement acétyle CH3-C=0. Si cette hydrolyse est réalisable a la fois en
milieu acide ou basique, les traitements alcalins sont généralement utilisés [35, 36]. Il en
résulte une grande variété de chitosanes caractérisés, selon la source et le procédé utilisé,
par des degrés d'acétylation (DA) et des poids moléculaires variables. Arbitrairement, on

parle cependant de chitosane uniquement lorsque le DA est inférieur a 50 %.

La chitine est insoluble dans I'eau. Cependant, dans le cas du chitosane, un milieu
acide permet la protonation des amines primaires libérées par la déacétylation, avec un
pKa autour de 6,5 [33]. Insoluble a pH neutre, la formation d’amines protonées NH,*
rend favorable la solubilisation du chitosane, ce qui contraint généralement a travailler en
présence d’un acide protique type HCl ou AcOOH. La solubilisation s’effectue lorsqu’au

moins 50 % des amines sont protonées [37].

Tout comme pour l'alginate, le chitosane est utilisé sous forme de pansements. Ses
effets bactériostatiques sont en effet recherchés et mis en avant par les fournisseurs °. En
faite, les propriétés du chitosane dépendent tres largement de ses caractéristiques [38].
Par exemple, les chitosanes présentant des DAs faibles peuvent favoriser la prolifération
et I’adhésion cellulaire [39]. Combinés avec des poids moléculaires élevés (2 000 kDa),
les chitosanes a DAs faibles (8 %) permettent une meilleure cicatrisation lorsqu’utilisés
en tant que gels sur des brulures de I'épiderme, comparé a ceux de plus bas poids mo-
léculaires et haut DAs [40]. Dans un méme temps, la déacétylation tend a augmenter la

résistance a la traction des films a base de chitosane [41]. La mesure du DA et du poids

4. Source Sigma : 740063, dérivé en chitosane haute pureté.
5. comme en atteste la gamme de pansements au Chitosane proposé par le fournisseur TRUSETAL
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moléculaire du chitosane étudié est donc nécessaire afin d’identifier le chitosane dont il
est question.

Ceci étant posé, le chitosane est, de plus, biocompatible. Le chitosane n’est en effet
pas toxique, il est cytocompatible, hémocompatible et biorésorbable. En outre, il montre
des propriétés antibactériennes, antifongiques, mucoadhésives et analgésiques [42]. Ces
propriétés en font un polymere de choix pour une application de pansement chirurgi-
cal biorésorbable. Les liaisons glycosidiques p (1-4) sont en effet, chez les mammiferes,
hydrolysées par les lysozymes, ce qui permet la dégradation in vivo du chitosane [43, 44].

La structure du chitosane, riche en fonctions hydroxyles et amines, permet de plus
I’établissement de liaisons hydrogene intermoléculaires qui facilitent la mise en forme
de gels et de films. Les amines du carbone C2 sont chimiquement réactives et peuvent
servir a la fonctionnalisation du chitosane, par exemple par des couplages peptidiques
(formation d’amide, voir section 3.3.1). Le greffage de polymeres fonctionnels est donc
possible par le biais de ces fonctions.

Enfin, son caractere cationique lui permet d’interagir avec les anions. En contact avec

des polyanions, par exemple I’alginate, il est alors possible de former des PECs.

1.2.3 Les complexes polyélectrolytes (PEC)

Les complexes polyélectrolytes (PECs) sont des assemblages moléculaires de poly-
meres de charges opposées. La combinaison d’'un nouveau matériau a partir de deux
polymeres préexistants permet, a simple cofit, d’obtenir de nouvelles propriétés combi-
nant les caractéristiques intrinseques des polymeres d’origine. De maniere générale, la
formation des PECs suit trois étapes (figure 1.10) [45]. Rapidement, les forces de Coulomb
permettent la formation d’'un complexe désordonnée. Le complexe se réorganise ensuite
(environ 1 H) avant de s’agréger pour former différentes structures, via des interactions

hydrophobes. Ce schéma est général et dépend du complexe polyélectrolyte considéré.
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FIGURE 1.10 — Formation des PECs : en premier lieu, la formation de liaisons via les forces de
Coulomb créer un réseau erratique, les chaines s’'ordonnent alors avant 'apparition d’interactions
inter complexes (interactions hydrophobes) [45].
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Les PECs a base d’alginate et de chitosane sont bien connus dans la littérature [46].
La formation du PEC est possible grace aux interactions entre les carboxylates R-COO™
de l'alginate et les amines protonées NH; du chitosane. Contrairement a la complexa-
tion des ions calcium, le ratio M/G de 'alginate ne semble pas influer sur son interaction
avec le chitosane [47]. Différents parameétres peuvent cependant influer sur les proprié-
tés des PECs obtenues. Tout d’abord, le pH final du mélange, étant convenu que les in-
teractions entre les deux polymeres sont tributaires de 1'état chargé de leurs fonctions
acido-basiques [48]. Un pH situé entre le pKa de l'alginate (environ 4,0) et du chitosane
(environ 6,5) parait donc favorable. Le DA du chitosane détermine en outre le nombre
de fonctions amines protonables et a donc son importance [48]. Enfin, la proportion des
deux polymeres ainsi que le procédé de mélange sont des parameétres importants.

Ces deux parametres ont été étudiés dans une précédente these, et il est apparu qu'un
ratio alginate/chitosane de 63/37 (m/m) ainsi qu'une homogénéisation a 1'Utra-Turrax
permettait d’obtenir des propriétés intéressantes en termes de résistance enzymatique
(75 % de conservation dans un milieu pancréatique simulé) et d’absorption (environ 2 000
%) [49]. Avec ces propriétés et dans ces conditions optimisées, les PECs a base d’alginate
et chitosane se sont montrés prometteurs quant a leur utilisation en tant que matrice
absorbante pour la prévention des fistules pancréatiques.

A cette matrice absorbante d’alginate et de chitosane, il est proposé de conférer des
propriétés bioadhésives thermorégulées, afin de permettre une pose facilitée et un main-
tien sécurisé du biomatériau. Il convient alors de s’intéresser aux phénomenes liés a la
bioadhésion, c’est-a-dire a 'adhésion de systémes vivants, en commencant par la com-

préhension des mécanismes de biologie cellulaire sous-jacents.

1.3 Biologie cellulaire, bioadhésion et surfaces

Avec des tailles allant de 1 a 100 pum, les cellules sont composées de nombreux or-
ganites, ayant chacun leur fonction propre. Le noyau, les mitochondries ou encore les
ribosomes participent par exemple a la syntheése protéique. D’autres encore sont dédiés
a la structure de la cellule : une bicouche phospholipidique, sa membrane, maintient par
exemple la séparation entre le cytosol (phase liquide interne) et la MEC. De son co6té, le
cytosquelette, composé principalement de microtubules et d'un réseau de filaments d’ac-
tine, controle la rigidité de la structure [50]. La quantité et la composition de la MEC va-
rient selon le tissu concerné. Elle contient un certain nombre de protéines : fibronectine,
collagene, laminine, mais aussi des facteurs de croissance, ainsi que toutes les protéines
nécessaires pour le maintien des cellules et la communication intercellulaire.

Les filaments d’actine (en rouge sur la figure) composent le cyfosquelette en s’auto
assemblant [51]. Ces filaments sont connectés aux intégrines (protéines transmembra-
naires) via la vinculine et la taline (figure 1.11) [52, 53]. Ces intégrines sont des récep-

teurs cellulaires et se lient de maniere spécifique a certaines protéines issues de la MEC,
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FIGURE 1.11 - La structure d’adhésion d’une cellule. Cette derniére se fixe sur son substrat en re-
liant son cytosquelette (filaments d’actine) a la fibronectine par I'action, entre autres, de l'intégrine
et de la taline. Adapté depuis la Ref [52].

comme la fibronectine ou encore la vitronectine, via un couplage RGD 6, Les interactions
intégrine/ MEC sont donc responsables de 'adhésion des cellules sur une surface. La co-
hésion intercellulaire est quant a elle régulée par d’autres mécanismes, p. ex. par des jonc-
tions homophiliques via des cadhérines, jouant aussi un role dans la régulation de la pro-
lifération cellulaire. Quoi qu’il en soit, cette adhésion cellule/substrat peut étre divisée
en plusieurs phases (figure 1.12, a) [54]. Avant tout, il est nécessaire de concevoir que les
cellules n'interagissent pas directement avec le substrat, mais avec une couche protéique
qui s’adsorbe spontanément, sauf dans le cas de surfaces anti-adhésion, dans les pre-
miers instants de ma mise en culture du matériau. La cellule «voit» donc une couche pro-
téique, et les premieres secondes de contact sont caractérisées par la formation d’interac-
tions non spécifiques. Les interactions biologiques apparaissent ensuite, ce qui inclut le
couplage RGD fibronectine/intégrine. Cette deuxieme étape conduit a une cascade d’ac-
tion dont la réorganisation du cytosquelette et le regroupement des intégrines en points
d’adhésion focaux. Par la suite, les cellules contractent leur cytosquelette et maintiennent
un état mécanique de tension, aussi appelé préstress. Enfin, apres un certain temps, les
cellules produisent de la MEC afin de renforcer leur intégration et de maintenir un envi-
ronnement qui leur est favorable.

Deux parametres déterminent le comportement d'un biomatériau implanté : (i) les
propriétés du «bulk», et particulierement sa rigidité, jouent un role dans la qualité de
I'implantation dans les tissus, et (ii) ses propriétés de surface controlent la réponse du
systeme immunitaire (immunogénicité), la destruction de I'intégrité cellulaire et la bio-
adhésion. Les membranes cellulaires étant anioniques, les surfaces cationiques doivent
étre précautionneusement utilisées, ces derniéres pouvant endommager les cellules et
les tissus. A I'inverse, les surfaces chargées négativement tendent a repousser les cellules
[56-59].

6. pour acide arginylglycylaspartique, contraction de L-arginine, glycine, et acide L-aspartique

25 G. CONZATTI - UPS - 2017



Chapitre 1: Contexte scientifique et réglementaire
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FIGURE 1.12 — (a) Les différentes phases de I'adhésion cellulaire et (b) fibroblaste (environ 10 um)
adhéré sur une surface synthétique (extrait de la Ref [55]).

Limportance des interactions surface/cellule est étudiée depuis des années, menant
a des discussions intéressantes comme celle publiée en 2001 par Castner et al. [55]. Dans
cette étude, des matériaux synthétiques furent synthétisés et la bioadhésion fiit observée

par microscopie électronique a balayage (MEB) (figure 1.12b).

Il estimportant de concevoir, comme indiquée section 1.3, que les surfaces sont spon-
tanément recouvertes par une couche protéique. La bioadhésion est aujourd’hui mieux
comprise et il est admis que ’adhésion est régulée a la fois par des interactions spécifiques
(c.-a-d. biologiques, type récepteur/ligand) et physiques. Lhydrophilicité de surface, les

propriétés mécaniques ainsi que la morphologie sont donc des parametres a considérer.

L'adhésion entre les cellules et leur environnement est possible via 'action de cou-
plages spécifiques intégrine/fibronectine (figure 1.11). Par ce biais, la cellule se lie alors
aux protéines de la MEC, elle-méme en interaction avec le milieu extérieur (p. ex. une
surface). En 2011, Pei et al. ont observé I'importance de ces interactions spécifiques (c.-
a-d. couplage RGD) dans l'attachement des cellules a une surface [60]. Ils ont comparé
le nombre et I'étalement de fibroblastes de prépuce humain (FPHs) traités (intégrines
bloquées, pas de couplage RGD possible) et non traités (intégrines libres, couplage RGD
possible) sur des surfaces en peigne (voir section 1.15) de polyéthyléne glycol (PEG) sur

TiO,. Il est apparu que le nombre de cellules attachées diminuait fortement lorsque les
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intégrines étaient désactivées. Néanmoins, les interactions non spécifiques ont permis,
lorsque I'affinité cellule/surface était suffisamment importante, le maintien de certaines
cellules sur ces surfaces. Cette étude a aussi permis d’obtenir de précieuses informa-
tions sur I'influence de la densité de greffage du PEG. Le PEG est un polymere antifou-
ling. A haute densité de greffage, les chaines de PEG sont resserrées (régime en peigne,
L <2Rg, ol L est la longueur entre deux chaines et Rg le rayon de giration de ces mémes
chaines), alors qu’a basse densité ces chaines se replient sur elle-méme (régime champi-
gnon, L > 2Rg, figure 1.13). Pour les observations, un gradient de PEG fut utilisé : sur des
temps courts, le nombre de cellules adhéré diminuait significativement lors du passage
du régime champignon au régime peigne. Cette évolution a pu étre corrélée avec le pro-
fil d’adsorption protéique, renforcant I’hypothése de leur implication. Une saturation en
fibroblastes fut observée dans le régime en peigne, signifiant que méme un taux de pro-
téine faible (2,2 + 3,4 ng/cmz) était suffisant pour activer 'adhésion. Cette étude montre
donc I'importance des interactions spécifiques.

En effet, un modeéle impliquant une couche protéique entre le biomatériau et les cel-
lules fut déja établi au début des années 2000 [55, 61, 62]. Selon ce modele, l'interac-
tion cellule/support dépend de la capacité de la surface a adsorber les protéines sans
dénaturer leur structure native. En 2011, une revue portant sur le systéeme immunitaire
innée soulignait 'importance de la dénaturation protéique a I'interface matériau/corps
humain dans l'activation de la réponse immunitaire primaire. Le processus de dénatu-
ration peut étre lié a la structure de '’eau proche de la surface, c.-a-d. I'hydrophilicité de
la couche superficielle du matériau. Limportance de la chimie de surface et des inter-

actions eau/surface a été démontrée depuis 1998 par Vogler et al. [63]. Le critere d’hy-

L<2R, L>2R,
Régime peigne Régime champignon

FIGURE 1.13 — Structure en peigne ou en champignon en fonction de la distance entre les chaines
de polymeres (L) et du rayon de giration (Rg).
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drophilicité/hydrophobicité fht utilisé par mesure de I'angle de contact. Il a été montré
que de l'’eau trop fortement liée a la surface (c.-a-d. surface hydrophile) était difficilement
désorbée. En conséquence, les interactions entre protéines et surfaces sont rendues diffi-
ciles, rendant ces surfaces peu ou pas adsorbantes [64, 65]. Aujourd’hui, il est largement
accepté qu'une surface modérément hydrophile (angle de contact autour de 70-80 °) est
souhaitable pour assurer une bonne adhésion cellulaire [66, 67]. Par exemple, il a été ob-
servé que des cellules endothéliales montraient une bonne bioadhésion vis-a-vis de sur-
faces a base d'un copolymere de polycaprolactone greffé polymethylmethacrylate (PCL-
g-PMMA) qui présentent un angle de contact autour de 70 °. D'un autre coté, les surfaces
hydrophobes tendent a dénaturer les protéines, posant des problemes de perte de fonc-
tionnalité et/ou de non-reconnaissance par le corps entrainant le déclenchement d’'une
réponse immunitaire [61, 67]. Plus précisément, les protéines sont constituées d’acides
aminés. Chaque acide aminé posséde ses propres caractéristiques en termes de pola-
rité ou de charge et, par conséquent, sa propre hydrophilicité/hydrophobicité. Ainsi, les
acides aminés réarrangent leur organisation en fonction du milieu extérieur : sur une sur-
face hydrophobe, les acides aminés hydrophobes sont externalisés ce qui conduit au dé-
pliement protéique, c’est-a-dire sa dénaturation [68]. De ce fait, des post-traitements (p.
ex. plasma) sont parfois utilisés pour augmenter ’hydrophilicité d'une surface en intro-
duisant des groupements polaires. Keselowsky et al. ont établi un ordre d’affinité fibro-
nectine/surface en fonction des groupes fonctionnels présents en surface : OH < COOH <
CH,; < NH, [69]. Cependant, toujours selon la méme étude, I'ordre d’adhésion d’ostéo-
blastes est le suivant : CH; < NH, = COOH < OH. Cette inversion de comportement peut
étre expliquée par la déformation géométrique des protéines de la MEC, c’est-a-dire leur

dénaturation.

Sur les surfaces en peigne, I’angle de contact optimal ne dépend pas seulement de la
nature de la surface, mais aussi de la méthode de greffage employée. Comme vu précé-
demment, I'influence de la longueur de chaine et de la densité peuvent expliquer ce phé-
nomene. Par exemple, lorsque Fe?* est utilisé en tant qu'initiateur pour la polymeérisation
initié en surface (PIS) de polyméthylméthacrylate (PMMA) sur des surfaces d’acide po-
lylactique (PLA), 'attachement maximum de chondrocytes (cellules cartilagineuses) est
obtenu pour un angle de contact de 52 °, alors pour des surfaces obtenues par initiation
UV, I'angle optimal est de 76 ° [67]. Les auteurs supposent que la différence de propriétés
bioadhésives entre ces deux types d’échantillons est due a la plus grande densité et uni-
formité de greffage, mais aussi au caractere plus court des chaines de PMMA obtenues par
I'initiation métallique. De fait, le critere de mouillabilité semble insuffisant, ce dernier ne
prenant pas en compte la structure, les propriétés mécaniques, la densité de charge ou
encore le type de cellules. Par exemple, Bacakova et al. ont montré que des substrats trop
souples n’étaient pas favorables a 'adhésion cellulaire [65]. L'explication pourrait étre la
difficulté pour la surface de ce type de matériau de résister aux forces impliquées lors de

la formation de points d’ancrage cellulaires, appelés points d’adhésion focaux.
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Il convient alors d’inclure d’autres parametres a I’équation, notamment les propriétés
physico-chimiques des biomatériaux. En effet, 'organisation interne des cellules se re-
modele tout au long de leur vie, et ce en fonction de leur environnement extérieur, et ce
non uniquement par stimulation chimique, mais aussi par stimulation mécanique (son-
dage mécanique, ou «mechanosensing»), jusqu’a ce qu'un équilibre morphologique soit
atteint [50, 70]. Ainsi, la forme des cellules, leur rigidité et leur motilité dépendent du sub-
strat sur lequel elles évoluent. Un certain nombre de cellules sont par exemple sensible
a la dureté d'une surface ou d'un tissu et le mesure en appliquant un stress mécanique.
C’est entre autres le cas des cellules neuronales ou musculaires [71]. Ce sondage de la
surface par les cellules se fait par 'action de la myosine et des filaments d’actine, via leur
pontage. Une boucle de controle se met alors en place et le cytosquelette ainsi que la ca-
pacité d’adhésion vont s’adapter en fonction du milieu extérieur. En conséquence, des
substrats durs conduisent a une rigidification des cellules, comme cela a pu étre mesuré
par microscopie a force atomique (AFM) [72], ou, de maniere plus douce, par indentation
par pinces optiques (figure 1.14) [73].

Quoi qu'il en soit, le sondage de la rigidité du substrat par les cellules est un procédé
long, allant de quelques minutes a quelques heures [50]. La viscosité est donc a prendre
en compte, dans le cas des gels par exemple, ol la réticulation permet, dans certains cas,
d’augmenter l'activité cellulaire [74]. Additionnellement, le sondage mécanique peut étre
initiateur du déplacement cellulaire (appelé «mechanotaxis» en anglais et découvert par
Lo et al. en 2000 [75]), de la zone du substrat la plus molle a la zone la plus dure [76]. La
motilité (déplacement) cellulaire a, de maniére générale, été montrée comme dépendante
des points d’adhésion focaux et donc indirectement de la bioadhésion sur un substrat
[51, 77].

§'il est difficile de généraliser sur le comportement cellulaire vis-a-vis d’'un matériau
du fait de la grande variété de ces derniéres, il semble que des substrats durs tendent a
favoriser une bioadhésion forte. Des fibroblastes vont par exemple adhérer faiblement
sur des substrats souples tandis qu’ils vont former des points d’'adhésion focaux stables
et rigidifier leur cytosquelette sur des substrats durs. Cela a pour conséquence de réduire
leur motilité [76]. Dans le cas des structures en peigne, la mobilité des chaines pourrait
conduire a une instabilité mécanique, réduisant la bioadhésion [78].

Au-dela de I’adhésion cellulaire, le substrat peut aussi perturber I'activité de ces der-
nieres, comme cela a pu étre mesuré par ampérométrie avec microélectrode en fibre de car-
bone (AMFC), une technique qui permet de récolter des informations sur I'exocytose cel-
lulaire et donc son activité [79]. Dans cette étude, I'introduction de poly(N-isopropyacrylamide)
(PNIPAM) (via déposition plasma ou spin-coating) sur des surfaces a conduit au ralentis-
sement de ’échange entre les vésicules intracellulaires et le milieu extracellulaire (exocy-
tose). De plus, le PNIPAM déposé par spin-coating a montré une tendance a hyper activer
I'exocytose cellulaire, tandis que le PNIPAM déposé par plasma n’affectait que la ciné-

tique. On peut par ailleurs noter que, si I’hyper activation peut s’avérer dommageable
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FIGURE 1.14 - Principe simplifié de la pince optique : le piége électromagnétique utilise entre
autres les propriétés de réfraction de la lumiére par un diélectrique. En effet (a), lorsqu'un rayon
électromagnétique, d’intensité i, est réfracté par une particule, cette derniere ressent une force m
correspondant a la différence de quantité de mouvement entre le faisceau entrant i et le faisceau
sortant e (réciprocité de Newton). (b) Plus le rayon en entrée est intense, plus la force ressentie
est forte. (c) Il en résulte le déplacement v de la particule vers le c6té du faisceau le plus intense,
c’est-a-dire, pour un cone, vers le centre du faisceau : la particule est piégée et se déplace avec le
faisceau. La pince optique est utilisée pour déplacer des cellules ou des organites, mais peut aussi
étre utilisée, en piégeant une bille, pour réaliser des mesures mécaniques sur des membranes cel-
lulaires [73]. Un rayonnement infrarouge est généralement employé, car non dommageable en-
vers les cellules.

pour le corps, certaines études cherchent au contraire a utiliser ce phénomene pour ac-
célérer la régénération cellulaire, par exemple en introduisant des groupes amino libres
sur des surfaces de PLA [80].

La structuration de la surface est aussi un point clef. Les architectures 3D sont cou-
ramment utilisées dans le milieu de 'ingénierie tissulaire, du fait que ces surfaces repro-
duisent plus fidéelement un environnement naturel. Une revue a été publiée sur le sujet
par Abbott et al. en 2015 [81].

Lhydrophilie de surface (présence de groupes fonctionnels), sa structure et la rigi-
dité du matériau doivent donc étre considérées pour assurer une bioadhésion efficace.
Le choix du procédé de modification de surface est donc une étape importante afin de
controler au mieux I'état de surface. Nous allons nous attarder sur ce point dans la partie

suivante.
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1.4 Modification de surface et bioadhésion thermorégulée

Les surfaces, en tant qu’interfaces matériau/systeme vivant, ne jouent pas unique-
ment des roles passifs. Bien au contraire, certaines surfaces peuvent jouer un role actif
dans la migration, la différentiation ou encore la prolifération cellulaire. Ces phénomenes
sont régis par les interactions matériaux/cellules. Ainsi, les surfaces jouent un role im-
portant dans la fonction méme du biomatériau et peuvent étre utilisées, par exemple,
comme activateurs de la reconstruction tissulaire [61]. Dans ce domaine, appelé ingénie-
rie tissulaire, I'adhésion des cellules a la surface est un facteur clef. La bioadhésion est
un phénomene complexe qui implique de nombreux parametres. Pendant longtemps, il
a été difficile pour les scientifiques d’identifier clairement les mécanismes sous-jacents a
ce phénomeéne. Ces mécanismes sont aujourd’hui mieux compris, et I'intérét de la com-
munauté scientifique pour cette question est, outre théorique, essentiel dans un certain
nombre d’applications qui dépendent de I'affinité cellule/surface.

Afin de produire des feuillet cellulaire (FC), les propriétés de surfaces sont utilisées
pour controler la bioadhésion. Apres prolifération des cellules sur une surface bioadhé-
sive, une diminution de cette derniere permet de retirer un feuillet de maniere douce. Les
feuillets ainsi produits ont montré de bonnes capacités d’intégration dans les tissus [82],
ce qui en fait un outil intéressant pour la reconstruction tissulaire. Les surfaces intelli-
gentes, pouvant étre commutées entre un état «on» (adhésif) et un état «off» (non-adhésif)
permettent la production de FC. Le PNIPAM est un polymere thermosensible. Ce dernier
a suscité l'intérét du fait de sa transition, appelée "Lower Critical Solution Temperature"
(ou, en francais, température critique inférieure de solubilité) (LCST), entre un état hydro-
phile et hydrophobe autour de 32 °C. Cette transition hydrophile/hydrophobe implique
une modification dans sa capacité bioadhésive : il en résulte un polymere non adhésif a
la température ambiante et adhésif a 37 °C, température du corps humain. Si son mono-
mere est cytotoxique, le polymeére ne semble pas montrer de toxicité pour de nombreux
types cellulaires [83]. Ces caractéristiques font de ce polymere un des plus étudiés dans
la littérature scientifique, avec pas moins de 2 800 articles recensés par Scopus depuis
2010 ’. Différentes méthodes de modification de surface permettent I'introduction de ce
polymere fonctionnel en surface.

De maniere générale, les traitements plasma sont probablement une des techniques
les plus utilisées pour la modification de surface, a la fois pour introduire des groupes
fonctionnels ou revétir les surfaces avec un polymere [84]. En présence d’air, les surfaces
sont oxygénées modifiant leur hydrophilicité [85]. Cette modification peut conduire a une
augmentation de la bioadhésion, comme c’est le cas pour le polystyréne, trés largement
utilisé en culture cellulaire [65]. De plus, les traitements plasma permettent d’abraser la

surface ce qui augmente la rugosité. Cette modification de topographie peut ainsi, dans

7. 2 800 articles recensés avec les mots clefs «PNIPAM» ou «PNIPAAM» contenus dans le titre, le résumé
ou les mots clefs sur le site internet www.scopus.com.

31 G. CONZATTI - UPS - 2017



Chapitre 1: Contexte scientifique et réglementaire

certains cas, augmenter |’affinité des cellules pour la surface, comme il a été reporté pour
le polyméthylméthacrylate [86]. Lintroduction de groupes réactifs permet de plus le gref-
fage covalent d’entités organiques. En présence d’air, les surfaces ainsi activées peuvent
par exemple modifiées par le greffage de monomeére ou de polymeére, comme le PNIPAM
via un couplage type NHS8/EDC?, autrement dit par un couplage peptidique (voir sec-
tion 3.3.1) [87]. Sous argon, les radicaux produits peuvent étre utilisés, directement ou
apres exposition a l'air, pour créer des peroxydes capables d’initier une polymérisation
[56].

Alors que les traitements plasma sont faciles a mettre en ceuvre, ils ne permettent pas
une structuration controlée de la surface. Il a été montré que la méthode utilisée pour
incorporer du PNIPAM en surfaces influence les propriétés de bioadhésion obtenues. Par
exemple, les surfaces produites par plasma montrent de meilleures adhésions cellulaires
que celles produites par canon a électron [79]. Le contrdle de la structure est donc un cri-
tere significatif. Les structures en peigne (ou «brush» en anglais) permettent ce controle. Il
s’agit de monocouches auto-assemblées, comme décrit figure 1.15. L'épaisseur et la den-
sité de greffage sont des parametres qui peuvent étre controlés, en jouant sur le polymere
greffé et son taux de greffage, respectivement. Ces structures sont ainsi largement utili-
sées, notamment pour les applications biomédicales, et ont montré de bonnes propriétés
de bioadhésions [88]. Lintérét de ces structures résidant entre autres dans le controle
qu’elles permettent, il est alors nécessaire de pouvoir ajuster précisément la longueur
de chaine du polymere greffé. La polymerisation radicalaire contrélée (PRC) permet ce
controle et est majoritairement utilisée pour 'élaboration de structures en peigne (voir

section 1.4.2).

FIGURE 1.15 - Structure en peigne d'un polymere greffé sur une surface.

1.4.1 Les structures en peigne

Comme discuté section 1.4, le controle de I'état de surface est un challenge pour le dé-
veloppement de biomatériaux. Grace aux progres récents de la chimie, quantité de tech-
niques existent pour greffer un polymere sur un biomatériau. Dans le cas des applications

biologiques, le greffage covalent semble un choix cohérent comparé aux greffages phy-

8. N-hydroxysuccinimide
9. 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide
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siques a cause du risque de désorption inhérent a ce type d’interactions faibles. Les struc-
tures en peigne («brush» en anglais) sont aujourd’hui largement utilisées, notamment a
cause la possibilité de controle qu’elles offrent et de leur modularité. Cette modularité est
illustrée par la large gamme de systemes développés ces dernieres années : brushs uni-
formes, avec des motifs («patterns») ou encore des gradients (en termes de densité ou de
composition chimique), et ce avec un ou plusieurs polymeres [89, 90]. Ces structures, qui
consistent en une couche mince de polymere auto assemblée, sont de fait particuliere-
ment intéressantes lorsqu’il s’agit d’étudier la pénétration protéique afin d’optimiser la
calibration de la structure [79, 90, 91]. En effet, comme vu précédemment (section 1.3),
le role des protéines dans la bioadhésion est d'importance. la pénétration protéique est
donc un phénomene clef et un modele théorique a été proposé par Halperin et al. [92]. Ce
modele est centré sur les surfaces en peigne de PNIPAM, mais peut étre généralisé pour

tout type de systéme en peigne.

D’abord, il tient bon de considérer deux phénomenes d’interactions possibles lorsque
I'on considere les interactions possibles entre une particule (p. ex. une protéine) et une
surface en peigne. Le phénomene de compression, ou les chaines de polymeéres sont
compressés par la particule, se produit lorsque la taille de cette derniere est supérieure
a I'espace disponible entre ces les chaines. Il faut néanmoins prendre en compte la ca-
pacité des chaines de se réarranger autour de la particule. Ce phénomene compressif est
typique des interactions cellules/peigne, les cellules étant de tailles relativement impor-
tantes. Le deuxieme phénomene, insertif, se produit pour les petites particules, notam-
ment les protéines de la MEC comme la fibronectine. Ainsi, 'influence de la densité de
greffage des chaines de la structure en peigne parait évidente : des chaines trop proches
les unes des autres empéchent toute pénétration. Ceci étant dit, lorsqu’elle a lieu, la pro-
fondeur de pénétration peut aussi varier, donnant lieu a trois modes d’adsorption : pri-
maire, secondaire et ternaire (figure 1.16). Une bonne affinité entre le substrat sous-jacent
au peigne promeut une adhésion primaire, alors qu'une densité de greffage élevé tend a
supprimer I’adsorption primaire, voire ternaire, du fait de 'augmentation de 'encombre-

ment stérique [92, 93]. Ces deux types d’adsorption favorisent la bioadhésion, alors que

Sl

FIGURE 1.16 — Trois types d’interactions protéines/substrat sont possibles : (A) adsorption pri-
maire, (B) adsorption ternaire et (C) adsorption secondaire. Adapté depuis la Ref [92]
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les modeles théoriques tendent a limiter 'adsorption secondaire aux seuls cas de larges
protéines cylindriques [91, 94]. Néanmoins, si ’adsorption ternaire rend possible la bio-
adhésion, son effet sur la dénaturation protéique reste a étudier [92]. Enfin, une couche
de peigne courte (c.-a-d. bas poids moléculaire des chaines greffées) facilite 'interaction
entre protéines adsorbées (primaire ou ternaire) et cellules, augmentant la bioadhésion.
En effet, la cellule doit pouvoir s’accrocher a la protéine ainsi adsorbée, via ses récepteurs
membranaires (intégrines). Des protéines pénétrant trop profondément ne sont donc pas
disponibles pour la cellule. Lamincissement de la structure en peigne permet de limiter
le phénomene.

Nous voyons ainsi, outre I'effet de la densité de greffage, la nécessité du controle de la
longueur des chaines constituantes de la couche en peigne. Pour ce faire, différents outils

existent, et seront développés dans la section suivante.

1.4.2 Les méthodes de greffages

Comme nous I'avons vu, la nécessité du controle de la longueur des chaines constitu-
tives d'une structure en peigne est importante. Parmi les possibilités de synthese offertes
par la chimie moderne, le PRC permet une approche versatile et efficace [89]. Parmi cette

classe de polymérisation, on retrouve :

— la polymérisation contrdlée par les nitroxydes (ou, en anglais, nitroxide mediated
polymerization (NMP))

— la polymérisation controlée par transfert d’atome (ou, en anglais, atom rransfert
radical polymerization (ATRP))

— la polymérisation controlée par transfert de chaines par addition-fragmentation ré-
versible (ou polymérisation radicalaire controlée par transfert de chaine réversible

par addition-fragmentation (RAFT))

La NMP est un type de polymérisation vivante. En d’autres termes, la NMP permet de
controler la quantité de chaines actives durant la polymérisation [95]. En I'occurrence, il
s’agit de «piéger» les radicaux formés par l'initiateur afin de maintenir une concentration
faible en radicaux actifs, comme présenté figure 1.17. Comme le laisse présumer son nom,
la NMP utilise pour ce faire un médiateur nitroxyde, typiquement dérivé du TEMPO '°
(figure 1.17, droite). L'utilisation de ce type de polymérisation peut permettre la produc-
tion de surface bioadhérantes. Néanmoins, dans le cas du PNIPAM, sa polymérisation par
NMP est peu étudiée, et la NMP nécessite généralement la synthese du dérivé nitroxyde
[96].

Plus communes, 'ATRP et la RAFT sont souvent utilisées du fait de leur versatilité, et
leur utilisation avec le PNIPAM est plus largement connue. Comme les autres PRC, ces

polymérisations controlées permettent de réduire la polydispersité (mesurée par I'indice

10. (2,2,6,6-Tétraméthylpipéridin-1-yl)oxy
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FIGURE 1.17 - Principe de la NMP : une partie des radicaux est piégée par les nitroxydes (T) afin de
limiter la quantité d’espéces réactives dans le milieu. La molécule TEMPO est capable de piéger et
de former des radicaux stables.

de polydispersité (IP)) des polymeres synthétisés. Elles s’appuient sur les équilibres entre
chaines actives et les chaines dormantes, et sont ainsi parfois qualifiées de «vivantes».
Toutefois, la synthése du polymere n’est pas suffisante. Il s’agit d’obtenir ce polymere
sur une surface afin d’obtenir une structure en peigne. Deux stratégies s’ offrent alors aux
chimistes : le "grafting to" (greffage sur la surface) et le "grafting from" (greffage depuis la

surface, aussi appelée PIS) [90, 97]. Ces deux approches sont explicitées figure 1.18.

Polymere Greffage polymeére

0 Monomeére \ / \
\)k)\ I ( ) PNIPAM
Structure en peigne {:\(4
/

HN o

« Grafting to »

Substrat -
any
b « Grafting from »
~ 7 | & | I \ | \ || l l
Monomere Polymérisation initiée
LLLLLILLY en surface

Greffage monomere

FIGURE 1.18 — Les deux différentes stratégies permettant d’obtenir une structure en peigne : le
greffage d'un polymeére sur la surface («grafting to») ou la polymérisation, initiée en surface, d'un
monomere («grafting fromy).
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Le "grafting to" consiste a coupler un polymere fonctionnalisé en bout de chaine avec
la surface, elle-méme réactive. Le polymere greffé peut étre commercial ou synthétique.
Comme les phases de polymérisation et de greffage demeurent séparées, cette approche
permet de greffer des polymeres trés bien définis. En contrepartie, 1'étape de greffage
conduit a une restriction de la taille des polymeres qui peuvent étre greffés, et donc a
I'épaisseur de la couche produite (typiquement 100 nm [98]), ainsi que de la densité de
greffage, du fait des contraintes stériques et des phénomenes de diffusion en surface [99-
102].

e "grafting from" repose quant a lui sur la polymérisation directement depuis la sur-
face. Différentes stratégies peuvent étre utilisées durant ce procédé. La PIS basée sur la
chimie radicalaire est communément utilisée [98, 102, 103]. Les techniques de "grafting
from" permettent d’atteindre des densités et des épaisseurs de greffage plus importantes
que le "grafting to", faisant de cette stratégie la plus fréquente. Cependant, la caractérisa-
tion est plus difficile. Des surfaces modeles (Ti, Au ou encore Si) sont donc le plus souvent
utilisées. Pour les autres types de surfaces (p. ex. a base de polymeres), la caractérisation
reste un défi de taille.

De nombreuses possibilités existent, a la fois pour le "grafting to" et le "grafting from"
(98, 104, 105]. Parmi les techniques employées, ’ATRP et la RAFT sont les plus employées
et seront développées dans la section suivante.

1.4.2.1 Atom transfert radical polymerisation (ATRP)

Tout comme la NMP, 'ATRP repose sur un équilibre entre la quantité de chaines ac-
tives (porteuses de radicaux) et dormantes [97, 98, 106, 107]. LATRP est versatile et est
faisable dans des conditions douces [102, 108, 109]. Cependant, de hautes températures
(= 100 °C) réduisent le temps de polymérisation et permettent, dans certains cas, une ré-
duction de la polydispersité [110]. Le mécanisme, qui suit une pseudo-cinétique d’ordre

1, est décrit figure 1.19. En premier lieu, un radical est spontanément produit par la réduc-

SARA ATRP
cu?
Cu®

m
Activation KaTrp

R.—Br + cCu'(L)Br —— cu'(L)Br, + Rn'

Reductlon K,
Red ucing agent ) (:Ieotnmt;:

or photo
R)GET ATRP Azo—|n|t|ator eATRP or Rn—Rn
ICARATRP  ppoto ATRP

FIGURE 1.19 — Mécanismes d’ATRP avancées catalysés par le couple Cu(I)/Cu(Il). Adapté de la Ref
[105].
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tion d'un bromure d’acyle (classiquement le a-Bromoisobutyryl bromide (BIBB)) par 'ac-
tion d'un métal réducteur. Va ensuite s’installer un équilibre entre les especes réduites et
oxydées, les radicaux se transférant d’atome en atome. UATRP nécessite donc 'usage d'un
métal comme catalyseur. Ce métal, par cycles d’oxydation/réduction, va générer/absorber
(respectivement) des radicaux dans le milieu de réaction, conduisant a’activation / désac-
tivation des chaines polymériques. L'équilibre qui en résulte permet de limiter le nombre
d’espéces actives et donc les réactions de terminaisons (recombinaison) ou parasitaires.
Classiquement, des complexes de cuivre sont utilisés a cause de leur activité catalytique
efficace via le couple Cu(Il)/Cu(l) [111, 112]. La présence de ce métal peut étre problé-
matique, notamment dans le cadre d’applications biomédicales. Il en suit des procédés
de purifications contraignants et couteux. LATRP peut étre catalysée par de faibles quan-
tités de fer (lui aussi sous forme de complexe, via le couple Fe(III)/Fe(II)). Cette alterna-
tive réduit le risque toxicologique, le fer étant considéré comme moins toxique, a la fois
pour le corps mais aussi pour I'environnement, que le cuivre [113-115]. Le fer est aussi le
métal le plus abondant sur terre ce qui en fait une matiere premiere peu chere. Ces ca-
ractéristiques sont a |’origine d'une part importante de la recherche autour de la chimie
organique catalysée par ce dernier, ce qui inclut 'ATRP, dans une perspective de «chimie
verte» [116, 117]. Le choix du ligand pour former le complexe est lui-méme une question
complexe [118] : par exemple, la pentamethyldiethylenetriamine (PMDETA) peut étre uti-
lisée en combinaison avec Cu [119], la tris(3,6-dioxaheptyl)amine (TDA) avec Fe [120].
En outre, I’ ATRP regénérée par trasfert d’électron (ARGET-ATRP), développée par Matyjas-
zewski et al. dans les années 2 000, permet de réduire la quantité de catalyseur néces-
saire (< 50 ppm). Cette ATRP avancée est dérivée de I’ ATRP générée par trasfert d’électron
(AGET-ATRP). Dans 'AGET-ATRP, I'ajout d'un agent réducteur, par exemple ’acide ascor-
bique (aussi appelée vitamine C) [121], permet d’initier les cycles d’oxydation/réduction
du métal, créant des radicaux et démarrant donc la polymérisation. Cet ajout permet de
travailler avec des especes métalliques oxydées (p. ex. Cu(Il) ou Fe(IIl)) et d’éviter des
étapes préparatives de réduction du métal nécessitant en outre des précautions parti-
culieres telles que la manipulation sous atmosphere controlée. Dans le cas de 'ARGET-
ATRP, un exces d’agent réducteur est utilisé. Ainsi, I'initiateur ne fait pas que générer les
radicaux, il maintient aussi une quantité suffisante de métal réduit (p. ex. Cu(l) ou Fe(Il))
nécessaire au bon équilibrage radicalaire du systeme sans avoir besoin d’ajouter un com-
posé radicalaire organique qui pourrait conduire a des réactions parasitaires, de la réti-
culation ou la formation de nouvelles chaines [106]. La quantité de métal initiale est alors
réduite, et la tolérance a I’air du systeme est augmentée, permettant éventuellement d’ef-

fectuer la réaction en systéme ouvert [122, 123].

Dans le cas de 'TARGET-ATRP, 'acide ascorbique est préférable aux agents réducteurs
a base d’étain du fait de sa non-toxicité envers les étres humains et I’environnement. Ce-
pendant, 'acide ascorbique est un agent tres réducteur (Ef = 0,13V) et tend a dérégler

I'équilibre M /M, 4 vers I'espece réduite, ce qui amene une diminution du contrdle de
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la polymérisation. Il est alors possible d’utiliser un moins bon solvant, comme I’anisole,
dans le but de diminuer I'activité réductrice de I'acide ascorbique [121, 123].

D’autres types d’ATRP existent. On peut par exemple citer la «supplemental activa-
tor and reducing agent» (SARA) ATRP. Dans cette technique, le métal est utilisé au degré
d’oxydation 0 [117, 124]. En utilisant de la poudre de fer métallique, on peut par exemple
catalyser la polymérisation avec ou sans ajout de sels de Fe(IIl), bien que I'absence de ce
dernier augmente la polydispersité [110, 125].

L'ATRP est utilisée dans de nombreuses applications. Il est cependant intéressant de
prendre note de certaines applications biomédicales utilisant cette stratégie : membranes
antifouling [126], membranes de cellulose multi sensibles [127, 128], attachement/détachement
de cellules (via greffage de PNIPAM) [119, 124].

L ATRP initiée en surface) (SI-ATRP) est une technique de "grafting from". L'idée est
de greffer chimiquement le bromure d’acyle (par exemple le BIBB) afin d’initier la poly-
mérisation directement depuis la surface. La caractérisation directe des polymeres ainsi
formés en surface étant difficile, il est usuel de rajouter une petite quantité (dite sacri-
ficielle) d’initiateur dans le milieu afin de former des chaines de polymeéres libres, plus
faciles a caractériser (voir section 1.4.1). Les avantages principaux de 'ATRP résident la
possibilité d’obtenir un controle fin de la longueur de chaine [98]. 1l est aussi possible de
controler I'épaisseur et la densité de la couche greffée de maniere séparée, en jouant sur
le temps de réaction et les proportions stcechiométriques, respectivement [108, 129]. Des
exemples d’ATRP, utilisant le PNIPAM, sont donnés tableau 1.2.

On voit ainsi la variété des applications possibles via le greffage de PNIPAM par ATRP,
incluant la bioadhésion thermorégulée. UATRP n’est cependant pas la seule option pos-

sible et la RAFT se présente comme une alternative intéressante.

1.4.2.2 Reversible Addition-Fragmentation chain Transfer radical polymerisation (RAFT)

De la méme manieére que pour I’ATRP et la NMP, la RAFT repose sur un équilibre entre
les especes actives et dormantes et suit une pseudo-cinétique d’ordre 1. Cependant, I'ini-
tiation est dans ce cas plus traditionnelle puisqu’il s’agit, dans les cas classiques, d'utiliser
un initiateur radicalaire organique tel que 'azobisisobutyronitrile (AIBN) ou l'acide 4,4’-
Azobis(4-cyanopentanoique (ACVA), ce dernier ayant ’avantage d’étre fonctionnalisé par
un acide carboxylique, ce qui permet son greffage sur une surface, avant ou apres la poly-

mérisation.
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Un agent de transfert de chaine, aussi appelé agent RAFT (CTA) assure 1'équilibre du-
rant les étapes de propagation : apres la formation du radical par l'initiateur, le CTA peut
capter ce dernier via I'addition du polymere P, (ou éventuellement du monomere, fi-
gure 1.20) [143, 144]. Durant la propagation, le CTA peut alors transférer le radical sur
une deuxieme chaine P,,, déja additionnée, par fragmentation. Dans ce cas, le radical se
retrouve porté par une deuxieme chaine polymérique (P,,) ainsi activée, tandis que la
chaine initialement porteuse du radical (P,) est désactivée. La réduction du nombre de
chaines actives permet ainsi une distribution de tailles obtenue plus étroite, avec un IPs
pouvant descendre, dans le cas du PNIPAM, jusqu’a 1,20, voire en dessous de 1,10 dans
des conditions optimales [142, 145, 146]. Par exemple, il a été obtenu des IP inférieurs a
1,3 pour la polymérisation RAFT initiée en surface (SI-RAFT) du PNIPAM sur des substrats
polymeéres [140]. En outre, la RAFT peut étre effectuée sur une large gamme de tempéra-
ture, allant de la température ambiante (TA) a 140 °C [147]. Une température élevée per-
met des temps de réaction plus courts, avec parfois une diminution de I'IP. Cependant, la
dissociation homotytique de 'initiateur, accélérée par 'augmentation de la température,
conduit a un nombre de chaines actives accru ce qui peut limiter le controle. La tempéra-

ture doit alors étre judicieusement choisie.

L'un des avantages majeurs de la RAFT comparé a I’ATRP est I’absence de métal dans
le mécanisme et, pour cette raison, cette polymérisation a été choisie pour la polyméri-
sation du N-isopropyacrylamide (NIPAM). En contrepartie, un CTA est nécessaire. Ce der-

nier est souvent synthétisé en laboratoire mais il existe quelques composés commerciaux

Initiation ,
~

Ré-initiation

. s s—pR Addition M—s_ . _S—R Fragmentation |, ¢ g .
X-M’ + Y AN Y AN \f +R
Fragmentation Addition
z z z
Propagation l
lM
| = initiateur . Transfert de chaine .
X=1ouR . s s——pm Addition Pi—sS._ . _S—FPn Fragmentatign p,__g s o
M = monomére Pn + ~ ~ \( Py
- > i Addition
P = polymeére | b Fragmentation 2 :

S S—R
Y =CTA |

Z P+ P, I p

FIGURE 1.20 — Mécanisme de la polymérisation RAFT. Apres initiation, le CTA peut former des
radicaux stables par addition d'une chaine active, la rendant inactive. Ce processus permet de
diminuer le nombre de chaines actives et donc les réactions de terminaison. En conséquence, le
controle de la taille du polymere formé est augmenté. Lorsqu’il porte un radical, le CTA peut aussi
transférer ce dernier de chaine en chaine par fragmentation, d’ot1 le nom de polymérisation par
transfert de chaine réversible par addition-fragmentation.
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comme l'acide cyanovalerique ''. De maniere générale, 'agent RAFT est le plus souvent
composé d'un groupement thiocarbonylthio (S=CZ-SR). C’est cet agent qui va s’addition-
ner/se fragmenter au cours de la réaction. Ainsi, le choix de ses substituant, Z et R, est
important. Le groupement Z favorise l'activation de la double liaison, en stabilisant le
radical ainsi formé; R est quant a lui un groupe partant permettant de faire place a une
chaine polymérique afin de permettre le transfert de radical. La simple optimisation du
choix du CTA est un travail d’envergure, une revue complete de la littérature sur le su-
jet est disponible au lecteur qui le souhaite [147]. Grace a la présence de souffre sur le
CTA, l'analyse élémentaire est facilitée. La masse moléculaire théorique, M,, ;,, peut étre

calculée selon I'équation :

My, 1 = M X Mimono X %oconv +Mcra (1.2)
' [CTA]p
ol M 010 représente la masse moléculaire du monomere, [Mono], sa concentration ini-
tiale, %o, €st le pourcentage de conversion du monomere, Mcta est la masse molécu-
laire du CTA et [CTA], sa concentration initiale [140, 148].

Afin d’effectuer une SI-RAFT, l'initiateur [142] ou le CTA [140] doivent étre préalable-
ment greffés sur la surface. Dans le premier cas, la rupture homolytique de I'initiateur va
donner lieu a la formation d'un radical et donc a la croissance du polymere a la fois sur
la surface et dans le milieu. Dans le cas d'un greffage préalable du CTA, il est coutume
d’ajouter une autre quantité d’agent RAFT directement dans la solution afin de polyméri-
ser, selon un mécanisme RAFT, des chaines de polymeres en solution et de faciliter la ca-
ractérisation (voir section 1.4.1). Dans les deux cas, les chaines «libres» produites peuvent
servir a la caractérisation, la caractérisation directe sur la surface étant difficile. Quelques

exemples de RAFT sont donnés tableau 1.2.

1.4.2.3 Caractériser les structures peignes

La caractérisation des chaines de polymeére greffées va dépendre de la stratégie de
greffage choisie. Ainsi, le "grafting to" permet la synthése du polymere dans une étape dif-
férentiée de celle du greffage. Les techniques classiques de caractérisation de polymeére
sont donc applicables : viscosimétrie, chromatographie d’exclusion stérique (CES), réso-
nance magnétique nucléaire (RMN) ou encore spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (FTIR). Ces techniques permettent en outre de déterminer la structure du poly-
mere, notamment en donnant des indications sur sa longueur de chaine. Ce critere est
déterminant puisqu’il définira I'épaisseur de la couche en peigne une fois greffée. Cette
section donne des informations générales, tout en gardant en téte leur utilisation pour le
cas du PNIPAM, qui sera lu introduit plus en détail section 1.4.3.

Dans le cas du "grafting from", il est donc d'usage de former, parallelement a la crois-

11. Acide 4,4’-azobis(4-cyanovalerique.
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sance du polymere sur la surface, des chaines de polymere libres, en ajoutant un initiateur
en solution par exemple (voir sections 1.4.2.1 et 1.4.2.2). On suppose alors, bien qu'hypo-
these délicate, que le polymere formé en solution est comparable a celui formé en surface
[102, 103, 108, 109, 149-152]. Il est néanmoins parfois possible, dans le cas de systémes
réversibles, de détacher les chaines une fois formées afin de caractériser directement ces
chaines de surface [145]. A cet effet, la chimie «click» type «Diels-Alder» peut étre une voie

de synthése intéressante [104].

Pour ce qui est de la caractérisation de la couche en peigne elle-méme, différents ou-
tils sont disponibles. La morphologie, la densité de greffage ainsi que 1'épaisseur sont des
parametres intéressants pour I'expérimentateur. L' AFM est un outil puissant qui permet
de déterminer la morphologie de surface, 'uniformité ou I'épaisseur de la couche gref-
fée. Par exemple, le changement de conformation lié aux variations de température du
PNIPAM peut étre observé par AFM [153]. De plus, il est possible d’étudier les interac-
tions entre la surface et une pointe d’AFM, cette derniere pouvant éventuellement étre
fonctionnalisée : on mesure dans ce cas I'interaction entre la surface en peigne et le com-
posé greffé sur la pointe [154, 155]. Les observations AFM sont cependant délicates et

requierent des substrats exempts de rugosité micrométrique.

La résonance des plasmons de surface (SPR) permet d’obtenir I'épaisseur mouillée de la
couche, c.-a-d. son épaisseur dans un environnement liquide, prenant ainsi en compte
les phénomenes de gonflement. L'épaisseur seche, c.-a-d. en absence de liquide, peut-
elle étre déterminée par éllipsométrie [153]. LAFM peut aussi étre utilisée, cependant,
dans le cas du PNIPAM, des erreurs systématiques ont été reportées du fait de la présence
d’interactions attractives entre la pointe d’AFM et la couche de PNIPAM [156]. Une fois de
plus, ces techniques restent généralement applicables aux seules surfaces modeles, type
silicium, du fait de la nécessité d’'un état de surface lisse.

La densité de greffage demeure compliquée a déterminer. Toutefois, elle peut étre dé-
duite de I’épaisseur seche via I’équation :

_ hpNy

o= M, (1.3)

avec o la densité de greffage, h1'épaisseur séche, N le nombre d’Avogadro et M, la masse
molaire. La densité seche des chaines de PNIPAM, p, est parfois prise arbitrairement égale
a0,95 g.cm_3 par certains auteurs [91, 157], mais la densité réelle peut étre mesurée par
une technique d’oscillation dans un tube en U (en anglais U-tube oscillation) [158] ou ré-
flectométrie des rayons X (XRR) [159, 160]. L'interdépendance entre o et p rend l'utilisation
de cette valeur de 0,95 g.cm_3 talis qualis discutable, mais nécessité faisant elle permet
d’obtenir une idée, si ce n'est quantitative, au moins comparative, de la densité de gref-
fage. Certains auteurs déterminent aussi cette densité par FTIR [161]. Quoi qu’il en soit,
la détermination de la densité de greffage, méme comparative, reste une tache difficile,

souvent limitée aux surfaces modeles.
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L'analyse chimique des surfaces peut se faire par les techniques classiques tels que :
spectrométrie photoélectronique X (XPS), réflectance totale atténuée (ATR-IRTF), ou encore
spectroscopie Raman. Pour les couches nanométriques, ce qui est typiquement le cas des
structures en peigne, I'’XPS est préférable a 'ATR-IRTF, celui proposant une profondeur
de pénétration plus faible (quelques nm pour I'’XPS contre une profondeur pouvant aller
jusqu’a 1 pm pour ATR-IRTF [67]. L'influence du substrat sous-jacent pourra alors dans
ce dernier cas rendre difficile la discrimination substrat/peigne des composantes du si-
gnal. Il en est de méme pour la spectroscopie Raman qui propose une résolution en z
supérieur au micron [162]. La spectrométrie de masse a ionisation secondaire (SIMS) peut
permettre d’obtenir des signaux encore plus localisés en surface. En effet, cette technique
consiste a pulvériser le matériau, couche par couche, grace a un rayon ionique; un dé-
tecteur collectera alors les informations (masses par exemple) des fragments pulvérisés.
Cette technique reste cependant complexe a mettre en ceuvre, ce qui explique sa présence
limitée dans la littérature du domaine. Finalement, '’XPS reste la technique de choix pour
la caractérisation chimique des surfaces peignes.

Les microbalances a quartz permettent d’évaluer la quantité d'une entité déposée sur
une surface. La détermination de la quantité de protéines adsorbées sur la surface d'un
biomatériau est obtenue en mesurant, in situ, la variation de fréquence de vibration du
quartz [62]. Des microbalances a quartz avec contrdle de la dissipation sont aussi utili-
sées pour observer le gonflement d'un polymere en surface [134]. Enfin, la AMFC permet
d’obtenir des informations sur 1'exocytose cellulaire (cinétique et quantité sécrétée) et
ainsi d’évaluer I'impact du substrat sur I'activité cellulaire [79].

Toutes ces techniques sont cependant difficiles a réaliser sur des systémes «polymere
sur polymere», notamment a cause de la rugosité de surface. Certaines sont donc réser-
vées pour les systemes utilisant des substrats modeles (par example Si, Au ou Ti), ce qui
explique souvent le manque de caractérisations des structures type «peignes» dans la lit-
térature. LXPS peut cependant permettre la caractérisation chimique d'un substrat algi-

nate/chitosane fonctionnalisé par un polymere thermosensible en surface peigne.

1.4.3 Vers une adhésion thermorégulée : PNIPAM

Le poly(N-isopropyacrylamide) (PNIPAM) est un polymere thermosensible (structure
figure 1.21. Par thermosensible, il est entendu que les interactions qu’entretient le PNI-

PAM avec I'’eau vont dépendre de la température. Plus particuliéerement, ce dernier passe

FIGURE 1.21 - Structure du PNIPAM.
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d’hydrophile a hydrophobe lorsque la température augmente. Cette transformation n’est
pas graduelle et s’effectue a une température de transition appelée "Lower Critical Solu-
tion Temperature" (ou, en francais, température critique inférieure de solubilité) (LCST),
qui se situe autour de 32 °C. Cette transition, endothermique, s’accompagne d'un chan-
gement de conformation : en dessous de sa LCST, le PNIPAM est «expansé», il se re-
croqueville alors sur lui méme en passant le seuil de température critique. Cet écrase-
ment des chaines polymériques est associé a la compétition entre les énergies d’interac-
tions polymere/eau et polymere/polymere (inter- et intramoléculaires). En d’autres mots,
en dessous de sa LCST, le PNIPAM est lié a 'eau par une liaison hydrogéne amide/eau
(C=0---H-0). Au passage de la LCST, le polymere se déshydrate et I'on peut observer la
formation de liaisons hydrogene amide/amide (C=0---H-N) intra- et intermoléculaire
[163, 164]. Dans le cas des surfaces greffées avec du PNIPAM, cela signifie simplement
que la couche superficielle existe soit dans un régime «peigne» (T <LCST), soit dans un
régime collapsé dit «champignon» («mushroom») (T >LCST). Si 'on considere générale-
ment la température de 32 °C, la LCST du PNIPAM dépend de la longueur de chaine et de
la densité de greffage, cependant ces variations sont faibles (1 a 2 degrés au maximum) et
cette température reste dans tous les cas entre la température ambiante (25 °C) et corpo-
relle (37 °C) [156]. Néanmoins, outre les facteurs structurels, la température de transition
peut étre fortement affectée lorsque le PNIPAM est utilisé en copolymere [165] ou lorsque
des sels sont présents dans le milieu [77, 166]. Dans le premier cas, 'adjonction d'un po-
lymere hydrophile (hydrophobe) sous forme de copolymere va défavoriser (favoriser) la
déshydratation, ce qui conduit a une augmentation (diminution) de la LCST. En ce qui
concerne les sels, les ions Cl~ et CH;COO™ tendent a diminuer la LCST, tandis que les
ions SCN~ tendent a I'augmenter, comme prédit par la série de série de Hofmeister [77].
Il faut toutefois relativiser I'influence possible des ions sur la LCST dans les milieux bio-
logiques, leurs concentrations étant relativement faibles (inférieur a 0,15 M). De la méme
maniere, une forte concentration protéique peut avoir une influence, allant de -2,6 °C a
1,5 °C en fonction de la protéine [164] et, a forte concentration, I’adsorption protéique
au-dessous et en dessous de la LCST sont similaire [167], méme si une fois de plus les

conditions utilisées dans ces études ne sont pas représentatives des milieux biologiques.

Les interactions protéine/surface peuvent donc étre modulées par la température du
PNIPAM. Ces variations ont pu étre directement observées par AFM [156, 168]. Une pointe
d’AFM fonctionnalisée avec de I'albumine de sérum bovin (ASB) a été utilisée pour obser-
ver, en fonction de la température, les forces d’interaction protéine/PNIPAM structuré en
peigne. Il est alors apparu des phénomenes d’adsorption (force attractive) au-dessus de
la LCST, comme attendu [154]. Ce méme phénomeéne a pu étre mesuré par microbalance
a quartz. Le mécanisme en jeu est relié a I'hydratation du PNIPAM mais n’est pas encore
bien connu. Néanmoins, la conséquence directe de ce phénomeéne a pu étre observée
dans de nombreuses études : le PNIPAM est capable de déclencher I'attachement cellu-

laire en fonction de la température. Au-dela de leur effet sur la LCST, la densité de greffage
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et la longueur de chaine jouent aussi un role sur la bioadhésion en agissant sur ’adsorp-
tion protéique, avec une résistance a 'adsorption corrélée a 'absence de bioadhésion
[93]. Cela s’explique par la difficulté des protéines de pénétrer la couche de PNIPAM a

cause des contraintes stériques (voir section 1.3).

A 37 °C, de nombreuses cellules adhérent aux surfaces a base de PNIPAM. C’est par
exemple le cas de cellules endothéliales d’aorte bovines [169], de FPHs [60], de fibro-
blastes de souris (L2929) [113], de cellules issues de carcinomes de foie humain (HePG2)
[170] ou encore d’ostéoblastes de souris (MC3T3-E1) [171]. Apres adhésion, ces cellules
peuvent étre libérées en abaissant la température [169]. Typiquement, le détachement
cellulaire s’effectue a 20 °C [92]. Cette propriété permet de cultiver des cellules puis de les
détacher de maniere douce, sans utilisation de trypsine qui, par son mode d’action, tend a
endommager les cellules. Ce procédé est aujourd’hui utilisé pour la production de feuillet
cellulaire (FC) [172]. Ces feuillets peuvent étre mono ou multicouches, sont utilisés pour
la régénération tissulaire et ont montré de bonnes capacités d’intégration dans les tissus
[82]. Des études in vivo ont été menées pour le traitement de plusieurs pathologies : dégé-
nérescence cartilagineuse [173], tissus cornéens [174] ou cardiaques [175] endommagés.
Il est intéressant de noter que lors du processus de fabrication de FC, une couche de pro-
téines issues de la matrice extra cellulaire (MEC) reste sur le support apres détachement
des cellules. Les chercheurs ont essayé de déterminer sa composition et il a été déterminé
que la majeure partie de la fibronectine se détachait avec les cellules [176]. Cette couche
rémanente est cependant capable de promouvoir de nouvelles cultures cellulaires, ce qui

montre son caractere viable.

Beaucoup de systemes ont été élaborés par greffage de PNIPAM en peigne. Plusieurs
exemples de surfaces élaborées via des procédés de polymérisations radicalaires sont pré-
sentés tableau 1.2. Pour citer quelques exemples, grace a I'introduction de groupements
réactifs via traitements plasma, du PNIPAM a pu étre greffé ("grafting to") par pontage
amide [87] ou directement par SI-ATRP [177]. Toujours par ATRP, des surfaces de PNI-
PAM, combiné avec du poly(ethylene glycol) monomethacrylate (PEGMA), sur des sub-
strats silicium ont montré leur efficacité pour I'adhésion/détachement de fibroblastes
[178]. Dans cas, une augmentation de I'épaisseur a permis une meilleure prolifération
cellulaire au bout de 2 jours. Dans tous les cas, aucune bioadhésion n’a été observée
sous la LCST, indépendamment de I'épaisseur (3 nm, 11 nm ou 31 nm). La combinai-
son avec le PEGMA a cependant permis un meilleur détachement des cellules, grace aux
propriétés antifouling de ce dernier. L'épaisseur optimale, pour ’adhésion/détachement,
de PNIPAM pour la culture de cellules endothéliales se situe autour de 15 nm [179], ce qui,
dans une premiére approximation, peut étre assimilé a une couche de PNIPAM greffée
de I'ordre de 15 000 g/mol [123]. Ladhésion était quant a elle supprimée pour des épais-
seurs supérieures a 30 nm, alors qu'une étude menée par Mitzutani et al. a montré que
des peignes de PNIPAM sur du polystyrene (PS) pouvaient maintenir une adhésion jus-

qu’a des épaisseurs de 60 nm [161]. Dans ce dernier cas, la meilleure adhésion était ob-
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servée pour des épaisseurs faibles (1,8 nm). Takahashi et al. ont de leur c6té développé
des peignes via SI-RAFT sur des substrats en verre et ont étudié de maniere indépendante
I'influence de la densité et de I'épaisseur de greffage sur la bioadhésion [142]. Cette étude
a montré une fois de plus que la quantité de cellules adhéré augmentait avec 1’abaisse-
ment de la densité. De plus, une meilleure bioadhésion fut observée lorsque les chaines
du peigne étaient plus courtes, alors qu’en contrepartie le détachement cellulaire néces-
site des chaines suffisamment longues. L'explication réside dans la nécessité de «pousser»
les cellules de la surface par le gonflement du PNIPAM qui s’hydrate lors de la diminution
de température. Ainsi, on voit qu'une épaisseur fine permet I'adhésion cellulaire, alors
qu'une épaisseur élevée permet le détachement. Pour la production de feuillets cellu-
laires, un équilibre est alors a trouver. En outre, des épaisseurs importantes peuvent aussi
supprimer ’adhésion, le PNIPAM peut alors étre un candidat potentiel pour les surfaces
antifouling.

Zhao et al. ont ainsi étudié les propriétés antifouling du PNIPAM greffé sur du poly-
uréthane envers des fibrinogenes et de I'albumine de sérum humain (ASH). Il est alors
apparu que la thermosensibilité de ’hydrophilie de ces surfaces n’était pas significative
sur des épaisseurs de PNIPAM faibles, et que I'’adsorption protéique diminuait fortement
avec 'augmentation de I'épaisseur. Cet effet peut étre attribué a la plus grande hydrophi-
lie des couches épaisses. En conséquence, les cellules n'adherent pas aux peignes épais,
donnant lieu a des surfaces antifouling. Yu et al. ont montré cette dépendance de la sen-
sibilité thermique de la mouillabilité envers I'épaisseur de PNIPAM sur des substrats Si
(SI-ATRP). IIs ont réussi a produire des surfaces non-adsorbantes pour ’ASH, et ce méme
avec des épaisseurs fines (< 15 nm) [180]. La variation de ’angle de contact et de ’adsorp-
tion entre 27 °C et 37 °C n’est cependant pas notable a ces faibles épaisseurs. A I'inverse,
cette thermosensibilité, a la fois sur la mouillabilité et 'adsorption protéique, est bien
plus présente pour les épaisseurs importantes. Plus intéressant, 'adsorption d’ASH a 37
°C n’a pas une dépendance linéaire avec |'épaisseur : avec I’augmentation de I'épaisseur,
I'adsorption diminue dans un premier temps avant d’augmenter. Les auteurs expliquent
ce phénomene par la possible présence d’initiateur en surface pour les épaisseurs faibles.
En ce qui concerne I'angle de contact, ce dernier montre des surfaces plus hydrophobes
qu’'a I'accoutumée pour des surfaces antifouling et suggere que cette propriété n’est pas
due a I'hydrophilie du PNIPAM mais aux interactions que ce dernier entretient avec le
substrat silicium. En effet, pour les courtes chaines, I'interaction sur la totalité de la mo-
lécule est plus aisée, limitant sa liberté de changement de conformation, ce qui réduit
'effet de la température. Enfin, cette étude a aussi porté sur l'influence de la taille des
protéines et donc 'augmentation des contraintes stériques lors de leur pénétration dans
le peigne. Trois protéines furent étudiées (par ordre croissant de taille) : des lysozymes,
du ASH et des fibrinogenes. Les lysozymes, les plus petites, s’adsorbent, peu importe le
régime conformationnel du PNIPAM. La petite taille de ces protéines leur permet en effet

de passer entre les chaines de PNIPAM et d’interagir directement avec le substrat (adsorp-
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tion primaire, voir section 1.4.1). Avec I'augmentation de la taille protéique, ces dernieres
ne sont plus capables de traverser la couche de PNIPAM en dessous de la LCST (régime
expansé) mais sont capables, au-dela de cette température (rémige champignon), d’in-
teragir avec la région externe de cette couche et, peut étre, directement avec le substrat.

Si 'on compare ces deux derniéres études, il apparait que dans le cas de substrats
polyuréthane ’hydrophilie tend a augmenter avec I'épaisseur de PNIPAM, conduisant a
une augmentation de I’adsorption protéique [181], alors que dans le cas de substrats Si, le
greffage mene a une augmentation de I’adsorption alors que I'’hydrophilie diminue [180].
De ce constat émerge la compréhension de I'importance du substrat. Les propriétés de
surfaces vont dépendre de la capacité de ce dernier a permettre une adsorption primaire
en plus de I’équilibre hydrophile/hydrophobe du systeme substrat/ PNIPAM. En fait, pour
les couches de PNIPAM épaisses, I'adsorption d’ASH est du méme ordre de grandeur peu
importe le substrat, ces surfaces présentant en outre la méme mouillabilité.

Hormis la production de FC, le PNIPAM est aussi étudié pour des applications in vivo.
Par exemple, en combinaison avec du chitosane, des gels pouvant se solidifier avec la
température ont pu étre produits [182]. L'intérét est de pouvoir injecter le gel, a froid. A
I'intérieur du corps, ce dernier pourra alors remplir son role de comblement par solidifi-
cation. Des pansements «faciles a enlever» ont aussi été développés et testés directement
sur des souris [183]. Dans cette étude ou d’autres, aucun effet de toxicité ou de rejet n'a été
observé [184]. Enfin, des implants rétiniens ont aussi été développés, montrant une cor-
rélation entre la température et I’adhésion tissulaire, 'adhésion apparaissant une minute
apres le passage de la LCST [185]. Hormis ces quelques études, la capacité du PNIPAM
a s’adhérer a des tissus en fonction de la température reste une perspective d’utilisa-
tion tres peu exploitée et représente le principal défi de ce projet. Cette propriété, si elle
s’avere fonctionner, peut apporter un confort d’utilisation pour le chirurgien et permettre
des traitements sur tissus fragiles.

Le développement d'un biomatériau recouvert d'une surface de PNIPAM en peigne
pourrait alors permettre une pose facilitée a température ambiante (non adhésif) avec
une adhésion au tissu apparaissant lors du réchauffement du dispositif par le corps hu-
main. Des stratégies de greffage devront donc étre développées afin d’étudier I'impact
de la longueur de chaine greffée ainsi que la densité de greffage sur les propriétés bio-
adhésives, sur cellules et sur tissus. Avant de s’intéresser a I’élaboration proprement dite
du matériau, il est important de s’attarder sur la réglementation des dispositifs médicaux

afin d’anticiper d’éventuels problémes au niveau de sa conception.

1.5 Réglementation des dispositifs médicaux

Différentes catégories interviennent lorsqu’il s’agit d’homologuer un nouveau produit
sur le marché de la santé. Il faut entre autres distinguer la notion de «médicament» et la

notion de dispositif médical (DM). Aujourd’hui, ces catégories tendent a s’harmoniser sur
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le plan européen afin d’en faciliter la libre circulation sur le territoire des pays membres.

Le code de la santé publique (article L.5111-1, [186]) définit un médicament comme
«toute substance ou composition présentée comme possédant des propriétés curatives
ou préventives a I'égard des maladies humaines ou animales, ainsi que toute substance
ou composition pouvant étre utilisée chez’homme ou chez I’animal ou pouvant leur étre
administrée, en vue d’établir un diagnostic médical ou de restaurer, corriger ou modifier
leurs fonctions physiologiques en exercant une action pharmacologique, immunologique
ou métabolique.»

De leur coté, les DM sont entendus par le code de la santé publique (article L.5211-1,
[187]) comme «tout instrument, appareil, équipement, matiére, produit, a I'exception des
produits d’origine humaine, ou autre article utilisé seul ou en association, y compris les
accessoires et logiciels nécessaires au bon fonctionnement de celui-ci, destiné par le fa-
bricant a étre utilisé chez ’homme a des fins médicales et dont I'action principale voulue
n'est pas obtenue par des moyens pharmacologiques ou immunologiques ni par métabo-
lisme, mais dont la fonction peut étre assistée par de tels moyens. Constitue également un
dispositif médical le logiciel destiné par le fabricant a étre utilisé spécifiquement a des
fins diagnostiques ou thérapeutiques.»

Ces définitions inscrites dans le code la santé publique francais sont indexées sur les
directives européennes relatives aux médicaments [188] et DM [189]. Ainsi, la frontiére
entre médicament et DM peut étre floue. En effet, un DM ayant une fonction thérapeu-
tique peut étre considéré comme tel des lors que son action principale n’est pas obtenue
par des moyens pharmacologiques, immunologiques ou métaboliques. La nuance, outre
sémantique, implique une réglementation différente, notamment dans le cadre de la mise
sur le marché. Entre autres, la réglementation des DM est plus souple que celle dont dé-
pendent les médicaments. Dans le cadre de pansements thérapeutiques, la fonction pre-
miere consiste a protéger la plaie et absorber les excrétions. La libération de principes
actifs peut donc étre considérée comme secondaire, on peut ainsi parler de dispositif mé-
dical [190]. Ainsi, bien que le biomatériau que 'on se propose de développer contienne
un principe actif, son action principale est 'absorption des fuites, il releve donc de la ré-

glementation des dispositifs médicaux.

1.5.1 Classification

Les DM sont classés en 4 catégories en fonction de leurs risques potentiels pour la

santé :

— Classe I (classe de risque la plus faible), qui comprend par exemple les lunettes cor-

rectrices, les véhicules pour personnes handicapées, les béquilles, etc.;

— Classe Ila (risque potentiel modéré/mesuré), qui comprend par exemple les len-

tilles de contact, les appareils d’échographie, les couronnes dentaires;
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— Classe IIb (risque potentiel élevé/important), qui comprend notamment les préser-

vatifs, les produits de désinfection pour lentilles;

— Classe III (classe de risque la plus élevée), qui inclut par exemple les implants mam-

maires, les stents, les prothéses de hanche, etc.

Ces catégories vont donc du risque le plus faible au risque le plus élevé. La classifi-
cation appartient au fabricant dudit DM, en fonction des regles établies par I'Union eu-
ropéenne (UE). En 2017, une nouvelle réglementation a été adoptée par I'UE [189] en
remplacement des anciennes directives [191]. La nouvelle réglementation integre de nou-
veaux criteres de classement (par exemple sur les nanomatériaux), mais reste pour l'es-
sentiel tres proche de I'ancienne directive, la plupart des articles étant des redites. Bien
que destinée a étre pleinement appliquée d’ici 2020, c’est cette nouvelle réglementation

qui sera décrite ici. Ainsi, dans les textes, les criteres pris en compte sont les suivants :

— la durée d’utilisation ¢, celle-ci étant qualifiée de temporaire (¢t < 1 H), de court

terme (1 H < £ <1 mois) ou de long terme ( > 1 mois);
— le mode d’application du dispositif :

— «invasif» s'il pénetre le corps par un orifice naturel. Si la pénétration fait suite a

un acte chirurgical, il s’agira alors d'un dispositif «invasif de type chirurgical»;

— «implantable» si ce dernier est destiné a rester dans le corps. Si le dispositif
ne pénetre que partiellement le corps, il est considéré comme implantable si
la durée de I'implant est supérieure a 30 jours. Sont aussi considérés comme
tels les dispositifs destinés a remplacer une surface épithéliale ou la surface de
I ceil.

— le mode d’action ou la finalité du DM :

— «actif» s’il utilise une source énergétique, autre que le corps humain lui-méme

ou la force de gravité. Par exemple, les stimulateurs cardiaques rentrent dans

cette catégorie;

— «actifthérapeutique» s’il est actif et utilisé, seul ou en combinaison avec d’autres
dispositifs médicaux, pour soutenir, modifier, remplacer ou restaurer des fonc-
tions ou des structures biologiques en vue de traiter ou de soulager une mala-

die, une blessure ou une infirmité;

— «diagnostique» si actif et si, seul ou en combinaison, il est destiné a fournir
des informations en vue de diagnostiquer ou de controler des états physiolo-
giques.

— lalocalisation, certaines zones étant considérées comme critiques : contact avec le
ceeur, le systeme circulatoire centrale ou le systéme nerveux central, ces zones étant

strictement définies dans le cadre de la directive.

S’en suit une vingtaine de régles (contre une quinzaine pour ’ancienne directive) qui

déterminent I'attribution de classe des dispositifs en fonction de ces criteres (figure 1.22).
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Aux regles générales s’ajoutent des regles spéciales, par exemple pour les dispositifs
actifs, ceux fabriqués a partir de tissus animaliers ou encore ceux incorporant des sub-
stances actives. C’est par exemple par le biais des reégles spéciales que les poches de sang
bénéficient d'une dérogation, les exemptant d’'une classification III pour une classifica-
tion IIb. De maniere générale, si le dispositif est destiné a étre utilisé en combinaison avec
d’autres DM, chaque dispositif doit étre considéré séparément pour 'attribution de sa
classe. De méme, si un dispositif peut avoir plusieurs applications ou régles (localisation,
indication...), la classification la plus stricte s’applique.

Des pansements utilisés dans le cadre d’'interventions chirurgicales, destinés a rester a
I'intérieur du corps du patient sont alors considérés comme des dispositifs implantables.
IIs sont classés dans la catégorie IIb. Cependant, s’ils sont supposés subir une transfor-
mation chimique (dégradation) ou administrer des médicaments (relargage de principe
actif), ces derniers sont de fait classés dans la catégorie III, qui correspond a la classe de
risque la plus élevée.

1.5.2 Mise sur le marché

Afin d’obtenir une autorisation de mise sur le marché sur le territoire européen, les
DM doivent obtenir le marquage CE. Un certain nombre d’exigences essentielles sont né-
cessaires pour obtenir I'approbation du DM. Ces derniéres sont définies par 'annexe XI
du reglement relatif aux dispositifs médicaux [189]. Les exigences générales, au nombre

de 6, comprennent :

1. la non-compromission du patient ou de 'utilisateur, étant entendu que les risques
éventuels liés a leur utilisation constituent des risques acceptables au regard du
bienfait apporté au patient et compatibles avec un niveau élevé de protection de

la santé et de la sécurité;

2. I'engagement et la volonté du fabricant de réduire autant que possible les risques,
a mettre en place les systemes de protection adéquats le cas échéant, ainsi qu’'a

informer |'utilisateur des risques;

3. T'efficacité du DM au regard des performances qui lui sont assignées par le fabri-

cant;

4. le maintien des performances et de la sécurité visées aux points précédents pendant

la durée de vie des dispositifs;

5. le bon conditionnement au vu du stockage et du transport des DM, afin de mainte-

nir leurs caractéristiques et performances;

6. I'acceptabilité de tout effet secondaire et indésirable au regard des performances

assignées.

A cela s’ajoutent des exigences qui peuvent dépendre du type de DM concerné. Ainsi,

lors de la conception et la construction des DM, une attention devra étre apportée au
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choix des matériaux, en tenant compte de la toxicité, et ce en considérant la compatibi-
lité réciproque entre ces matériaux et les tissus, cellules ou liquides corporels auxquels ils
devront étre mis en contact. Les risques découlant des substances dégagées par le dispo-
sitif doivent aussi étre minimisés. Ainsi, dans le cas du présent projet, le développement
d’'un DM impliquant des étapes de synthese chimique, le choix des réactifs doit étre réflé-
chi afin de limiter le relargage de molécules toxiques par le matériau développé. De plus,
si un DM incorpore une substance pouvant étre considérée comme un médicament au
sens de I'article 1¢” de la directive 2001/83/CE [188], alors la présence de cette substance
doit étre justifiée, son utilité vérifiée par analogie avec les méthodes appropriées conte-
nues dans 'annexe I de la directive 2001/83/CE [188]). Dans les faits, il s’agit de fournir
une documentation compléte concernant la composition, les essais biomédicaux de la
substance et du DM combinés pour consultation par une autorité compétente, nationale
(Agence Nationale de sécurité du Médicament et des produits de santé, ANSM) ou euro-
péenne (European Medicine Agency, EMA) qui évaluera les aspects relatifs a la qualité,
la sécurité et I'utilité de la substance pharmacologique (bénéfice/risque) [190]. Celle-ci
pourra alors autoriser les essais cliniques avant de rendre un avis pour le marquage CE.

De plus, en fonction de la classe considérée, le fabricant devra :

— fournir une documentation complete, incluant un dossier de conformité (ou docu-
mentation technique) comprenant une description du DM et sa conception, I'ana-

lyse des risques, les rapports d’essais cliniques, etc.;

— et/ou s’assurer de mettre en place des processus obligatoires pour garantir le suivi
des DM une fois mis sur le marché;

— et/oumettre en place une assurance qualité. Cette assurance qualité prend en compte
les systemes de management attrayant a la qualité et la sécurité des produits com-
mercialisés, de sa conception a son controle final. Pour se faire, il est recommandé

de se faire certifier EN ISO 13485 par un organisme notifié 12 [192].

Plus la classe est élevée, plus la procédure sera contraignante. Ainsi, les DM de classe
111, et donc le DM qui sera développé ici, doivent suivre une procédure complete et rem-
plir tous les critéres susmentionnés, chacun d’entre eux devant étre controlé par un or-
ganisme notifié qui assurera un suivi au cours du temps. Un certificat d’examen CE de
la conception pourra alors étre délivré par I'organisme notifié, ce dernier étant valable 5
ans.

Il est a noter que le passage récent (2017) d'une directive (93/42/CEE) a un regle-
ment (2017/745) rend la réglementation applicable telle quelle, sans modifications pos-
sibles par les Etats membres de I'UE. Quoi qu'’il en soit, afin de standardiser les études et
controles menant a I'obtention d’autorisations par 'UE, il existe des normes internatio-

nales pouvant servir de référence.

12. Laliste des organismes notifiés est fournie par la commission européenne et disponible sur son site
internet http ://ec.europa.eu/growth/tools-databases/nando/index.cfm
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1.5.3 LesISO: une référence sur le plan national et international

LISO (étymologiquement dérivé du grec «isos», signifiant «egal») est I'Organisation
internationale de normalisation. Cet organisme non gouvernemental et indépendant a
pour but de définir des normes uniformisées afin de faciliter le commerce, le controle,
mais aussi de garantir qualité et sécurité des produits, des services et des systemes sur le
plan mondial. A ce jour, I'ISO a publié plus de 21 000 normes internationales qui couvrent
une grande partie des domaines industriels '3. Etablies par des experts, les normes ISO
font aujourd’hui foi comme références : elles définissent et fournissent des reperes, des
protocoles et des procédures afin de rendre possible des controles plus homogenes et
de fait comparables. Dans le monde industriel, c’est un gage de qualité et un outil stra-
tégique proposant des procédures optimisées en termes de rendement et de réduction
de déchets, par exemple. Ces normes couvrent bien entendu le domaine biologique et
médical, avec notamment des ISO portants sur la cytotoxicité (ISO 10993-5 de 2009). Les
normes ISO ne sont que recommandatives, le marquage CE nécessite cependant parfois
le suivi de ce type de normes .

Dans ce contexte, la norme ISO 10993-5 de 2009 permet d’encadrer les évaluations
cytotoxiques des dispositifs médicaux. Cette norme propose en fait différents protocoles
de tests, chacun pouvant étre plus ou moins adapté selon le dispositif testé. En premier
lieu, il s’agit de distinguer les tests par contact direct, indirect et les tests sur des extraits
(extraction liquide d'un matériau), en fonction de I'application finale visée. Plusieurs pa-

rametres peuvent alors étre étudiés :

— évaluation de la destruction ou détérioration de l'intégrité cellulaire par des moyens

morphologiques
— mesures de la destruction ou détérioration de I'intégrité cellulaire
— mesure de la prolifération
— mesure d'un ou de plusieurs aspects spécifiques du métabolisme cellulaire

Dans le cadre de cette these, qui concerne le développement d’un dispositif médical
implantable pour application directe sur organe, il convient alors de s’intéresser aux tests
par contact direct ou par diffusion. Dans ce cas, il est tout d’abord recommandé de stéri-
liser, de maintenir et de manipuler dans un environnement stérile ledit matériau, dans le
cas ou celui-ci devrait étre utilisé ainsi dans I'application finale. De maniere intéressante,
il est recommandé de pré imprégner les matériaux absorbants (ce qui est, par essence, le
cas des pansements) dans le milieu de culture avant d’effectuer les tests, afin d’éviter I'ab-
sorption de ce dernier lors de la culture cellulaire. La température de stockage des lignées
cellulaires, de préférence établies (non primaires), doit étre fixée a -80 °C, voire a -130

°C pour de longues durées de stockage. Comme il est communément d’usage, la norme

13. Source et site officiel de I'ISO : http ://www.iso.org/iso/fr/home/standards.htm
14. le reglement (UE) 2017/745 relatif aux dispositifs médicaux demande le suivi de la norme ISO
14155 :2011 pour les essais cliniques
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rappelle la nécessité d’utiliser un cryoprotecteur. En effet, lors du refroidissement, la for-
mation de cristaux d’eau a l'intérieur ou a 'extérieur des cellules peut endommager ces
dernieres. La congélation tend aussi a augmenter, localement et de maniere critique, la
concentration saline du milieu ce qui peut conduire a des précipitations, a I'implosion ou
a I'explosion cellulaire par le biais de chocs osmotiques. Les cryoprotecteurs permettent
alors de limiter les effets négatifs en diminuant les cinétiques de nucléation et de cristal-
lisation de I'’eau via la formation de liaisons hydrogene. Les mécanismes en jeux sont en
fait complexes et assez mal compris [193]. Quoi qu’il en soit, le DMSO, miscible a I'’eau et
non toxique, est couramment utilisé en tant qu’agent cryoprotecteur. Enfin, pour en reve-
nir a la norme ISO, la bonne santé et 'absence de mycoplasmes dans le milieu de culture,

approprié, sont de rigueur. Un protocole détaillé est alors fourni. Succinctement :
1. introduction d’'une quantité connue de cellules de maniére uniforme dans le milieu
. vérification de la morphologie des cellules au microscope

. remplacement du milieu de culture au moment de commencer le test

2
3
4. placement de I’échantillon sur la couche cellulaire 15
5. incubation (au moins 24 H)

6

. préparation a la caractérisation qualitative ou quantitative

Il est important de noter que I'’expérience doit étre réalisée au moins 3 fois pour juger
de la reproductibilité. Des expériences controles doivent aussi étre réalisées pour com-
parer. Le protocole peut étre adapté en fonction des cas si cela est justifié. Quoi qu’il en
soit, le protocole doit étre consciencieusement rapporté. Une détermination qualitative
est possible en étudiant la morphologie cellulaire. Les criteres définis par I'ISO sont don-
nés tableau 1.3. Le comptage cellulaire permet en outre d’avoir une information quan-
titative. Il s’agira alors, par exemple, d’éliminer les cellules mortes, par rincage, puis de
compter le nombre de cellules restantes, considérées, apres vérification au microscope,
comme vivantes. Il est alors défini par 'SO qu'une réduction de la viabilité cellulaire par
rapport a un controle de plus de 30 % est considérée comme potentiellement due a un

effet cytotoxique.

15. Tl est possible de placer I’échantillon en premier et de déposer les cellules par dessus si plus approprié.
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CHIRURGICALE : VERS LA MISE EN (EUVRE

TABLEAU 1.3 — Grades de réactivité (réaction cellulaire) pour les tests de diffusion ou par contact
direct. La réactivité correspond a 'observation comparative du comportement cellulaire (mor-
phologie, survie, etc.) entre les cellules en contact ou proche de I’échantillon testé et des cellules
controles.

Grade Réactivité Zone de réactivité
0 Aucune Pas de zone détectable autour ou sur/sous I’échantillon
1 Légere Quelques cellules mal-formées ou dégénérées sur/sous I’échantillon
2 Moyenne Zone limitée a l’aire de I’échantillon
3 Modérée Zone supérieure (< 1,0 cm) a I'aire de I’échantillon
4 Forte Zone supérieure (> 1,0 cm) a I'aire de I’échantillon

1.6 Développement du biomatériau pour application chi-

rurgicale : vers la mise en ceuvre

Dans cette premiere partie, nous avons vu quelles étaient les problématiques liées a la
chirurgie ablative du pancréas. Malgré des complications variées, ’apparition de fistules
pancréatiques reste la problématique majeure a laquelle se confrontent équipes médi-
cales et patients. Ces fistules impliquent des fuites au niveau des sutures chirurgicales.
Riches en enzymes, elles sont en effet la cause de dommages intra-abdominaux entrai-

nant des complications parfois mortelles.

Le développement d'un biomatériau fonctionnel capable d’absorber ces excrétions
semble étre une réponse convaincante a ces fistules (figure 1.23). L'alginate et le chitosane
sont deux polysaccharides qui possédent des propriétés complémentaires. Le premier
dispose en effet de propriétés absorbantes, tandis que le second présente des résistances
mécaniques, physico-chimiques et biochimiques intéressantes. En outre, ces deux po-
lymeéres naturels sont déja utilisés pour des applications biomédicales pour lesquelles ils
ont déja montré une bonne biocompatibilité. Leur caractere anionique (alginate) et catio-

nique (chitosane) permet de les combiner sous forme de PEC via la formation d'un réseau

Matrice absorbante :

Alginate / Chitosane (PEC)

Bioadhésion thermorégulée :
PNIPAM

FIGURE 1.23 - Structure proposée pour I'élaboration du pansement chirurgical. Une couche absor-
bante, a base d’alginate et de chitosane, fonctionnalisée via le greffage de PNIPAM doit permettre
I'obtention d'un biomatériau absorbant présentant une bioadhésion thermorégulée au pancréas.
La couche imperméable a fait I'objet d'une précédente thése et ne sera pas présentée ici.
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physique assurant une bonne cohésion du matériau. Une précédente these a montré I'in-
térét de ces PECs d’alginate/chitosane pour la prévention des fistules pancréatiques [17].
Lors de ces précédents travaux, le ratio et la technique d’homogénéisation ont été opti-
misés. Une couche imperméable a aussi été développée mais ne sera pas abordée dans ce
manuscrit.

Le chapitre suivant s’intéresse a la caractérisation des polysaccharides utilisés (algi-
nate et chitosane) puis a 'impact de la structuration des PECs sur leurs propriétés physico-
chimiques, notamment en termes d’absorption et de résistance enzymatique. L'étude du
comportement de ces matrices absorbantes dans différents milieux est aussi présentée,

dans le but de mieux comprendre ces systémes complexes.
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Chapitre 2

Optimisation et caractérisations
physico-chimiques de la matrice
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2.1 Introduction

Comme nous I'avons vu dans le chapitre précédent, les fistules pancréatiques sont des
complications postopératoires fréquentes. Cette communication anormale entre le canal
pancréatique et la cavité abdominale entraine une perte de jus pancréatique pouvant en-

trainer de séveres conséquences pour le patient.
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Chapitre 2: Optimisation et caractérisations physico-chimiques de la matrice
absorbante

Le développement d'un biomatériau apte a absorber ces fuites est une voie d’élabo-
ration dans la prévention de ces fistules. La figure 2.1 représente le biomatériau étudié
dans cette these pour limiter I'impact des fuites pancréatiques. Le biomatériau consiste
ainsi en une matrice absorbante modifiée en surface afin de lui conférer des propriétés

de bioadhésion thermorégulée a 'organe.

Matrice absorbante :

Alginate / Chitosane (PEC)

Bioadhésion thermorégulée :
PNIPAM

FIGURE 2.1 - Structure du biomatériau étudié dans cette theése.

FPm——————

Ce chapitre porte sur le développement de la matrice absorbante. L'alginate et le chi-
tosane sont deux polymeres biosourcés couramment utilisés sous forme de complexes
polyélectrolytes (PECs). Etant issus de la biomasse, leurs caractéristiques varient grande-
ment d'une source a I'autre et la premiere tache de ce travail consiste donc a les caracté-
riser.

La deuxiéme étude présentée porte sur la formation des PECs a base d’alginate et de
chitosane avant leur mise en forme.

Il est toutefois connu que, apres la formation des PECs, la méthode utilisée pour le sé-
chage conditionne la structure du matériau obtenu [1]. Ce chapitre s'intéresse donc dans
un troisieme temps a la mise en forme des PECs sous forme de films. Il s’agit de comparer
I'impact de la méthode de séchage sur la structure interne et les propriétés des matériaux
obtenus notamment en termes d’absorption (gonflement) ou de résistance enzymatique,
deux propriétés importantes pour une application pansement.

Dans une derniere partie, le biomatériau présentant les propriétés les plus appro-
priées sera plus amplement étudié. Son état de surface ainsi que son comportement physico-

chimique dans différents milieux seront examinés.

2.2 Caractérisation des biopolymeres

Cette premiere partie porte sur la caractérisation de 1’alginate et du chitosane, deux
biopolymeres utilisés tout au long de ces travaux. Les polymeres issus de la biomasse sont
généralement peu définis et relativement impurs. Leur caractérisation est donc un point
essentiel avant d’étudier leurs propriétés.

Ces polymeres peuvent cependant s’avérer difficiles a purifier. Lors de ce travail, des
essais de purification par filtration et centrifugation ont été réalisés. Entre autres, des

membranes de nitrocellulose ont été testées pour la déprotéinisation des biopolymeres.
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Toutefois, du fait de la viscosité élevée des gels, ces techniques se sont montrées chro-
nophages et la détermination de I'efficacité de purification incertaine. Les polymeres ont

donc finalement été utilisés tels que recus par le fournisseur.

2.2.1 Alginate: Ratio M/G et masse molaire

En tant que biopolymere, les caractéristiques de 'alginate dépendent de la source
dont il provient. Ce point est important puisque les propriétés du polymere vont dé-
pendre de ces caractéristiques. La masse du polymere va définir la viscosité des gels ob-
tenus et il a par exemple été montré que des gels élaborés a partir d’alginate de haute
masse molaire pouvaient endommager des cellules lors de leur incorporation ou de l'in-
jection du gel, du fait de contraintes de cisaillement élevées [2]. Le rapport entre unités
guluroniques (G) et mannuroniques (M) va quant a lui modifier les interactions possibles
entre l'alginate et des cations réticulants comme le calcium Ca?*, puisque les sous-unités
G sont plus disponibles 1.8. Limpact des proportions entre M et G est cependant plus
complexe que cela (voir section 1.2.1) et 'alternance des unités G et M (bloc GM) permet
elle aussi une réticulation efficace [3]. Avant d’étudier son comportement en interaction

avec le chitosane, I'alginate a donc été caractérisé.

La détermination de la masse molaire d'un polymere biosourcé differe quelque peu
des méthodes utilisées pour la caractérisation de polymeres synthétiques. En tant que
polymeres issus de la biomasse, ces derniers peuvent présenter des polydispersités im-
portantes. La détermination d'une masse molaire moyenne en nombre (Mn) ou en masse
(Mw) n’est ainsi pas réellement significative pour rendre du poids moléculaire considéré.
Enlieu et place des techniques classiques comme la chromatographie d’exclusion stérique
(CES), on utilise donc préférentiellement des techniques viscosimétriques afin de déter-

miner My, la masse molaire viscosimétrique.

Pour déterminer My, il convient d’étudier les propriétés d’écoulement de gels dilués
dans des solvants spécifiques. La viscosité d'une solution est directement dépendante des
interactions entre les chaines de polymere et le solvant. L'utilisation de concentrations
en polymere faibles permet de diminuer les interactions polymeres/polymere. En outre,
dans le cas de polyélectrolytes comme I’alginate ou le chitosane, des forces de répulsion
électrostatiques peuvent repousser artificiellement les chaines les unes des autres. L'ad-
jonction de sels permet d’écranter les charges ce qui diminue ces forces tout en favori-
sant les interactions hydrophobes (effet «salting-out»). Il en résulte une contraction des
chaines et ainsi une baisse de la viscosité qui rend mieux compte du rayon hydrodyna-
mique naturel des chaines [4-6].

Une des méthodes souvent utilisées est la viscosimétrie capillaire. Elle consiste a me-

surer le temps d’écoulement de gels a différentes concentrations diluées C dans un capil-

laire (figure 2.2). On définit alors plusieurs viscosités ) calculables comme suit :
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FIGURE 2.2 — Principe du viscosimetre capillaire : le temps 8¢ mis par le fluide pour descendre de

A a B est mesuré et permet de déterminer sa viscosité.

viscosité relative
viscosité spécifique
viscosité réduite

viscosité inhérente

On peut alors déterminer :

viscosité intrinseque

et

. Ngel
l =

¢ Nsolvant

Nspe =Nrel — 1
n

Nred = %
Innye;

Ninh = Cre

] = gg(l) Nred

(nl =éi_n_f(1)ﬂinh

(2.1)

(2.2)

(2.3)

(2.4)

(2.5)

(2.6)

En régime laminaire, la viscosité étant linéairement proportionnelle au temps d’écou-

lement (loi de Poiseuille), on peut remplacer I'équation 2.1 par ;¢ = 8#ge;/ 8t501pans, OU DL

est le temps d’écoulement du fluide considéré dans le capillaire. La figure 2.3 représente

I’évolution de 1,04 €t n;,;, en fonction de la concentration. La projection a C = 0 permet

d’obtenir la viscosité a concentration nulle, c’est-a-dire la viscosité intrinseque [n] défi-

nie par les équations 2.5 et 2.6. Pour l'alginate ici étudié, il apparait neq = 13,4 dL.g™ !

et Ninno = 12,8 dL.g™}, soit une moyenne [n] de 13,1 dL.g™'. La loi de Mark-Houwink-

Sakurada relie alors la viscosité intrinseque a la masse molaire viscosimétrique My, tel

que:
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16 — —
15 — -
X Nred
14 — + Ninn —
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FIGURE 2.3 — Etude viscosimétrique (viscosimétrie capillaire) de gels d’alginate a différentes
concentrations dans 0,1 M NaCl, a 25 °C. Les points a 0,02 %, visiblement aberrants, n’'ont pas
été pris en compte pour les calculs.

] =K x My® 2.7)

Les parametres K et a« dépendent du polymere considéré, de la température et du sol-
vant utilisé. Pour I'alginate, les parametres K et « dans 0,1 M NaCl a 25 °C sont référencés :
K=6,9.10"6 mL.g_1 eta=1,13 [7, 8]. On calcule alors une masse molaire viscosimétrique
Mv =360 kDa (ou kg/mol).

La masse molaire peut donc étre extraite via viscosimétrie capillaire. Cette technique
reste cependant relativement longue a mettre en place, bien qu'’il existe des systémes au-
tomatisés. Lutilisation de la viscosimétrie capillaire tient majoritairement au fait que la
détermination de la viscosité intrinseque nécessite de travailler avec des solutions tres
diluées, dont la viscosité de fait tres faible est difficile a évaluer avec précision. Cepen-
dant, 'amélioration des instruments de mesure rhéologiques permet aujourd’hui de dé-
terminer avec précision les viscosités de telles solutions diluées. La figure 2.4, gauche,
présente 1'étude rhéologique (rotation cone/plan) de solutions d’alginates aux mémes
concentrations que précédemment. On observe une évolution qui semble linéaire dans la
gamme de cisaillement étudiée, ce qui traduit un comportement newtonien et donc une
viscosité apparente p indépendante de la vitesse de cisaillement €, puisque p = 1/¢, avec
T la contrainte mesurée. Il s’agit cependant probablement d’'un comportement pseudo-
newtonien lié a des concentrations faibles et une gamme d’observation réduite, les gels
d’alginate NaCl 0,1 M, présentant habituellement un comportement rhéofluidifiant [6].
Lapplication de I'équation 2.1 peut se faire par ny¢; = Uger/ Usolvans- De la méme maniére
que pour la viscosité capillaire, la projection de 1,4 Ninn @ concentration nulle donne
respectivement 12,6 dL.g_1 et Nipp = 12,3 dL.g_l, soit une moyenne [n] de 13,1 dL.g_1
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FIGURE 2.4 — Etude rhéologique (rotation cone/plan) de gels d’alginate a différentes concentra-
tions dans 0,1 M NacCl, a 25 °C avec, a gauche, la contrainte mesurée en fonctions du cisaillement
et, a droite, la viscosité en fonction de la concentration. Barres d’erreurs comprises dans les sym-
boles.

(figure 2.4, droite). L'application de la loi de Mark-Houwink-Sakurada (équation 2.7) ren-
voie, avec K = 6,9.1076 mL.g‘1 et a = 1,13, une masse molaire viscosimétrique Mv = 340
kDa (ou kg/mol). Cette valeur est proche de la masse déterminée par viscosimétrie capil-
laire (360 kDa). Il semble ainsi que les deux méthodes soient valides et la valeur de 340
kDa, mesurée par rhéologie, sera considérée pour la suite.

Dans le cas de l'alginate, le deuxieme parametre a déterminer est le ratio M/G. La
proportion du rapport M/G peut se faire par RMN. 1l s’agit de s’'intéresser aux protons
anomériques du polysaccharide. En effet, 'environnement de chacun des protons portés
par le cycle dépend de la conformation de 'unité considérée ainsi que de celle des unités
voisines (figure 2.5, a). En fonction de I'alternance des conformations (GG, MM et GM =
MGQG), la proximité d’'un proton avec par exemple les groupements OH va augmenter son
déblindage. A la fin des années 70, Grasdalen et al., en utilisant les calculs structurels réa-
lisés par Whittington [10, 10], a assigné les différents signaux anomériques observés en
RMN a leurs protons en fonction des conformations de I’alginate (figure 2.5, b) [9, 13]. Les
gels d’alginate étant tres visqueusx, la résolution des spectres RMN est en général faible.
Afin de réduire la viscosité des solutions, il est possible d’hydrolyser le polymeére. Cette
étape préparatoire est toutefois longue et dénaturante. Une autre possibilité consiste a
réaliser I’analyse RMN en solution tres diluée. Dans ce cas, le signal attribué a I'eau rési-
duelle contenue dans I'alginate tend a recouvrir la zone d’intérét pour la détermination
du ratio M/G [12, 14]. La méthode DOSY («diffusion order spectroscopy») permet de ré-
duire le signal de petites molécules telles que '’eau [15]. Laugmentation de la tempéra-
ture permet quant a elle de diminuer la viscosité tout en décalant le signal de 1’eau vers
les déplacements chimiques faibles [12]. La combinaison de la méthode DOSY et d'une
température élevée permet I'obtention d'un spectre résolu de la zone anomérique (figure
2.5, b).
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FIGURE 2.5 - (a) Exemples d’alternances des conformations possibles des unités G et M de I'al-
ginate, issus des travaux de Whittincjton tel que reporté par Grasdalen et al. [9-11] et (b) spectre
RMN DOSY 1H de 'alginate réalisé a 70 °C. Le signal «A» sert de référence et est fixé 5,07 ppm [12].
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Les formules suivantes sont alors utilisées pour calculer les différentes fractions F de

'alginate a partir des intégrales I [12, 13, 16] :

Fg+Fu=1 (2.8)
Fg=Fgg +Fom (2.9)
Fm =Fum + Fyg (2.10)
Fom =Fme (2.11)
Avec
I
Fg= —b (2.12)
Iz +1c
Ic
Fgg = (2.13)
IB+IC

Les fractions calculées sont répertoriées tableau 2.1. On retrouve une large majorité
d’'unités M, avec un ratio M/G de 2,7. Dans la littérature, I’analyse statistique d'une cen-
taine d’alginates commerciaux a montré que les ratios M/G étaient en moyenne de I'ordre
de 1,3 £ 0,06, ce qui renvoie l'alginate étudié ici a la catégorie des alginates riches en uni-
tés M [16]. La part des fractions aptes a former un réseau avec le cation Ca?*, c’est-a-dire
les fractions Fg et Fgm/Fumg, est ainsi minoritaire [3]. Toutefois, il a été montré que le ratio
M/G n’avait pas d’influence sur la complexation entre 1’alginate et le chitosane, dont la

caractérisation est présentée dans la section suivante [17].

TABLEAU 2.1 — Les différentes fractions de I'alginate, déterminées par RMN.

Fraction %

Fg 27
Fum 73
Fgg 20
Fyvim 66
Fom/Fmg 14

2.2.2 Chitosane : DA et masse molaire

Les deux parametres qui caractérisent le chitosane sont sa masse molaire et son degré
d'acétylation (DA). Ces parametres influent sur ses propriétés biologiques, mécaniques et
sa capacité de complexation (voir section 1.2.2), ils sont donc importants a déterminer
avant toute étude [18, 19].

Comme nous 'avons vu dans le cas de I'alginate, la détermination de la masse molaire
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viscosimétrique peut s’effectuer par des mesures rhéologiques, plus simples et rapides
que la viscosimétrie capillaire. La figure 2.6, gauche, présente des mesures de contraintes
face al'application d'un cisaillement. Tout comme l’alginate, le chitosane exhibe généra-
lement un comportement rhéofluidifiant [20]. Aux concentrations faibles utilisées et sur
la gamme étudiée, le comportement observé s’apparente toutefois a un comportement
newtonien. La viscosité ne dépend donc pas de la vitesse de cisaillement. En utilisant les
équations 2.1 a 2.6, la projection a concentration nulle de 1,.4 et 1;,5 renvoie respecti-
vement 9,0 dL.g™! et 8,7 dL.g™!, soit une moyenne de 8,85 dL.g™! (figure 2.6, droite). En
considérant les coefficients de Mark-Houwink-Sakurada du chitosane dans une solution
aqueuse a2 0,1 M AcOOH et 0,2 M NaCl K = 1,81.107° mL.g"! et a = 0,93, 'équation 2.7

renvoie une masse molaire viscosimétrique Mw = 1 300 kDa [4].

0.20 - ) - 11 - -
» Chi0,05%
1 <« Chi0,04% r X 1
0.16 A Chi0,03% | 10 — N r]f'ed |
: m Chi0,02% inh
© B Chi 0,01 % - <
o ’ o 94 -
= | + Solvant0,1 M AcOOH, /’j_ o =-346C+90
= 0.12 0.2 M NaCl ‘,://///,/DL S Nred , ,
2 1 Do oot SR -
[ o e 7
£  0.08 P Conpt-d - ]
c DrC v
5 ] AL RS s
2282 F
0.04 — ;%ég: ~ 6 - Minn =-52,2C +8,7 -
0.00 —I — 5 —
I I I I I I I I I I I
20 40 60 80 100 0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05
Cisaillement &' /8™ Concentration / % ou g.dL'1

FIGURE 2.6 — Etudes rhéologiques de gels de chitosane dissous dans une solution aqueuse 4 0,1 M
AcOOH et 0,2 M Na(l, a 25 °C. Barres d’erreurs comprises dans les symboles.

Pour la détermination du DA, il existe différentes méthodes, plus ou moins fiables :
par spectroscopie UV [22], FTIR [21, 23] ou RMN [24, 25]. La détermination infrarouge
est possible selon diverses méthodes. La figure 2.7 présente le spectre FTIR du chitosane.
L'assignation des bandes a été effectuée selon Kasaai et al. et Lawrie et al. [23, 26]. Parmi
les méthodes existantes, il a été montré que la méthode de Shigemasa et al. était cohé-
rente puisque proche des résultats obtenus en RMN [21, 23]. Pour des DA faibles (0-60
%), il apparait en effet que la relation entre le ratio des aires de la bande des C-H (2950-
2880 cm™!) et de la bande des amines N-H (autour de 1560 cm™!) est linéaire. La méthode

permet alors de calculer le DA comme suit :

A
DA =2%0 0125-0,2 (2.14)

2875
En utilisant cette relation, on détermine un DA de 29 % (figure 2.7). La RMN reste
cependant la méthode la plus fiable pour la détermination du DA. Comme pour 'alginate,

I'acquisition d'un spectre résolu n’est pas chose aisée, d’autant plus que le chitosane n’est
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FIGURE 2.7 — Spectre infrarouge (ATR-FTIR) du chitosane. Les aires représentées sont utilisées la
détermination du DA par la méthode de Shigemasa [21].

pas hydrosoluble et nécessite la présence d'un acide pour permettre sa solubilisation en
milieu aqueux. La spectroscopie RMN 13C a donc été réalisée sous forme solide (figure
2.8). Les assignations ont été faites suivant Heux et al. [24]. Il est alors possible de calculer
le DA en calculant le rapport entre les carbones de I'acétyle et les carbones du cycle, en

tenant compte de la steechiométrie. On obtient ainsi la formule [24, 25] :

100 x ICHg
DA(%) = (2.15)
(Ic1 +1Ic2 +1cg +1Ics +1cs5 +1ce) /6

Il est alors calculé DA =23 %. La valeur obtenue par FTIR est légérement supérieure (29
%). Le manque de précision de la mesure par FTIR réside dans la difficulté a définir avec
précision les lignes de base a utiliser pour les mesures d’aire. De plus, la relation linéaire
entre le ratio des aires et le DA n’est pas si évidente, comme reporté par Miya et al. [27], et
il semble que la linéarité soit tributaire de conditions d’acquisition des spectres précises
[21]. La RMN solide semble donc apporter une information plus précise sur le DA réel du
chitosane étudié.

Les résultats de la caractérisation des biopolymeres est présentée tableau 2.2. On peut

alors s’intéresser a la formation de PECs d’alginate et de chitosane.
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FIGURE 2.8 — (a) La structure du chitosane avec la numérotation des carbones et (b) spectre RMN
13 C (CP MAS quantitatif) du chitosane. Les assignations sont réalisées a partir de la Ref [24].

TABLEAU 2.2 — Caractéristique de I'alginate et du chitosane utilisés.

Alginate Chitosane

Mv (kDa) 340 1300
M/G 2,7 -
DA (%) - 23
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2.3 Formation du complexe polyélectrolyte avant sa mise

en forme

Les caractérisations de I'alginate et du chitosane présentées dans la section précé-
dente ont permis de déterminer la nature plus précise des polysaccharides étudiés. La
présente section se concentre sur I'étude texturométrique de gels d’alginate et de chito-

sane isolés, ainsi qu’a leur mélange sous forme de PEC.

L'analyse de texture se réalise en appliquant des forces controlées a I’échantillon et en
enregistrant les réponses en termes de force, déformation et durée. Le test consiste a faire
pénétrer une sonde dans des conditions bien définies dans I’échantillon. Il s’agit donc sur-
tout de réaliser une étude comparative sur une série d’échantillons caractérisés dans les
exactes mémes conditions (contenant), sur le méme équipement et avec le méme mode
opératoire. Les mesures sont faites au moyen d’un analyseur de texture et d'un plongeur
cylindrique comme sonde. Il effectue un cycle charge - décharge (montée — descente)
dans I'échantillon (figure 2.9). Le résultat de la mesure est un graphique représentant la
force (exercée par I’échantillon sur la sonde) en fonction de la distance (parcourue par le
bras mobile) (figure 2.10) ou en fonction du temps du test. Il est alors possible de déduire
de ce type de courbe différents parametres. Il est alors possible de déduire de ce type de
courbe différents parametres. Tout d’abord, la consistance, qui représente la résistance
a la pénétration, peut étre déterminée en relevant la contrainte maximum 0 ,4x. L'adhé-
sivité du matériau peut-elle étre déterminée en mesurant I’aire sous la courbe apres la
sortie de la sonde. Il est cependant difficile de définir les limites de 'aire a mesurer. On se
propose donc d’utiliser la force minimum, 6 ,,;,, comme indicateur de I'adhésivité. Enfin,
|’élasticité peut étre évaluée. Dans le cas d'un matériau purement élastique, on peut en ef-
fet supposer que le matériau renvoie la méme force lors de la descente de la sonde que de
sa remontée. Dans un cas idéal, I'aire de sortie de la sonde A, est alors égale a I'aire de

pénétration A,.,. On pose alors que I'élasticité E, en pourcentage, est égale a Ao, /Apen.

o Descente

FIGURE 2.9 — Principe de I'analyse de texture.
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FIGURE 2.10 — Courbe type d'une analyse de texture. La sonde est plongée dans un gel (descente)
jusqu’a 1 cm de profondeur. La sonde est alors remontée. Le texturometre mesure la force, positive
(répulsive) ou négative (attractive), ressentie par la sonde lors du trajet. La constance, 1'élasticité
et 'adhésivité peuvent étre extraites de ce type d’analyse. Courbe type obtenue sur un gel de chi-
tosane.

Pour un matériau élastique idéal, on aurait donc E = 100 %.

Des gels d’alginate, de chitosane et leur mélange ont été analysés. Pour les mélanges
d’alginate/chitosane (ratio massique 63/37), ceux-ci ont été analysés avant (PEC) et apres
(PEC-UT) homogénéisation a I'Ultra-Turrax (UT), un procédé de mélange impliquant des
contraintes de cisaillement élevées. Lors de précédentes études, 'homogénéisation al'UT
s’est en effet montrée optimale pour les propriétés des PECs obtenus en favorisant la for-
mation de liaisons intimes entre 1’alginate et le chitosane [28]. En outre, la méme étude
a révélé de meilleures propriétés pour les PECs réalisés avec le ratio massique de 63/37
alginate/chitosane utilisé ici. La figure 2.11 reporte les courbes de texture obtenues pour
les différents gels (Alg, Chi, PEC et PEC-UT). Trois cycles de mesure ont été effectués sur
chaque gel. Les différents types de gels montrent alors clairement des comportements dif-
férents. La répétition de trois cycles sur les gels d’alginate et de chitosane isolés ne montre
aucune variation de comportement entre chaque mesure (figure 2.11, Alg et Chi). Lors-
qu’ils sont mélangés (PEC et PEC-UT), il semble que la répétition des cycles entraine une
augmentation de la consistance (0 ,,4,) avec une modification de la pente de la contrainte
lors de la pénétration. Cette observation pourrait correspondre a un phénomene d’écra-
sement plastique (compression non réversible) des gels lors des cycles de descente. Les
compressions suivantes seraient alors plus difficiles du fait de I'état plus dense des gels,
ce qui traduirait un comportement plus plastique des mélanges PEC et PEC-UT en com-
paraison des gels d’alginate et de chitosane.

A partir de ces courbes, I'élasticité, la consistance ainsi que 'adhésivité ont été déter-
minées et sont résumées dans la figure 2.12, haut. Les mesures présentées correspondent

a celles obtenues lors des premiers cycles. On retrouve alors en effet des élasticités im-
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FIGURE 2.11 — Courbes de textures de l'alginate (bleu), du chitosane (rouge) et des PECs avant
(vert) et apres (orange) passage a I'Ultra-Turrax (PEC-UT). 3 cycles de mesures ont été réalisés sur
chaque gel.

portantes pour les gels d’alginate et de chitosane, avec respectivement 68 % et 76 %. Cette
élasticité diminue fortement lors du mélange des polymeres, avec E = 49 % pour PEC. La
diminution s’accentue lorsque le mélange est homogénéisé a 'UT avec une élasticité me-
surée de seulement 16 % pour PEC-UT. Cette élasticité plus faible pour les mélanges est
cohérente avec la compression plastique observée lors de la répétition des cycles présen-
tée plus haut et est imputée a la formation d'un réseau entre les deux polymere, c’est-
a-dire un complexe polyélectrolyte, qui rend plus difficile le mouvement des chaines.
Comme déja reporté, le passage a I’'UT favorise la formation de ce type de réseau [28].

Dans un méme temps, le mélange entre l’alginate et le chitosane s’accompagne d’'une
nette augmentation de la consistance qui passe d’environ 210 Pa pour les gels isolés a 383
Pa et 781 Pa pour PEC et PEC-UT, respectivement. Laugmentation de la résistance a la
déformation correle a la diminution de I'élasticité et semble cohérente avec la formation
d’un réseau entre l'alginate et le chitosane, favorisé par I'action de 'UT.

Les mesures d’adhésivité mettent en I'avant une augmentation liée a la formation du
PEC (figure 2.12, bas). Cette augmentation peut étre reliée a une meilleure cohésion du
gel pour PEC et PEC-UT, du fait de la présence d'un réseau entre les polymeres.

La baisse de I'élasticité associée a I'augmentation de la consistance et de I'adhésivité
traduit ainsi la formation d’interactions entre I’alginate et le chitosane. Toutefois, une
étude rhéologique des modules G’ et G” devrait permettre de mieux comprendre le sys-

teme.

On peut alors s’intéresser aux conditions utilisées pour la formation du PEC, en par-
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FIGURE 2.12 — En haut, la plasticité (rayures) et consistance (plein) de gels de chitosane, d’alginate
et de PECs d’alginate/chitosane avant (PEC) et apres passage a I'Ultra-Turrax (PEC-UT). En bas,
I'adhésivité de ces mémes gels.

ticulier le ratio utilisé. Il est suspecté que les PEC d’alginate/chitosane, dans le cas ou
un exces d’alginate est utilisé, ne forment pas nécessairement des structures intercon-
nectées, mais plutot des structures cceur/coquille ou pelotes, selon les molarités utilisées
(figure 2.13) [29]. Dans notre cas, avec un rapport massique alginate/chitosane de 63/37,

nous pouvons déterminer, pour 100g :

- . Malg
Moles de COO™ (alginate) ncoo- =

(2.16)
MO,alg

Or, on sait que la masse d’'une unité monomérique d’alginate de sodium (R-COO~,Na*)
My,q1g est de 198 g/mol, ainsi :

I
COO~ = 198

ncoo- =318 mmol

89 G. CONZATTI - UPS - 2017



Chapitre 2: Optimisation et caractérisations physico-chimiques de la matrice
absorbante

— Alginate
— Chitosane

Kim=1

FIGURE 2.13 — Structure d'un PEC en cceur/coquille ou pelote en fonction du ratio de charge net
K(-/+). Redessiné a partir de la Ref [29].

De méme, pour le chitosane :

Moles de NHJ (chitosane) nNHE = J (2.17)

Il convient cependant de prendre en compte le degré d’acétylation ainsi que le taux

d’humidité du chitosane, la formule devient alors :

Mepi(1=DA)(1 - %H,0)

(2.18)
MO,chi

nNgy =

Avec DA = 23 %, %mn,0 considéré a 10 % et My .,; la masse moyenne pondérée entre
unités acétylées (23 %, M=203 g/mol) et déacétylées (77 %, M=161 g/mol) de 170,7, on
obtient :

37%x(1-0,23)(1-0,10)
170,7

nnp; =150 mmol

nNg; =

Il a été montré dans la littérature que si les fractions G et GM de I'alginate étaient plus
aptes a interagir avec les cations Ca;, le rapport M/G du polymere n'influe pas sur les
interactions qu'il entretient avec le chitosane [17]. Ainsi, le ratio de charge net K_, peut
directement étre calculé tel que :

K-1+) = ncoo-/nnz = S
3 150
Kep=2,12>1

Avec K(_/4) > 1, il apparait que l'alginate est en exces. Un cceur de chitosane entouré
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d’'une coquille d’alginate peut alors étre attendu (figure 2.13) [29]. Le calcul considére tou-
tefois que le chitosane est totalement protoné sous forme NHJ. Cette hypotheése n’est
pourtant pas si évidente, bien que les conditions d’élaboration soient optimisées pour
(pH final du mélange autour de 5,5, avec pKayg ~ 4! et pKagy; = 6,5) [26]. De plus, les
auteurs de ce modele montre que les tailles d’alginates et de chitosane ne semble pas
influencer I'organisation des PECs. Dans le cas présent, la différence de Mw des deux bio-
polymeéres est cependant importante et I'on pourrait s'interroger sur son impact sur le
réseau formé. Quoiqu’il en soit, lors d’études précédentes, le point d’équivalence indi-
quant la fin de formation du PEC, estimé par conductimétrie a m.p;/mg;e = 0,63, était
bien en deca de I'équivalence stoechiométrique calculée a 1,25, ce qui est révélateur de
la non-disponibilité d'une partie des fonctions R-COO™ de I'alginate [31]. En définitive,
la déviation du ratio de charges nettes calculé doit cependant rester minime et il parait
cohérent de considérer K_,4) > 1. L'alginate, en exces, est donc, a priori, a 'extérieur du
complexe et disponible pour étre réticulé par du calcium.

La figure 2.14 présente la cinétique de réticulation de PECs d’alginate et de chitosane
apres passage a I'UT. Apres mélange, les gels sont réticulés en les recouvrant d’'une so-
lution de CaCl, a 1 % (m/v). A différents temps, les PECs ont subi une compression (2,5
mm) et la contrainte maximale nécessaire a 'écrasement a été mesurée.

A t=0, les PECs sont sous formes gels et la contrainte de compression est ainsi relati-
vement faible (150 Pa). La contrainte augmente cependant rapidement au cours du temps
pour atteindre 100 kPa des 180 minutes (3 H) de réticulation. Visuellement, les gels se so-
lidifient en effet rapidement sous 'action du chlorure de calcium. Au bout de 180 min, la
contrainte mesurée commence a se stabiliser et est de 140 kPa apres environ 24 H (1 110
min) et de 160 kPa apres 48 H (2 880 min). Apres 48 H, il semblerait que la réticulation

ne soit pas totalement finie et 'on pourrait s’attendre a une légérement augmentation de

1. pKa allant de 3,4 a 4,5 en fonction des caractéristiques du polymere [30]

200x10° | - - T
| | |
| |
© 150 — I I -
o |
E I
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o) |
(@]
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FIGURE 2.14 — Contrainte de compression de PECs (PEC-UT) en fonction du temps de réticulation
par une solution de CaCly a 1 % m/v.
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la contrainte au cours du temps. Il se peut que la rapide augmentation de la contrainte
observée dans les premiers instants de la réticulation corresponde a la formation d’inter-
actions entre le calcium et I'alginate en exces, accessible comme 1’a montré le calcul des
charges net (K, > 1, figure 2.13). Dans un deuxieme temps, le calcium pourrait se sub-
stituer au chitosane selon un processus plus lent. Limpact de I'inclusion des ions ¢aj sur
les interactions alginates/chitosane est un point intéressant mais sera abordé plus loin
dans ce manuscrit (section 2.5.2). Il est toutefois raisonnable de supposer dans un pre-
mier temps que le calcium interagit avec I’alginate en exces. On notera au passage que la
réalisation de PECs présentant un exces de chitosane ne donne pas lieu a une réticulation
en présence de CaCly, ce qui tend a valider le modele présenté figure 2.13.

Le processus de réticulation semble étre principalement actif durant les 3 premiéres
heures. Lors de la réalisation de films, contrairement au cas présenté ici, les PECs sont
séchés avant d’étre réticulés. La réticulation s’effectue donc sur des matériaux plus com-
pacts et capables de gonfler en 20 min : la diffusion des calciums est donc probablement
plus rapide au sein du matériau. La formation des PECs et leur réticulation ne constituent
néanmoins que la premiere étape dans le processus d’élaboration de la matrice absor-
bante. A partir des gels obtenus, les procédés utilisés pour le séchage vont définir les ca-
ractéristiques structurelles des matériaux finaux. Le temps de 3 H sera toutefois conservé

pour ces études de structuration, puisque le séchage avant réticulation n’est que partiel.

2.4 Mise en forme des films : influence du séchage sur les

propriétés physico-chimiques de lamatrice absorbante

Outre leur composition chimique, la structuration des matériaux est un facteur non
négligeable pour les propriétés d'un matériau. Ce projet porte en effet sur I’élaboration
d’'un pansement chirurgicale avec, en tant que matrice absorbante, un PEC d’alginate et
de chitosane. La structuration des matrices absorbantes peut cependant avoir une in-
fluence sur les caractéristiques des matériaux obtenus. Entre autres, on peut supposer
que l'introduction d’'une porosité importante augmenterait les capacités absorbantes de
la matrice tout en réduisant les propriétés mécaniques et la résistance enzymatique.

Dans la littérature, les études portant sur les PECs a base d’alginate et de chitosane
sont généralement centrées sur la composition du PEC (ratio alginate/chitosane), le DA
du chitosane, le rapport M/G ou encore la répartition des unités M et G de l'alginate
[32]. La technique de séchage des matériaux reste toutefois peu étudiée. Quelques études
existent, mais ces dernieres se concentrent sur le séchage par co, supercritique (SCC)
[33, 34]. Il est pourtant connu que pour de 'alginate [35, 36] ou du chitosane [37, 38]
isolé, et plus généralement sur les polymeéres, la méthode de séchage détermine la struc-
ture du matériau obtenu. Il semble donc tout a fait 1égitime de s’interroger sur I'impact

du procédé de séchage sur la structuration des PECs et les propriétés physico-chimiques
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qui en découlent. Entre autres, I'impact de la structure sur les capacités de gonflement,
que I'on souhaite élevée, est un point clef lors de I'élaboration de pansements. Le com-
portement en milieu pancréatique simulé ainsi que la cinétique de libération de principe
actif sont aussi des facteurs déterminants pour le développement de pansements chirur-
gicaux. Le séchage par évaporation, la lyophilisation et le séchage par CO, supercritique
(SCC) sont des techniques classiques de laboratoire qui conduisent a des structurations
de matériaux tres différentes. Tout en gardant les premieres étapes de I’élaboration des
PECs, I'influence du séchage lors de la derniere étape a donc été étudiée dans cette sec-

tion.

2.4.1 Etude des propriétés structurelles

Les trois types de séchages ont été réalisés sur des hydrogels d’alginate/chitosane. Le
ratio alginate/chitosane a été optimisé dans une précédente étude et fixé a 63/37 (m/m)
[28]. Apres formation du PEC, les mélanges sont séchés partiellement a 1'étuve (50 °C).
Cette étape facilite I'’obtention de films. Elle est suivie par une réticulation a base de CaCl,
(1 % m/v, 3 H). Comme nous I'avons vu dans la section précédente, la réticulation des
chaines d’alginate, en exces par rapport au chitosane, permet la cohésion et la solidifica-
tion de I'hydrogel.

Une fois réticulés, les hydrogels sont alors séchés totalement selon les trois méthodes
de séchages prévus, a savoir séchage par évaporation, lyophilisation ou SCC. Ces trois
techniques impliquent des degrés de complexités divers dans la réalisation, la plus ai-
sée étant bien entendu le séchage par évaporation. Les conditions sont résumées ta-
bleau 2.3. On obtient trois matériaux a I'aspect différent (figure 2.15). Les échantillons
séchés par évaporation (Xero) sont semi-transparents tandis que ceux lyophilisés (Lyoph)
conduisent a une mousse opaque relativement épaisse. Les échantillons séchés en milieu
CO; (SCC-Mat) sont quant a eux macroscopiquement intermédiaires, c’est a dire fins et
opaques. Ces observations laissent supposer des structures internes différentes.

La figure 2.16 montre les micrographies MEB obtenues sur la section transversale
des trois types de matériaux. En contrepartie de sa simplicité, le séchage par évapora-

tion élimine toute porosité lors du séchage, du fait des tensions a l'interface air/liquide

TABLEAU 2.3 — Conditions utilisées pour le séchage des PECs. Avant séchage, les PECs sont réticu-
1és au CaCl,, 1% m/v, 3 H.

Echantillon Technique de séchage Pression Température
(bar) o)
Xéro Evaporation Pression atmosphérique 50
Lyoph Lyophilisation 4.1077 N, liquide
SCC-Mat SCC 100 45
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FIGURE 2.15 — Les trois différents matériaux obtenus : (gauche) Xéro séché par évaporation, (mi-
lieu) Lyoph séché par lyophilisation et (droite) un SCC-Mat passé au sécheur supercritique SCC.

100 pm

FIGURE 2.16 — Images MEB des sections transversales du (a et b) xérogel, (c et d) lyophilisat et (e
et f) SCC-Mat. Des structures de différents types sont obtenues, avec des échelles de structuration
différentes.

qui provoque I'’écrasement des chaines polymériques entre-elles pour former un xérogel
dense. Néanmoins, on observe une organisation interne du matériau avec une orienta-
tion lamellaire. Cette organisation peut étre raisonnablement expliquée par I’évaporation
«couche par couche» de I'’eau durant le procédé de séchage. A contrario, les deux autres
séchages permettent d’obtenir des matériaux macroporeux avec des structures d’échelles
différentes.

On remarque ainsi un réseau de feuillets en trois dimensions pour les Lyoph. Le pro-
cédé de lyophilisation implique en effet la solidification de '’eau contenue dans ’hydro-
gel. La glace étant un état expansé de I'eau, des cavités se forment a I'intérieur du maté-
riau. L'azote liquide (-196 °C) aici été utilisé. En solution, ce type de congélation est rapide
et passe par la formation de petits cristaux de glace suivis d'une croissance directionnelle
[39]. Dans notre cas, I'eau est piégée dans les PECs. Les cristaux de glace croissent alors
rapidement ce qui empéche la réorganisation des polymeres. De larges cristaux d’eau se

forment alors a I'intérieur du matériau et, lors de la sublimation, I'’eau solidifiée laisse
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place a de larges pores. L'état gelé des PECs empéche la solvatation des polymeres et rigi-
difie la structure, ce qui empéche son effondrement. Il en résulte une structure en feuillets
avec des pores interconnectés, comme il a déja été observé dans la littérature pour des hy-
drogels d’alginate [1, 40] ou de chitosane [1, 37]. Aussi, on peut remarquer la formation
d’'une «crotte» a la surface du bulk (figure 2.16, c). Cette «crotite» se forme généralement
a l'interface matériaux/air a cause des tensions de surface générées par I’évaporation de
I'eau a la surface et est couramment observée pour ce type de séchage [35]. Le séchage
par SCC est une alternative a la lyophilisation qui permet d’obtenir un matériau poreux
sans avoir a congeler le matériau. De plus, le séchage par SCC est censé conserver au
mieux la structure de I'hydrogel. En contrepartie, il est nécessaire de remplacer I'’eau par
de I’éthanol (on forme ainsi un alcogel). Les interactions PEC/éthanol n’étant pas favo-
rables, une légere rétractation est observée, avec, probablement, un léger changement
morphologique [41]. L'éthanol est miscible avec le CO, et peut donc étre remplacé par
des cycles d’injection/expulsion succesifs de dioxyde de carbone. Une fois fait, le CO, est
alors porté au-dela de son point critique (qui se situe autour de 31 °C, 74 bar, figure 2.17),
dans notre cas a 45 °C, 100 bar. Les propriétés d'un fluide supercritique sont complexes
et sous continuelles investigations notamment en vertu des nombreuses applications po-
tentielles (principalement en termes de solvant «vert» pour I’extraction ou la synthese chi-
mique). On peut néanmoins simplement les considérer comme particuliéres en ceci que,
dans cet état, le CO, se comporte comme un gaz (faible viscosité), avec des propriétés
diffusives intermédiaires entre liquide et gaz [42]. Quoi qu'il en soit, ces propriétés par-

ticulieres permettent d’éviter les phénomenes d’écrasement dus aux tensions de surface
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FIGURE 2.17 — Diagramme de phase pression/température du CO,. Le passage par un état su-
percritique permet d’éviter des transitions de phases impliquant I’écrasement de la structure du
gel.
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en éliminant l'interface liquide/gaz et ainsi de sécher les matrices sans dénaturer leurs
structures [43, 44]. Avec des matrices PEC alginate/chitosane, il en résulte des matériaux
nanofibreux, probablement proches de la structure de I'’hydrogel, comme visible sur la
figure 2.16.

Ces observations corrélent les densités apparentes mesurées : 860, 40 et 220 mg.cm ™3
pour Xero, Lyoph et SCC-Mat, respectivement (tableau 2.4). Ses densités sont ainsi re-
liées a I’état collaspé ou expansé obtenue lors du séchage. La plus faible densité obtenue
pour les lyophilisats étant le résultat de '’expansion de ’eau lors de sa solidification, suivis

d’une sublimation limitant I'effondrement de la structure.

TABLEAU 2.4 — Propriétés structurelles des matériaux.

Echantillon Densité apparente Surface spécifique! C-BET>  AE3

(mg/cm3) (m?/g) (kJ/mol)
Xéro 821 + 80 - - -
Lyoph 37+2 160 160,8 3,3
SCC-Mat 175 + 31 220 206,6 3,4

1 déterminée par la méthode BET;
2 constante BET, calculée via 'équation 2.19;
3 énergie molaire nette d’adsorption, calculée via I'équation 2.20

Les isothermes d’adsorption d’azote obtenues pour les lyophilisats et les SCC-Mat
sont présentés figure 2.18. Les Xero présentant des surfaces spécifiques inférieures a la li-
mite de détection de I'appareil. Leurs isothermes ne sont donc pas présentés, mais confirment
I’absence de porosité significative. Les isothermes obtenues pour Lyoph et SCC-Mat sont
caractéristiques des structures a base de polysaccharides [41]. L'étude de la sorption d’azote
n’est pas adaptée pour les pores larges et les informations recueillies concernent les pores
inférieurs a 100 nm. Dans tous les cas, les Lyoph et les SCC-Mat montrent tous les deux
des isothermes de type IV (figure 2.18, a et 2.18, b), caractéristique de matériaux méo-
sporeux (2 nm < Dyres < 50 nm). Ce type d’isotherme s’explique par la formation d’une
monocouche a basse pression, ce qui signifie une légere augmentation d’adsorbat, suivie
par la formation de multicouches ce qui se caractérise par une importante augmentation
de la quantité de N, adsorbée. Une hystérésis de type H3 est aussi a remarquer. Ce type
d’hystérésis est typique des matériaux présentant des pores en forme de fente [45, 46].
Des quantités d’adsorbat supérieurs sont observées pour les échantillons types SCC-Mat,
et il a alors été calculé des surfaces spécifiques de 160 et 220 m?.g™! pour les lyophilisats
et SCC-Mat, respectivement (tableau 2.4).

La courbe cumulative des tailles de pore indique un volume poreux total pour les SCC-
Mat a peu pres deux fois plus grands que celui des lyophilisats (figure 2.18, c). Ce résul-
tat peut surprendre si 'on considére la densité apparente supérieure pour les SCC-Mat,

mais le cumul de la taille des pores mesurée par adsorption/désorption ne prend pas en
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FIGURE 2.18 — Isothermes d’adsorption et de désorption des (en haut a gauche) Lyoph et (en haut
adroite) SCC-Mat. (En bas a gauche) courbes cumulatives du volume des pores et (en bas a droite)
courbes dV/dlogw.

compte la macroporosité supérieure a 100 nm du matériau ce qui conduit a une sous-
évaluation conséquente de la valeur obtenue. Pour les Lyoph, qui possédent des struc-
tures macroscopiques, les mesures obtenues doivent étre considérées avec précaution.
Quoi qu'’il en soit, le tracé des tailles de pores cumulées montre la plus grande mésopo-
rosité des SCC-Mat. La distribution confirme que, additionellement aux macropores, les
deux types d’échantillons présentent une mésoporosité (figure 2.18, c). En effet, on ob-
serve des pores allant de 10 nm a 100 nm en diametre. En termes de nombre, la majeure
partie des pores se situent autour de 25 nm quelque soit la méthode de séchage, mais la
taille moyenne est respectivement de 28 contre 35 nm pour les lyophilisats et les SCC-
Mat. En outre, la distribution des tailles de pores est plus étroite dans le cas des Lyoph.
Ce résultat est consistant avec le procédé de séchage : 1a formation de cristaux est un pro-
cessus homogene qui conduit a la formation de pores similaires dans le matériau. On voit
ainsi que la porosité, a la fois macroscopique (observée par MEB et adsorption d’azote) et
nanométrique (adsorption d’azote), peut étre contrdlée par le séchage.

La méthode Brunauer, Emett et Teller (BET) permet d’obtenir un supplément d’infor-
mations sur les propriétés de surface. Le tracé BET (figure 2.19) permet de déterminer la
constante Cggr, une constante BET reliée a la force d’'interaction entre I'adsorbat (N,) et

la surface, via la formule :
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FIGURE 2.19 — Tracés BET permettant la détermination de la constante Cggt a partir de I’équation
2.19. «Q» représente la quantité d’azote adsorbée.

A

Cper permet ensuite de remonter a I'énergie d’adsorption nette, définie par la rela-
tion AE =E_ 45— E, ol E,4, est I'énergie d’adsorption et Ep 1'énergie de liquéfaction (5,6

kJ/mol pour N,), qui peut étre calculée viaI'équation :

AE =RTInCggy (2.20)

AE représente alors la différence entre I'énergie d’interaction entre la surface et les
molécules d’azote impliquées lors de la formation de la premiére couche d’adsorbat E ;4
et I'énergie de liquéfaction E;, impliquée lors de la formation des couches suivantes et
est caractéristique de la surface [41, 47]. Il a ainsi été calculé AE = 3,3 kJ.mol ™! pour les
lyophilisats (Cggr = 160,8) et 3,4 kJ.mol~! pour les SCC-Mat (Cggr = 206,6) (tableau 2.4).
Ces valeurs donnent une estimation de l'affinité entre le gaz et le solide. Un AE élevé in-
dique une interaction forte entre la surface a I’adsorbat mais doit étre considéré avec pré-
caution lorsque calculé pour des matériaux présentant une mésoporosité, qui peut don-
ner lieu des erreurs de mesure par 'exces. Ces valeurs restent cependant dans la gamme
classiquement observée pour les polysaccharides et sont relativement hautes, ce qui est
cohérent avec des surfaces de PEC [41]. En effet, les PECs résultent d’interactions élec-
trostatiques, ce qui en fait des matériaux hautement polaires. Cette polarité favorise la
réorganisation spécifique des molécules d’azote, elles-mémes quadripolaires, ce qui per-
met la formation de couche absorbée plus dense.

Finalement, les énergies d’adsorption nette similaires obtenues pour Lyoph et SCC-
Mat indiquent que I'état de surface reste le méme, peu importe le procédé. A I'intérieur
du PEC, les interactions entre I'alginate et le chitosane ne sont ainsi pas influencées par

le procédé de séchage. Malgré cela, les structures internes (méso- et macroporosité) sont
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des caractéristiques qui découlent directement de |'étape de séchage. Dans la section sui-
vante, l'influence de ces différentes structurations sur les propriétés physico-chimiques

des matériaux a été évaluée.

2.4.2 Caractérisation des propriétés d'usage

Dans la section précédente, différentes techniques ont été utilisées pour sécher les
PECs. Ces différentes techniques ont conduit a I’obtention de diverses structurations. Les
trois matrices résultantes, Xero, Lyoph et SCC-Mat, sont des matériaux similaires en com-
position, mais dont I'organisation interne differe en termes d’échelle et d’interconnexion.
Xero présente en effet les caractéristiques d'un matériau dense tandis que Lyoph et SCC-
Mat sont des matériaux poreux respectivement sous forme de feuillet et de réseau fibreux.
La caractérisation des propriétés physico-chimiques de ces structures doivent permettre
de déterminer quel type de procédé est le plus a méme d’élaborer une matrice absorbante

aux propriétés optimales pour I'application pansement.

2.4.2.1 Propriétés mécaniques

Les différences de structures observées pour Xero, Lyoph et SCC-Mat peuvent raison-
nablement apporter des caractéristiques mécaniques différentes pour chacun des maté-
riaux. Les propriétés viscoélastiques permettent de mieux comprendre le comportement
d’'un matériau soumis a des contraintes de déformations, tel que lors de I'utilisation d'un
pansement chirurgical.

La analyse mécanique dynamique (AMD) permet de remonter aux propriétés visco-
élastiques des matériaux par le biais des valeurs de modules de conservation (E’), de perte
(E”) et du facteur d’amortissement tan §, tel que :

I

tand = o (2.21)

Plus précisément, ’AMD en flexion 3 points consiste a faire fléchir un matériau en os-
cillation. E’ représente alors la capacité du systeme a absorber et rendre 'énergie de ma-
niere élastique, tandis que E” mesure la perte d’énergie, c’est-a-dire le comportement in-
élastique de la déformation qui rend compte de la composante visqueuse du matériau. Le
ratio tan § est donc un indicateur du caractere viscoélastique prévalent, a savoir élastique
ou visqueux. Les résultats obtenus a 37°C pour Lyoph et SCC-Mat sont donnés tableau 2.5.
Les échantillons Xero étant trop fins, leur AMD n’a pas pu étre réalisée. Concernant les
autres matériaux, le module de conservation est supérieur pour SCC-Mat(E’ = 2,7.107 Pa)
comparé a Lyoph (E’ = 5,1.10° Pa). Il en est de méme pour le module de conservation avec
E” =3,2.10° et 5,3.10* Pa respectivement pour Lyoph et SCC-Mat. Les échantillons séchés
au CO, montrent donc un caractere a la fois plus élastique et plus visqueux, probablement

lié a une structure plus interconnectée. Dans un méme temps, le facteur d’amortissement
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TABLEAU 2.5 — Module de stockage (E’), de perte (E”) et tan 6 de Lyoph et SCC-Mat a 37 °C.

Echantillon E’ E” Tan 0
(Pa) (Pa)

Lyoph 5,1.10° 53.10* 0,10

SCC-Mat 2,7.10° 3,2.108 0,12

tan & est du méme ordre de grandeur pour SCC-Mat et Lyoph, ce qui montre une orga-
nisation tridimensionnelle des chaines polymériques similaire a I’échelle moléculaire et
liée a la formation méme du PEC. Cette similarité était déja suggérée par les AE proches

déterminés par la méthode BET.

2.4.2.2 Capacités d’absorption dans différents milieux

a) Eau

En tant que matrice absorbante, les capacités de gonflement du matériau sont un point
clef. Les propriétés de gonflement dans |’eau, en termes de masse et de volume, ont donc
été étudiées (figure 2.20, masse). De précédentes études ont démontré que les capaci-
tés de gonflement sont majoritairement corrélées au caractere hydrophile de 'alginate
[28]. Les résultats obtenus ici montrent que I’augmentation de la porosité augmente les
capacités d’absorption des PEC. Apres 24 H, les échantillons ont atteint leur maximum
d’absorption. En introduisant une porosité, les capacités d’absorption sont plus que dou-
blées dans le cas de SCC-Mat (6 000 %), comparé a Xero (2 500 %). Dans la littérature,

7000 | | 3000
«— B Masse
¥ Volume —
6000 — 2500
3 ®
=~ 5000 - O \
S N L2000 3
o) g
& 4000 \ E
E — 1500 S
é 3000 — é
k5 I 1000 g
§ 2000 — \ \§ S
O
1000 — X \ — 500

Xero Lyoph SCC-Mat

FIGURE 2.20 — Pourcentages de gonflement dans I'eau des xérogels, lyophilisats et SCC-Mat en
termes de (gauche) masse et (droite) volume apres 24 H.
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des gonflements inférieurs (1 600 %, dans tampon TRIS pH 7,4) ont été obtenus pour des
matrices d’alginate séchées par CO, supercritique [36]. Les lyophilisats montrent ici une
absorption intermédiaire de 'ordre de 4 000 %. Des résultats similaires ont été obtenus
pour du carboxyméthyl-chitosane lyophilisé (dans tampon phosphate, pH 7,4) [48]. On
peut aussi mentionner des éponges de chitosane présentant des absorptions limitées a 2
000 % (dans 2 % agar/eau) [37]. Ces résultats montrent donc des capacités d’absorption
intéressantes pour les PECs ici développés, en particulier pour les échantillons obtenus
par SCC (SCC-Mat).

En outre, les xérogels tendent a augmenter significativement leur volume lors du gon-
flement (jusqu’'a 2 300 %, figure 2.20, volume). En effet, leur état dense permet une ex-
tension de leur structure alors que dans un autre temps les aérogels, en particulier les
lyophilisats, restent stables, leurs structures étant déja expansées. La plus grande élasti-

cité de SCC-Mat, mesurée par AMD, permet une déformation modérée de la structure.

b) Influence des ions et du pH

Si 'on considere la nature électrostatique des PECs, il convient cependant de tenir
compte de I’environnement extérieur sur les propriétés de gonflement. Pour ce faire, trois
solutions tampons (pH 7,4) ont été utilisées : PBS, TRIS/NaOH et TRIS? (figure 2.21). La
différence entre TRIS/NaOH et TRIS réside dans la base utilisée : TRIS/NaOH est ajusté a
I'aide de soude tandis que TRIS est ajusté avec la forme basique du composé TRIS, ce der-
nier ne contient donc pas d’ions sodium ou hydroxyles. Les caractéristiques de milieux
sont résumées tableau 2.6. Quoi qu'il en soit, la présence de PBS dans le milieu diminue

fortement le taux de gonflement aprés 24 H de Xero et SCC-Mat tandis que 'influence

2. tris(hydroxyméthyl)aminométhane
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FIGURE 2.21 - Influence du médium sur les taux de gonflement.
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TABLEAU 2.6 — Les différents milieux de gonflement utilisés : pH et concentration en ions Na*.

Milieu pH [Na*]!
(mM)
Eau 6,5 -
PBS? 7,4 137
TRIS/NaOH?3 7,4 7
TRIS? 7,4 -

1
2

concentration initiale dans le milieu;
concentration en phosphates HgPOi_/ HPO, :
0,01 M;

3 concentration en TRIS : 0,01 M

observée sur Lyoph n’est que peu significative.

Ainsi, les taux de gonflement de Xero et SCC-Mat sont plus importants dans I'eau que
dans les tampons. En effet, '’eau distillée présente un pH, mesuré a 6,5, plus faible que
les tampons et la proportion d’amines protonées NH; du chitosane (pKa = 6,5 [49, 50])
est plus faible dans ces milieux tamponnés. Cette différence de protonation est mise en
évidence par I'analyse infrarouge des matériaux préalablement gonflés dans les différents
milieux (figure 2.22). Lintensité de la bande NHJ du chitosane (1530 cm™ 1) diminue dans
les tampons comparé a I'’eau. Cette diminution est principalement visible dans le cas du
PBS et 'augmentation de la contribution des amines cationiques NH; pour les tampons
TRIS/NaOH et TRIS est attribuée a la liaison de I'amine du TRIS ® aux COO~ de Ialginate.

En conséquence, deux hypothéses peuvent étre avancées : i) la réduction de la den-
sité de charge du chitosane (i. e. déprotonation) induit des interactions hydrophiles avec
I’eau moins favorables et ii) cette déprotonation peut mener a la décomplexation du PEC,
ce qui conduit a la solubilisation partielle de 1'alginate. Dans les deux cas, il s’ensuit une
diminution du taux de gonflement. Ces hypothéses ne sont cependant pas suffisantes : la
différence de comportement entre PBS, TRIS/NaOH et TRIS met en exergue 'importance
de la nature méme du sel tampon sur les PECs. 1l est alors tout a fait raisonnable d’envi-
sager la substitution des ions Ca?* du PEC, qui réticulent I'alginate, par les cations Na*
contenus dans le milieu, inaptes a la réticulation. De cette dé-réticulation s’en suivrait
alors I'effondrement de la structure et/ou la solubilisation des PECs. Cet échange d’ions
est subtilement visible en FTIR (figure 2.22). Si 'on s'intéresse aux bandes d’absorption
des carboxylates autour de 1600 cm ™!, il apparait effectivement un décalage du signal qui
passe de 1596 cm™! (Ca-COO™) dans I’eau a 1603 (Na-COO™) dans le PBS [26]. Ce dépla-
cement reste cependant léger et n’est pas observé pour les milieux TRIS/NaOH et TRIS.
Une analyse dispersive en énergie (EDX) est donc nécessaire pour confirmer I'’échange

d’ions. Les résultats (tableau 2.7) montrent en effet cet échange, avec une substitution

3. Tris(hydroxyméthyl)aminométhane.
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FIGURE 2.22 — Spectres ATR-FTIR de (A) Xero, (B) Lyoph et (C) SCC-Mat apres différents traitements
(24 H).

des calciums d’autant plus grande que la concentration en sodium dans le milieu est im-
portante; le rapport [Na]/[Ca] augmente alors. Il est en outre a noter que la substitution
est moindre dans le cas du Xero ([Na]/[Ca] = 4) dans TRIS/NaOH, comparé aux autres
matériaux ([Na]/[Ca] = 20), probablement du fait de son état plus dense et donc de la
disponibilité réduite des ions calcium intercalés a I'intérieur de son réseau.

De maniere générale, il semble cohérent de corréler le taux de gonflement avec le taux
de substitution : un taux de substitution élevé conduit a un gonflement faible. Les xérogels
semblent cependant faire exception : avec un gonflement de 1 400 % dans TRIS/NaOH, ce
dernier est réduit de moitié (750 %) dans le tampon TRIS. La présence de sodium semble
ainsi permettre, en substituant le calcium, de faciliter I’expansion du réseau via la forma-
tion de Na-alginate. En outre, ce phénomene permet de contrebalancer en partie 'effet
négatif de I'augmentation du pH sur la capacité d’absorption du matériau. Enfin, 'indé-
pendance de Lyoph envers son milieu extérieur résulte probablement de ses pores relati-
vement larges, responsable de la majeure partie de I'absorption d’eau. Avec une densité

plus faible, la quantité d’eau incluse dans les larges cavités de Lyoph est moins dépen-
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TABLEAU 2.7 — Ratios Ca/Na mesurés par EDX a la surface de Xero, Lyoph et SCC-Mat apres 24
H dans différents milieux. Le ratio [Ca]/[Na] est normalisé a 1 sur les échantillons immergés dans
I'eau.

Milieu [Na*]! [Na]/[Ca]?
(mM) Xero Lyoph SCC-Mat
Eau - 1 1 1
PBS 137 >100 >100 > 100
TRIS/NaOH 7 4 23 17
TRIS - 2 2 2

! concentration initiale dans le milieu;
2 rapport molaire mesuré sur I'échantillon par EDX

dante de I'état des polymeres du PEC.

En définitive, le milieu extérieur est déterminant pour les capacités de gonflement
exhibées par les matériaux. De plus, des phénomeénes de solubilisation sont peut-étre a
I'ceuvre en fonction du pH et des sels présents dans le milieu. Il convient alors de s’inté-
resser au comportement des PECs dans un milieu proche de celui de I'application visée,

c’est-a-dire un milieu pancréatique simulé.

2.4.2.3 Comportement en milieu pancréatique simulé

Comme nous I'avons vu dans la section précédente, les propriétés des matériaux dé-
pendent de leur milieu extérieur. En tant qu’objectif majeur, la matrice absorbante dé-
veloppée doit étre en capacité d’absorber le jus pancréatique excrété en cas d’apparition
de fistule pancréatiques (FPs). Le comportement des matériaux en milieu pancréatique
simulé a donc été évalué. Il s’agit alors d’observer les propriétés de ces derniers en tant
que potentiels pansements, dans des conditions proches de I'application. Notamment, le
gonflement tout comme la résistance aux enzymes contenues dans le jus pancréatique
sont des points clefs importants a mesurer. Pour ce faire, les PECs (Xero, Lyoph et SCC-
Mat) ont été immergés dans un milieu contenant de la pancréatine porcine (PP). Le pH de
la solution est fixé par I'utilisation d’'un tampon phosphate. En effet, la PP est un cocktail
d’enzymes digestives produit par les cellules exocrines du pancréas (voir section 1.1.2).
Elle est composée, entre autres, d’amylase, de trypsine, de lipase, de ribonucléase et de
protéases qui sont censées rejoindre le duodénum via le canal pancréatique pour aider
aux fonctions digestives. L'activité enzymatique est dépendante du pH et chaque enzyme
possede son propre pH de fonctionnement optimal. Un pH de 8 permet cependant une
activité globale efficace tout en reproduisant I'environnement biologique naturel du jus
pancréatique [51].

Le gonflement sur 24 H est présenté figure 2.23, gauche. Le gonflement des trois ma-

tériaux diminue significativement comparé a ceux obtenus dans la section précédente.
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FIGURE 2.23 — (Gauche) pourcentages de gonflement sur 24 H et (droite) de dégradation apres 14
jours dans un milieu pancréatique simulé (3,5 g.L.~! PP dans tampon phosphate pH 8) 4 37 °C. Un
contrdle a été réalisé avec un xérogel placé dans un tampon pH 8, 37 °C, sans enzymes.

Comme il a été démontré, les ions en présence dans le milieu, notamment le sodium,
ainsi qu'un pH élevé tendent a diminuer les capacités de gonflement des matrices, tout
comme la possible dégradation des matériaux du fait de 'activité enzymatique. Une fois
encore, Lyoph semble moins affecté par son milieu extérieur et absorbe la plus grande
quantité d’eau (1 300 %) tandis que SCC-Mat (1 000 %) et Xero (790 %) présentent des
taux de gonflement inférieurs.

Le controle de la dégradation dans un milieu pancréatique simulé apres 14 jours (temps
nécessaire a la cicatrisation) montre des pertes de masse de I'ordre de 35 % pour les dif-
férents échantillons, avec une perte de masse légerement inférieure (30 %) dans le cas
du SCC-Mat (figure 2.23, droite). Malgré les conditions drastiques, la perte de masse ne
semble pas imputable a I'activité enzymatique, comme le fait remarquer la comparai-
son avec un controle effectué en I'absence d’enzymes (figure 2.23, droite, gris). Il s’agirait
donc plutdt d'une solubilisation partielle des polysaccharides, en particulier de I’alginate,
ce dernier étant hydrosoluble. En effet, il a déja été montré que le chitosane possédait une
meilleure résistance a ce milieu pancréatique que 'alginate qui, seul, se dégrade totale-
ment au bout de 6 jours [28]. Quoi qu'il en soit, la présence d’enzymes semble méme
stabiliser les trois types d’échantillons testés, et les pertes de masse (inférieures ou égales
a 35 %) semblent suffisantes pour assurer le maintien des propriétés du pansement pen-
dant la période de cicatrisation. De plus, ces résultats suggerent tout de méme une dégra-
dation suffisante au cours du temps pour éviter une seconde intervention chirurgicale,
lourde, visant le retrait du dispositif. Dans le cas du SCC-Mat, une conservation légere-

ment supérieure est observée, ce qui peut étre relié a sa structure nanométrique de plus
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grande interconnexion qui facilite le maintien d'un état cohésif.

2.4.2.4 Libération de principe actif

Afin de limiter les risques d’infection au niveau du moignon pancréatique, la possi-
bilité de libérer des molécules antiseptiques serait une caractéristique intéressante pour
la matrice absorbante. La possibilité a délivrer des molécules actives a partir de matrices
d’alginate/chitosane est déja démontrée. Cependant, les études s’attardent généralement
sur I'influence de la composition du PEC [52, 53]. Il est donc intéressant d’observer si la
simple modification de structure, a compositions égales, par le choix de la méthode de
séchage impacte la libération de molécules actives. L'éosine est une molécule hydrophile
qui possede des propriétés antiseptiques et asséchantes. Sous forme commerciale, elle est
proposée notamment sous forme de solution diluée rougeatre bien connue pour le trai-
tement des petites plaies cutanées. Son intérét en tant que modele réside dans sa forte
coloration qui rend son dosage aisé par spectroscopie visible.

Létude cinétique de la libération d’éosine s’est réalisée en deux étapes : i) les maté-
riaux sont immergés dans une solution d’éosine (PBS, pH 7,4) 20,5 g.L.! pendant 12 H,
ii) les matériaux sont placés dans une solution (PBS, pH 7,4) sans éosine pour observer
la libération. La quantité d’éosine encapsulée dans les matrices est déterminée par do-
sage indirect et quantifiée 4 92 + 4 mg.g™ ', 102 + 10 mg.g~! et 80 + 11 mg.g~! pour Xero,
Lyoph et SCC-Mat, respectivement. Laugmentation de la surface spécifique du matériau
(Xero < Lyoph < SCC-Mat) ne semble ainsi pas corréler avec la quantité d’éosine incorpo-
rée (SCC-Mat < Xero < Lyoph). La faible incorporation de SCC-Mat peut s’expliquer par
la présence de PBS dans le milieu qui réduit drastiquement son gonflement, comme déja
observé précédemment (figure 2.21). De plus, cet effet peut étre amplifié par le procédé
de séchage : initialement en contact avec |'eau, les groupements hydrophiles sont orien-
tés vers le milieu extérieur avant le séchage. Par la suite, le passage par un alcogel peut
induire une modification de la conformation superficielle des chaines polymériques du
matériau, I’éthanol étant moins polaire que I'’eau en plus d’étre un non-solvant pour les
PECs. La réduction de I'’hydrophilicité de surface qui en résulte peut expliquer la baisse
d’affinité du matériau envers ’éosine. Dans un méme temps, les échantillons Lyoph sont,
avant mise sous vide, gelés rapidement (N3, qi). La conformation en surface est ainsi figée
et les groupements hydrophiles restent externalisés.

Cette deuxieme hypothese est toutefois relativisée par les énergies nettes d’adsorp-
tion similaires mesurées par la méthode BET pour Lyoph et SCC-Mat qui n'indiquent pas
de différence notable d’état de surface (tableau 2.4). Si cette énergie doit étre prudem-
ment prise en compte du fait de la mésoporosité des matériaux, la contribution de la ma-
crostructure de Lyoph doit étre ajoutée a I’équation, comme vu précédemment lors des
études de gonflement (sections 2.4.2 et 2.4.2.3).

Quoi qu’il en soit, I’éosine est, peu importe le type de matériau, principalement libérée
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FIGURE 2.24 — Cinétiques de libération d’éosine en pourcentage d’éosine incorporée.

dans les premieres 24 H (figure 2.24). Lyoph relargue cependant un pourcentage d’éosine
bien inférieur aux autres matrices. Cette observation semble en accord avecla plus grande
affinité de 1'éosine vis-a-vis de ces échantillons comparé a SCC-Mat. Il n'y a en outre pas
de différence majeure entre les profils de libération de Xero et SCC-Mat. Dans le cas de
Xero, ’éosine est probablement localisée sur la partie externe du matériau du fait de sa
structure plus compacte. La libération d’éosine se fait donc plus rapidement que dans le
cas de Lyoph, mais reste légerement inférieure que pour SCC-Mat.

La diffusion del’éosine a travers le volume d’échantillon doit aussi étre prise en compte.
Tous les échantillons ont été taillés avec la méme surface, mais les matériaux Lyoph étant
plus épais, la distance entre le coeur du matériau et le milieu externe est plus importante
pour ces échantillons. Il n’est donc pas anormal d’observer une réduction de la quantité
de principe actif relarguée.

Afin de mieux comprendre le systeme, le modéle de Korsmeyer-Peppas a été appli-
qué aux cinétiques de libération pour les taux de libération inférieurs a 25 % (15 % pour
Lyoph), ce qui correspond au domaine linéaire de la courbe log/log présentée figure 2.25
[54, 55]. Ce modele est indiqué pour les matériaux a base de polymeres et renvoie les pa-
rametres descriptifs K, la constante de libération, et n, 'exposant de libération. La faible
déviation entre la régression linéaire et les mesures expérimentales (R > 0,99) indique que
le mécanisme de libération est principalement guidé, a ces faibles pourcentages de libé-
ration, par des phénomenes de diffusion. Dans le cas de polymeéres poreux, deux méca-
nismes de diffusion peuvent étre considérés : i) la diffusion du principe actif a travers I'’eau
contenue dans les pores et ii) la diffusion des espéces a travers le polymere lors de son
gonflement [55]. K incorpore la diffusion globale du soluté ainsi que les caractéristiques

géométriques du systeme. Dans notre cas, il est a rappeler que les matrices sont déja gon-
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FIGURE 2.25 — Tracés logarithmiques des cinétiques de libération d’éosine (lignes pleines) et leurs
régressions linéaires (lignes pointillées).

flées lors de la libération. L'application des modeles montre que le parametre K est supé-
rieur pour SCC-Mat, ce qui est en cohérence avec sa surface spécifique supérieure : 1a plus
grande zone de contact interfaciale entre les polymeres solvatés (PEC) et le milieu (eau)
conduit a un échange d’éosine plus rapide. La diffusion est donc plus directe et la résis-
tance a la diffusion plus faible. Le parametre n donne quant a lui des informations sur le
mécanisme de libération. Tous les types d’échantillons donnent des exposants n compris
entre 0,60 et 0,70. Ces valeurs sont caractéristiques d'une diffusion non-Fickienne [54, 56].
Ce type de diffusion est révélatrice d'un systéeme polymere/solvant/soluté et indique que
les polymeéres ralentissent la diffusion de 1’éosine. En plus de la barriere stérique, ce ralen-
tissement peut aussi étre di aux fonctions carboxylates de I’éosine, capables d’interagir
avec les amines du chitosane (COO™—NH;). Les matériaux n’'agissent donc pas seule-
ment en tant que matrices inertes : les interactions PEC/éosine limitent la libération et
pres de 40 % de la quantité d’antiseptique reste incorporée dans sa matrice apres 2 jours.
Au-dela de cette période, il semble cependant qu'une libération tres lente continue de se
produire.

2.4.3 Choix du procédé de séchage

Dans cette section, nous avons comparé I'impact de trois différentes techniques de
séchage sur les propriétés finales des PECs. Il est apparu que I'induction d’'une poro-
sité (Lyoph et SCC-Mat) permet d’augmenter la capacité de gonflement des matériaux.
Le milieu extérieur reste cependant le facteur le plus impactant sur le gonflement. Quel

que soit le matériau, les capacités de gonflement sont comprises entre 800 % et 1 300 %
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en milieu pancréatique simulé. Il apparait aussi que les séchages par évaporation (Xero)
et CO, supercritique (SCC-Mat) conduisent a des matériaux particulierement sensibles
a leur milieu extérieur. Quoi qu’il en soit, cette gamme de gonflement reste acceptable
au vu des conditions légerement plus drastiques qu'un milieu biologique réel puisque,
lors de nos études, le matériau est immergé dans de la pancréatine concentrée a 3,5 g/L
quand la concentration enzymatique du jus pancréatique réel est de 2,5 g/L [57, 58]. En
outre, dans le cas de fistules, le volume des fuites enzymatiques varie de 50 mL a 200 mL
par jour [59]. Sil'on considére les xérogels, ceux-ci sont capables d’absorber jusqu’a 8 fois
leurs poids. Les films élaborés ici ont une masse approximative de 1 g. Un xérogel pourrait
donc absorber jusqu’a 8 mL de jus pancréatique. Les drains déja classiquement utilisés
continueraient a exfiltrer la majeure partie du jus pancréatique excrété, mais le bioma-
tériau permettrait probablement, en obstruant la fistule, de réduire le volume des fuites
tout en contenant son épandage dans la cavité abdominale. De plus, la perte de masse
en présence d’enzymes pancréatiques montre que 30 a 35 % des PECs se dégradent apres
14 jours. On peut alors raisonnablement envisager de maintenir les fonctions absorbantes
du pansement pendant ce laps de temps, nécessaire a la cicatrisation, tout en garantissant
sa dégradation dans le temps. Finalement, les cinétiques de libération de principe actif
montrent que les lyophilisats libérent une quantité plus limitée d’éosine sur des temps
courts, tandis que Xero et SCC-Mat présentent des profils similaires.

La facilité de procédé des xérogels rend ce type de matériau attractif. En milieu pan-
créatique simulé, le taux de gonflement est satisfaisant et atteint environ 800 % en 24 H
tandis que seulement 35 % de dégradation est observé apres 14 jours. Le léger gain de
gonflement obtenu en introduisant de la porosité via les autres procédés de séchage ne
justifie pas leur utilisation au regard de leur complexité de mise en ceuvre. La cinétique
de libération des xérogels montre en outre que la majorité de la molécule active incorpo-
rée est libérée dans les premieéres 24 H (environ 55 %) et 'on peut supposer que I’éosine
toujours présente dans le matériau continue de diffuser au fur et a mesure de la dégrada-
tion du biomatériau. De plus, la modification de surface, censée apporter les propriétés
bioadhésives du pansement, sur un matériau non poreux permet de limiter le greffage
fonctionnel a la surface du bulk. Enfin, la surface plane des xérogels rend plus aisée la
caractérisation de I'état de surface. Pour ces raisons, la suite des études porteront sur les

xérogels obtenus via séchage par évaporation.

2.5 Vers la compréhension des xérogels

Dans la section précédente, différents types de matériaux ont été développés. Parmi
ces matériaux, les xérogels apparaissent comme les plus simples a élaborer et les plus
propices a la fonctionnalisation de surface, tout en garantissant des propriétés d’absorp-
tion et de résistance enzymatique suffisantes pour une application de type pansement

chirurgical.
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Avant de s’'intéresser a la modification chimique de la surface de ces matrices absor-
bantes, il faut poursuivre plus avant la compréhension de ce type de systeme. Puisqu’il
s’agira de modifier I'état de surface de ces matériaux, leurs caractéristiques de surface ont
été étudiées en premier lieu. Le comportement de ces matrices dans différents milieux
a ensuite été investigué afin de commencer a définir les conditions optimales lors des

étapes de modification de surface subséquentes.

2.5.1 Propriétés de surface

L'étude de I’état de surface des PECs est importante avant d’envisager toute modifica-
tion de surface. En premier lieu, les films de PECs (type xérogel) étant élaborés dans des
boites de Pétri, il est intéressant d’observer la rugosité des deux surfaces, a savoir la sur-
face supérieure, a I'air libre, et la surface inférieure, en contact avec le verre sous-jacent
(figure 2.26).

Limagerie AFM révele que, comme attendu, la surface supérieure présente une rugo-
sité plus importante, avec une rugosité arithmétique Ra de 230 nm, contre seulement 20
nm pour la face inférieure (figure 2.27). On pourrait alors s’interroger sur la composition
chimique des deux faces.

La spectroscopie XPS permet d’obtenir des informations sur I'extréme surface d’'un
matériau. Son principe sera plus amplement détaillé dans le chapitre suivant (section
3.3.2.2). On retiendra pour le moment que cette analyse consiste a irradier une surface via
des rayons relativement énergétiques. Cette irradiation entraine la photoémission d’élec-
trons, et I’analyse de I’énergie cinétique de ces électrons émis permet de remonter a leur
énergie de liaison, qui dépend directement du type d’atome émetteur. Cette technique
permet donc d’obtenir la composition atomique en extréme surface (10 nm). Dans notre
cas, le pourcentage d’azote peut fournir des informations quant a la composition rela-
tive de I'alginate et du chitosane en surface. En en effet, le chitosane porte des atomes
d’azotes tandis que 'alginate en est exempt (figure 2.28). La composition atomique des
deux surfaces est résumée tableau 2.8.

Malgré I'absence d’azote sur les molécules d’alginate, les films d’alginate révelent la

FIGURE 2.26 — Film PEC (xérogel) avant décollage de sa boite de Pétri.
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présence de 3,9 % de N en surface. Ces quelques pourcents sont attribués a une pollution
notamment protéique, du fait de la nature biosourcée du polymeére. Les films de chito-
sane ont été élaborés a partir d'une solution de HCl, afin d’éviter la contribution XPS des
acétates liée a I'utilisation de I'acide acétique en tant que milieu de dissolution. Le taux
d’azote atteint 6,1 %, ce qui, comparé a I’alginate, est cohérent avec la présence d’atomes
d’azotes sur les molécules de chitosane. Sil’on s’intéresse aux faces des PECs, on observe

que le taux d’azote est plus important pour la face supérieure (4,1 %) que pour la face

PEC: Face inférieure : Ra = 20 nm PEC: Face supérieure : Ra = 230 nm

65.3 nm

-68.3 nm

Height 6.0 um Height 6.0 um

FIGURE 2.27 — Images AFM de (gauche) la face inférieure, en contact avec la boite de Pétri et
(droite) supérieure d'un PEC. «Ra» représente la rugosité arithmétique.

Alginate Chitosane
o o:< OH
HO—" oH NH
-- N o HO o °
HO 3 HO 0.
NH, )
OH

FIGURE 2.28 — Structures chimiques de I'alginate et du chitosane. Le chitosane porte un azote en
C2.

TABLEAU 2.8 — Compositions atomiques, en pourcentages, de différents films déterminées par
XPS. Ecart type d’environ 0,5 %. Les électrons analysés sont les 1s.

Surface C N (0]
(%) (%) (%)

Alginate 70,3 3,9 25,9

Chitosane 67,5 6,1 26,3

PEC: Face inférieure 62,3 1,7 36,0
PEC: Face supérieure 61,3 4,1 344

1 dissous dans H»0, puis séché a 50 °C;
2 dissous dans HCI/H,0 (0,4 % v/v), puis sé-
ché a50°C
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inférieure (1,7 %). Bien entendu, cette variation est a considérer avec précaution puisque
les compositions mesurées en extréme surface peuvent étre sujettes a de la pollution ad-
sorbée. Quoi qu'il en soit, il semble tout de méme que la face inférieure soit plus riche
en alginate que la face supérieure. Il est possible que le verre support de la boite de Pé-
tri interagisse, via le silicium Si, avec les carboxylates COO™ de l’alginate, favorisant sa
présence a I'extréme surface inférieure.

Il semble donc que les compositions des deux faces restent proches, avec, supposé-
ment, une proportion d’alginate légérement supérieure pour la face inférieure comparé a
la face supérieure. La modification de surface, qui sera présentée dans le chapitre, peut en
étre légerement affectée puisque, avant traitement, les films sont décollés afin de modifier

les deux faces.

2.5.2 Comportement physico-chimique

Les polysaccharides, leurs structurations ainsi que 'état de surface des PECs ont été
caractérisés. La modification chimique de ces matrices dépend de la disponibilité des
fonctions réactives en surface. Or, les études de gonflement réalisées précédemment (sec-
tion 2.4.2) ont montré que les caractéristiques des matériaux développés dépendent de
leur environnement. Pour la modification de surface a venir, le choix du solvant est un
critere non négligeable puisqu’il s’agit de garantir un greffage localisé uniquement en
surface tout en maintenant I'intégrité du matériau. Le DMSO, non toxique, permet de
s’affranchir du gonflement des matrices et serait donc un solvant de réaction intéressant.
De plus, du fait de la nature protique de fonctions réactives de I'alginate (COO™) et du
chitosane (NH>), il est raisonnable de supposer que les conditions acido-basiques de I'’en-
vironnement des PECs jouent un role sur I'état de ces fonctions ainsi que sur leur dispo-
nibilité chimique. Comprendre le comportement des PECs (type xérogel) est une étape
importante afin de faciliter les modifications de surface présentées dans le chapitre 3.

Dans cette optique, une étude a été menée pour observer la stabilité des matériaux
dans des milieux acides ou basiques, dans un solvant aqueux ou organique (tableau 2.9).

L'alginate et le chitosane ont d’abord été étudiés seuls, puis en combinaison sous forme

TABLEAU 2.9 — Solutions utilisées pour 'étude de I'influence du pH sur les films d’alginates, de
chitosane et de PECs.

Solvant Acide/Base pH

Eau HCl 2,5
NaOH 11
DMSO HCl 3

NaOH 12-14
NH,OH >15
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de PEC. Enfin, I'influence de la réticulation CaCl, a aussi été investiguée.

2.5.2.1 Films de chitosane

Afin d’étudier le comportement du chitosane en milieu alcalin, des films ont été pré-
parés a partir de solutions acides (AcOOH, 0,34 % v/v) concentrées a 1,5 % (m/v) de chito-
sane coulées dans des boites de Pétri. Apres séchage (étuve , 50 °C), les films sont délica-
tement décollés et immergés dans différents milieux contenant NaOH ou NH,OH, dans
I'eau ou le DMSO.

Apres différents temps, les films sont prélevés et séchés avant d’étre analysés en spec-
troscopie ATR-FTIR. La figure 2.29 présente les spectres obtenus sur les films de chitosane
apres les différents traitements, en comparaison avec I’analyse d'un film de chitosane non

traité (Chi-Ref). La zone d’intérét autour de 1600 cm™!

concentre différents signaux cor-
respondant aux amines et amides, neutres ou protonés [26, 60—64]. La protonation de
I’amide n’est cependant pas raisonnablement envisageable dans ces conditions en mi-
lieu aqueux, son pKa se situant autour de 0 [65]. Les variations de signaux ne peuvent
donc pas étre attribuées aux propriétés acido-basiques de I'amide. En revanche, les films
de chitosane sont produits en milieu acide (AcOOH), condition nécessaire a la dissolution
de ce dernier. On peut donc considérer que la majorité des amines est, avant traitement
basique, sous forme protonées. En milieu aqueux (figure 2.29, a), 'augmentation de la
bande 4 1641 cm™! (amides I NH*) au bout de 12 H de traitement peut étre due a la pré-
sence d’eau dans I’échantillon. En outre, on remarque au fil du temps un léger décalage

1 vers 1595 cm™. La

vers les hauts nombres d’onde du signal d’absorbance a 1560 cm™
déprotonation des amines dans le milieu basique augmente en effet la contribution des
amines neutres (1595 cm™!). Enfin, on peut noter que dés 10 minutes de traitement, I’as-

pect du film se détériore, sans pour autant perdre sa cohésion.

Le méme traitement est réalisé dans le DMSO (figure 2.29, b). La baisse du signal des
amides est associée a la déshydratation du matériau, notamment sur un temps long (12
H). En outre, I'effet du traitement sur les amines semble peu impactant. On peut supposer
que la plus faible solubilité de NaOH* dans le DMSO rend son activité alcaline moins ef-
ficace (dissociation Na*,OH~ moins marquée que dans I’eau). Apres traitement, les films,

meéme apres 12 H, gardent leur aspect initial.

Lutilisation d'une solution ammoniacale en tant qu’agent alcalin semble plus apte a
déprotoner les fonctions amines du chitosane, notamment sur des temps longs (12 H) (fi-
gure 2.29, ¢). La meilleure solubilisation des ions NH; en est sans doute la cause. La neu-
tralisation est néanmoins moins importante que dans le cas d'un traitement NaOH/eau,

mais contrairement a ce dernier traitement 'intégrité des films n’est ici pas altérée.

4. 350 mg/L, données du fournisseur Gaylord Chemical Company
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FIGURE 2.29 — Spectres FTIR de films de chitosane apreés différents traitements basiques. Chi-Ref
(noir) désigne le film avant traitement. Une étoile signifie que le film a changé d’aspect pendant le
traitement. Deux étoiles signifient que le film s’est dissous et/ou gélifié. Les spectres sont norma-
lisés sur la bande C-O-C.

2.5.2.2 Films d’alginate

Les films d’alginate, réticulés au CaCl, (1 % m/v, 1H30, Alg-CaCl,) et non réticulés
(Alg) au calcium, ont été préparés a partir de solutions a 1,5 % (m/v) coulées dans des
boites de Pétri puis séchées (étuve, 50°C). Les films ont alors été soumis a divers traite-
ments acides. Apres traitement, les films sont de nouveau séchés puis analysés par spec-
troscope infrarouge (ATR-FTIR) et comparés a des films n’ayant subi aucun traitement
(Alg-Ref et Alg-CaCl,-Ref).

Les films d’alginate non réticulés mis dans un milieu aqueux acide se dissolvent ra-

pidement (< 10 minutes). Leurs spectres infrarouges ne sont donc pas représentés. Dans
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le DMSO (figure 2.30, a), on observe la diminution du signal correspondant aux carboxy-
lates (1600 cm™!), au profit du signal des formes acides COOH (1724 cm™}). De plus, les
films se détériorent rapidement dans ce milieu, avec une dissolution bien avancée apres
12 H.

Laréticulation du gel d’alginate (figure 2.30, b) permet de maintenir I'intégrité du ma-
tériau, sans géner la protonation des carboxylates en milieu organique. Dans ces condi-
tions, la labilité des ions Ca®* est donc suffisante pour permettre I'approche d’'un proton.

Dans I'eau acidifiée (figure 2.30, c), le gel réticulé se tient et se protone plus rapidement,

a)

—— DMSO 12 H **
—— DMSO1H *
DMSO 10 min

Alg

COOH, 1724 cm' ) B
COO’, 1600 cm

—— Alg-Ref

Absorbance / u.a.

T
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b)
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DMSO 10 min
— Alg-CaCly-Ref

Absorbance / u.a.

1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500

Nombre d'onde / cm™

c)
—— Eau 12H Alg-CaCl,
— Eau1H

—— Eau 10 min

—— Alg-CaCly-Ref

Absorbance / u.a.

1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500

Nombre d'onde / cm ™"

FIGURE 2.30 — Spectres FTIR de films d’alginate (Alg, a) non réticulés et (Alg-CaCly, b et c) réticulés
au CaCl, apres différents traitements acides (HCI). Alg-Ref et Alg-CaCl,-Ref (noir) désignent les
films avant traitement. Une étoile signifie que le film a changé d’aspect pendant le traitement.
Deux étoiles signifient que le film s’est dissous/gélifié. L'alginate non réticulé traité dans I’eau s’est
dissous en moins de 10 min. Les spectres sont normalisés sur la bande C-O-C.
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avec une proportion d’acide supérieur a la forme basique dés 1 H de traitement.

2.5.2.3 Films PECs

Les études sur les films d’alginate et de chitosane seuls ont permis d’étudier I'in-
fluence de I'acido-basicité du milieu sur le comportement des matériaux. La combinaison
de ces polysaccharides en PEC risque néanmoins de modifier la disponibilité des fonc-
tions amines (chitosane) et carboxylates (alginate), sensibles au pH. Une fois de plus, il
s’agit d’observer 'effet du pH, du solvant et de la réticulation sur ces fonctions afin d’iden-
tifier les conditions utilisables pour les modifications de surface qui suivront chapitre 3.
Des films de PECs, préparés a partir de solution a 1,5 % (m/v), coulées dans des boites de
Pétri puis séchées (étuve, 50°C), réticulés au CaCl, (1 % m/v, 1H30, PEC-CaCl,) ou non
(PEC), ont alors été traités dans différents milieux. Leur aspect ainsi que les modifications
chimiques engendrées ont été évaluées.

Les spectres infrarouges (ATR-FTIR) des films PECs non réticulés au CaCl, mais sou-
mis a un traitement acide ou basique en milieu aqueux ou acide en milieu organique
sont présentés figure 2.31, gauche (a, b et c, respectivement. Les films PECs ayant subi
les mémes traitements, mais ayant été préalablement réticulés au CaCl, sont présentés
figure 2.31, droite (d, e et f, respectivement).

Pour cette étude spectroscopique, il est intéressant d’observer les variations des si-
gnaux des fonctions acides et amines, sous forme neutre et ionique (figure 2.31, a). La ré-
gion spectroscopique étudiée s’alourdit comparé a celle des biopolymeres seuls, mais les
études précédentes nous ont montré qu'une acidification devrait engendrer une augmen-
tation du signal des COOH (1724 cm™!), tandis qu'un traitement alcalin devrait conduire,
s’il est effectif, a un décalage de la bande des amines vers les hauts nombres d’ondes.
Dans le cas d'un PEC traité dans de I'’eau acidifiée, on observe deux phénomenes. Tout
d’abord, la bande des COOH augmente, mettant en évidence la protonation de I’alginate.
En outre, le signal attribué aux amines (1600 cm™!, confondu au signal des COOH) se
décale effectivement vers 1558 cm™! (amines protonées) oi1 un signal apparait alors. Ce
phénomene, significatif sur des temps supérieurs a 10 minutes, montre que le chitosane
est présent de maniere non négligeable sous forme neutre dans la matrice PEC avant trai-
tement. Aucune réticulation CaCl, n’ayant été effectuée, le pH de la solution de mélange
des polymeres, pourtant mesuré a 5,5, n'a a priori pas permis une complexation totale
des polyélectrolytes alginate et chitosane. Cette complexation partielle est aussi observée
dans la littérature [26]. Le signal apparaissant a 1641 cm™! est probablement dii a I’hy-
dratation des films. Au bout de 12 H, les films ne se sont ni dissous ni gélifiés, malgré une
altération de leur aspect.

Les traitements aqueux alcalins (figure 2.31, au c) ont révélé I'effectivité de la dépro-
tonation des amines, comme signifié par le déplacement du signal des amines protonées

(1558 cm™!) vers les hautes longueurs d’onde. De plus, le film gélifie rapidement (10 mi-
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nutes), ce qui met en avant 'importance des amines du chitosane dans le maintien de la
cohésion du matériau. Le traitement acide effectué dans le DMSO ne montre quant a lui
pas de variation significative au bout d'une heure de traitement (figure 2.31, e). Cepen-
dant, au bout de 12 H dans le milieu (DMSO HCI 12H), le PEC s’est gélifié (spectre non
réalisable). On peut alors supposer que les fonctions carboxyliques, peu accessibles car
impliquées dans des interactions ioniques avec les amines du chitosane et/ou orientées
sous la surface du matériau, finissent, via une cinétique lente, par étre protonées. Une fois
'alginate protoné, le chitosane ainsilibéré peut alors se solubiliser, partiellement, dans ce
milieu acide favorable. La décomplexation peut alors se poursuivre jusqu’a la gélification

du matériau.

De maniére intéressante, les variations chimiques liées au traitement acide dans I'’eau
sont bien plus importantes lorsque les PECs sont réticulés au calcium (figure 2.31, b).
Les carboxylates semblent notamment beaucoup plus sensibles et se protonent, sur des
temps longs, de maniére plus conséquente. La mise en présence des PECs aux ions Ca®*
semble donc engendrer une plus grande disponibilité des fonctions COO™. L'intercalation
des ions calcium se fait probablement au détriment des interactions alginate/chitosane
et cette liaison COO~,Ca?* est vraisemblablement plus labile. De plus, apres liaison avec
le calcium, la mobilité des groupements carboxylate ne peut étre qu’augmentée, rendant
ces derniers plus aptes a recevoir un proton. Outre cet effet, la réticulation permet au
matériau de garder son intégrité cohésive : il ne semble pas souffrir du traitement, et ce
meéme au bout de 12 H, quand les PECs non réticulés montrent des signes de dégradation
des les premieres minutes. On pourra aussi noter que la protonation des amines semble
quant a elle relativement similaire avec celle des PECs non réticulés, ce qui met en avant

la prévalence de la protonation sur les fonctions de I'alginate liées aux cations calcium.

Le traitement basique (figure 2.31, d) ne semble pas avoir d’effet visible, que ce soit
macroscopiquement ou en spectroscopie FTIR. Seule une augmentation de la présence
d’eau semble décaler légerement le signal autour de 1600 cm™!, avec un épaulement 16-
ger autour de 1640 cm™!. Le traitement acide dans le DMSO ne montre pas plus d’évolu-
tion du signal, si ce n’est une augmentation de 'absorbance des amines protonées (figure
2.31, f). Au bout d’'une heure, le matériau est gélifié (spectre irréalisable). Au bout de 12
H, malgré la gélification, on n'observe toujours pas 'apparition de signaux des COOH. La
protonation des carboxylates semble donc ne pas se produire. Ces derniers privilégient
ainsi leurs interactions avec les ions calcium. La mauvaise solvatation des fonctions car-
boxylates ne favorise donc pas leur protonation, et seul le chitosane semble 1égerement
affecté par le traitement. Puisque I’alginate reste sous forme anionique, on peut supposer
que la destruction de I'intégrité du matériau est liée a la formation d’interactions NH3*,
Cl7, au détriment d’interactions alginate/chitosane. Le DMSO, contrairement au milieu
aqueux, favorise ainsi les interactions alginate/calcium, alors que les interactions algi-

nate/chitosane restent fragiles.
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2.5.2.4 Augmentation de la disponibilité des fonctions réactives

A partir des informations obtenues dans la section précédente, il a été possible de
comprendre le comportement des différentes fonctions réactives de 1'alginate et du chi-
tosane ainsi que leurs interactions en fonction du pH et du solvant.

Il apparait que dans le cas des matériaux réticulés PEC-CaCl,, I'inclusion du calcium
favorise le changement d’état acido-basique des fonctions COO— de l'alginate et NHJ
du chitosane lorsque ceux-ci sont dans un environnement acide aqueux. Il semble donc
que l'intercalation des cations se fasse au détriment des interactions alginate/chitosane.
Toujours dans 'eau, les traitements basiques de plus que les traitements acides dans le
DMSO montrent une évolution moindre de I'état de ces fonctions.

Apres avoir été acidifiés dans 1’eau, on peut ainsi s’attendre a ce que la décomplexation
des PECs, du fait de la neutralisation des fonctions COO~ en COOH de l'alginate, rende
ces fonctions, ainsi que les amines du chitosane, plus réactives. Toutefois, afin de limi-
ter 'effet du traitement acide dans I'’eau sur 'intégrité du matériau, les PECs réticulés ne
devraient pas subir de traitements maintenus de maniere prolongée et un temps d’acidi-
fication de 1 H semble approprié. La possibilité de réaliser les réactions de modification
chimique des surfaces dans le DMSO reste un objectif qui permettrait de limiter la mo-
dification a la surface du fait de ’absence de gonflement dans ce milieu. Sil’on suppose
qu’'un traitement acide pourrait améliorer la disponibilité des fonctions de I’alginate et du
chitosane, le comportement des PECs réticulés dans le DMSO apres acidification reste a
élucider.

Des PECs réticulés (PEC-CaCl,) ont ainsi été acidifiés pendant 1 H (Eau, H,O, HCI
pH 2,5). Apres séchage, ils ont été placés dans un solvant DMSO simple. Apres 3 H, ces
derniers ont été analysés par ATR-FTIR (figure 2.32). Le signal obtenu révele alors que

] ] ] ] ] ]
—— PEC-CaCl, : Eau HCI 1 H - DMSO 3H

—— PEC-CaCl, : Eau HCI 1 H . + . -1
PEC-CaCIz-Ref Amine NH;', amide II, 1558 cm
[—

COO’, amine NH,, 1600 cm'

COOH, 1724 cm’”'

Absorbance / u.a.

T T T T T T
1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450

Nombre d'onde / cm ™

FIGURE 2.32 — Spectres FTIR de films PECs réticulés traités 1 H dans H,O, HCI pH 2,5 (bleu) puis
trempé dans DMSO pendant 3 H (rouge).
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la presque totalité des fonctions carboxyliques, qui s'était protonées (COOH, 1724 cm ™)
lors du traitement acide, ont retrouvées leur état anionique (COO~, 1600 cm™!). Dans un
méme temps, les amines du chitosane qui s’étaient protonées dans le milieu acide (NH,
1558 cm™!) se déprotonent elles aussi dans le DMSO (NH,, 1600 cm™!).

A partir de ces observations, il est possible d’élaborer un schéma comportemental des
PECs réticulés traités en milieu acide puis placés dans du DMSO simple (figure 2.33). En
résumé, la réticulation semble se faire au détriment des interactions alginate/chitosane.
Il en résulte un réseau plus sensible au traitement acide. Ce traitement permet quant a lui
de décomplexer le matériau, rendant ses fonctions supposément plus disponibles. Toute-
fois, remis dans un milieu DMSO simple, les fonctions retrouvent leur état initial (COO™

et NHJ). Ces étapes successives peuvent étre envisagées dans le but d’augmenter la dis-

NH,
CO/(l)’ /NH3 N Réticulation
coo- coo- NH;* NH2 cacy (1% mpv), 1H30
I, —>
oo o Yoot o)
- COO"
Alginate/chitosane
PEC
COOH
Acidification COOH  NAgTN 7 NH.*-----
H,0, HCl (pH 2,5)
_—
1H coo coo
COOH COCH/  cooH
~ COOH CooH
 owo \/
3H ;
oo oo cdo- coo- coo-
COOH
- COO°

FIGURE 2.33 — Modéle du comportement des matrices PECs lors de différents traitements.
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ponibilité des fonctions réactives de I'alginate et du chitosane dans I'optique de faciliter

une modification de surface.

2.6 Conclusion

Au cours de chapitre, I'élaboration de la matrice absorbante, a base d’alginate et de
chitosane, a été étudiée. En premier lieu, la caractérisation des polysaccharides a permis
de déterminer le ratio M/G de l'alginate (2,7), le DA du chitosane (23 %) ainsi que leurs
masses molaires visosimétriques (340 kDa et 1 300 kDa, respectivement). La formation
d’interactions entre ces deux polyélectrolytes, menant a la formation d'un PECs, a pu étre
observée vial’étude de la texture des gels avant et aprés mélange. Ces observations gagne-
raient toutefois a étre complétées par la détermination des modules G’ et G” (rhéologie)
lors de la formation du complexe. Quoiqu’il en soit, au sein de ces PECs, la réticulation de
'alginate, en exces, via le cation Ca3", s’accompagne d’'une gélification rapide quantifiée
par 'augmentation de la résistance a la compression des gels.

La structuration des matériaux obtenus par différents procédés de séchages a été com-
parée et il est apparu que le séchage par évaporation, conduisant a des xérogels, offrait un
bon compromis entre facilité de procédé et propriétés. Avec des gonflements dans I'eau
de I'ordre de 800 %, ce qui correspond a l’absorption d’environ 8 fois leur poids, ces maté-
riaux présentent en outre une résistance enzymatique sur 14 jours suffisante (seulement
35 % de perte de masse) pour I'application souhaitée.

L'étude des propriétés de surface a montré que le procédé d’élaboration des films
conduisait a un matériau doté de deux faces légerement différentes : la face inférieure,
au contact du support de fabrication, est lisse et supposément plus riche en alginate que
la face supérieure, rugueuse.

Enfin, I’étude du comportement des matériaux dans des milieux acides ou basiques a
montré I'influence du solvant sur la réactivité des fonctions carboxylates (COO™) de l'al-
ginate et amines (NH3) du chitosane. Dans les PECs, la réticulation au calcium se fait
au détriment des interactions alginate/chitosane rendant leurs fonctions plus sensibles
au milieu extérieur. Lutilisation d'un traitement acide peut finalement permettre d’aug-
menter la disponibilité des fonctions réactives de I’alginate et du chitosane pour la modi-

fication de surface, qui est abordée dans le chapitre a suivre.
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3.1 Introduction

Dans le chapitre précédent, une matrice d’alginate et de chitosane a été développée.

Les conditions utilisées sont récapitulées dans le tableau 3.1.

TABLEAU 3.1 — Parametres d’élaboration de la matrice absorbante.

Echantillon Alginate/Chitosane CaCl, Séchage
PEC-Ref 63/37 1h30 Evaporation (50 °C)

La matrice absorbante doit cependant posséder des propriétés bioadhésives thermo-
régulées afin de faciliter la pose du biomatériau. Plus précisément, il s’agit d’obtenir un
biomatériau peu adhérent lors de sa pose sur I'organe pendant |'opération, afin de per-

mettre un placement précis. Durant I'intervention, la cavité abdominale étant ouverte et
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I'air des blocs opératoires frais (entre 19 °C et 26 °C [1]), on peut en effet supposer que
la surface de I'organe du patient se trouve a une température inférieure a la normale du
corps humain (37 °C). Aprés opération, la montée en température du dispositif correcte-
ment positionné doit assurer son maintien sécurisé sur le pancréas. Le PNIPAM est connu
pour conférer aux surfaces des propriétés bioadhésives dépendantes de la température
[2].

La figure 3.1 représente le biomatériau envisagé dans cette étude pour I'élaboration
du pansement chirurgical destiné a la prévention des FPs. Une modification de surface
doit permettre de conserver les propriétés intrinseques de la matrice absorbante tout en
conférant des propriétés de surfaces avancées grace au caractere thermosensible du PNI-
PAM.

Matrice absorbante :
Alginate / Chitosane (PEC)

Bioadhésion thermorégulée :
PNIPAM

FIGURE 3.1 — Structure du biomatériau étudié dans cette thése.

Deux approches peuvent étre envisagées : la modification physique et le greffage chi-
mique. La premiére méthode consiste a créer une couche adsorbée en surface via la for-
mation d’interactions physiques. Diverses solutions permettent de réaliser une modifi-
cation de surface physique. Parmi la quantité de méthodes disponibles, on peut citer le
«spin-coating» ou encore le «dip-coating», déja utilisés pour recouvrir des surfaces par
du PNIPAM [3, 4]. Ces deux méthodes, simples, consistent a déposer le polymere sur la
surface, soit en étalant une goutte par la rotation du substrat («spin-coating»), soit en
trempant ce dernier directement dans une solution contenant le polymere a adsorber.
Cette deuxieme technique, le «dip-coating», a été utilisée afin de vérifier la faisabilité du
dépot physique d'une couche de PNIPAM sur les surfaces des PECs d’alginate/chitosane.
Brievement, le substrat PEC est placé sur un porte-support. Il est alors trempé dans un
mélange eau/PNIPAM (10 % m/v), avant d’étre retiré puis séché a 1'étuve. Le PNIPAM est
ainsi adhéré par interaction physique.

La modification physique par «dip coating» n'a cependant pas mené a des résultats
concluants. En effet, si 'on peut observer le dépot d’'une couche uniforme sur la sur-
face (figure 3.2, gauche), la spectroscopie infrarouge de surface (ATR-FTIR) révele qu'au
bout de 2 jours en milieu aqueux, le PNIPAM ne semble pas rester adhéré en surface,
puisqu’on observe une disparition des bandes amides caractéristiques du PNIPAM (1624
cm™! et 1535 cm™!, figure 3.2, droite, PNIPAM) sur les PECs modifiés (PEC-PNIPAM-H,0-
2j-25°C). Une température supérieure a la LCST ne permet en outre pas de préserver la

couche superficielle de PNIPAM, malgré son caractere supposé hydrophobe a cette tem-
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—— PEC
. —— PNIPAM
-{  1560-1660, NH,CONH,COO —— PEC-PNIPAM -
—— PEC-PNIPAM-H,0-2j-25°C
—— PEC-PNIPAM-H,0-2}-60°C

1624, amide | 1535, amide Il

EVAVAV Ol

Absorbance / u.a.

1800 1600 1400 1200 1000

Nombre d'onde / cm™

FIGURE 3.2 — (Gauche) micrographie MEB d’'une surface de PEC (a) nue et (b) passée dans une
solution de PNIPAM (10 % dans H,0) et (droite) ATR-FTIR du matériau avant (PEC-PNIPAM) et
apres 2 jours dans I'eau, a 25 °C et 60°C.

pérature (PEC-PNIPAM-H,0-2j-60°C).

I est donc nécessaire d’envisager une modification chimique afin de maintenir un
état de surface stable, approprié en milieu aqueux. Le greffage chimique, outre de per-
mettre une meilleure cohésion entre la couche superficielle de PNIPAM et le substrat
d’alginate/chitosane, permet la formation d'une structure en peigne («brush»). Ce type
de structure autorise, comme nous l’avons vu section 1.4.1, un bon controle de I'état de
surface. En effet, en plus de la taille des chaines de polymeres greffées, la densité de gref-
fage peut étre modulée en jouant sur les conditions réactionnelles. Comme nous ’avons
vu section 1.4.3, ces deux parametres influent sur les propriétés bioadhésives des surfaces

et il est donc important d’envisager une approche permettant de les controler [2].

Deux types de stratégies sont possibles quant a la formation d’une structure en peigne
a la surface d'un matériau : le "grafting from" et le "grafting to" (voir section 1.4.2). Le
"grafting from" consiste a faire croitre le polymere que I'’on souhaite greffer, dans notre cas
le PNIPAM, directement depuis la surface, quand le "grafting to" consiste a greffer le poly-
mere préalablement synthétisé sur la surface. Le "grafting from" permet de produire des
structures peignes plus denses : cette stratégie a donc initialement été envisagée. La stra-
tégie a alors consisté a greffer un initiateur radicalaire en surface des PECs, puis a initier la
polymérisation depuis ces surfaces, en présence de monomere. La difficulté de caractéri-
sation s’est cependant avérée étre un obstacle majeur. Ce type de stratégie est préférable
sur des systemes bien maitrisés et I'utilisation du "grafting to" s’est rapidement imposée
comme une alternative plus raisonnable. Ainsi, seules les expériences relatives au "graf-
ting to" seront présentées. Dans tous les cas, la réactivité des polysaccharides composant

la matrice absorbante est a considérer.

L'alginate et le chitosane possedent des sites réactifs avec, respectivement, des fonc-
tions acides carboxyliques R-COOH et amines R-NH»,. Un PNIPAM portant un acide car-
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boxylique en bout de chaine peut alors étre greffé sur les fonctions amines du chito-
sane via la formation d’amides (figure 3.3, 1). La stratégie de "grafting to" proposée ici
consiste alors a augmenter le nombre de sites réactifs en surface en greffant, lors d'une
premiere étape, une diamine sur les acides carboxyliques de 'alginate (2a). Il en résul-
terait une amination de l'alginate et le PNIPAM-COOH pourrait alors se lier, covalente-
ment, en créant des fonctions amides avec la diamine de I’alginate en plus des amines du
chitosane (2b). L'ajout de I'étape intermédiaire 2a, c’est-a-dire le greffage de la diamine,
permettrait donc d’augmenter la densité de greffage du PNIPAM en surface. Les maté-
riaux obtenus seront comparés a ceux obtenus par greffage direct (1) : ces deux types de
matériaux présenteront, en théorie, des densités de greffages différentes.

Enfin, le PNIPAM greffé doit étre fonctionnalisé via une fonction R-COOH et sa taille
modulée. Pour ce faire, il est possible de synthétiser ce polymere a partir du monomere,
le NIPAM, via une polymérisation controlée. Parmi les solutions possibles, on se propose
d’utiliser la polymérisation RAFT (voir section 1.4.2.2). C’est donc sur ce premier point

que ce chapitre va tout d’abord étre axé.

® R-COOH Amide 1
® R-NH,

v
[\/\

PNIPAM-COOH

H (différentes tailles) 2h

T

Diamine e ¢ ¢ [.y_
[ <nm
— = um

PEC-diamine

FIGURE 3.3 — Stratégies de greffage chimique du PNIPAM sur la surface des PECs. Deux parametres
sont étudiés : 1a taille du polymere greffé et le greffage préalable d'une diamine, censée augmenter
le nombre de sites réactifs en surface et donc la densité de greffage. Les différents éléments ne sont
pas dessinés a l’échelle et les ordres de grandeur mentionnés ne sont que des approximations.

3.2 Synthese de PNIPAM fonctionnalisé : controle de la lon-

gueur de chaine

Le greffage du PNIPAM nécessite que ce polymere soit réactif. Les fonctions carboxy-
liques (R-COOH) sont réactives envers les amines (R-NH>) via la formation d’amides et
peuvent donc permettre son greffage sur les surfaces de PECs. Cet aspect sera plus am-

plement développé section 3.3.1. Lautre intérét de ces groupements réside dans la grande
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disponibilité des composés commerciaux fonctionnalisés R-COOH, comparé par exemple
aux fonctions R-NHo.

La polymérisation RAFT, dont le mécanisme est rappelé figure 3.4, permet, dans de
bonnes conditions, d’obtenir des tailles de polymeére contrélées. Au vu de la littérature,
des polymeres de quelques kg/mol a quelques dizaines de kg/mol conduiraient, une fois
greffés sur les PECs, a la formation de couches en peignes de quelques dizaines de na-
nometres, épaisseurs favorables aux phénomenes de bioadhésion thermorégulée [2, 5].
En outre, le mécanisme RAFT conduit a la syntheése d'un polymere fonctionnalisé, par la
présence en bout de la chaine de I'initiateur et/ou du CTA [6-8].

Ce type de polymérisation parait donc tout a fait indiqué pour la synthése de PNIPAM-
COOH de taille controlée apte a étre greffé sur la surface des matrices absorbantes d’algi-

nate / chitosane préalablement développées.

Initiation p
I ﬁ

Ré-initiation

X M. s s—pR  Addition M—s s—pg Fragmentation o & R
-M + S s +

S | Seem T

Fragmentation Addition
z z z
Propagation l
lM
| = initiateur Transfert de chaine .
X=10uR S—Pm Addltlon Pi—s._ . S5—FPn Fragmentatign p,___g s o
M = monomere P + Y D Py
P = polymére i Fragmentatlon ” Addition
s s—R
Y =CTA
z . . inai
P +P Te_rrlufals_o’n P

n m n+m

FIGURE 3.4 — Rappel du mécanisme de la polymérisation RAFT, développé dans la section 1.4.2.2.

3.2.1 Lapolymérisation RAFT : choix du solvant

Le procédé de synthese RAFT permet, par I'utilisation d'un agent RAFT, aussi appelé
CTA, de produire des polymeres de tailles relativement bien définies. La synthese RAFT
du PNIPAM, en partant du NIPAM, est présentée figure 3.5. Outre la synthese d'un poly-
mere a faible IP, c’est a dire monodisperse, le procédé permet 'obtention d'un PNIPAM
fonctionnalisé COOH en bout de chaine.

Différentes conditions (solvant et température) ont été testées pour la polymérisation
de 2 g de monomere, dans 5 mL de solvant (tableau 3.2). Le choix du solvant s’est avéré
crucial, probablement a cause du caractére radicalaire du mécanisme, qui nécessite une
stabilisation des radicaux formés sans pour autant interagir avec les différentes especes.
On remarque alors que le dioxane ne semble pas adapté, quand bien méme la tempéra-
ture est augmentée. Bien que la polymérisation du PNIPAM, en présence d'un autre CTA,

dans le dioxane ait déja été achevée avec succes par certains auteurs [9], il a aussi été
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\%O _Groupement Z. Y
| HaC(HaC)10HC, |

HN O CH2(CH2)10CH3
S

S S
PN . { : e
N N XQ : Ny
: HO :
SN Y o i o
o Groupement R OH
OH
NIPAM Initiateur CTA PNIPAM-COOH

FIGURE 3.5 — Polymérisation RAFT du PNIPAM, donnant lieu a un polymere fonctionnalisé COOH
en bout de chaine. Le groupement Z sert a stabiliser le radical tandis que le groupement R est un
groupe partant.

TABLEAU 3.2 — Polymérisation du NIPAM (2 g) dans différents solvants (V=5 mL). La polymérisa-
tion est considérée comme ayant eu lieu lorsque le milieu s’est viscosifié ou solidifié. Les concen-
trations utilisées sont les suivantes : monomere = 3,5 mol/L; initiateur = 2,5 mmol/L; CTA = 19,7
mmol/L, pour un Mn;j = 20 000 g/mol (calculée a partir de I'équation 3.1).

Solvant Température Observation

Dioxane 70°C Pas de polymérisation apres 12 h
Dioxane 80°C Pas de polymérisation apres 12 h
DMF 70°C Pas de polymérisation apres 12 h
THF 70°C Polymérisation rapide (<1 h)
MeTHF 70°C Polymérisation rapide (<1 h)

reporté des phénomenes d’oxydation de I'agent RAFT du fait la présence de peroxydes
générés par 'exposition prolongée du dioxane a I'air [10, 11]. Cette oxydation conduit a
la désactivation du CTA et peut expliquer I'absence de polymérisation. La polymérisation
ne se déroule pas non plus, sur 12 h, lorsque le solvant choisi est le DME Ce solvant est
pourtant parfois utilisé pour la polymérisation RAFT du PNIPAM bien que 'initiateur ou
le CTA soient différents [12, 13]. Dans certaines conditions peuvent aussi se produire des
phénomenes de transfert des radicaux vers ce solvant [8, 14]. On voit ainsi I'interdépen-
dance du monomere, du CTA, de l'initiateur et du solvant dans la conduite efficace de la
polymérisation [15]. Entre autre, la solubilisation des différentes espéces produites lors
du procédé RAFT entre en compte, et le choix des conditions reste principalement empi-
rique. Ainsi, le tétrahydrofurane (THF), a l'instar du dioxane, peut conduire a la formation
de peroxydes. Toutefois, dans ces conditions, il semble étre un bon solvant puisque le mi-
lieu se viscosifie jusqu’a devenir solide des la premiere heure qui suit]’ajout de I'initiateur.
Cependant, le THF est un solvant nocif!. Le 2-Methyl tétra hydrofurane (MeTHF) se pré-
sente comme une alternative : il s’agit d’'une substance biosourcée non cancérigene [16].
Ce solvant se montre de plus apte a accueillir la polymérisation au méme titre que le THF
(tableau 3.2).

1. Entre autres, H302 (nocif en cas d’ingestion) et H351 (susceptible de provoquer le cancer); source
Sigma-Aldrich, fiche de données sécurité (FDS).
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Une étude plus poussée est alors nécessaire pour déterminer la validité ou non des
solvants. De plus, il s’agit de déterminer les masses réellement obtenues en polymérisant
du PNIPAM-COOH a deux différentes tailles théoriques visées : 20 000 g/mol et 60 000
g/mol. La détermination de la masse molaire est effectuée par CES. Des suivis cinétiques
ont été effectués dans différentes conditions, les résultats sont résumés dans le tableau
3.3. Lors de cette expérience, les conditions pour obtenir la masse finale visée (Mn;j) ont

été déterminées via’équation 3.1 :

M _[Mono]o
"t T [CTAlg

ol Myiono correspond a la masse molaire du monomere, [Mono], sa concentration ini-

X MmMono X CORV. +Mcra 3.1)

tiale, conv. est le taux de conversion (que I’on considerera a 100 %), Mcta le poids molé-

culaire du CTA et [CTA]q sa concentration initiale [12, 13].

Il ressort de ces résultats que les temps de polymérisation sont relativement courts et,
dans tous les cas, inférieurs a 120 minutes (tableau 3.3). Les polymérisations effectuées
dans le THF avec un Mn;j, = 20 000 g/mol montrent des masses atteignant 17 100 g/mol,
avec des IP de 1,2. Rappelons que I'IP, défini comme le ratio Mw/Mn, donne une idée de
la polydispersité du polymere obtenu. Plus ce dernier est bas, plus le polymere est mono-
disperse, le cas idéal étant un IP de 1. Les IP mesurés, autour de 1,2, sont représentatifs
d’'une polymérisation relativement controlée. En outre, les mesures effectuées a 60 min et
90 min révelent les mémes masses Mn. Le temps nécessaire pour mener la polymérisa-
tion a terme est donc inférieur a 60 min. Lorsque le Mn,y, est fixé a 60 000 g/mol, la masse
obtenue Mn n’atteint qu’environ 35 000 g/mol. La masse théorique est donc divisée de

moitié, et le controle moins efficace que pour les petites masses (IP = 1,4). La synthese de

TABLEAU 3.3 — Données cinétiques concernant la polymérisation du NIPAM (2 g) dans différents
solvants (V = 5 mL). Toutes les polymérisations semblent arriver a terme dans les premiéres 30 a
120 minutes. Les concentrations utilisées sont les suivantes : monomere = 3,5 mol/L; initiateur =
2,5 mmol/L.

Solvant [CTA,]! Mn;;> Temps Mn? p3

(mmol/L) (g/mol) (g/mol)
THF 19,7 20000 60min 17700 1,2
90 min 17100 1,2
7,0 60000 30min 33800 1,3

60min 34600 1,4

MeTHF 19,7 20000 60min 10000 1,1
120 min 9500 1,1

7,0 60000 120min 12500 1,1

24h 9500 1,6

1 concentration en CTA;
2 masse molaire théorique du PNIPAM obtenu, calculée a
partir de 'équation 3.1; 3 mesurée par SEC
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polymeéres de masses plus élevées semble donc plus difficile que pour de petites masses.
La polymérisation semble toutefois complete au bout de 30 min seulement.

Dans le cas du MeTHE il semble que la taille du polymere synthétisé soit limitée,
comme l'indique la perte de controle et le plafonnement autour de 10 00 g/mol (tableau
3.3, Mn,;, = 65 000). De plus, les prélevements effectués a des temps inférieurs a 120 mi-
nutes n'ont pas révélé la présence de suffisamment de polymere pour étre analysés. Un
effet de retardement de la polymérisation peut en étre la raison. Ce phénomene, lié a la
cinétique de formation des radicaux par la décomposition de I'initiateur, est connu dans
la littérature et difficile a anticiper [17, 18]. Le comportement dans le MeTHF étant plus
difficile a prévoir et la taille des polymeres obtenus limitée, la poursuite de I’étude se fo-
calisera sur la polymérisation dans le THE

Un suivi cinétique plus précis de I’évolution de la masse molaire dans le THF (Mn,, =
60 000, figure 3.6, a) révele alors que la polymérisation semble se stabiliser au bout d’envi-
ron 15 minutes, avec un Mn final de 35 000 g/mol. L'IP est quant a lui relativement stable
tout au long du suivi, oscillant entre 1,1 et 1,4. Ces faibles IPs semblent indiquer que le
CTA joue son role et que la synthese suit un mécanisme RAFT. Comme déja remarqué, on
constate que le polymere obtenu est plus petit de pres de moitié par rapport au Mnyy,.

L'évolution du taux de conversion, mesuré par RMN (voir section expérimentale, Cha-
pitre 5), ralentit, de la méme maniére que Mn, au bout d’environ 15 minutes pour at-
teindre une conversion du monomere de 86 % au bout d'une heure (figure 3.6, b). La
conversion n’étant pas totale, la masse du polymere obtenu ne peut étre qu'inférieure a
la masse théorique visée, calculée en considérant un taux de conversion de 100 %. Toute-
fois, si 'on compare les masses réelles obtenues aux masses théoriques Mn;j, en fonction
du taux de conversion, il apparait que I'écart entre la théorie et la masse mesurée n’ est
pas uniquement lié au taux de conversion lui-méme (figure 3.6, c). Peu de points ont été
mesurés, mais il semble tout de méme que I’évolution des masses suit le comportement
linéaire théorique jusqu’a environ 60 % de conversion. Au-dela, le monomere continu a
étre consommé, sans que le Mn mesuré n’augmente significativement.

Aux hauts taux de conversion, les cinétiques ralentissent du fait de la faible concentra-
tion en monomere. Les autres phénomenes sont ainsi plus enclins a déstabiliser le méca-
nisme de réaction. La désactivation d'une partie du CTA par d’éventuels peroxydes peut
ainsi expliquer le décalage observé, mais ce n’est pas la seule hypothése possible. La poly-
mérisation est de nature exothermique [8, 17, 19]. L'évacuation de la chaleur générée lors
de la réaction est donc un point important qui n’a, au vu des conditions expérimentales
utilisées, probablement pas été optimale. Une augmentation de la température au sein du
milieu peut conduire a la dégradation du CTA [20] ou a la favorisation des phénomenes
de «backbitting» et scissions [ [8]. Le «backbitting» est le terme associé au déplacement
du radical placé en bout de chaine vers «l’arriere», c’est-a-dire sur un carbone situé plus
en amont sur la chaine polymérique. Ce phénomeéne peut étre suivi via une scission 3

(coupure de la chaine de polymere au niveau du radical) par la désactivation de la chaine
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FIGURE 3.6 —Suivi cinétique d'une polymérisation RAFT dans le THF avec un Mnj, de 60 000 g/mol
avec (a) I'évolution des masses Mn mesurées par chromatographie d’exclusion stérique (SEC), (b)
les taux de conversion du monomere déterminés par RMN et (c) I'évolution de Mn en comparai-
son avec Mng, en fonction du taux de conversion. Mnyy, est calculé vial’équation 3.1.
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ou a la formation d'un polymere non linéaire, ce qui en définitive conduit a la diminution
de la taille du polymere obtenu [8, 17].

La polymérisation RAFT s’esquisse donc comme bien plus complexe que préalable-
ment présentée section 1.4.2.2. En cause, I'effet du solvant par le biais de plusieurs phé-
nomenes : i) la solubilité des différentes espéces, avec la formation possible de complexes
solvant-polymere ou solvant-CTA [21], ii) le transfert des radicaux vers le solvant, déja re-
porté pour le DMF [8, 14] ou le THF [22] et iii) la dégradation du CTA par les peroxydes
présents dans le solvant dans le cas du dioxane et du THF [10, 11] 2 Tous ces phénomeénes
ne sont pas encore totalement compris dans la littérature et il est difficile de détermi-
ner quels effets sont réellement a 1'ceuvre. Dans tous les cas, seuls le THF et le MeTHF
semblent permettre la polymérisation dans ces conditions. Dans le MeTHE la taille du
polymere obtenu semble atteindre une limite. Le Mn obtenu diminue sur les temps de
polymérisation longs simultanément a une augmentation importante de I'IP, ce qui peut
étre la conséquence de «backbiting». La limitation de la taille peut aussi étre caractéris-
tique d’'un transfert vers le solvant. La présence du méthyle peut en effet favoriser la stabi-
lisation d'un radical sur le cycle, en position alpha de I'éther [22]. Cette hypothese semble
cohérente avec la possibilité du THE qui ne présente pas de méthyle, de conduire a des
polymeres de tailles plus importantes. Le THF semble étre le solvant le plus indiqué pour
la synthese de PNIPAM controlé. Ce solvant étant nocif, il faudra cependant s’assurer de
son absence apres purification du polymeére en vue des évaluations in vitro. Dans tous
les cas, des études complémentaires doivent permettre de synthétiser du PNIPAM pour la

modification de surface des PECs.

3.2.2 Lapolymérisation RAFT : synthese de PNIPAM-COOH

Afin de mieux comprendre le comportement de la polymérisation RAFT du PNIPAM
dans le THE différentes expériences ont été réalisées (tableau 3.4). Les conditions utili-
sées dans la section précédente sont reprises en tant que conditions références (PNI-1 et
PNI-4), a ceci pres que le Mn,;, de 20 000 g/mol est légerement augmenté jusqu’a 25 000
g/mol puisque, comme vu précédemment, les masses obtenues sont généralement infé-
rieures a celles visées (taux de conversion inférieur a 100 %, phénomeénes parasites). La
polymérisation de masses plus importantes étant plus difficile, le Mn;; de 60 000 g/mol
est maintenu. Enfin, les réactions sont conduites pendant 12 H afin de s’assurer d'une
conversion maximale du monomere sans nécessiter un suivi cinétique systématique.

Différents parametres ont alors été étudiés. Limpact du CTA (tableau 3.4, PNI-1 et
PNI-4) a été comparé a la polymérisation radicalaire classique (PNI-N). Deux tailles de
polymere théoriques Mn;j, ont aussi été visées. Pour ce faire, les conditions initiales sont

modulées : le ratio entre la concentration initiale en monomere ([My]) et le CTA ([CTAg])

2. ladistillation du solvant devrait permettre d’éliminer les peroxydes afin de vérifier 'hypothéese de leur
impact
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TABLEAU 3.4 — Conditions expérimentales utilisées pour la polymérisation du NIPAM dans le THE
PNI-N est réalisé sans CTA et sert de référence.

Echantillon Volume my,' [Mo]? INE [CTA)]* T  Mng°
(mL) (g (mol/L) (mmol/L) (mmol/L) (°C) (g/mol)
PNI-N 5 2 3,5 2,5 - 70 -
PNI-1 5 2 3,5 2,5 16,5 70 25000
PNI-2 38 15 3,5 2,5 16,5 70 25000
PNI-3 38 15 3,5 2,5 16,5 70 25000
PNI-4 5 2 3,5 2,5 7,0 70 60000
PNI-5 38 15 3,5 2,5 7,0 70 60000
PNI-6 7 2 2,5 1,8 5,0 70 60000
PNI-7 53 15 2,5 1,8 5,0 70 60000
PNI-8 38 15 3,5 1,1 7,0 70 60000
PNI-9 38 15 3,5 1,1 7,0 60 60000

! masse de monomere; 2 concentration en monomere;
3 concentration en initiateur;  * concentration en CTA;
® masse molaire théorique du PNIPAM, calculée a partir de I'équation 3.1

est calculé pour obtenir 25 000 g/mol (PNI-1 a PNI-3) et 60 000 g/mol (PNI-4 a PNI-
9). Dans l'objectif de synthétiser suffisamment de PNIPAM pour le greffage des surfaces
PECs, 'augmentation des quantités a aussi été étudiée (PNI-2, 3,5, 7, 8 et 9). Enfin, '’étude
a aussi porté sur I'impact de la diminution de la quantité d’initiateur (PNI-5 et PNI-8) et
de la température (PNI-8 et PNI-9).

En premier lieu, afin de vérifier si la polymérisation suit bien un mécanisme RAFT,
celle-ci a été effectuée avec et sans CTA dans 5 mL de THF (PNI-N, PNI-1 et PNI-4). La

figure 3.7 présente la détection par indice de réfraction (dRi) des chaines de polymeres en

| | | | |
1.4
PNI 25 000 —PNLEN - 2g: Mn =100 000, Mw = 220 000, Ip = 2,17
19 — PNI-1 25000 2g: Mn=26000, Mw=31000, lp=1,19 |
' — PNI-2 25000 15g: Mn =22 000, Mw =28 000, Ip=1,26
1.0 -
3 0.8 —
©
Z 06+ |
0.4 -
0.2 1 -
0.0 | T T T T
10 12 14 16 18 20 22

Volume d'élution / mL
(< Grandes masses)

FIGURE 3.7 - Analyse par SEC d'un polymere obtenu dans le THF (noir, PNI-N) a partir de 2 g
de monomere, sans présence de CTA, (rouge clair, PNI-1) en présence de CTA (Mn;j;, = 25 000) et
(rouge foncé, PNI-2) a partir de 15 g de monomere, en présence de CTA (Mn;j, = 25 000).
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fonction de leur volume d’élution par CES. Rappelons que le volume d’élution diminue
avec la taille des chaines de polymeére. En I'absence de CTA (PNI-N), on mesure une taille
de polymére moyenne, en nombre, importante, de I'ordre de 100 000 g/mol. Le Mw asso-
cié monte jusqu’'a 220 000 g/mol. Il en résulte une polydispersité importante (IP = 2,17),
ce qui montre ’absence de controle de la polymérisation. Sil’on ajoute, dans les mémes
conditions, une quantité de CTA de sorte d’obtenir, d’apres I’équation 3.1, un Mn;y, de 25
000 g/mol, on observe que la masse molaire obtenue est proche de la valeur théorique
(Mn = 26 000 g/mol) et est donc controlée (figure 3.7, PNI-1). Cela se traduit par un dé-
calage du pic d’élution vers les grands volumes (petites masses). De plus, le pic d’élution
est affiné, ce qui est caractéristique d'un IP réduit (1,19). On peut alors raisonnablement
supposer que la polymérisation suit bien un mécanisme RAFT lorsque le CTA est utilisé
et que ce dernier permet le controle de la masse du polymere obtenu. La quantité de po-
lymere a été augmentée afin de vérifier si la production de PNIPAM-COOH a plus grande
échelle était possible dans ces conditions (figure 3.7, PNI-2). Ainsi, lorsque la quantité de
monomere passe de 2 a 15 g (facteur multiplicatif de 7,5), la taille de polymeére diminue
jusqu’a un Mn de 22 000 g/mol, avec une légere perte de controle ramenant I'IP a 1,26. Il
semble donc que 'augmentation des quantités modifie les caractéristiques du polymere
obtenu. Le tableau 3.5 résume les résultats obtenus. L'expérience PNI-3, réalisée dans les
meémes conditions que PNI-2, met en avant la répétabilité de la synthese. La baisse de I'IP
jusqu’a 1,09 démontre qu'’il est possible d’obtenir des polymeéres de tailles trés controlées

et que 'expérience acquise par I'expérimentateur est aussi un point impactant.

TABLEAU 3.5 — Résultats de la polymérisation du PNIPAM réalisée dans différentes conditions, en
visant 25 000 g/mol.

Echantillon Volume my, [Mo] [Io] [CTA,] T Mn,, Mn! IP?
(mL) (g0 (mol/L) (mmol/L) (mmol/L) (°C) (g/mol) (g/mol)

PNI-N 5 2 3,5 2,5 - 70 - 100000 2,17

PNI-1 5 2 3,5 2,5 16,5 70 25000 26000 1,19

PNI-2 38 15 3,5 2,5 16,5 70 25000 22000 1,26

PNI-3 38 15 3,5 2,5 16,5 70 25000 24000 1,09

1

mesurée par SEC; 2 rapport Mw/Mn

La synthése d'un PNIPAM-COOH de plus grande taille a aussi été étudiée (figure 3.8).
Pour ce faire, un Mn,j;, de 60 000 g/mol a été ciblé. Comme pour le cas précédent, 'ajout de
CTA permet de réduire drastiquement I'IP a 1,29 (figure 3.8, PNI-4). Le Mn associé est lui
aussi bien inférieur au Mn,, plafonnant a 35 000 g/mol. Des masses molaires élevées im-
pliquent une viscosité plus importante du milieu et il se peut que I’évacuation thermique
soit insuffisante pour maintenir des équilibres efficaces tout au long de la polymérisa-
tion (dégradation du CTA, «backbitting») [8, 20]. Lors de 'augmentation des quantités (fi-
gure 3.8, PNI-5), la masse finale du polymere est une fois de plus diminuée jusqu’a 22 000

g/mol, équivalent ainsi a PNI-2. Cependant, le controle est largement inférieur puisque
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FIGURE 3.8 — Analyse par SEC d'un polymere obtenu dans le THF (noir, PNI-N) a partir de 2 g de
monomere, sans présence de CTA, (vert clair, PNI-4) en présence de CTA (Mn,;, = 60 000) et (vert
foncé, PNI-5) a partir de 15 g de monomere, en présence de CTA (Mn,;, = 60 000).

I'IP calculé atteint 1,61. La difficulté pour la polymérisation de s’effectuer dans de bonnes
conditions peut s’expliquer une fois encore par la viscosification importante du milieu
réactionnel jusqu’a devenir solide. Cette viscosification importante rend difficile la diffu-
sion des especes et de la température. Des augmentations importantes de la température
peuvent alors apparaitre, la réaction étant exothermique.

Afin d’atteindre des masses de polymeére plus importantes, différentes stratégies ont
été employées. Les résultats sont résumés tableau 3.6. Si la limitation des masses obte-
nues pour PNI-4 et PNI-5 sont dues a des difficultés de diffusion, I'augmentation du vo-
lume pourrait, en diminuant la viscosité du milieu, améliorer I'efficacité de réaction. Des
syntheses similaires a PNI-4 et PNI-5 ont donc été effectuées dans des volumes de réac-
tion légerement supérieurs (7 mL et 38 mL), ce qui implique la diminution de la concen-
tration des différents réactifs (PNI-6 et PNI-7). Il apparait que I'augmentation de volume
réduit le controle lorsqu’on travaille sur de petites quantités (PNI-6), avec une augmenta-

tion de I'IP (1,62) et une diminution de la masse obtenue (29 000 g/mol), en comparaison

TABLEAU 3.6 — Résultats de la polymérisation du PNIPAM réalisée dans différentes conditions, en
visant 60 000 g/mol.

Echantillon Volume my, [Mp] [To] [CTAp] T Mn,;, Mn IP
(mL) (g) (mol/L) (mmol/L) (mmol/L) (°C) (g/mol) (g/mol)

PNI-N 5 2 3,5 2,1 - 70 - 100000 2,17
PNI-4 5 2 3,5 2,5 7,0 70 60 000 35000 1,29
PNI-5 38 15 3,5 2,5 7,0 70 60 000 22000 1,61
PNI-6 7 2 2,5 1,8 5,0 70 60 000 29 000 1,62
PNI-7 53 15 2,5 1,8 5,0 70 60 000 19 000 1,63
PNI-8 38 15 3,5 1,1 7,0 70 60 000 24 000 1,53
PNI-9 38 15 3,5 1,1 7,0 60 60 000 29 000 1,27
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a PNI-4. LIP obtenu lors de la polymérisation de 15 g de monomere (PNI-7, 1,63) est si-
milaire a celui de PNI-5, bien qu’'une diminution de la masse moyenne jusqu’a 19 000
g/mol se produise. La polymérisation RAFT s’effectue généralement en milieu concentré
et il semblerait qu'une concentration des espéces moins importante, bien que limitant la

viscosité, déstabilise le mécanisme, comme déja observé dans la littérature [23].

Enfin, l'influence du ratio initiateur/CTA a aussi été étudiée (PNI-5 et PNI-8). Les
quantités sont gardées constantes a I’exception de l'initiateur, avec un ratio [CTAg]/[Ip]
de 2,8 et de 6,4 pour PNI-5 et PNI-8, respectivement. On notera que pour les expériences
ciblant le PNIPAM a 20 000 g/mol (PNI-1 a PNI-3), le ratio molaire était d’environ 6, or
on sait que ce ratio peut avoir une influence sur le controle de la polymérisation [13, 23].
On remarque ici que 'augmentation du ratio jusqu’a 6,4 permet de diminuer I'IP, passant
de 1,61 pour PNI-5 a 1,53 pour PNI-8. Une quantité plus faible d’initiateur permet en ef-
fet d’éviter la formation trop importante de radicaux dans le milieu. Enfin, I'abaissement
de la température a 60 °C (PNI-9) permet, en diminuant la cinétique de décomposition
de l'initiateur et les phénomenes de «backbiting», d’obtenir un polymeére de masse plus
importante (29 000 g/mol) avec un IP plus bas a 1,27, proche de PNI-4.

Afin d’en apprendre plus les propriétés des polymeéres synthétisés, deux polymeres
ont été étudiés plus précisément. PNI-3 est un polymere issu d'une polymérisation bien
contrdlée (IP = 1,09). Bien qu’avec une taille relativement proche, PNI-7 est quant a lui
bien plus polydisperse, avec un IP de 1,63. La quantification du nombre de fonctions
acides par chaine de polymere peut apporter des informations sur la différence de controle
observée, tout en confirmant le caractere fonctionnel de ces polymeres, donnée impor-
tante pour une potentielle utilisation pour un greffage sur la surface des PECs. La figure

3.9 présente le dosage pH-métrique de ces deux polymeres par une solution de soude

PNI-3 | — dpH/dnyaon PNI-7 I — dpH/dnyaon
+ pH X pH

T
%
pH

1
1
1
1
1
I~ 10 ! XX XXXX[™
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| NTLa
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FIGURE 3.9 - Dosages pH-métriques de (gauche) PNI-3 et (droite) PNI-7. En bleu, les dérivées
utilisées pour la détermination de I'équivalence. my,; =~ 0,5 g, [NaOH]~ 0,02 M.
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NaOH. Tout d’abord, le pKa mesuré, qui correspond a pHe4/2, se situe autour de 4. Ce
pKaest en cohérence avec le dosage d’acides carboxyliques. La quantité de soude al’équi-
valence V., correspond au nombre de fonctions R-COOH présentes sur le PNIPAM en
solution.

On en déduire la quantité d’acide carboxylique par chaine de polymere (tableau 3.7,
COOH/PNI). 11 apparait alors que PNI-3 porte une fonction carboxylique par chaine de
polymere (COOH/PNI = 1,0). Ce résultat est en accord avec le faible IP obtenu. Le bon
controle de la polymérisation implique le placement du CTA sur les chaines actives (ad-
dition). La fonction acide est portée par le groupe partant du CTA, communément ap-
pelé «R». En se fixant sur une chaine, le groupe partant peut étre éjecté (désactivation
de la chaine par fragmentation). Ce dernier peut alors se fixer sur un monomere pour
ré-initier la polymérisation (figure 3.4). En I'absence de recombinaison importante, les
chaines se retrouvent donc fonctionnalisées en leur bout par l'acide carboxylique porté
soit par l'initiateur, soit par le groupe partant du CTA [8]. La quantité d’initiateur reste
cependant relativement faible en comparaison du CTA, sa présence en bout de chaine
devrait donc étre minoritaire. Laugmentation de I'IP s’accompagne d’'une diminution du
rapport COOH/PNI (tableau 3.7, PNI-7). Avec 0,4 fonction acide par chaine de polymere,
il semble évident que des réactions de recombinaison ou de transfert au solvant ont eu
lieu, limitant la fonctionnalisation du PNIPAM. 1l se peut toutefois que dans ce cas la pro-
portion des acides en bout de chaine issus de 'initiateur soit plus importante que pour
PNI-3, mais il n’est pas possible de confirmer cette hypothése. L'utilisation d'un initiateur
de formule chimique proche mais non fonctionnalisé par un acide carboxylique pour-
rait permettre de calculer la contribution de chaque espéce dans la fonctionnalisation du
PNIPAM (expérience non réalisée).

TABLEAU 3.7 — Détermination du nombre d’acides carboxyliques par chaine de PNIPAM
(COOH/PNI) a partir de la quantité de soude a I'équivalence n..

Mn mpni npNi IP pKa neq COOH/PNI

(g/mol) (8 (nmol) (umol)
PNI-3 24000 04991 208 1,09 39 11,3 1,0
PNI-7 19000 05151 27,1 1,63 4,0 208 0,4

La faible fonctionnalité de PNI-7 en fait un polymere peu propice a son greffage en
surface. Si cela n’a pas été vérifié, la fonctionnalité des polymeéres synthétisés est pro-
bablement d’autant plus faible que I'IP est important. PNI-3 s’avere quant a lui étre un
polymeére fonctionnel portant un acide carboxylique par chaine de PNIPAM et présen-
tant une taille gravitant autour de 24 000 g/mol relativement monodisperse (IP = 1,09).
La spectroscopie RMN, présentée figure 3.10 confirme la structure du PNIPAM et per-
met de vérifier 'absence de monomere apres purification. La double liaison, présente
dans le monomere, apparait en effet normalement autour de 5,5 ppm et n'est pas détec-

table sur I’échantillon [24]. La bonne purification du polymere est un point important si
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FIGURE 3.10 — Spectroscopie RMN (1H) de PNI-3. L'absence de double liaison a 5,5 ppm confirme
la bonne purification du polymere.

I'on veut I'étudier in vitro, le monomere étant cytotoxique [4]. Le THE solvant nocif, qui
présente habituellement deux signaux a 1,8 ppm et 3,6 ppm ne semble pas présent en
quantité importante dans le polymere [25]. Du DMSO (2,5 ppm) issu des étapes de purifi-
cation est cependant présent. Ce solvant non toxique ne présente toutefois pas de risques
toxiques importants et sera étudié en tant que milieu de réaction pour le greffage du PNI-
PAM dans les sections suivantes. Le polymere a toutefois été séché jusqu’a observer une

masse constante afin d’éliminer le maximum de solvant.

Ainsi, PNI-3 sera utilisé pour la fonctionnalisation de surface. En plus d’étre un po-
lymere fonctionnel et monodisperse, la taille de ce dernier (Mn = 24 000 g/mol) se situe
dans une gamme de longueurs intéressante pour la bioadhésion thermorégulée (estimée
a 20 nm une fois greffé [5]), les tailles trop importantes n’étant pas favorables a I’adhésion
cellulaire [5, 26]. Afin d’étudier I'influence de la taille de polymere sur les propriétés bio-
adhésives, ce dernier sera comparé avec un PNIPAM commercial de plus petite taille (Mn
=5 000 g/mol). Ce dernier sera d’ailleurs utilisé, pour des raisons pratiques, pour la mise

en place des protocoles de modification chimique des surfaces.

G. CONZATTI - UPS - 2017 144



3.3. MODIFICATIONS CHIMIQUES

3.3 Modifications chimiques

La modification chimique des PEC est une tache complexe au vu de la nature des sur-
faces. Les surfaces sont composées d'un mélange entre 1’alginate, qui présente des fonc-
tions R-COOH, et le chitosane, qui présente des fonctions R-NH,. L'amidification est un
procédé de synthese qui permet de lier des amines sur les acides carboxyliques. Il est
alors possible, dans le cas du chitosane, de faire réagir directement un polymere de type
PNIPAM-COOH, tel que synthétisé par procédé RAFT dans la section précédente. Dans
le cas de I'alginate, il convient de fonctionnaliser par amidification ce dernier par une di-
amine, afin d’obtenir des amines sur ce polysaccharide qui pourront, lors d'une seconde
étape, accueillir le PNIPAM-COOH.

La modification de surfaces complexes reste cependant aventureuse du fait de la diffi-
culté de caractérisation de I'état de surface, comme discuté section 1.4.2.3. Si des tech-
niques telles que I'’XPS permettent d’observer I'état de surface sur des épaisseurs na-
nométriques, la composition du polymere greffé, le PNIPAM, reste proche de celle des
polysaccharides, et notamment du chitosane, avec la présence d’oxygene, de carbone et
d’azote pour les deux composés. Avant de modifier directement les surfaces de PECs, plu-
sieurs études préliminaires ont donc été mises en place. Dans un premier temps, le gref-
fage chimique du PNIPAM a été réalisé sur des gels d’alginate et de chitosane, afin de véri-
fier la faisabilité de I’amidification sur ces polysaccharides par le biais de caractérisations
plus aisées que I'XPS (figure 3.11, a). Dans un deuxiéme temps, la fonctionnalisation de
surfaces de films d’alginate devrait permettre de projeter la réaction d’amidification sur
des surfaces simples. Les substrats d’alginate étant exempts d’azote, la détection de la pré-

sence du PNIPAM en surface par XPS devrait étre plus aisée que sur des PECs. Lutilisation

a) Chitosane Alginate b)
VA Lo |- — %5
R A e S S
* R-COOH bl s

* R-NH, Amide

FIGURE 3.11 - Stratégie d’élaboration de la modification de surface : a) 'étude de la modification
des gels permettra de vérifier la faisabilité de la synthése avant b) d’étudier la surface sur une
surface simple telle que I'alginate pour finalement c) s'intéresser au greffage a la surface des PECs.
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d’'un PNIPAM fonctionnalisé R-NH> rend possible la réalisation de cette modification de
surface en une seule étape (figure 3.11, b). Enfin, la modification chimique a été tentée
sur les surfaces PECs. Une diamine, en se greffant a I’alginate, devrait permettre d’aug-
menter la densité de greffage de PNIPAM-COOH sur la surface (figure 3.11, c).

La réaction d’amidification, qu'on se propose d’utiliser, est un type de réaction qui
n’est pas si simple a mettre en ceuvre. Avant de s’intéresser aux modifications chimiques
a proprement parler, la section suivante propose une mise en perspective générale de ce

type de synthese.

3.3.1 L amidification

L'amidification, ou couplage peptidique, est une réaction chimique permettant de
lier une fonction carboxylique (R-COOH) a une amine (R-NH) via la formation d'un
amide (R-CONH-R’). Cette réaction de condensation, représentée figure 3.12, est thermo-
dynamiquement défavorable et la formation d'un sel (COO~, NH;), résultant d'un simple

équilibrage acido-basique ou de I'hydrolyse de I'amide, est majoritaire [27].

Acide carboxylique Sel Amide
0 Amine 0 0
)k _ —_— )J\ /RZ - )‘\
R; on T HNTR: <= o 0", HaN* — Ry TH * HO
Rz

FIGURE 3.12 — Réaction d’amidification entre un acide carboxylique et une amine. La formation
du sel est thermodynamiquement favorable.

Pourtant, les amides sont courants et relevent méme d’'une importance primordiale
dans le monde du vivant puisqu’elles jouent le role de liant entre les différents acides
aminés constitutifs des protéines, d’ou 'appellation de couplage peptidique. Dans la na-
ture, cette synthése protéique est effectuée dans les ribosomes, véritables usines de pro-
duction vivantes. En 2 000, des études mettant en évidence la structure ribosomale de
bactéries ont permis de mieux comprendre, entre autres, les mécanismes de formation
des amides dans ces organites cellulaires [28]. Le ribosome catalyse en fait la réaction
peptidyl-transférase, dans laquelle le groupe aamino- d’'un aminoacyl-ARNt? vient atta-
quer (attaque nucléophile) le carbone de I'ester d’'un peptidyl-ARNt, * formant ainsi une
nouvelle liaison peptidique (figure 3.13). Le cycle de réaction est complexe et ne sera pas
détaillé ici®. Brievement, lors de la phase d’initiation, chacun des deux ARNt est alors as-
socié a un site A ou P de 'ARNm (ARN messager). LARNm est une réplique de '’ADN et

sert a fournir les informations pour coder la protéine voulue. Il est alors en interaction

3. acide ribonucléique de transfert (ARNt) portant un acide aminé
4. acide ribonucléique de transfert (ARNt) portant une chaine polypeptide
5. le lecteur chevronné pourra obtenir un descriptif plus détaillé, et peut étre plus exact, via la Ref [28]
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FIGURE 3.13 - Synthese biochimique des polypeptides par amidification.

avec les ARNt. Un ARN d’initiation est alors au site P qui correspond au premier codon
de la séquence codante. Le site A, prochain codon, accueille alors le premier aminoacyl-
ARNIL. Ce dernier se liera au site de A de maniere sélective, de sorte que les bons acides
aminés soient utilisés pour la fabrication de la protéine (décodage).

On voit bien dans cet exemple que, outre la nécessité d'une sélectivité importante
dans la construction des protéines, I'amidification est un processus qui a besoin d’étre
catalysé. Pour les organiciens, il va s’agir de développer des voies de syntheses afin de
favoriser la formation de I’amide. Il existe de nombreuses solutions, que ce soit par 'utili-
sation de formes plus réactives telles que les halogénures d’acyle ou l'utilisation d’agents
de couplages tels que 1,1’-carbonyldiimidazole (CDI) ou N-hydroxysuccinimide (NHS)/ 1-
Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC).

3.3.1.1 Halogénures d’acyle

La réaction de 'acide carboxylique sur 'amine n’est pas une réaction favorable. Une
des stratégies possibles consiste alors a rendre ce groupe fonctionnel plus réactif, on parle
alors d’activation de I’acide. En remplagant I'hydroxyle (-OH) par un meilleur groupe par-
tant, par exemple un halogene, on peut alors rendre la réaction plus efficace. Les halogé-
nures d’acyle sont des composés qui portent un halogéne en a du carbonyle (R-CO-X,
figure 3.14). Plus le numéro atomique de I'halogene considéré diminue, plus ce dernier

sera électronégatif (écrantage électronique), plus I’halogénure d’acyle sera réactif. Classi-

R X

FIGURE 3.14 - Structure chimique d'un halogénure d’acyle, ou X =E Cl, Br ou L.
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quement, on utilise des chlorures d’acyle. Il en est de méme pour les bromures, mais dans
une moindre mesure, de par leur réactivité plus limitée [27]. Le fluorure d’acyle, tres réac-

tif, est parfois utilisé, mais sa toxicité limite son intérét pour les applications biologiques.

Lutilisation des chlorures d’acyles pour la formation d’amides est donc largement
plus répandue et plus aisée. Cette réaction s’effectue en deux étapes. Premierement, il
s’agit de former le chlorure d’acyle a partir de I'acide carboxylique. Pour ce faire, une mul-
titude de réactifs sont utilisés : POCl3, PCl; COCl, ou encore, plus classiquement, SOCl,
[27, 29, 30]. Ce dernier composé, le chlorure de thionyle, réagit comme présenté figure
3.15. On remarque que la formation du chlorure d’acyle implique la formation d’acide
chlorhydrique. Cet acide peut étre problématique, notamment si I'on travaille sur des
molécules sensibles comme des polysaccharides. Il existe d’autres précurseurs permet-
tant d’éviter la formation de HCL. Par exemple, le chlorure de cyanure peut étre utilisé en
combinaison avec une base telle que la triéthylamine, maintenant ainsi un pH alcalin. La
triphénylphosphine est aussi un précurseur possible qui fonctionne en milieu basique.
Simplement, cette réaction nécessite une source de chlore comme le chloroforme, haute-

ment toxique et limitant pour des applications biomédicales.

Quoi qu’il en soit, une fois le chlorure d’acyle formé, il faut alors qu’il réagisse sur
I’amine (figure 3.16). Cette fois encore, de I'acide chlorhydrique est généré durant la ré-
action. Il est d’'usage de le piéger avec une base, type triéthylamine. Alternativement, un
ajout de pyridine permet de former un sel d’acyle de pyridinum qui va catalyser la réac-
tion et piéger HCI [27, 31]. Toutefois, les chlorures d’acyle doivent étre utilisés rapidement
ou stockés avec précaution : ils sont sensibles a I’eau. De fait, ils sont souvent utilisés
dans des solvants organiques secs, compliquant la synthése, bien que certains auteurs

reportent leur utilisation en milieu aqueux [27, 32].

Chlorure de thionyle
H H

. N

Chlorure d'acyle
o}

o Rl o o o
pg *! C|O g N : > )J\
R sc gl R TSN R~ gt SOz +HCI

Cl

Acide carboxylique

FIGURE 3.15 — Mécanisme d’action du chlorure de thionyle sur I'acide carboxylique. On notera la
formation d’acide chlorhydrique.

Acyle de pyridinium

Pyridine 0 Amide
e N Amine Rl%+ ~ N 0
Rl)I\CI+ O + eNTR? ct ,\f | 2 R N/Rz
N Z N H

Chlorure d'acyle = -

FIGURE 3.16 — Formation de 'amide par action du chlorure d’acyle sur 'amine. L'intermédiaire
réactionnel, le sel d’acyle de pyridinium, permet de catalyser la réaction.
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Cette voie de synthese présente le désavantage majeur de devoir employer des condi-
tions drastiques (acides ou basiques) ou bien des composés hautement toxiques. Dans
le cas des PECs d’alginate/chitosane, cela engendrerait une possible hydrolyse et donc
une perte de controle de I'intégrité du matériau [33, 34]. Pour cette raison, des solutions

alternatives sont étudiées. Ces dernieres emploient alors des agents de couplages.

3.3.1.2 Agents de couplage

Un agent de coupage est un composé qui permet, via la formation d’intermédiaires ré-
actionnels réactifs, de favoriser la formation de I’amide. Parmi les nombreux agents exis-
tants, on peut citer les sels d'uronium tels que le TBTU ® ou sa variante le HBTU 7, les sels
d’ammoniums comme le DMTMM ? ou encore les sels de phosphore comme le BOP?
[27]. Néanmoins, la plupart de ces agents de couplage nécessitent des conditions assez
particulieres ou produisent des sous-produits toxiques. D’autres classes d’agents consi-
dérés comme moins toxiques existent. C’est le cas des agents EDC et NHS — on parle de
couplage NHS/EDC — ou encore le CDI [35, 36]. Leurs faibles toxicités ont promu I'utili-
sation de ces agents, notamment pour la modification des polysaccharides a potentielle
vocation biomédicale [37-42].

a) CDI
Le CDI est un composé fréquemment utilisé pour la fonctionnalisation de polysaccha-
rides [27, 43-46]. Le mécanisme d’action de cet agent, présenté figure 3.17, ne forme que
des sous-produits non toxiques, a savoir du CO; et de I'imidazole, ce qui explique I'intérét
qui lui est porté.
Le CDI n’est pas exclusivement réservé a la formation d’amides et peut ponter diffé-

rentes fonctions :

— COOH sur NH,, via la formation dune liaison amides R1-CONH-R2 [47]

— NH, sur NH,, via la formation d'une liaison urée R1-NHCONH-R2 [48]

6. O-(benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium tetrafluoroborate)

7. (2-(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium hexafluorophosphate)

8. 4-(4,6- dimethoxy-(1,3,5)triazin-2-yl)-4-methyl-morpholinium chloride

9. benzotriazol-1-yl-oxy-tris-(dimethylamino)-phosphonium hexafluorophosphate

CDI
Carboxylate 0 Ester d'imidazole Amide
/_\Amme Imidazole
)k \// 2N—R2 /R2 HN/\N
N + - + CO,
(Activation de IaC|de) \

FIGURE 3.17 — Mécanisme d’action du CDI. La formation de I'ester d’'imidazole permet d’activer
I'acide carboxylique, favorisant la formation de 'amide.
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— OH sur NH,, via la formation d’une liaison uréthane R1-COONH-R2 [48]

Cette faible sélectivité peut étre préjudiciable en conduisant a la formation d’especes
non désirées. Entre autres, la réticulation des amines doit étre prise en compte lorsque
I'on souhaite former des amides. Dans une procédure typique, I'acide carboxylique (1
eq) et le CDI (1 eq) sont mélangés a 60 °C pour activer l'acide via la formation de I'ester
d’imidazole [44]. Cette activation est parfois maintenue pendant 12 H afin de s’assurer
que la totalité du CDI ait réagi avant I'ajout de I’amine. Des exemples d’utilisation sur

substrats polysaccharides dans la littérature sont présentés dans le tableau 3.8.

TABLEAU 3.8 — Exemples de l'utilisation du CDI sur des polysaccharides.

Matériaux Conditions Ref
Gélatine/agarose DMSO/air [40]
Chitosane/PEI liquide ionique [42]
Cellulose/diamines toluene/DMF  [48]
Gélatine/gélatine acétone/eau  [41]

Le CDI ainsi que I'intermédiaire s’hydrolysent en présence d’eau [49]. La réaction se
fait donc idéalement dans un solvant anhydre, sous atmosphere contrélée. Ces condi-
tions contraignantes ainsi que la faible sélectivité de cet agent diminuent son attractivité.
Néanmoins, il ne doit pas étre exclu du fait de sa faible toxicité ainsi que de son faible

coft.

b) NHS/EDC

Le couplage NHS/EDC est, tout comme le couplage CDI, un procédé d’amidification
considéré comme peu toxique. Le seul sous-produit provient d’EDC et est un dérivé type
urée, non toxique [35]. Il n'en demeure pas moins qu'’il s’agit probablement de la voie
de synthese la plus utilisée dans le domaine des biomatériaux. Le mécanisme d’action
de NHS/EDC est présenté figure 3.18. La réaction peut s’effectuer en milieu organique
ou aqueux, auquel cas on préferera utiliser sulfo-NHS et le sel EDC,HCI, hydrosolubles.
En pratique, il est possible de n'utiliser quU'EDC et de se passer de la présence de NHS.
Cependant, sile complexe formé a partir d’'EDC sur |’acide carboxylique peut s’hydrolyser
en présence d’eau, 'adjonction de NHS permet de former un intermédiaire plus stable et
donc d’améliorer le rendement de réaction [35, 50, 51].

D’un point de vue pratique, la réaction peut se faire a température ambiante, sans
précautions particulieres. Le pH de la solution doit étre idéalement supérieur au pKa de
I'acide, car’anion est plus réactif [50]. L'acide carboxylique est parfois laissé seul quelques
minutes avec NHS/EDC avant I'ajout de ’amine, afin d’assurer une bonne activation de
ce dernier. Un résumé des utilisations de ce type de couplage est donné tableau 3.9.

Cet agent, tout comme le CDI, est, au vu de sa faible toxicité, attractif pour la modi-
fication de surface et sera donc étudié en tant que promoteur de I'amidification entre le
PNIPAM et les PECs.
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FIGURE 3.18 — Schéma réactionnel du couplage NHS/EDC.

3.3.2 Etudes préliminaires

Afin de mettre au point la modification de surface des matrices absorbantes dévelop-
pées dans le chapitre précédent, des études préliminaires portant sur la modification de
gels d’alginate et de chitosane ont été réalisées. Ces études sont suivies par la modifica-
tion de films d’alginate, dont les surfaces sont relativement simples. Ces étapes doivent

permettre de définir des conditions favorables a la fonctionnalisation des PECs.

3.3.2.1 Modification chimique des gels : faisabilité du couplage NHS/EDC

Afin d’étudier 'efficacité et les conditions favorables au couplage NHS/EDC, le gref-
fage de PNIPAM sur des gels de chitosane et d’alginate a été étudié (figure 3.19). Le tra-
vail sur des gels permet, a 'inverse de la modification de surface, de caractériser de ma-
niere simple l'efficacité de 'amidification. Pour des raisons pratiques, le PNIPAM utilisé
est commercial et présente un Mn de 5 000 g/mol '°. 11 s’agit avant tout de déterminer
I'impact du choix du solvant ainsi que des conditions de pH sur la réaction. Le choix du
solvant est en effet un parametre important pour les modifications de surface ultérieures
et un solvant organique permettrait de s’affranchir des phénomeénes de gonflement de
la matrice alginate / chitosane. La réaction d’amidification par couplage NHS/EDC est

possible a la fois en milieu aqueux et en milieu organique.

10. Données fournisseur.
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Chitosane Alginate o R-COOH o Amide
rJ N‘/—(. ® R-NH,
,/\:\t . HZN/\/NHZ EDA
Diamine | l .
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L ]
[ ]
r\/ ’ H2N/\/\/\/NH2 HDA

PNIPAM-COOH

FIGURE 3.19 — Greffage du PNIPAM sur des gels d’alginate et de chitosane via la formation
d’amides.

Dans la littérature, la solution est parfois tamponnée [50, 51, 55]. Limpact d'une solu-
tion tampon sera donc évalué afin de vérifier si son utilisation permettrait une augmenta-
tion du rendement de couplage, en comparaison avec un milieu aqueux simple. Enfin, le
DMSO, qui n'entraine pas le gonflement des matrices PECs est un solvant qui faciliterait
une modification uniquement en surface tout en empéchant le délitement de la matrice
pendant le traitement. Son utilisation en tant que solvant de réaction sera donc aussi étu-
diée.

Dans le cadre de I'alginate, deux diamines de longueurs différentes, I éthyléenediamine

(EDA) etla 1,6-hexanediamine (HDA), ont de plus été comparées.

a) Modification des gels de chitosane

Pour s’assurer de la faisabilité du couplage NHS/EDC sur notre systeme, des gels de
chitosane (1,5 % m/v) ont été modifiés avec du PNIPAM-COOH (Mn = 5000 g/mol) via
le couplage NHS/EDC (figure 3.20). La réaction se fait en deux étapes. Brievement, du
PNIPAM-COOH est mis a réagir avec les agents NHS/EDC avant d’étre ajouté a des mi-
lieux contenant du chitosane, qui porte des amines. Cette réaction a été effectuée dans 3
milieux différents : H,O, solution tampon ou DMSO.

Pour H;0, le chitosane est solubilisé dans un milieu légerement acide. Lorsque le mi-

153 G. CONZATTI - UPS - 2017



Chapitre 3: Modification chimique pour une bioadhésion thermorégulée

PNIPAM-COOH .
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FIGURE 3.20 — Modification chimique du chitosane par du PNIPAM-COOH (Mn = 5000) via amidi-
fication NHS/EDC.

lieu est tamponné, la formation de PNIPAM-NHS est réalisée a pH 6 (tampon acide 2-(N-
morpholino)éthanesulfonique (MES)), I'ajout sur 'amine du chitosane se fait ensuite a pH
7,4 (tampon phosphate salin (PBS)). En effet, la formation de I’ester NHS (PNIPAM-NHS)
est généralement effectuée a un pH supérieur au pKa de I'acide carboxylique, afin qu’il
soit sous forme anionique, plus réactive [50]. Lors de 'ajout de I’amine, ici portée par le
chitosane, rehausser le pH permet de s’assurer de la déprotonation, au moins partielle,
de cette derniere pour libérer un doublet non-liant réactif. Dans tous les cas, 'activation
de I'acide du PNIPAM-COOH est maintenue pendant 3 H. Apres ajout sur le chitosane,
I’amidification est maintenue pendant 12 H. Les conditions réactionnelles sont récapitu-
lées tableau 3.10.

Apres réaction, les gels sont dialysés pendant 3 jours sur une membrane 12 000 g/mol
afin d’éliminer le PNIPAM-COOH n’ayant pas réagi. lIs sont ensuite lyophilisés puis analy-
sés par FTIR. Les résultats sont présentés figure 3.21. Le PNIPAM présente des bandes ca-
ractéristiques, avec notamment le signal des amides I 4 1624 cm™! (principalement élon-
gation C=0) et des amides IT a 1535 cm™! (déformation N-H) [37, 58-60]. Lélongation
des N-H est aussi présente a 3 300 cm™!. On retrouve ces bandes caractéristiques sur les
trois chitosanes modifiés (Chi-PNI-Eau, Chi-PNI-Tampon et Chi-PNI-DMSOQ). Certaines

TABLEAU 3.10 — Conditions expérimentales pour le greffage de PNIPAM-COOH sur des gels de chi-
tosane, dans différents solvants. Dans le cas du tampon, le pH est fixé a 6 (MES) lors de I'activation
de I'acide, puis a 7 (PBS) lors de I'ajout du chitosane. Dans tous les cas, I'activation de I'acide est
maintenue pendant 3 H. Aprés ajout du chitosane, 'amidification est maintenue pendant 12 H.

Echantillon Solvant mpy; NCooH 1 mcyi NNy, 2 NEDC NNHS
(mg) (umol) (mg) (pmol) (Mmol) (umol)
Chi-PNI-Eau eau’ 100 20(leq) 100 400(10eq) 80(4eq 40(2eq)

Chi-PNI-Tampon Tampon4 100 20 (leq) 100 400 (10eq) 80(4eq) 40((2eq)
Chi-PNI-DMSO DMSO 100 20(leq) 100 400 (10eq) 80(4eq) 40(2eq)

! en considérant une fonction COOH par chaine de PNIPAM;

2 en considérant un DA de 0,25 % pour le chitosane;
*]e chitosane est solubilisé dans un milieu légérement acide (0,34 % AcOOH);
* eau tamponnée MES, pH 6, puis PBS, pH 7,4
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FIGURE 3.21 — Spectres FTIR du (haut, noir) gel de chitosane initial, (haut, bleu) du PNIPAM et des
gels modifiés dans (bas, vert) 'eau, (bas, rouge) un tampon et (bas, violet) du DMSO.

de ces bandes recouvrent les signaux du chitosane, on remarque cependant la présence
des bandes caractéristiques des polysaccharides : élongation antisymétrique des C-O-C
et symétrique des N-H a 1150 cm™! et la bande de vibration du squelette C-O-C autour
de 1030 cm™! [61, 62]. La présence d’'un signal & 1420 cm™!, assigné 4 la déformation des -
CHpy, est aussi une signature du chitosane. La modification semble donc avoir fonctionné,
peu importe le choix du solvant. Il est toutefois difficile de déterminer les proportions de

chitosane/PNIPAM-COOH par analyse infrarouge.

Lanalyse calorimétrique différentielle (DSC) permet de mesurer le dégagement ou
I'absorption de chaleur lors d'une montée ou descente en température. La transition du
PNIPAM étant endothermique, la transition de la LCST est observable par cette méthode.
La quantification de I'énergie absorbée lors de la transition permet ainsi d’estimer la
quantité de PNIPAM dans un matériau [6, 54, 63]. Lanalyse reste cependant délicate. Pour
cause, la nécessité de travailler en milieu aqueux, avec une concentration en gel greffé suf-
fisante pour que la transition LCST soit détectable. Le travail en concentration élevée est
difficile avec des gels du fait de leurs viscosités importantes. Toutefois, la transition a la
LCST étant une transition hydrophile/hydrophobe, elle s’accompagne lors de la montée
en température d'une précipitation (figure 3.22). Cette précipitation peut étre quantifiée
par des méthodes optiques telles que la diffusion de lumiere dynamique (DLS) [63]. Néan-
moins, la méthode la plus simple pour essayer d’estimer la quantité de PNIPAM d’'un gel
reste la mesure de 'absorbance a une longueur d’'onde donnée [37]. La précipitation du

gel entraine en effet une augmentation de la turbidité, et la comparaison de cette aug-
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mentation doit permettre de déterminer quels gels contiennent une plus grande propor-
tion de PNIPAM.

La figure 3.23 présente les mesures d’absorbance de gels de chitosane greffés PNIPAM
(Chi-PNI-Eau, Chi-PNI-Tampon et Chi-PNI-DMSO) en comparaison a une référence de
chitosane n’ayant subi aucun traitement (Chi-Ref). Chi-Ref ne montre pas de différence
significative entre son absorbance a 25 °C et a 50 °C, avec des absorbances inférieures
a 0,04. Une différence importante s’observe pour tous les autres échantillons, avec des
absorbances a température ambiante trés faibles (inférieurs a 0,32) qui augmentent au
passage de la LCST. Réalisé en milieu aqueux, Chi-PNI-Eau montre en effet une nette

augmentation de la turbidité a 50 °C (A = 0,41), caractéristique d'une précipitation. Il

FIGURE 3.22 - A gauche, un gel greffé PNIPAM a température ambiante et, a droite, chauffé a 50
°C.

0.5 I I
@ 25°C
m 50°C
0.4 -
3
2 0.3 -
®©
2
2
g 0.2 -
0.1 I -
ot zz2Em 708 __ M i
Chi-Ref Chi-PNI-Eau "Chi-PNI-Tampon’ Chi-PNI-DMSO

FIGURE 3.23 — Etude spectroscopique (470 nm) de I'absorbance des différents gels de chitosane (1
mg/mL) greffés, en dessous (rayures) et au-dessus (plein) de la LCST du PNIPAM. Hormis pour les
références, les spectres sont normalisés sur la contribution du squelette COC du chitosane a 1030

cm™ L,
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est a noter que pour cet échantillon, le chitosane est solubilisé dans une solution 1é-
gerement acide. Laugmentation de ’absorbance est moins importante pour Chi-PNI-
Tampon. L'ajout du PNIPAM activé, PNIPAM-NHS, sur le chitosane se fait a pH 7,4. A ce
pH, le chitosane n’est pas soluble et reste sous forme de particules. Les fonctions amines
sont alors moins accessibles et 1a quantité de PNIPAM sur le gel final s’en trouve considé-
rablement réduite. Labsorbance a 50 °C est d’environ 0,32 pour Chi-PNI-DMSO. Le chito-
sane n’est pas non plus soluble dans le DMSO, mais il semble que I'efficacité du greffage
soit tout de méme plus propice dans ce solvant que dans le tampon.

La réaction d’amidification du PNIPAM-COOH sur le chitosane semble étre efficace,
quel que soit le milieu utilisé. L'utilisation d'une solution tampon diminue le rendement,
du fait d'un pH trop élevé qui empéche la solubilisation du chitosane. Enfin, la réac-
tion dans le DMSO semble étre possible, ce qui faciliterait la modification de surface des
PECs.

b) Modification des gels d’alginate :

De la méme maniere que pour le chitosane, le greffage de PNIPAM sur des gels d’al-
ginate a été réalisé. La synthese se fait ici en deux réactions, puisqu'il faut apporter des
groupements amines sur la surface d’alginate afin de former Alg-NH, avant de pouvoir
coupler le PNIPAM-COOH (figure 3.24). Pour ce faire, un couplage NHS/EDC mettant
en jeux une diamine a été envisagé. Plus précisément, deux diamines ont été étudiées :

I’éthylene diamine (EDA) et 'hexane diamine (HDA). Les conditions expérimentales pour

PNIPAM-COOH
(n=5000 g/moal)

HN O __CHj(CHz)10CHs

nS
A

S

N
SN
Alginate Alg-NH, o Alg-PNI
B Diamine B OH
HO o HoN------NH, HO o
9) ~0
Ho—\OH NHS/EDC LN \OH NHS/EDC
NH,
/\/\/\/NHZ
HoN HDA
HoN------NH, = ou
NH,
N > EDA

/
H3C(H2C)10H2C

FIGURE 3.24 — Modification chimique des gels d’alginate : une premiere étape consiste a greffer
une diamine (HDA ou EDA) afin de fournir des amines disponibles pour le greffage du PNIPAM-
COOH (Mn =5 000 g/mol) par amidification NHS/EDC.
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le greffage de la diamine sont présentées tableau 3.11. Ces deux diamines sont de tailles
différentes, et ’on peut supposer que I'HDA, plus long, permettrait une meilleure attaque
des fonctions COOH de’alginate. Il présenterait de plus une disponibilité de ses fonctions
amines libres plus grande lors du greffage du PNIPAM-COOH. Avec une liberté conforma-
tionnelle plus importante, cette molécule serait cependant plus a méme de ponter, c’est
a dire a doublement réagir sur l'alginate, rendant inactives toutes ses fonctions amines
pour la deuxiéme étape. Pour pallier cette éventualité, la diamine est utilisée en large ex-
ces afin de favoriser une monosubstitution et d’éviter ces phénomenes de pontage. Les
conditions réactionnelles pour le greffage de PNIPAM-COOH sur Alg-NH» sont résumées
tableau 3.12. Pour les deux étapes, les protocoles sont similaires a ceux utilisés pour le
chitosane : I'activation de I'acide se fait pendant 3 H puis la réaction sur 'amine est main-
tenue 12 H.

Les étapes de synthese ont d’abord été réalisées dans I'eau, sans tampon (figure 3.25).

TABLEAU 3.11 — Premiére étape : conditions expérimentales pour le greffage de la diamine sur des
gels d’alginate pour former Alg-NH,, dans différents solvants. Dans le cas du tampon, le pH est fixé
a6 (MES) lors de 'activation de I'acide, puis a 7 (PBS) lors de I'ajout de la diamine. Dans tous les
cas, 'activation de 'acide est maintenue pendant 3 H. Apres ajout de la diamine, 'amidification
est maintenue pendant 12 H.

Echantillon Solvant Diamine nNH, myg NncooH " NgpC NNHS
(mmol) (mg) (umol) (umol) (umol)
Alg-EDA0.5-Eau Eau EDA 40 (40 eq) 150 860(leq) 1600 (2eq) 860(1eq)
Alg-EDA-Eau Eau EDA  166(200eq) 150 860(leq) 1600 (2eq) 860 (1 eq)
Alg-HDAO.5-Eau Eau HDA 40 (40 eq) 150 860(leq) 1600(2eq) 860 (1eq)
Alg-EDA-Tampon Tampon? EDA  166(200eq) 150 860 (leq) 1600 (2eq) 860 (1 eq)
Alg-EDA-DMSO DMSO EDA 166 (200 eq) 150 860(leq) 1600(2eq) 860 (1eq)

I portés par 'alginate; 2 eau tamponnée MES, pH 6 puis PBS, pH 7,4

TABLEAU 3.12 — Deuxiéme étape : conditions expérimentales pour le greffage du PNIPAM-COOH
sur des gels Alg-NH», dans différents solvants pour former Alg-PNI. Dans le cas du tampon, le
pH est fixé a 6 lors de 'activation de 'acide, puis a 7 lors de I'ajout de Alg-NH,. Dans tous les
cas, 'activation de I'acide est maintenue pendant 3 H. Apres ajout de Alg-NH,, 'amidification est
maintenue pendant 12 H.

Echantillon Solvant Diamine mpyn; ncoon! NgpC NNHS
(mg)  (umol) (umol) (pmol)

Alg-EDA0.5-PNI-Eau Eau EDA 150 30(leq) 130(4eq) 90((3eq)
Alg-EDA-PNI-Eau Eau EDA 150 30(leq) 130(4eq 90@3eq)
Alg-HDAO0.5-PNI-Eau Eau HDA 150 30(leq) 130(4eq) 90((3eq)

Alg-EDA-PNI-Tampon Tampon?  EDA 150 30(leq) 130(4eq 903eq)

Alg-EDA-PNI-DMSO DMSO EDA 150 30(leq) 130(4eq) 90((3eq)

! en considérant une fonction COOH par chaine de PNIPAM;
2 eau tamponnée MES, pH 6 puis PBS, pH 7,4
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FIGURE 3.25 - Spectres FTIR des gels d’alginate modifiés dans I'eau.

LEDA se caractérise par la présence de plusieurs bandes d’élongation -NH (3350 cm ™),
deux bandes -CH (2900 cm™!) et de la déformation des -NH, (1600 cm™!) [64-66]. Le
spectre infrarouge de I'HDA, non présenté, présente des signaux caractéristiques équi-
valents a 'EDA. La bande a 1600 cm™! est aussi présente sur le spectre de l'alginate et
est attribuée aux élongations COO™ [61]. Les bandes de I'EDA (et de 'HDA) a 3350 cm™!
sont plus fines et définies que celles de I'alginate et peuvent étre un indice de la présence
d’EDA (ou HDA) sur le polysaccharide. On remarque alors que ce motif est présent sur
les spectres Alg-HDAO.5-Eau, Alg-EDAO0.5-Eau, et Alg-EDA-Eau. En outre, on remarque
un élargissement de la bande a 1600 cm™!. Cet élargissement est probablement dii a 'ap-
parition des signaux des amides I (1660 cm™!) et amides II (1560 cm™!) du fait de la ré-
action d’amidification. Ces signaux pourraient cependant étre dus a la présence d’eau
ou d’amines protonées. Ces modifications de signaux semblent tout de méme indiquer
la présence de la diamine sur le gel. De plus, on remarque qu'une quantité d’'EDA plus
importante (Alg-EDA-Eau) ne semble pas augmenter la quantité d’EDA greffé sur le chi-

tosane sil’on regarde I'intensité des épaulements amides I (1660 cm™!) et amides II (1560
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cm™!). La quantité de diamine utilisée pour Alg-HDAO.5-Eau et Alg-EDA0.5-Eau, déja en
large exces, permet donc a priori de saturer les fonctions carboxyliques de I’alginate. La
deuxieme étape consiste a greffer le PNIPAM-COOH sur l'alginate-NH,. On remarque
dans tous les cas la présence caractéristique des amides I et I (1624 cm™! et 1535 cm ™!,
respectivement). Le triplet associé au -CH (2950 cm™1) se reporte aussi sur les spectres, ce
qui démontre la présence du PNIPAM-COOH. En outre, la quantité de polymere greffée
semble étre légerement influencée par la quantité d’'EDA utilisée (Alg-EDAO0.5-PNI-Eau
et Alg-EDA-PNI-Eau) au vu de l'intensité des bandes amides légérement plus importante
pour Alg-EDA-PNI. Les fonctions carboxyliques de 'alginate ne sont donc peut-étre pas
saturées dans le cas de Alg-EDA0.5-Eau, ce qui conduit a un greffage de PNIPAM-COOH

légerement inférieur.

Afin de voir si 'utilisation d'un tampon améliorerait sensiblement le rendement de

synthése, de I'alginate a été modifié selon la méme méthode en prenant 'EDA comme di-

| 1 | 1 | 1 | | | |
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FIGURE 3.26 — Spectres FTIR des gels d’alginate modifiés dans un tampon (Alg-EDA-Tampon et
Alg-EDA-PNI-Tampon), comparé a la réaction faite dans 'eau (Alg-EDA-Eau et Alg-EDA-PNI-
Eau). L'activation de I'acide se fait a pH 6 (MES), tandis que le greffage sur 'amine se fait a pH
7,4 (PBS). Hormis pour les références, les spectres sont normalisés sur la contribution du sque-
lette COC de I'alginate 2 1030 cm™!.

G. CONZATTI - UPS - 2017 160



3.3. MODIFICATIONS CHIMIQUES

amine (figure 3.26). Sur le spectre de Alg-EDA-Tampon, on retrouve les bandes de 'EDA a
3350 cm™! (élongation NH»). Un épaulement (1360 cm™Y, présent sur le spectre de 'EDA,
apparait aussi et est associé a 1’élongation C-N. Ces éléments indiquent la présence de
'EDA sur 'alginate. La bande a4 1600 cm™! (amines et carboxylates) n’est cependant que
peu affectée par le greffage, ce qui peut étre signe d'un meilleur controle de la protonation
des fonctions amines grace au tampon. On retrouve tout de méme un léger épaulement a
1640 cm ™!, amide I. Apres la deuxiéme étape, on retrouve bien les signaux caractéristiques
du PNIPAM, et la quantité de PNIPAM-COOH greffée semble équivalente a celle obte-
nue sans tampon (Alg-EDA-PNI-Eau). Le tamponnage de la solution n’est donc, dans
ces conditions, pas nécessaire.

Les mémes expériences ont été menées dans le DMSO. Le DMSO est en effet un non-
solvant pour les matrices PECs a base d’alginate/chitosane. Cela permettrait ainsi de s’af-
franchir des éventuels problemes de gonflement et de fragilité du matériau sous forme

de films lors de la réaction dans un milieu aqueux. Les résultats FTIR sont présentés fi-

I 1 I 1 I 1 I I I I
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FIGURE 3.27 - Spectres FTIR des gels d’alginate modifiés dans du DMSO (Alg-EDA-DMSO et Alg-
EDA-PNI-DMSO), comparé a laréaction faite dans I'’eau (Alg-EDA-Eau et Alg-EDA-PNI-Eau). Hor-
mis pour les références, les spectres sont normalisés sur la contribution du squelette COC de I'al-

ginate 2 1030 cm ™.
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gure 3.27. Pour le greffage de 'EDA, on observe alors une augmentation des signaux -CH
(2900 cm™1), des épaulements autour de 1600 cm™! pouvant étre associés a la présence
d’amines et amides (Alg-EDA-DMSO). Enfin, on peut noter I'apparition des bandes de
déformation -CH, (1460 cm™!) et d’élongation C-N (1350 cm™!). Lors de la deuxiéme
étape, 'ajout du PNIPAM-COOH augmente les signaux des amides (1660 cm™! et 1560
cm™1) etdu triplet au -CH (2900 cm™) (Alg-EDA-PNI-DMSO). Enfin, au vu des intensités
des amides similaires pour la réaction réalisée dans I'’eau (Alg-EDA-PNI-Eau) et le DMSO
(Alg-EDA-PNI-DMSO), il ne semble pasy avoir de nette différence entre les deux solvants.

Afin de tenter de quantifier le de PNIPAM-COOH greffé sur les gels, des mesures d’ab-
sorbance au-dessous (25 °C) et au-dessus (50 °C) de la LCST (25 °C) ont été réalisées sur
les différents gels 3.28. L'alginate non modifié (Alg-Ref) ne présente pas d’absorbance
importante, quelle que soit la température. En greffant du PNIPAM-COOH, on observe
que la transition thermique implique une augmentation importante de I’absorbance a 50
°C. Dans l'eau, la quantité d’EDA n’'influe que trés 1égerement sur 'absorbance a 50 °C
avec 0,98 pour Alg-EDA0.5-PNI-Eau et 1,07 pour Alg-EDA-PNI-Eau, ce qui montre que
les conditions utilisées pour Alg-EDA0.5-PNI-Eau semblent suffisantes pour arriver a un
alginate proche de la saturation en diamine, pouvant accueillir le maximum de PNIPAM-
COOH lors de la seconde étape. L'utilisation d'HDA semble en outre permettre d’augmen-
ter légerement la présence de PNIPAM (A = 1,26). LHDA est cependant une diamine plus
toxique que 'EDA, avec une dose létale médiane (DLsp) de 750 mg/kg contre 1,2 g/kg,
respectivement [67]. La 1égére supériorité de I'absorbance mesurée pour les échantillons
préparés avec HDA ne justifie donc pas, pour le moment, son utilisation.

Lutilisation d'un tampon (figure 3.28, Alg-EDA-PNI-Tampon) augmente légerement
la quantité de PNIPAM-COOH, comme le montre I'absorbance plus importante a 50 °C,
autour de 1,44, comparé au méme échantillon réalisé dans’eau (Alg-EDA-PNI-Eau). Contrai-
rement au chitosane, I’alginate est soluble dans les conditions de réaction en milieu tam-
ponné a des pH allant de 6 a 7. La fixation du pH permet donc d’optimiser la réaction, en
maintenant les acides carboxyliques sous forme d’anions, plus réactifs, et en déprotonant
I’amine, cette derniére substituant I'’ester NHS via I’attaque d’'un doublet non liant [50].

Enfin, la réaction dans le DMSO (Alg-EDA-PNI-DMSO), bien que milieu insoluble
pour 'alginate, donne lieu a des absorbances similaires au tampon (A = 1,44). Les expé-
riences menées dans la section 2.5.2.4 ont montré que 'alginate, si protoné, se déprotone
dansle DMSO. La présence de I’anion carboxylate permet donc d’optimiser les conditions
réactionnelles.

Le DMSO est donc un solvant adapté a 'amidification de I'alginate pour greffer du
PNIPAM-COOH en passant par un intermédiaire Alg-NH, via l'utilisation de 'EDA. Les
agents de couplage NHS et EDC ne sont cependant pas les seuls agents utilisables. Le CDI
est une alternative intéressante moins onéreuse. Le travail sur des surfaces d’alginate est
une premiere étape pour comprendre les problématiques liées a la modification chimique

de surface tout en s’intéressant au CDI en comparaison au couplage NHS/EDC.
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FIGURE 3.28 — Etude spectroscopique (470 nm) de ’absorbance des différents gels d’alginate mo-
difiés (1 mg/mL), en dessous (rayures) et au-dessus (plein) de la LCST du PNIPAM.

3.3.2.2 Modification de films d’alginates : NHS/EDC versus CDI

Nous avons vu que le greffage via le couplage NHS/EDC s’avérait efficace sur les gels.
Toutefois, le CDI est une alternative du fait de son plus faible cott. Cet agent est déja uti-
lisé sur de nombreux polysaccharides (voir section 3.3.1.2). De plus, le CDI est un com-
posé de petite taille comparé a EDC, ce qui peut faciliter son acces aux fonctions carboxy-
liques de I'alginate (figure 3.29).

L'XPS est un outil utile pour caractériser les surfaces avec un signal obtenu localisé sur
les quelques premiers nanometres de la surface du matériau [68]. Il s’agit d'une analyse
élémentaire qui renvoie la composition atomique en surface. Le principe consiste a irra-

dier une surface par des rayons X. Lirradiation va entrainer I'émission des électrons de

EDC NHS CDI
X

FIGURE 3.29 - Structures chimiques de EDC, NHS et CDI.
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ceeurs des différents atomes en surface. L'énergie cinétique de I'électron (E¢inérique €mis
est mesurée et, par différence avec I'énergie recue via la radiation hv, I'énergie de liaison
Ejiaison de I'électron peut étre calculée, en tenant compte du travail associé au phéno-

mene d’émission ¢, selon la formule :

Ejiaison=hv— (Ecinstique + ) (3.2)

L'énergie de liaison de I'électron dépend de I'atome considéré, il est donc possible
de quantifier la composition atomique en surface (quelques nanometres de profondeur)
[68]. Pour détecter la présence d'un composé en surface, il s’agit donc de s'intéresser aux
signaux caractéristiques des atomes de |'espéce a identifier, par comparaison aux signaux
du substrat. La difficulté réside ici dans le fait que I'espece a greffer en surface, le PNIPAM,
est composée de carbone, d’hydrogene, d’azote et d’oxygene, tout comme les surfaces
PECs du fait de la présence du chitosane. L'alginate quant a lui ne contient pas d’atomes
d’azote. Sur ce type de substrat, 'augmentation du signal des azotes peut donc étre in-
dicatif de la présence de PNIPAM en surface. On se propose donc, pour une premiere
approche du greffage en surface, de travailler sur des films d’alginate. L'alginate portant
des fonctions COOH, il est possible de greffer du PNIPAM-NH> en une seule étape afin de
garder un systeme simple. La stratégie de greffage est présentée figure 3.30a.

Le PNIPAM-NH, a donc été mis en contact avec de |'alginate dans différentes condi-
tions (figure 3.30, b). Pour certains échantillons, I'acide carboxylique a été préalablement
activé soit par NHS/EDC (20 min, Alg-NHS-PNI-RT), soit par CDI (1H30, Alg-CDI-PNI-

a) NHS/EDC
ou
il = % S g * R-COOH
. i ® R-NH,
Alginate PNIPAM-NH, _
(Mn =5 000 g/mol) Amide
b)
. . sans agent -
Alginate (film) PNIPAM-NH, BT > Alg-PNI-RT
(n =5 500 g/mol)
NHSIEDC Alg-NHS-PNI-RT
. RT
?OH HN_ O
OH + L/
HoN
onN © \/\S 0 sans agent > Alg-PNI-60°C
K 60 °C
cDl » Alg-CDI-PNI-60°C
60 °C

FIGURE 3.30 — (a) Stratégie de greffage de PNIPAM-NH, sur des films d’alginate, porteur de fonc-
tions carboxyliques, via la formation d’amides et (b) les différentes conditions utilisées. «RT» cor-
respond a la température ambiante, considéré a 25 °C.
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60°C) avant I'ajout du PNIPAM-NH,. Dans le cas de I'activation par CD], les surfaces sont
lavées et transférées dans une solution ne contenant pas de CDI avant I'ajout de 'amine,
afin d’éviter la présence d’agent n’ayant pas réagi qui conduirait au couplage du PNIPAM-
NH; sur lui méme via la formation d'une liaison urée [48]. Dans un méme temps, des
échantillons ont été préparés dans les mémes conditions, sans utiliser d’agents de cou-
plage (Alg-PNI-RT et Alg-PNI-60°C), afin de se rendre compte de la contribution de I’ad-
sorption (via la formation d’'un sel COO~,NHJ, voir section 3.3.1) lors du greffage et de
tenter de déterminer si, lors de l'utilisation des agents, le greffage est bien covalent et non
physique. La réaction se faisant sur des films, les espéces en jeux sont en large exces par
rapport aux fonctions réactives de 'alginate, limitées a la surface. Les conditions exactes
utilisées sont résumées tableau 3.13.

Apres réaction, les surfaces sont lavées abondamment puis analysées par XPS (tableau

3.14). Comme le montre la composition de Alg-Ref, ce dernier ne présente qu’'une propor-

TABLEAU 3.13 — Conditions expérimentales pour le greffage du PNIPAM-NH, sur des films d’algi-
nate. V=40 mL, my;g = 300 mg et mpni-NH, =440 mg. «RT» correspond a la température ambiante,
considéré a 25 °C. Le temps d’activation des acides carboxyliques de I’alginate est de 20 min pour
NHS/EDC et de 1H30 pour CDI, avant ajout de ’amine.

Echantillon Solvant T Ncood 1 CNH, 2 Cepc Cnus Ccpr
(°C) (mmol) (umol/L) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

Alg-PNI-RT DMSO  RT 1,7 2 - - -
Alg-PNI-NHS-RT  DMSO  RT 1,7 2 15 15 -
Alg-PNI-60°C DMSO? 60 1,7 2 - - -
Alg-CDI-PNI-60°C DMSO® 60 1,7 2 - - 15

Iportés par l'alginate; 2 en considérant une fonction NH, par chaine de PNIPAM;

3 séché sur tamis moléculaire, réaction sous atmosphere controlée (Ar)

TABLEAU 3.14 — Compositions atomiques, en pourcentages, mesurées par XPS.

Echantillon Agent T C N 0)
(eV) 285,0 400,0 532,6
Alg-Ref! - - 59,3+0,3 2,5+0,3 383+04
EDC? - - 72,8 27,3 -
NHS? - - 50,0 12,5 37,5
CDI? - - 58,3 33,3 8,3
PNIPAM-NH,? - - 75,0 12,5 12,5
Alg-PNI-RT - RT 64,4+0,7 46+02 31,0+0,9
Alg-NHS-PNI-RT NHS/EDC  RT 60,3+0,3 6,3+0,6 33,4+0,4
Alg-PNI-60°C - 60 °C 616+1,1 35+05 349+1,5
Alg-CDI-PNI-60°C CDI 60 °C 57,0+05 2,1+1,0 41,0+1,4

! mesuré sur un film d’alginate non traité; 2 pourcentages théoriques
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tion limitée d’azote (2,5 %). En théorie, nous avons déja vu que I'alginate ne contient pas
d’azote, mais, en tant que polymere biosourcé, les quelques pourcents mesurés corres-
pondent probablement a une pollution protéique. Le PNIPAM-NH, contient quant a lui
12,5 % d’azotes. Laugmentation du signal de I'azote sur la surface peut donc étre un in-
dice de la présence de PNIPAM en surface. Il ne faut cependant pas négliger la présence
d’azote sur les différents agents de couplage qui peut contribuer aux signaux mesurés
(EDC, NHS et CDI).

La modification de I'alginate via le couplage NHS/EDC montre une augmentation du
pourcentage d’azote (6,3 %, Alg-NHS-PNI-RT). Cette augmentation s’avere plus impor-
tante que dans le cas ou aucun agent de couplage n’est utilisé (4,6 %, Alg-PNI-RT). Les
agents de couplage peuvent alors soit permettre d’augmenter 'efficacité du greffage en
formant des amides, soit étre adsorbés en surface et augmenter artificiellement le signal
de l'azote du fait de leurs compositions intrinseques. A 'inverse, il apparait que I'utili-
sation du CDI n’'induit pas de variation notoire de la composition chimique des surfaces
(Alg-CDI-PNI-60°C). La quantité d’azote semble méme plus élevée dans le cas de Alg-
PNI-60°C (3,5 %). Lefficacité du CDI parait alors moindre. On notera par ailleurs que
dans les cas ou aucun agent de couplage n’est utilisé (Alg-PNI-RT et Alg-PNI-60°C) 'aug-
mentation du taux d’azote est plus importante lorsque le mélange est effectué a tem-
pérature ambiante (RT) qu’a 60 °C. Laugmentation des azotes provient probablement
du PNIPAM-NH; puisqu’aucun autre composé n’est ajouté et il semble donc que I'aug-
mentation de la température défavorise I’adsorption. Quoi qu’il en soit, bien que le cou-
plage NHS/EDC semble montrer des signes favorables, I'observation des compositions
atomiques ne permet pas de conclure sur le greffage éventuel du PNIPAM, puisque les
augmentations d’azotes peuvent étre dues aux agents utilisés. L'étude plus en détails des
spectres XPS hautes résolutions peut cependant apporter des informations complémen-

taires.

La figure 3.31 présente les spectres hautes résolutions de 1’alginate non modifié (Alg-
Ref), mis en présence de PNIPAM-N, sans agents de couplage (Alg-PNI-RT) et avec NHS/EDC
(Alg-NHS-PNI-RT). L'étude des spectres hautes résolutions permet de quantifier les envi-
ronnements chimiques des différents atomes. Pour I'azote, il s’agit ici de déconvoluer les
différentes contributions du signal dues aux et azotes neutres (amines/amides) et ceux
protonés (figure 3.31, Alg-Ref). Un décalage s’observe en effet entre les énergies de liai-
son des électrons 1s de 1'azote du fait de leur environnement : un environnement ap-
pauvrit en électron, tel que la présence d'un proton supplémentaire (NH;) qui implique
le port d’'une charge positive par 'azote, rend plus difficile I'émission du photoélectron
et le signal associé est décalé vers les hautes énergies. Ainsi, sur le spectre N1s de I'algi-
nate de référence Alg-Ref, deux pics sont visibles et assignés aux amines (NH,) et amides
(CONH) a 399,9 eV et aux amines protonées NHJ a 401,9 eV [61]. Lalginate n’'étant pas
supposé contenir de I'azote, ce signal est attribué a des impuretés (e.g. protéines) ou a

de la contamination de surface. Laugmentation importante a 401,9 eV pour Alg-PNI-RT
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FIGURE 3.31 — A droite, les conditions de réaction ainsi que les hypotheses de résultat avec, a
gauche, les spectres XPS hautes résolutions de I'azote (N1s) associés de l'alginate non modifié
(Alg-Ref) et modifié par le PNIPAM-NH,, en présence (Alg-NHS-PNI-RT) ou non (Alg-PNI-RT)
d’agents de couplage NHS/EDC.

semble indiquer, comme attendu, la formation d'un sel COO™, NH;r (figure 3.31, gauche).
Au contraire, la diminution importante du signal des amines protonées pour Alg-NHS-
PNI-RT peut indiquer la formation d'un amide, par I'action de NHS/EDC. Combiné a
I'augmentation du taux d’amines/amides, on peut supposer le greffage du PNIPAM ou
la présence de I'ester NHS (alginate-NHS), plus stable que 'ester EDC [51].

La figure 3.32 présente les spectres N1s de Alg-PNI-60°C et Alg-CDI-PNI-60°C. On ob-
serve une fois de plus une importante augmentation de la protonation des amines lorsque
le PNIPAM-NH, est utilisé sans CDI (Alg-PNI-60°C), lié a la formation d’'un sel plutot
qu’a la formation d’'un amide. Lutilisation du CDI conduit a la suppression du signal

des amines protonées (Alg-CDI-PNI-60°C). Cette disparition peut étre liée a la forma-
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FIGURE 3.32 — A droite, les conditions de réaction ainsi que les hypotheses de résultat avec, a
gauche, les spectres XPS hautes résolutions de I'azote (N1s) associés de l'alginate non modifié
(Alg-Ref) et modifié par le PNIPAM-NH,, en présence (Alg-CDI-PNI-60°C) ou non (Alg-PNI-60°C)

de CDI.

tion d’amides. Toutefois, les compositions atomiques similaires observées avec Alg-Ref

(tableau 3.14) laissent supposer, s’il a lieu, un taux de greffage faible.

De la méme maniére que pour la détermination de I'environnement chimique de

I'azote, le tableau 3.15 résume les résultats de déconvolution des spectres XPS du car-

bone Cls. Si 'on considere les compositions théoriques de Alg-Ref et PNIPAM-Ny, il ap-

parait alors qu'une augmentation de la proportion de carbones aliphatiques (CC, CH, 285

eV) serait une indication de la présence de PNIPAM sur les surfaces d’alginates. Une fois

de plus, I'assignation d'un signal important des carbones aliphatiques est relativisée par

la composition en CC et CH de NHS (50 %). Cependant, la présence de NHS en surface

devrait s’accompagner d’'une augmentation des hautes énergies de liaison du fait de la
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TABLEAU 3.15 — Environnements chimiques du carbone (C1s) des films d’alginate. La somme des
pourcentages est normalisée a 100 %.

Echantillon Agent T CC,CH CO,CN CO0O,CON
eV) 285,0 286,6 288,2
Alg-Ref! - - 20,7+0,7 57,7+05 21,6+0,3
EDC? - - 25,0 62,5 12,5
NHS? - - 50,0 - 50,0
CDI? - - - 57,1 42,9
PNIPAM-NH,? - - 66,7 16,7 16,7
Alg-PNI-RT - RT 31.7+15 495+05 189+1,1
Alg-NHS-PNI-RT NHS/EDC RT 194+1,2 564+24 242+15
Alg-PNI-60°C - 60°C 26,1 +2,3 53,7+28 20,2+1,1

Alg-CDI-PNI-60°C CDI 60°C 183+1,7 56,2+15 256+0,7

! mesuré sur un film d’alginate non traité; 2 pourcentages théoriques

présence de groupements CON.

L'augmentation de la contribution des carbones aliphatiques pour Alg-PNI-RT et Alg-
PNI-60°C est cohérente avec la composition globale déterminée tableau 3.14 et la pré-
sence de PNIPAM en surface semble sans ambiguité [69]. Néanmoins, lors de I'ajout des
agents de couplage NHS/EDC ou CDI (tableau 3.15, Alg-NHS-PNI-RT et Alg-CDI-PNI-
60°C), les signaux sont similaires a ceux de I'alginate initial Alg-Ref. L'utilisation du cou-
plage NHS/EDC ne semble donc pas avoir permis le greffage du PNIPAM-NH,. En outre,
ce résultat confirme 'absence d’efficacité du CDI.

Il est difficile de conclure a partir de ces résultats, il apparait cependant que I'utilisa-
tion d’'un agent de couplage est nécessaire afin d’éviter la formation du sel -COO~, NHJ
qui résulterait en une liaison faible entre le PNIPAM et le matériau. Le couplage NHS/EDC
se montre plus efficace que CDI, ce dernier ne donnant lieu a aucune variation significa-
tive des compositions globales en surface. La déconvolution des spectres N1s indique de
plus que NHS/EDC semble étre apte a la formation d’amides en surface. Toutefois, si
Pamidification a lieu, la présence de PNIPAM en surface n’a pu étre démontrée. L'al-
longement du temps d’activation de I'acide carboxylique par NHS/EDC avant I'ajout de
I’amine, ici de 20 min, peut éventuellement améliorer le taux de greffage. Il se peut en ef-
fet qu'une compétition entre I'activation de I'acide, la formation du sel et 'amidification
limite I'efficacité du procédé. Il est dans tous les cas nécessaire d’optimiser les conditions

de réaction afin d’obtenir un greffage de PNIPAM sur les surfaces PECs efficace.

3.3.3 Fonctionnalisation de surface des PECs

Les matrices PECs d’alginate/chitosane présentent des groupements carboxyliques
(de I'alginate) et amines (du chitosane) en surface. Afin d’obtenir un recouvrement de la

surface optimal, on se propose de greffer une diamine sur les acides carboxyliques de I'al-
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ginate. La stratégie de synthese est rappelée figure 3.33. Limpact des traitements acides
présentés dans le chapitre précédent (section 2.5.2) a été évalué sur le greffage d’'un PNI-

PAM commercial, avant de greffer différentes tailles de polymeres.

® R-COOH
® R-NH, Amide

PNIPAM-COOH
(5 000 ou 20 000 g/mol)

PEC

]
EDA

>
" _

FIGURE 3.33 - Stratégie générale du greffage du PNIPAM-COOH sur les matrices PECs composées
d’alginate/chitosane par amidification.

3.3.3.1 Greffage du PNIPAM : influence d’un traitement acide sur I'efficacité de gref-
fage

Dans un premier temps, le PNIPAM greffé présente une masse Mn =5 000 g/mol (com-
mercial). Nous avons vu précédemment que la réaction dans le DMSO est efficace. De
plus, un tamponnage de la solution a un pH proche du neutre ne semble pas indispen-
sable pour effectuer la modification. Lutilisation de NHS/EDC semble permettre de for-
mer des amides, sans qu’il ait pu étre démontré le greffage du PNIPAM sur les surfaces
d’alginates. De plus, contrairement aux gels, 1'alginate et le chitosane sont ici liés de ma-
niere ionique (COO™, NH3"). Dans les matrices PECs, 'alginate est en exces (ratio mas-
sique de 63/37 alginate/chitosane, voir section 2.1). Les traitements acides réalisés sec-
tion 2.5.2.4 ont montré que i) la réticulation par CaCl, favorise les liaisons alginate-Ca®*
au détriment des interactions alginate/chitosane et ii) qu'il était possible de protoner une
partie des carboxylates de 'alginate et des amines du chitosane ce qui entraine une perte
des interactions entre I'alginate et Ca?" et/ou le chitosane. Ce deuxiéme point peut per-
mettre d’augmenter la disponibilité des groupes fonctionnels. Replacées dans un milieu
DMSO, les fonctions retrouvent leur équilibre acido-basique au cours du temps pour re-
former des carboxylates COO™ et amines NHj, réactives et plus disponibles pour I'amidi-
fication (section 2.5.2.4, figure 2.33 page 120). Ainsi, avant réaction, certains PECs ont été
traités dans un bain acide (H,O, pH 2,5, 1 H) avant d’étre mis en contact avec NHS/EDC
(figure 3.34). On se propose alors d’observer I'effet de ce traitement sur |'efficacité du gref-
fage.

Comme dans le cas des gels, les acides carboxyliques sont activés 3 H en présence de
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FIGURE 3.34 — Schéma réactionnel de la premiére série de modifications de surface, avec les diffé-
rents parametres étudiés.

NHS/EDC avant 'ajout de 'amine. Pour la création d’amines en surface de 'alginate,en
exces par rapport au chitosane, deux diamines de tailles différentes ont été comparées, a
savoir 'EDA et 'HDA. Les conditions réactionnelles sont résumées tableaux 3.16 et 3.17.
Comme nous l'avons vu dans le chapitre précédent (section 2.5.1), les deux faces PEC ne
comportent pas exactement la méme composition, avec une légere proportion supposée
plus importante d’alginate sur la face inférieure, qui est modifiée ici.

PEC-Ref correspond a une surface de PEC non modifiée. Les échantillons notés «-Ac»
ont été, avant la premiere étape, acidifiés pendant 1 H (H,O, pH 2,5) puis sont séchés

a I'étuve. Les échantillons ne portant pas cette mention ne subissent pas le traitement

171 G. CONZATTI - UPS - 2017



Chapitre 3: Modification chimique pour une bioadhésion thermorégulée

TABLEAU 3.16 — Premiere étape : conditions expérimentales pour le greffage de la diamine sur les
surfaces PECs. Lacidification se fait dans une solution a pH 2,5 dans 'eau, pendant 1 H. V = 20
mL DMSO. Les acides carboxyliques des PECs sont activés 3 H par NHS/EDC avant ajout de la
diamine.

Echantillon Diamine Acidification mpgc  Cpigmine CepC Cnus
(mg) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
P3-PEC-HDA HDA Non 100 850(50eq) 350((2eq) 17,5 eq)
P4-PEC-HDA-Ac HDA Oui 100 850(50eq) 35,0(2eq) 17,5(1eq)
P5-PEC-EDA EDA Non 100 850(50eq) 35,0(2eq) 17,5(1eq)
P6-PEC-EDA-Ac EDA Oui 100 850(50eq) 35,0(2eq) 17,5(1eq)

TABLEAU 3.17 — Deuxiéme étape : conditions expérimentales pour le greffage du PNIPAM-COOH
(Mn =5 000 g/mol) sur les surfaces PECs. L'acidification se fait dans une solution a pH 2,5 dans
I'eau, pendant 1 H. V =20 mL DMSO, mpnipam-coon = 160 mg. L'acide carboxylique du PNIPAM-

COOH est activé 3 H par NHS/EDC avant ajout sur les PECs.

Echantillon Diamine Acidification mppc  Cpnipam’ Cepc CnHs
(mg) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)
P1-PEC-PNI Sans Non 100 1,6 (leq) 350(22eq) 17,5(11eq)
P2-PEC-PNI-Ac Sans Oui 100 1,6 (1eq 350(22eq) 17,5(11eq)
P3-PEC-HDA HDA Non 100 1,6 (leq) 350(22eq) 17,5(11eq)
P4-PEC-HDA-Ac HDA Oui 100 1,6 (leq) 350(22eq) 17,5(11eq)
P5-PEC-EDA EDA Non 100 1,6 (leq 350(22eq) 17,5(11eq)
P6-PEC-EDA-Ac EDA Oui 100 1,6 (leq) 350(22eq) 17,5(11eq)
P7-PEC-HDA-PNI HDA Non 100 1,6 (1eq) 350(22eq) 17,5(11eq)
P8-PEC-HDA-PNI-Ac HDA Oui 100 1,6 (leq) 350(22eq) 17,5(11eq)
P9-PEC-EDA-PNI EDA Non 100 1,6 (1eq) 350(22eq) 17,5(11eq)
P10-PEC-EDA-Ac-PNI EDA Oui 100 1,6 (leq) 350(22eq) 17,5(11eq)

1 fonctionnalisé R-COOH

acide. Lors des deux étapes, la réaction se fait dans du DMSO.

Apres réaction, les matériaux ont été analysés par XPS (tableau 3.18). L'analyse d'un
PEC de référence (PEC-Ref) montre une tres faible quantité d’azote a 1,6 % (N1s, 400,0
eV) ainsi qu'une quantité environ équivalente de carbones aliphatiques (CC,CH, 285,0
eV)) et de CO,CN (286,6 eV) qui représentent chacun environ 40 % de la totalité des car-
bones. Une référence de PNIPAM a été analysée (PNIPAM-COOH). On retrouve des va-
leurs proches des compositions théoriques, avec une majorité de carbones (78,2 %), no-
tamment aliphatiques CC,CH (73,5 %). En outre, le taux d’azote de I'ordre de 10 % du
PNIPAM devrait impliquer une augmentation du pourcentage de cet atome dans la com-
position des surfaces modifiées. Néanmoins, la composition de NHS reste proche de celle

du PNIPAM, a ceci prés que ce dernier présente un taux de carbones COO,CON plus im-
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Chapitre 3: Modification chimique pour une bioadhésion thermorégulée

Deux greffages sans diamine ont été réalisés, avec et sans acidification préalable (P1-
PEC-PNI et P2-PEC-PNI-Ac). Pour ces échantillons, le couplage doit s’opérer uniquement
entre le PNIPAM-COOH et les amines du chitosane. Dans le cas de P1-PEC-PNI, le rap-
port CO,CN/CC,CH reste constant avec respectivement 34,6 % et 41,3 %, conjointement
a une augmentation du taux de COO,CON (24,1 %). Une tres légere augmentation du taux
d’azote (1,8 %) peut aussi supposer la présence d'une petite quantité de PNIPAM ou de
NHS en surface. Les fonctions amines du chitosane étant cependant minoritaires, un taux
de greffage faible peut en effet étre attendu.

Lacidification du PEC (P2-PEC-PNI-Ac) permet d’augmenter le taux d’azote en sur-
face, qui grimpe jusqu’a 4,7 %. En outre, une nette augmentation du taux de CC,CH (57,8
%) se produit en combinaison d'une baisse des COO,CON (9,2 %), ce qui laisse penser a
une quantité de PNIPAM-COOH greffé plus importante.

Le greffage de la diamine peut étre mis en évidence par une augmentation des CO,CN.
De plus, le taux d’azote N1S, respectivement autour de 25 % et de 50 % pour 'HDA et
I’EDA (valeurs théoriques), doit faire augmenter celui de la surface des PECs lors du gref-
fage. On observe en effet une augmentation du taux de carbones liés a un oxygene ou
un azote (CO,CN) accompagné par une augmentation du pourcentage d’azote pour P3-
PEC-HDA, P4-PEC-HDA-Ac, P5-PEC-EDA et P6-PEC-EDA-Ac. La quantité d’azote est ce-
pendant plus importante lorsque les échantillons ont été traités dans un milieu acide. On
peut supposer que la protonation des fonctions acides de I'alginate améliore leurs dispo-
nibilités et que cet effet contrebalance la moins bonne réactivité du couplage NHS/EDC
sur la forme acide (voir section b)). Il faut aussi noter que le rapport entre azotes neutres
et protonés, NH/NH, est de I'ordre de 1 pour les échantillons non acidifiés, alors que ce
rapport devient supérieur a 1 et donc majoritairement du c6té des azotes neutres dans
le cas des échantillons traités dans l'acide (P4-PEC-HDA-Ac et P6-PEC-EDA-Ac). Pour-
tant, le traitement acide devrait entrainer une protonation des amines du chitosane (pKa
= 6,5 [70]) et donc diminuer ce rapport. Deux phénomenes peuvent expliquer cette ob-
servation : (i) sans acidification, on peut supposer la formation d'un sel (NH},COO™) au
détriment d'un greffage covalent et (ii) la diamine, greffée via une de ses fonctions amines,
présente une amine «libre» potentiellement protonée. Ce dernier point pourrait suppo-
ser que, dans le cas des échantillons acidifiés, la diamine, qui se greffe de maniere plus
efficace, ponterait. Ce pontage rendrait la diamine inactive pour la deuxieme étape qui
consiste a greffer le PNIPAM-COOH (figure 3.35).

Si I'on s’intéresse cette deuxieme étape, on remarque une légere augmentation du
taux d’azote pour les échantillons n’ayant pas subi le traitement acide P7-PEC-HDA-PNI
et P9-PEC-EDA-PNI, avec des pourcentages respectifs de I'ordre de 4,3% et 4,2 %, com-
paré a leurs homologues P3-PEC-HDA et P6-PEC-EDA. Dans un méme temps, les échan-
tillons non acidifiés (P8-PEC-HDA-PNI-Ac et P10-PEC-EDA-PNI-Ac) présentent des taux
d’amines stables autour de 6,6-6,8 %). Néanmoins, une proportion non négligeable des

azotes sous forme protonée (NHJ) est détectée avec une diminution du rapport NH/NHj,
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Diamine Pontage
(EDA ou HDA)
o NH,
\;\I‘IWWVW
HaN
COOH COOH HNOC CONH
|
PEC PEC

FIGURE 3.35 — Pontage de la diamine entre deux fonctions carboxyliques de I’alginate.

ce qui peut indiquer la présence d'un sel (NH;,COO™) plut6ét que d'un systeme covalent.
Le taux de carbones aliphatiques augmente légérement dans le cas de P10-PEC-EDA-Ac-
PNI (CC,CH, 36,7 %), mais cette variation est relativisée par la stagnation des azotes au-
tour de 6,8 %. On peut alors supposer que, si lors de la premiere étape un sel est formé,
ce dernier peut étre évacué lors de la deuxiéme étape (rupture des liaisons ioniques). En-
fin, le PNIPAM présente une composition en oxygene de 11,3 %, bien plus faible que les
PECs. Ces oxygenes impliquent une contribution exclusive de C=0 et sa présence doit
donc augmenter le ratio C=0/C-O, ce qui n’est significativement visible sur aucun échan-
tillon, avec en outre une baisse pour P9-PEC-EDA-PNI-Ac (3,3 %). De maniére générale,
les échantillons acidifiés (P8-PEC-HDA-PNI-Ac et P10-PEC-EDA-Ac-PNI) ne voient pas
leurs compositions atomiques significativement évoluer lors de cette étape hormis une
baisse du pourcentage d’oxygene, ce qui soutient la thése du pontage de la diamine lors
de la premieére étape, menant a une passivation de la surface et un taux de PNIPAM en
surface probablement faible.

En conclusion, l'acidification des PECs semble permettre un greffage plus efficace,
peut-étre du fait de la décomplexation des fonctions carboxyliques et amines les ren-
dant plus accessibles. Sans diamine, il semble en effet que du PNIPAM se retrouve en
surface lorsque la surface est préalablement acidifiée (P2-PEC-PNI-Ac). Le greffage d'une
diamine lors d'une premiere étape semble aussi étre optimisé lorsque les surfaces sont
acidifiées. La deuxieme étape qui consiste a greffer le PNIPAM-COOH semble toutefois
difficile, notamment a cause du pontage supposé des diamines. Aucune différence n’est
observée selon l'utilisation de 'HDA ou de I'EDA, les deux semblant opérer de la méme
maniére. LEDA étant moins toxique, ce dernier sera utilisé pour la suite. Laugmentation
de la concentration en diamine pourrait permettre d’éviter le pontage en favorisant la

monosubstitution et ainsi augmenter le taux de greffage lors de la deuxiéme étape.

3.3.3.2 Greffage du PNIPAM : variation de la taille et de la densité de greffage

Afin d’optimiser le greffage, une deuxiéme série d’expériences a été réalisée (figure
3.36). En plus du PNIPAM commercial de masse molaire 5 000 g/mol jusqu’ici employé,
un PNIPAM-COOH synthétisé en RAFT a aussi été utilisé (PNI3, Mn = 24 000 g/mol, éla-

boré section 3.2.2). Globalement, des concentrations en réactifs plus importantes sont
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utilisées et les conditions mises en ceuvre pour le greffage de 'EDA sont répertoriées ta-
bleau 3.19 (PEC-EDA). Il s’agit, en saturant la solution, de favoriser le greffage d'une seule
des deux amines de 'EDA. La deuxieéme amine pourrait alors accueillir le PNIPAM-COOH.
Si un phénomeéne de pontage est présent pour les expériences précédentes, le taux de
greffage de PNIPAM devrait augmenter dans les conditions utilisées ici.

Dans une deuxieme étape, le PNIPAM-COOH est greffé sur les surfaces, soit directe-
ment sur les PECs (PEC-5K et PEC-20K), soit sur PEC-EDA (PEC-EDA-5K et PEC-EDA-
20K). Les conditions utilisées pour cette étape de greffage sont présentées tableau 3.20.

Afin de pouvoir caractériser les surfaces via des études in vitro (chapitre 4), il est né-
cessaire d’élaborer les échantillons directement sur des supports de verres qui serviront
a assurer un bon recouvrement des puits de culture. La face modifiée ici est donc la face

supérieure. Supposément, cette face est légerement moins riche en alginate. Le greffage

PEC acidifié PNIPAM-COOH PEC-5K et PEC-20K
o (5 000 g/mol ou 24 000 g/mol)

o]

PNIPAM
OH o o OH
. - o
NH3 NHS/EDC N
PNIPAM
EDA

NH
NHSEEDC | pn~~ >N 7

PEC-EDA PNIPAM-COOH PEC-EDA-5K et PEC-EDA-20K
(5000 g/mol ou 24 000 g/mol)
o]
Q =<F>N|F>AM H
o N_ O
NH
NS 2 OH NN ~
H > H PNIPAM
H O
NHS/EDC
NH, N—{
PNIPAM

FIGURE 3.36 — Greffage du PNIPAM-COOH sur les matrices PECs composées d’alginate/chitosane
par amidification. LEDA est utilisé en tant que diamine pour augmenter la quantité de PNIPAM-
COOH greffé. Deux tailles de PNIPAM sont employées : 5 000 g/mol (commercial) et 24 000 g/mol
(synthétisé par RAFT, PNI-3).

TABLEAU 3.19 — Conditions expérimentales pour le greffage de 'EDA sur les surfaces PECs. L'aci-
dification se fait dans une solution a pH 2,5 dans I'eau, pendant 1 H. V= 0,6 mL DMSO, Vgpa = 0,6
mL. Les acides carboxyliques des PECs sont activés 3 H par NHS/EDC avant ajout de I'EDA.

Echantillon Diamine Acidification mpgc Cepa CEDC1 CNHSI
(mg) (mol/L) (mmol/L) (mmol/L)
PEC-EDA EDA Oui 30 7,2 (exceés) 200(2eq) 100 (1eq)
! avant ajout de 'EDA
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TABLEAU 3.20 — Conditions expérimentales pour le greffage du PNIPAM-COOH sur les surfaces
PECs aminées (PEC-EDA) ou non. Lacidification se fait dans une solution a pH 2,5 dans l'eau,
pendant 1 H. V=1 mLDMSO. L'acide carboxylique du PNIPAM-COOH est activé 3 H par NHS/EDC
avant ajout sur les PECs.

Echantillon Diamine Acidification mpgc Mnpnipam CpnipaM Cenc Cnus
(mg) (g/mol) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

PEC-5K Sans Oui 30 5 000! 20(leq 50(25eq) 25(12,5eq)
PEC-EDA-5K EDA Oui 30 5 000" 2,0(leq) 50(25eq) 25(12,5eq)
PEC-20K Sans Oui 30 24 0002 20(leq 50(25eq) 25(12,5eq)
PEC-EDA-20K EDA Oui 30 24 0002 2,0(leq) 50(25eq) 25(12,5eq)

I commercial; 2 synthétique, RAFT PNI-3

du PNIPAM en une étape (sans diamine) devrait étre facilité, tandis que le greffage de la
diamine (étape intermédiaire) pourrait étre rendu plus difficile.

Les analyses XPS réalisées sur les différents échantillons sont présentées figure 3.37.
La représentation en histogramme montre les compositions atomiques décomposées en
sous-contributions. Comme vu précédemment, I'indice de la présence de I'EDA se ca-
ractérise par 'augmentation du taux d’azote N1s (figure 3.37, vert) accompagné de I'aug-
mentation des signaux CO,CN, en bleu intermédiaire sur la figure. Si 'on compare PEC-
Ref et PEC-EDA, on remarque en effet’augmentation de ces deux contributions. Le pour-
centage d’azote initialement autour de 4,4 % monte en effet jusqu’a 7,4 %, avec une tres
faible proportion d’amines protonées NH; (< 1 %, vert foncé). Les amides ne peuvent,
dans ces conditions, pas étre protonés (pKa = 17). Labsence de protonation des azotes
peut indiquer la formation d’amides au détriment d’amines. Le taux de CO,CN passe
quant a lui de 27,7 % pour PEC-Ref a 36,7 %. Ces différents signes sont cohérents avec
la présence d’EDA en surface. Il reste a s’assurer 'absence de pontage préjudiciable au
greffage du PNIPAM.

La figure 3.37 présente aussi le greffage du PNIPAM-COOH. Rappelons que le PNIPAM
se caractérise en XPS par une forte contribution des carbones aliphatiques (CC,CH, bleu
clair) ainsi qu’a un taux d’azote supérieur aux PECs, de I'ordre de 10 %. De plus, ce poly-
mere est exempt d’amines et les azotes quile composent sont sous forme d’amides, ce qui
la présence d’amines protonée. Une proportion importante d’azotes neutres (Amide/amide,
vert clair) peut donc aussi étre un signe de sa présence. Les amides du PNIPAM impliquent
d’autre part une majorité de signaux C=0 pour I'oxygéne (rouge clair). Enfin, le taux en
oxygene du PNIPAM n’est que de I'ordre de 11,3 % quand PEC-Ref est a 34,0 %, une dimi-
nution devrait donc s’observer.

Sans EDA, PEC-5K présente en effet une augmentation légere de la proportion de car-
bones aliphatiques (CC,CH, 31,8 %) quand PEC-Ref plafonne a 23,2 %. Le taux d’azote se
situe autour de 8,6 % contre 4,4 % avant traitement. Cet azote se montre majoritairement

non protoné, ce qui est cohérent avec des azotes sous forme d’amides. Enfin la baisse
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FIGURE 3.37 — Spectroscopies XPS des échantillons avant (PEC-Ref et PEC-EDA) et apres greffage
de PNIPAM-COOH, avec (PEC-EDA-5K et PEC-EDA-20K) ou sans (PEC-5K et PEC-20K) diamine.
«Protonée” se réfere aux amines NH; .
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du taux d’oxygene (23,4 %) combinée a I’augmentation paralléle de la proportion de ces
oxygenes sous forme de C=0 est attribuée aux amides du PNIPAM et confirme la présence
du polymere en surface. Les mémes observations peuvent étre faites sur’analyse de PEC-
20K : augmentation des CC,CH (33,8 %), du pourcentage d’azote (8,1 %) dont la large ma-
jorité est neutre ainsi qu'une forte diminution de la composition en oxygene (18,6 %),
majoritairement sous forme C=0. La nature des signaux entre PEC-5K et PEC-20K montre
que 'augmentation de la masse du PNIPAM-COOH n’empéche pas le greffage de ce der-
nier. La proportion légerement supérieure des carbones sous forme aliphatique (CC,CH,
bleu clair) ainsi que I'absence d’azote sous forme NH pour PEC-20K est cohérent avec
une épaisseur de PNIPAM en surface plus importante du fait de la taille du polymere plus
élevée (Mn = 24 000 g/mol, contre 5 000 g/mol pour PEC-5K). Néanmoins, I’analyse XPS
sur plusieurs points d'un méme échantillon peut montrer des variations légeres qui ne
permettent pas de conclure avec certitude sur une épaisseur de PNIPAM plus importante
pour PEC-20K.

Le greffage de PNIPAM sur des surfaces de PEC préalablement greffées avec de 'EDA
(figure 3.37, PEC-EDA) doit donner lieu aux mémes variations de signaux que cité pré-
cédemment. On retrouve en effet une augmentation de la proportion de carbones sous
forme aliphatique ainsi qu'une augmentation du taux d’azote qui atteint 11,3 % pour PEC-
EDA-5K. La proportion d’azote est en outre majoritairement sous forme neutre, cohérente
avec les amides du PNIPAM. Les oxygenes ne représentent que 18,7 % de la composition
quand PEC-EDA exhibe pas moins de 32 %. Le ratio entre oxygenes sous formes C-O et
C=0, majoritaire pour PEC-EDA, se retrouve de plus inversé dans le cas de PEC-EDA-5K.
Tous les signaux concordent et la présence du PNIPAM en surface semble donc sans am-
biguité. Il semble que la limitation du greffage préalablement observée lors de I'utili-
sation d’'une diamine soit bien due a des phénomenes de pontage, et que 'augmenta-
tion de la concentration en EDA permette d’outrepasser ce phénomeéne. En comparant
PEC-5K et PEC-EDA-5K, il est difficile d’affirmer avec certitude que la densité de gref-
fage, c’est-a-dire la quantité de PNIPAM-COOH greffée, est plus importante dans le cas
de I'utilisation de I'EDA. Toutefois, la proportion plus importante d’amines neutres ainsi
que la plus forte diminution d’oxygeéne pourrait indiquer une densité de greffage plus im-
portante pour PEC-EDA-5K du fait de 'augmentation de la quantité d’amines en surface
apportées par 'EDA.

La spectroscopie XPS de PEC-EDA-20K révele des signaux plus ambigus. La propor-
tion des carbones aliphatiques diminue nettement au détriment des CO,CN et COO,CON.
En outre, bien que la composition en azote augmente (8,8 % contre 7,4 % pour PEC-
EDA), le pourcentage des amines/amides neutres diminue (5,3 % contre 6,62 %). Lapport
d’azote provient majoritairement d’amines protonées NHJ et ne peut donc pas étre attri-
buée aux amides du PNIPAM. L'oxygene en surface représente environ 30 % de la compo-
sition et reste ainsi constant comparé a PEC-EDA. La nature des oxygenes varie cependant

fortement avec un rapport largement majoritaire pour les C=0 (26,5 %) au détriment des
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C-0 (6,7 %). Lensemble de ces éléments ne permet pas de conclure a la présence de PNI-
PAM en surface. A I'inverse, il n’est pas non plus possible de I'’exclure. La modification
des signaux de I'oxygene tend a supposer la présence du PNIPAM. Le signal du carbone
montre une proportion de COO,CON plus importante que pour les autres échantillons.
La baisse du signal des aliphatiques rend peu probable la présence de NHS en surface.
LXPS étant une mesure d’extréme surface, il se peut que la conformation du polymere,
de taille plus importante que pour PEC-EDA-5K, entraine une modification des signaux
mesurés en exhibant ses fonctions amides plutot que ses fonctions aliphatiques. Cette
hypotheése reste délicate dans la mesure ou1 une exposition prononcée de ces fonctions
augmenterait le signal des azotes neutre, ce qui n'est pas le cas ici. Les signaux mesurés
en surface pourraient tout aussi bien correspondre a un mélange des différents réactifs.
Dans ce cas, la combinaison EDA et PNIPAM-COOH de masse molaire élevée limiterait
le taux de greffage, probablement du fait de contraintes stériques plus importantes liées
a 'encombrement des fonctions réactives des PECs par les chaines d’EDA et a des lon-
gueurs de chaines grandes pour le PNIPAM. L'état de surface de PEC-EDA-20K reste quoi
qu’il en soit plus incertain que pour les autres échantillons.

Le greffage pour PEC-5K, PEC-EDA-5K et PEC-20K semble avoir été efficace. Bien que
les analyses effectuées sur PEC-EDA-20K soient plus ambigiies, tous ces matériaux seront
évalués in vitro. La taille du polymere greffé ainsi que la densité de greffage supposée liée
a l'utilisation d'une diamine pourront ainsi étre évaluées en termes de bioadhésion ther-
morégulée. Avant cela, il convient toutefois de considérer que la présence de PNIPAM en
surface peut modifier les propriétés du matériau au détriment de I'application visée qui,
nous le rappelons, consiste a élaborer un pansement chirurgical thermosensible. Nous
avons en effet déja vu que la structure du matériau pouvait légérement influencer la ciné-
tique de libération de I’éosine (voir section 2.4.2.4). Le relargage de cette molécule active
hydrophile pourrait étre ralenti par une surface de PECs devenant hydrophobe au-dela
de 32 °C. La cinétique de relargage pendant 48 h est présentée figure 3.38. Il apparait alors
que la modification de surface n'influence pas la diffusion de I’éosine au cours du temps.
Cet aspect est important puisqu'’il est souhaitable que la modification de surface apporte
des propriétés avancées de bioadhésion thermorégulée sans altérer les propriétés intrin-

seques de la matrice.
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FIGURE 3.38 - Libération d’éosine, en pourcentage d’éosine incorporée, en fonction du temps, a
37 °C, avant (PEC-Ref) et apres (PEC-5K) modification de surface.

3.4 Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons vu la polymérisation RAFT du NIPAM dans différentes
conditions. Entre autres, le solvant s’est montré important et un solvant non adapté em-
péche la polymérisation ou limite son contrdle. La compatibilité du solvant dépend des
réactifs employés (monomere, initiateur, CTA). Le THF s’est montré adéquat pour la poly-
mérisation controlée du PNIPAM. Si de petites quantités sont relativement aisées a poly-
mériser, 'augmentation des quantités produites complique le contrdle de la taille du po-
lymere obtenu. La diminution de la diffusion thermique est un des facteurs réduisant le
controle qui conduit a I'augmentation des IPs obtenus. L'abaissement de la température
permet d’outrepasser ce phénomene. Les différentes conditions utilisées ont finalement
permis de synthétiser plusieurs tailles de PNIPAM fonctionnalisé R-COOH, oscillant entre
20 000 et 30 000 g/mol. La polymérisation en milieu aqueux, a température ambiante,
pourrait permettre d’outrepasser la limitation a 30 000 g/mol des PNIPAM obtenues, en
évitant les phénomenes de transfert au solvant (coefficient de transfert de I’eau nul).

Avant de s’intéresser a la modification de surface des films de PEC, le travail sur des
gels puis sur des surfaces simples a permis de comprendre un peu mieux les mécanismes
en jeux et les parametres impactants. Le DMSO est un solvant intéressant puisque, contrai-
rement a l'eauy, il n'engendre pas le gonflement des matrices PECs. Il s’est avéré étre un
solvant adapté alaréaction d’amidification par couplage NHS/EDC. Le couplage NHS/EDC
s’est montré quant a lui plus apte a réagir sur des surfaces d’alginate que le CDI. Enfin, la
modification des surfaces PECs a nécessité d’étre optimisée avant de parvenir au greffage
efficace du PNIPAM. La densité de greffage semble pouvoir étre modulée par I'utilisation
d’'une diamine servant a augmenter le nombre d’amines en surface. Son utilisation re-

quiert cependant des concentrations élevées pour éviter un éventuel pontage et une pas-
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sivation des surfaces. Les polymeres synthétisés par polymérisation RAFT se sont montrés
fonctionnels et I'un d’entre eux (PNI-3, Mn = 24 000 g/mol) a pu étre greffé a la surface des
PECs, en plus d'un polymere commercial de plus petite taille (Mn =5 000 g/mol).

Des surfaces présentant des densités de greffage ainsi que des tailles de polymere
greffé diverses ont ainsi pu étre élaborées. Bien que cela ait été pris en compte dans le
choix des différents réactifs, il reste cependant a vérifier que les matériaux développés
ne soient pas cytotoxiques. Les propriétés de ces surfaces doivent aussi étre étudiées afin
de vérifier si elles permettent une bioadhésion thermorégulée. Ces points ont été évalués

dans le chapitre a suivre.
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Chapitre 4

Propriétés de surface : influence du
greffage de PNIPAM
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4.1 Introduction

Nous avons vu, dans le chapitre précédent, le greffage de PNIPAM sur des films de
PECs par différents protocoles. Quatre types d’échantillons ont été réalisés, en variant
deux parametres : la taille des «peignes» (chaines de PNIPAM) et la densité de greffage.
Plus en détail, les polymeres de masses moléculaires d’environ 5 000 g/mol et 24 000
g/mol ont été greffés dans le but d’obtenir des tailles de «peignes» d’environ 5 nm et 20
nm, respectivement [1]. On sait que la taille du PNIPAM en surface est cruciale : une taille
trop petite ne permet pas d’obtenir un effet thermosensible sur la bioadhésion, tandis
gu'une taille trop importante tend a la supprimer, quelle que soit la température [2, 3]. Le
passage par une étape intermédiaire consistant a greffer une diamine, I'EDA, a la surface
des PECs, doit, supposément, augmenter la densité de greffage du PNIPAM grace a I’aug-
mentation de la quantité de fonctions amines en surfaces (figure 4.1). De méme pour la

taille, la densité peut avoir un impact conséquent sur les propriétés bioadhésives : une
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® R-COOH Amide
® R-NH,
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PNIPAM-COOH
5 000 ou 24 000 g/mol

0y
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FIGURE 4.1 - Stratégies de greffage du PNIPAM sur les surfaces PECS. Deux parameétres sont variés :
la taille du polymere greffé (5 000 g/mol ou 24 000 g/mol) et le greffage préalable d’EDA, censé
augmenter la densité de greffage. Les différents éléments ne sont pas dessinés a 1'échelle et les
ordres de grandeur mentionnés ne sont que des approximations.

quantité suffisante de chaines de PNIPAM est nécessaire pour obtenir une surface ther-
mosensible, tandis qu'une quantité trop importante tend a réduire le nombre de cellules
adhéré [4].

Dans cette partie, 4 biomatériaux présentant des longueurs de chaines et des den-
sités de greffage différentes seront caractérisés (tableau 4.1). En premier lieu, il s’agira
de s’assurer de la non-cytotoxicité des biomatériaux par des études in vitro. Les proprié-
tés bioadhésives seront ensuite évaluées par tests cellulaires. Enfin, les interactions entre
les surfaces développées et différentes surfaces modeles seront caractérisées en termes
d’adhérence, avant, dans une derniere partie, de s’intéresser a leur bioadhésion par des

expériences ex vivo sur des tissus biologiques.

TABLEAU 4.1 - Dénomination des échantillons.

Echantillon Alginate/Chitosane1 CaCl, PNIPAM (g/mol) EDA

PEC-Ref 63/37 1h30 - -
PEC-5K 63/37 1h30 5 0002 -
PEC-EDA-5K 63/37 1h30 5 0002 oui
PEC-20K 63/37 1h30 20 0003 -
PEC-EDA-20K 63/37 1h30 20 0003 oui

I'm/m; 2commercial; 3PNI-3
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4.2. ETUDES IN VITRO

4.2 Etudes in vitro

4.2.1 Cytotoxicité

Avant tout essai de bioadhésion, il convient d’évaluer la cytotoxicité potentielle des
différents biomatériaux élaborés. En effet, plusieurs étapes peuvent s’avérer critiques quant
a la toxicité résultante des biomatériaux finaux. En premier lieu, le PNIPAM polymérisé
par RAFT doit étre exempt de monomere et de THE cytotoxiques, bien que cela ai été vé-
rifié section 3.2.2 [5]. Ensuite, la synthese utilisée pour le greffage du PNIPAM, commercial
ou synthétique, implique pour certains des biomatériaux I'utilisation d’'EDA, un composé
toxique ayant des effets néfastes pouvant apparaitre par exemple lors de l'ingestion de
doses inférieures a 1 g/kg/jours [6]. Létude de la prolifération et de la survie cellulaire est
donc indispensable avant toute autre considération biologique.

Des cellules hPNE (cellules immortalisées, issues du canal pancréatique HUMAIN, 10
000 cellules par puits de culture) ont été mises en culture en présence d'un échantillon de
biomatériau (environ 5 mm de c6té) et laissées incuber pendant 4 jours. Le but de I'étude
est alors d’évaluer un éventuel effet négatif des substances potentiellement relarguées par
les biomatériaux dans le milieu de culture. Apres 4 jours, le nombre de cellules vivantes
est comparé a une expérience controle, réalisée sans biomatériau (figure 4.2). Arbitrai-

rement, le controle est fixé a 100 %. Les échantillons présentent alors tous des taux de
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FIGURE 4.2 — Quantification, en pourcentage, du nombre de cellules hPNE aprés 4 jours de culture
en présence d'un biomatériau comparé a un contréle, sans biomatériau. Le nombre de cellules
vivantes comptées prend en compte la survie cellulaire ainsi que la prolifération pendant le temps
d’incubation.
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viabilité cellulaire et de prolifération supérieurs a 70 %. L'ISO 10993-5 recommande un
taux qui ne doit pas descendre en dessous de 70 %, auquel cas une cytotoxicité peut étre
suspectée [7]. Il ne semble donc pas qu’il y ait de problemes cytotoxiques, quel que soit
I’échantillon. La combinaison entre 'utilisation d’'un polymere commercial (5K) et ’ab-
sence d’EDA conduit aux taux de viabilités cellulaires les plus élevés (PEC-5K). En com-
paraison, l'utilisation d’'un PNIPAM synthétique (PEC-20K et PEC-EDA-20K) ou de 'EDA
(PEC-EDA-5K et PEC-EDA-20K) diminue légerement la viabilité tout en restant proche

des controles.

4.2.2 Bioadhésion

Comme vu précédemment (section 1.4.3), le greffage de PNIPAM est connu dans la
littérature pour conférer un effet thermosensible de la bioadhésion cellulaire. Cette bio-
adhésion dépend cependant de plusieurs facteurs tels que la longueur des chaines du
PNIPAM greffé ainsi que la densité de greffage [3]. Les différents échantillons ont donc été
comparés. Pour ce faire, des cellules hPNE sont déposées sur les biomatériaux (50 000 cel-
lules par puits). La bioadhésion est un processus qui se déroule des les toutes premieres
heures apres I'ensemencement des cellules [8]. Afin de s’affranchir des phénomenes de
prolifération et de ne mesurer que la bioadhésion, la culture n’est maintenue que pen-
dant 8 H. Au bout de ce temps, le milieu est aspiré et les cellules non adhérentes aux
matériaux sont éliminées par 2 rincages au PBS. L'expérience est réalisée a deux tempé-
ratures, au-dessous (27 °C) et au-dessus (37 °C) de la LCST du PNIPAM. Les surfaces sont
alors observées au microscope a fluorescence (figure 4.3). Il semble alors que les surfaces
PEC-Ref (sans greffage de PNIPAM) soient plus bioadhésives a 27 °C qu’a 37 °C. En plus
du nombre de cellules plus faible a 37 °C, ces derniéres tendent a se regrouper sous forme
de cluster, ce qui souligne le manque d’affinité de ces cellules envers leur substrat (figure
4.3, a et b). Ce résultat est surprenant si ’on considere que le milieu a 37 °C est plus favo-
rable au bien-étre cellulaire. Il est d’ailleurs a noter que des cultures a 27 °C, sur des temps
plus longs (plusieurs jours), ont donné lieu a une mortalité tres élevée des cellules : cette
température n’est ainsi pas propice a la survie cellulaire. Dans tous les cas, le greffage de
PNIPAM, quelle que soit la stratégie employée, tend a limiter I’adhésion cellulaire a basse
température (figure 4.3, c-j). Dans un méme temps, il semble que dans certains cas, no-
tamment pour PEC-5K et PEC-20K, le nombre de cellules a 37 °C est plus important qu’a
27 °C, avec un étalement cellulaire qui tend a soutenir la bonne affinité des cellules en-
vers les biomatériaux (figure 4.3, d et h). Lobservation morphologique des cellules reste
cependant limitée du fait de la diffusion lumineuse au travers des échantillons polymé-
riques qui limite la netteté d’'image, la source d’excitation se situant sous les échantillons.
De plus, les échantillons présentent des inhomogénéités importantes de la répartition des
cellules sur leurs surfaces. Il s’agit alors de quantifier, sur plusieurs champs, le nombre de

cellules moyen par unité de surface afin de vérifier les premieéres observations.
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PEC-Ref

PEC-5K

PEC-EDA-5K

)
)
h) A,

04
"

PEC-20K

PEC-EDA-20K

FIGURE 4.3 — Microscopie a fluorescence des surfaces, a 27 °C et 37°C, de (a et b, contréle) PEC-
Ref, (c et d) PEC-5K, (e et f) PEC-EDA-5K, (g et h) PEC-20K et (i et j) PEC-EDA-20K, aprés culture
pendant 8 H et rincage. Les images sont représentatives mais ne rendent pas compte de I'inhomo-
généité de la répartition des cellules en surface.
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La figure 4.4 présente le résultat de la quantification, a partir de micrographies a fluo-
rescence (6 par échantillon et par expérience), du nombre de cellules présentes sur les
surfaces lors de trois expériences distinctes. Tout d’abord, les observations directes d’images
semblent se confirmer, avec un plus grand nombre de cellules adhéré sur PEC-Refa 27 °C
qu’'a 37 °C, et ce lors des trois expériences (figure 4.4, a-c). Le nombre de cellules pré-
sentes apres rincage a 27 °C diminue aussi drastiquement lorsque du PNIPAM est greffé
sur la surface, notamment pour les expériences 1 et 2. Toujours pour les expériences 1
et 2, le nombre de cellules adhéré a 37 °C sur les PECs modifiés (PEC-5K, PEC-EDA-5K
et PEC-20K) reste inférieur ou proche du nombre de cellules présentes sur les surfaces

PEC-Ref a 27 °C. Cette derniere observation n’est cependant pas reproductible sur toutes
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FIGURE 4.4 — (a, b et c) Quantification en nombre de cellules par unité de surface a deux tem-
pératures : I'expérience est répétée 3 fois. (d) Thermosensibilité moyenne des trois expériences,
entre 27 °C et 37 °C, du nombre de cellules hPNE apreés 8 H de culture, calculée via la formule 4.1.
PEC-Ref est utilisé comme controle.
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les expériences puisque I'expérience 3 révele 'inverse. La thermosensibilité, c’est a dire le
gain, en pourcentage, entre le nombre de cellules, Q, a 27 °C et 37 °C a alors été calculée

selon I’équation :

Thermosensibilité T (%) = w x 100 4.1)

Q(27)

La thermosensibilité négative pour PEC-Ref se situe autour de -64 % et traduit une
perte de prés de deux tiers des cellules présentes sur la surface entre 37 °C et 27 °C. Il est
délicat d’apporter une hypothese a ce phénomene, mais il est possible qu'une tempéra-
ture basse ralentisse les cinétiques de formation de clusters (amas cellulaires), plus aptes
a étre éjectés de la surface lors des phases de lavage. Pour 3 des 4 PECs modifiés (PEC-5K,
PEC-EDA-5K et PEC-20K), l'effet thermosensible s’inverse et devient positif, atteignant
pas loin de 840 % pour PEC-EDA-5K, soit une multiplication par environ 9,5 du nombre
de cellules a 37 °C, comparé a 27 °C. PEC-EDA-20K présente un gain thermosensible d’en-
viron 160 %, mais I’écart-type statistique important rend difficile sa quantification. Il faut
d’ailleurs prendre en compte la variabilité de I'expérience. En premier lieu, I’élaboration
des biomatériaux, multi étape, implique une variabilité probablement importante entre
les différents biomatériaux. Ensuite, la culture d’organismes vivants peut entrainer des
problemes de reproductibilité. Enfin, la méthode de quantification reste un point qui in-
clut une part d’erreur a la fois liée aux champs considérés, bien qu’aléatoires, mais aussi
au comptage a partir des images. En effet, le comptage est réalisé par traitement d’'image.
Le traitement automatisé des images permet de systématiser la procédure et de s’affran-
chir d’écarts éventuels entre le traitement de deux images mais il s’avere que, en 'état,
la discrimination entre deux cellules accolées est délicate et le nombre de cellules comp-
tées, dans le cas de surfaces chargées, peut parfois étre ainsi sous-estimé. Il n'en demeure
pas moins que la répétabilité de I'effet thermosensible ainsi que le controle des résultats
de comptages obtenus en tenant en compte de l’observation microscope confirment un
effet thermosensible favorable pour les échantillons PEC-5K, PEC-EDA-5K et PEC-20K.
Enfin, il semble que si 'on compare PEC-5K et PEC-EDA-5K, I'augmentation supposée
de la quantité de PNIPAM greffé via I'utilisation de I'EDA tend a augmenter !'effet ther-
mosensible, bien que la différence statistique ne soit pas nette. En revanche, 'augmen-
tation de la taille (PEC-20K) peut limiter cet effet, comme attendu au vu de la littérature
[2, 3]. Pour PEC-EDA-20K, la combinaison d’une taille plus élevée et d'une densité de gref-
fage plus importante diminue encore la thermosensibilité observée, voire la supprime.
Dans un premier temps, il faut prendre en considération le greffage peut-étre moins ef-
ficace du PNIPAM pour PEC-EDA-20K, observé par XPS lors du chapitre précédent qui
peut donner lieu a des états de surfaces plus variables. Dans le cas ou du PNIPAM serait
bien présent en surface, la taille importante ainsi que le taux de greffage élevé pourraient
toutefois conduire a une géne stérique de la pénétration protéique nécessaire a 'adhé-

sion cellulaire dans la couche de PNIPAM greffée. Afin d’aller plus loin, l'interaction des
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échantillons présentant un comportement thermosensible, a savoir PEC-5K, PEC-EDA-
5K et PEC-20K, avec des surfaces modeles a été étudiée avant de s’intéresser a I’adhésion

tissulaire.

4.3 Versl’adhésion de surface

4.3.1 Adhésion physique

Avant d’étudier les comportements d’interaction avec des tissus biologiques, il est in-
téressant d’étudier les interactions avec des surfaces modeles dont la nature et les carac-
téristiques sont connues, telles que le polyméthacrylate de méthyle (PMMA), le titane et
le polytétrafluoroéthyléne (Téflon).

Avant tout, I'hydrophilicité des biomatériaux préparés a été étudiée. La figure 4.5 re-
présente I'angle de contact d'une goutte d’eau statique mesurée, a 25 °C, sur les PECs
ayant subi différents traitements de surface en comparaison avec le PEC non modifié
(PEC-Ref). 3 échantillons ont été analysés pour chaque type de biomatériau, avec 3 me-
sures par échantillon. Les matériaux étant absorbants, les mesures sont effectuées apres
le méme laps de temps (500 ms) a partir de la dépose de la goutte. Pour rappel, la limite
entre caractere hydrophile et hydrophobe se situe a 90 °C.

Le PEC-Ref présente un angle de contact de 51,2 ° + 6,1 et est donc relativement hy-
drophile. La modification de surface diminue cependant I'’hydrophilie de surface, avec
des angles mesurés oscillants entre 65,3 ° + 8,1 (PEC-20K) et 74,7 ° + 10,1 (PEC-EDA-20K),
sans qu’il y ait de différence statistique significative entre les différents échantillons. La

nature méme des PECs en fait des biomatériaux riches en charges électriques, avec un al-
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FIGURE 4.5 — Angle de contact, a 25 °C, d'une goutte d’eau sur les PECs avant (PEC-Ref) et apres
modification (PEC-5K, PEC-EDA-5, PEC-20K et PEC-EDA-20K).
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ginate anionique et un chitosane cationique. Le recouvrement de ces polysaccharides par
une couche de PNIPAM greffée diminue la densité de charge et peut expliquer la diminu-
tion de 'hydrophilie. Langle mesuré pour PEC-EDA-20K est similaire aux autres échan-
tillons greffés, ce qui relativise les résultats d’XPS présentés dans le chapitre précédent,
qui laissaient sous-entendre que le greffage de cet échantillon était peut-étre inefficace.
LXPS est en effet une mesure d’extréme surface tres sensible aux pollutions de surface et

un doute peut subsister quant a I'état réel de la surface des matériaux analysés.

Dans la littérature, les angles de contact mesurés sur les surfaces greffées de PNIPAM
varient fortement en fonction du substrat, mais ’ordre de grandeur des angles mesurés ici
semble cohérent [9, 10]. La longueur des chaines de PNIPAM ainsi que la densité de gref-
fage peuvent aussi avoir un impact sur les mesures d’angles, ce qui ne semble pas étre le
casici. Les variations généralement observées restent cependant faibles pour ces gammes
de poids moléculaires du PNIPAM, avec des variations de quelques degrés seulement [2].
La rugosité importante ainsi que le caractere absorbant de la surface des biomatériaux
ici développés ne permet pas de s’affranchir d'une amplitude de mesure de I'ordre d'une
dizaine a une vingtaine de degrés, ce qui rend difficile 'observation de variations subtiles.
De plus, I'effet thermosensible n’a pas pu étre observé, du fait de la difficulté de réaliser
la mesure a température controlée. En effet, les gouttes utilisées pour ce type de mesure
possedent une inertie thermique proche de zéro du fait de leurs faibles volumes (1 pL).
L utilisation de la technique de la bulle captive, qui peut permettre de pallier ce probléme,
est quant a elle rendue difficile sur des biomatériaux polymeres (gonflement, maintien en
place) et cette technique n’a pour le moment pas pu étre utilisée de maniere fiable sur les
PECs ici présentés. Au-dela de la possibilité de réaliser des mesures fiables, la variation
de I'angle de contact attendue, au vu de la littérature, ne serait que de quelques degrés
et la différenciation entre les deux températures serait certainement délicate, au vu des
erreurs de mesures liées aux problemes mentionnés ci-avant [2, 9, 10]. Laugmentation de
I'hydrophobicité de surface au-dela de la LCST du PNIPAM n’a donc pas pu étre observée
et, bien qu'information importante, ne pourra donc que rester a I'état d’hypothese pour

les analyses suivantes.

Des études d’adhérence entre les différentes surfaces développées et des surfaces mo-
deles ont été réalisées. Lhydrophilie de trois matériaux, a savoir du polyméthacrylate de
méthyle (PMMA), du titane (Ti) et du polytétrafluoroéthylene (Téflon, aussi appelé PTFE)
a tout d’abord été estimée par mesure d’angle de contact (figure 4.6, a). Avec un angle
de goutte d’eau autour de 70,5 °, la surface du PMMA est la plus hydrophile. Les gouttes
déposées sur la surface de titane (Ti) montrent des angles autour de 85,9 °, la surface est
donc intermédiaire, tandis que le Téflon est hydrophobe avec des angles autour de 105,1
°. Il apparait alors que ces trois types de matériaux offrent des surfaces modeles variées
en termes d’hydrophilicité, avec un gradient hydrophile décroissant PMMA > Ti > Téflon.
Lobservation au MEB des surfaces montre quant a elle des rugosités différentes pour les

trois matériaux qui suivent ’ordre croissant PMMA < Téflon < Ti (figure 4.6, b). La rugosité
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FIGURE 4.6 — Caractérisation des surfaces modeles avec (a) I'angle de goutte d’eau sur les diffé-
rentes surfaces modéles, a 25 °C, et (b) les micrographies MEB des surfaces associées.

doit étre prise en compte puisqu’'une rugosité importante risque d’augmenter l'interface
entre les biomatériaux et les surfaces modeles.

L'adhérence entre les surfaces modeles et les PECs a alors été mesurée en milieu aqueux,
a25°Cet40°C (figure 4.7). Rappelons que la LCST du PNIPAM se situe aux alentours de 32
°C [11]. Afin de mesurer 'adhérence, les PECs et les surfaces modeles sont mis en contact
pendant 5 minutes, avec une force d’application de 500 g, dans un milieu aqueux ther-
morégulé. Les biomatériaux sont ensuite séparés et la force nécessaire a cette séparation,
c’est-a-dire 'adhérence, est mesurée. Notons que 'adhérence entre les surfaces modeles
et les échantillons PEC-EDA-20K, dont I’analyse XPS et les résultats de bioadhésion cellu-
laire sont plus ambigus quant a la présence du PNIPAM en surface, n’a pas été étudiée.

Dans le cas du PMMA, modérément hydrophile (figure 4.7, a), on remarque que si PEC
non modifié (PEC-Ref) ne présente pas de différence d’adhérence entre 25 °C et 40 °C, la
modification de surface par le biais de PNIPAM a 5 000 g/mol semble induire une thermo-
sensibilité avec une plus grande affinité a la température élevée (PEC-5K et PEC-EDA-5K).
Lutilisation de 'EDA tend cependant a diminuer grandement la force d’adhérence, quelle
que soit la température, comparée aux biomatériaux préparés sans EDA. Les PECs greffés
avec du PNIPAM a 20 000 g/mol (PEC-20K) présentent quant a eux des énergies d’adhé-
rence bien plus faibles, sans effet de la température.

Dans le cas du titane (figure 4.7, b), on observe une inversion des tendances, avec une
plus grande adhérence a froid pour PEC-Ref. Cet effet est d’autant plus marqué pour PEC-
5K tandis que les autres échantillons ne présentent que de tres faibles énergies d’adhé-
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FIGURE 4.7 — Mesure de I'adhérence entre des surfaces modeles et les PECs, a 25 °C et 40 °C, sans
et avec modifications de surface.
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rence, inférieures a 2 000 Pa, avec un tres léger effet thermosensible pour PEC-20K. Il en
est de méme pour les surfaces de Téflon (figure 4.7, c), avec des adhérences plus fortes
a 25 °C pour PEC-5K. L'adhérence semble cependant plus importante a 40 °C pour PEC-
20K, bien que les valeurs mesurées soient faibles ce qui rend la différence observée plus
discutable. Enfin, la plus grande thermosensibilité d’adhérence observée entre PEC-5K et
Ti, comparé aux autres surfaces modeles, pourrait étre attribuée a la plus grande rugosité,
et donc interface de contact, des surfaces de titane.

Il est difficile d’établir des tendances tant les résultats paraissent disparates. Il appa-
rait tout de méme que 'augmentation de ’hydrophobicité de la surface modele (PMMA <
Ti < Téflon) semble corréler avec la diminution de ’adhérence, quelle que soit la tem-
pérature et indépendamment des rugosités observées au MEB, des PEC-Ref. Considé-
rant le caractere hydrophile de ces derniers, il semble donc que, de maniere logique, les
interactions type hydrophiles/hydrophiles sont plus favorables que les interactions hy-
drophiles/hydrophobes. De plus, pour les PECs modifiés, les surfaces plus hydrophiles
(PMMA) tendent a favoriser 'adhésion a 40 °C tandis que les surfaces plus hydrophobes
(Ti, Téflon) favorisent les interactions a froid. Le PNIPAM étant censé devenir hydro-
phobe au-dela de 32 °C, cette derniere observation semble contredire le caractere favo-
rable des interactions hydrophiles/hydrophiles (dipoles/dipdles, liaisons hydrogene) ou
hydrophobes/hydrophobes (Van der Waals) et il semble donc que 'augmentation sup-
posée de I'hydrophobie de la surface des PECs rendent plus favorable l'interaction avec
les surfaces hydrophiles (PMMA). Ne disposant pas de données concernant I’angle de
contact des surfaces de PECs a 40 °C, il est difficile d’affirmer ou d’infirmer I’augmen-
tation de '’hydrophobicité de surface liée au passage de la LCST du PNIPAM. Les phé-
nomenes d’interactions peuvent cependant étre plus complexes, avec des phénomenes
d’hydratation de la couche superficielle externe du PNIPAM greffé.

On sait en effet que la transition du PNIPAM est un phénomene complexe, impli-
quant des interactions polymere/eau a basse température avec la formation de liaison
polymere/polymere au passage de la LCST [12]. Ce phénomene est endothermique et né-
cessite de casser les liaisons hydrogene que le PNIPAM forme avec I’eau. On sait en outre
que le PNIPAM est par exemple capable de former des liaisons hydrophobes avec de I'urée
tétraméthylée [13]. Dans ce cas, on observe une diminution de I'’enthalpie de transition.
Linteraction avec l'urée tétraméthylée empéche donc en partie le PNIPAM d’interagir
avec I'’eau. De plus, les anions tendent a déstabiliser, par polarisation, les liaisons hydro-
gene polymere/eau. D’autres auteurs pensent que le PNIPAM, I'eau et les anions présents
forment trois types de liaisons compétitrices, PNIPAM/eau, anion/eau et PNIPAM/anion
[14]. Enfin, on sait que I'utilisation du PNIPAM sous forme de copolymere peut modifier
sa LCST en favorisant par exemple les interactions intramoléculaires [15].

On voit donc que les especes présentes peuvent influer sur le comportement de tran-
sition. On pourrait alors, par exemple, supposer qu'au-dessous de la LCST, le PNIPAM,

via ses fonctions amides, se lie favorablement a son substrat PEC d’alginate/chitosane,
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hydrophile et apte a former des liaisons hydrogene. Le substrat serait donc en compéti-
tion avec |’eau. La surface exhiberait alors une couche externe plus hydrophobe, comme
observé précédemment par angle de contact (figure 4.5). Au passage de la LCST, le PNI-
PAM pourrait alors, comme c’est le cas classique, former des interactions intra et inter-
moléculaires avec lui méme. Externalisant ses groupements hydrophobes, il serait alors
en interaction défavorable a la fois avec le milieu aqueux mais aussi avec son substrat
PEC. Des interactions hydrophiles, favorables avec le PMMA, hydrophobes, favorables
avec le Ti et le Téflon pourraient alors apparaitre. Dans la littérature, il a déja été sup-
posé que, pour des chaines de polymere courtes, le PNIPAM greffé pouvait interagir avec
son substrat [16]. Si ce n’est qu'une hypothese loin de pouvoir étre démontrée, I’augmen-
tation de la taille des chaines de PNIPAM (PEC-20K) ainsi que de la densité de greffage
(PEC-EDA-5K) diminueraient I'interaction des chaines avec leur substrat ainsi que leur
liberté conformationnelle. On retrouverait ainsi pour ces deux échantillons, dans le cas
de contact avec des surfaces plus marquées en termes d’hydrophilicité (PMMA) ou d’hy-
drophobicité (Téflon), un comportement plus classique du PNIPAM, ce qui n'est cepen-
dant observé que dans le cas du Téflon (figure 4.7, c). En contrepartie, au vu d’'une plus
faible liberté conformationnelle du PNIPAM a la surface de ces deux biomatériaux, ses
interactions avec les surfaces modeles ainsi que 'effet de la transition sur ces forces d’in-

teractions apparaissent globalement moins marqués.

4.3.2 Adhésion alorgane : études ex vivo

Un des objectifs de ce projet, qui vise au développement d’'un biomatériau aidant a
la prévention des fistules pancréatiques, est d’obtenir, afin d’en faciliter la pose, une bio-
adhésion thermorégulée a I'organe. Plus précisément, il s’agit de montrer des propriétés
bioadhésives plus importantes au-dessus de la LCST du PNIPAM. Des essais in vivo né-
cessiteraient I'’obtention d’autorisations suivant des études in vitro poussées. Des études
ex vivo peuvent néanmoins permettre d’obtenir une premiere idée du comportement des
biomatériaux envers des tissus biologiques. Des organes porcins, a savoir un foie et un
pancréas, fraichement extraits, ont été utilisés pour mener des tests d’adhérence, de la
méme maniere que lors des essais réalisés sur les surfaces modeles (figure 4.8).

La figure 4.9 présente les mesures d’adhérence entre les différents PECs et deux or-
ganes, a savoir le foie et le pancréas. Concernant le foie, on n'observe pas de différence
entre les essais réalisés a 25 °C et 40 °C pour PEC-Ref avec une adhérence plafonnant au-
tour de 4 000 Pa. PEC-5K, PEC-EDA-5K et PEC-20K montrent quant a eux une différence
nette entre les énergies d’adhésion mesurées aux deux températures, avec des valeurs
plus basses pour les températures élevées. Il semble donc qu'une température au-dessus
de la LCST du PNIPAM défavorise les interactions entre le tissu et la surface du biomaté-
riau.

Les données obtenues sur le pancréas sont plus ambigiies, ce qui démontre I'impor-
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Foie Pancréas
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FIGURE 4.8 — A droite, un foie et, a gauche, un pancréas de porc.
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FIGURE 4.9 — Mesure de 'adhérence, ex vivo, entre des tissus et les PECs, a 25 °C et 40 °C, avant et
apres modification.
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tance de la nature méme de 'organe dans les phénomenes d’adhésions. Le seul échan-
tillon qui semble montrer une thermosensibilité est PEC-5K, avec, une fois de plus, une
forte diminution de la force d’adhérence, passant de 16 200 Pa a 25°C a 6200 Paa 40 °C. Le
temps de contact, de 5 min, est court, mais il a été démontré 'apparition d'une bioadhé-
sion des une minute a température au-dessus de la LCST pour des surfaces de PNIPAM
[17]. Il est donc difficile de définir si I’effet observé est physique ou biologique.

Quoi qu'il en soit, bien que l'effet thermosensible semble favoriser les interactions
d’adhésion a froid, 'adhérence obtenue peut paraitre suffisante si I'on compare a des
études cliniques qui considerent des adhérences de I’ordre de 6 000 Pa comme suffisantes
[18]. On peut aussi noter que des forces d’adhérence du méme ordre de grandeur (25 000
Pa) ont été reportées pour des implants a base de PNIPAM mis au contact d'une rétine
[17]. Finalement, d'un point de vue plus global, la comparaison entre 'adhérence a chaud
et a froid observées ici semble indiquer que, pour les deux organes, 'augmentation de la
quantité de PNIPAM en surface (PEC-5K < PEC-EDA-5K < PEC-20K) tend a évoluer vers

une favorisation des interactions organes/biomatériau au-dessus de la LCST.

4.4 Conclusion

L'étude des propriétés de surface des PECs d’alginate/chitosane greffésPNIPAM a ré-
vélé des caractéristiques intéressantes.

Tout d’abord, aucun effet cytotoxique significatif n’a été observé. PEC-5K, PEC-EDA-
5K et PEC-20K ont cependant montré des bioadhésions thermosensibles, avec une aug-
mentation de I'adhésion cellulaire a 37 °C quand dans un méme temps les PECs non mo-
difiés (PEC-Ref) exhibent un comportement inverse.

L'étude de la mouillabilité (angle de contact) a démontré une diminution de I'’hydro-
philie des surfaces, a 25 °C, apres le greffage du PNIPAM, ce qui s’explique par une dimi-
nution de la densité de charges en surface. Malheureusement, I'effet thermosensible sur
I'hydrophilie de surface n’a pas pu étre caractérisé.

Enfin, les études d’adhésion réalisées sur des surfaces modeéles ainsi que sur des or-
ganes ex vivo ont révélé un comportement inattendu. Laugmentation de la température
semble favoriser les interactions de surface des PECs greffés PNIPAM avec les surfaces hy-
drophiles, quand bien méme I'augmentation supposée de 'hydrophobie de ces surfaces
aux températures supérieures a la LCST suggérerait 'inverse. Il en va de méme concer-
nant la bioadhésion envers des tissus de foie et de pancréas, puisque cette derniere di-
minue au passage de la LCST. La bioadhésion dépend de nombreux facteurs, mais il est
possible que I'hydrophilie de surface, qui n’a pas pu étre mesurée au-dessus de 32 °C, soit
plus favorable a la bioadhésion pour les températures inférieures a la LCST.

Il est de plus cohérent de s’interroger sur I'interaction entre les chaines de PNIPAM
greffée et leur substrat PEC. Il s’agit possiblement d'un phénomene clef qui, en influant

sur les groupements externalisés en surface par le PNIPAM, joue un role important dans
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la (bio)adhésion. D’un point de vue fondamental, la comparaison de différents substrats
sur lesquels le méme polymere serait greffé pourrait apporter des informations sur ces
phénomenes d’interaction substrat/PNIPAM. Les PECs a base d’alginate et de chitosane
donnent en effet lieu a des surfaces hautement polaires et des mesures de potentiel zéta
informeraient sur les charges présentes en surface. Il serait alors intéressant de s’inté-
resser a des substrats polymeres plus hydrophobes, ou inversement plus hydrophiles. En
outre, ces interactions sont dépendantes de la taille des chaines greffées. Des études plus
poussées sur 'influence de la taille du PNIPAM pourraient apporter des informations
complémentaires. Si ce type d’étude est relativement complexe a réaliser, la mesure de
I'interaction entre I'extréme surface du matériau et, par exemple, des protéines, via des
techniques d’AFM avancées pourrait permettre d’identifier quels groupements sont réel-
lement externalisés, a Iétat sec, par le PNIPAM. En milieu hydraté, les microbalances a
quartz pourraient permettre d’observer I'adsorption protéique au-dessous et au-dessus
de la LCST du PNIPAM, selon le substrat et la taille des chaines greffées. Des molécules
plus simples, hydrophiles ou hydrophobes pourraient aussi se substituer aux protéines
pour les études d’interaction.

D’un point de vue plus applicatif, il semble que dans le cas des surfaces de PECs gref-
fées, 'augmentation de la quantité de PNIPAM en surface tend a favoriser les interactions
d’adhésion entre les organes étudiés et les biomatériaux au-dessus de la LCST. 1l serait
intéressant d’observer I'adhérence entre ces mémes organes et des surfaces greffées avec
des chaines de PNIPAM de tailles plus importantes. De surcroit, les études de bioadhé-
sion sur organes ont été réalisées ex vivo. Bien qu’'une attention ait été portée au maintien
de l'intégrité des organes utilisés, 'étude du comportement des biomatériaux dans des

conditions in vivo pourrait donner lieu a des résultats bien différents.
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5.1 Introduction

Ce chapitre est structuré en matériel et méthode se référant aux différents chapitres
précédents. Les élaborations sont séparées des caractérisations et suivent chacune I’ordre
d’apparition des discussions des chapitres précédents auxquelles elles se réferent.

Chaque chapitre porte en effet sur des aspects différents, et les protocoles d’élabora-
tion ont évolué tout au long de ces travaux. La séparation en chapitres devrait permettre

une plus grande clarté quant aux protocoles utilisés.

5.2 Chapitre 2

5.2.1 Matériel

Lalginate de sodium (# 058K0126), le chitosane («medium molecular weight», # STBF3507V),
le chlorure de calcium, le diméthylsulfoxyde (DMSO), le tampon phosphate (PBS) et]’acide
acétique ont été fournis par Sigma-Aldrich et utilisés tels quels. L'éosine disodique a été
fournie par DistriBS, le dihydrogenophosphate de sodium par Prolabo, '’hydrogénophosphate
disodique, '’hydroxyde de soude (NaOH), la solution ammoniacale (NH-40H), le tris-
(hydroxyméthyl)aminoéthane (TRIS) et le sel de tris(hydroxyméthyl)aminométhane hydro-
chlorique (TRIS,HCI) par Fischer, I'acide hydrochlorique (HCI) et la pancréatine porcine

(PP) par Acros organics. Toutes les expériences ont été réalisées dans ’eau déminéralisée.

5.2.2 Gels et films d’alginate ou de chitosane
5.2.2.1 Alginate

Une solution aqueuse a 1,5 % m/m d’alginate de sodium est agitée pendant une nuit
al’aide d'un agitateur mécanique a 500 tpm jusqu’a solubilisation du polysaccharide.

Pour I'obtention d'un film, 50 g de la solution d’alginate sont versés dans une boite de
Pétri en verre puis séchée a I'étuve (50 °C) pendant une nuit. Si mentionné, les films sont
réticulés dans une solution de CaCl, (1 % m/v, 20 mL) pendant 1H30 avant d’étre séchés
une deuxieme fois a I’étuve (50 °C). Enfin, les films obtenus sont décollés de leurs boites
de Pétri.

5.2.2.2 Chitosane

Une solution aqueuse contenant 0,34 % v/v d’acide acétique et 1,5 % de chitosane est
agitée pendant une nuit a 'aide d'un agitateur mécanique a 500 tpm jusqu’a solubilisa-

tion du polysaccharide.
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Pour I'obtention d'un film, 30 g de la solution d’alginate sont versés dans une boite de
Pétri en verre et séchée a I'étuve (50 °C) pendant une nuit. Les films obtenus sont alors

décollés de leurs boites de Pétri.

5.2.3 Elaboration des PECs

Une solution contenant 0,34 % v/v d’acétique et 1,5 % de chitosane, et une solution de
1,5 % m/m d’alginate de sodium sont préparées comme décrit précédemment. Les deux
solutions sont ensuite mélangées selon un ratio massique de 63/37 alginate/chitosane
(respectivement 50 g et 30 g) puis homogénéisées a 'aide d'un agitateur Ultra-Turax (11
000 tpm) pendant 10 min afin de former un PEC. Le mélange est alors versé dans une
boite de Pétri en verre.

Pour 'obtention des films destinés a I’étude de I'impact du séchage, les PECs sont
alors partiellement séchés al’étuve (50 °C) pendant la nuit. Un traitement a base de CaCl,
(1 % m/v, 20 mL) est ensuite réalisé pendant 3 heures afin de réticuler les PECs. Enfin,
les PECs sont rincés abondamment avec de 'eau déminéralisée afin d’évacuer I'exces de
CaCl,. Trois différents séchages ont ensuite été testés.

Pour les autres études, les PECs sont séchés totalement lors du premier séchage a

I'étuve. Le traitement CaCl, est quant a lui réalisé pendant 1H30.

5.2.4 Séchage
5.2.4.1 Séchage par évaporation - Xero

Les PECs réticulés sont placés dans une étuve a 50 °C toute la nuit, jusqu’a ce que la

masse soit constante. Des films plats, semi-transparents, sont obtenus et notés Xero.

5.2.4.2 Lyophilisation - Lyoph

Les PECs réticulés sont congelés dans de I’azote liquide puis laissés 2 jours sous pres-
sion réduite (4,10~* mbar) dans un lyophilisateur Heto CT 60e. Une mousse blanche et

expansée est obtenue et notée Lyoph.

5.2.4.3 Séchage par CO, supercritique - SCC-Mat

Le CO, n’étant pas miscible avec I'eau, I'’eau contenue dans I’hydrogel est remplacée
par de I'éthanol via des bains successifs (10 min) de 10, 30, 50, 70 et 100 % (v/v) de mé-
langes éthanol/eau, puis les PECs sont placés deux fois dans un bain d’éthanol absolu
(100 %) [1]. Le passage par des bains successifs permet d’éviter I’écrasement des gels lié
a un changement trop brutal de milieu. Les alcogels obtenus sont ensuite placés dans un
sécheur a CO, supercritique (Polarion 3100). La cuve est remplie par du CO», le systéme

est purgé. L'opération est répétée au moins 3 fois et jusqu’a ce que 'on ne détecte plus
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d’éthanol en sortie de purge, puis la cuve est partiellement remplie de sorte que 1'échan-
tillon soit immergé. La température est fixée a 45 °C (pression = 100 bars) afin d’atteindre
des conditions supercritiques. Les échantillons sont laissés 20 min avant de dépressuri-
ser (environ 1 bar/min). Les échantillons obtenus sont blancs, légerement mous et notés
SCC-Mat.

5.2.5 Caractérisations
5.2.5.1 Détermination des masses molaires

a) Viscosimétrie capillaire
La détermination de la masse molaire viscosimétrique (Mv) par viscosimétrie capillaire

est effectuée sur viscosimetre Cannon-fenske n° 75 W170 avec une constante de 0,008
mm?/s? et dont le diametre interne du capillaire est de 0,54 mm.

Pour 'alginate, le solvant est une solution aqueuse NaCl 0,1 M, avec des concentra-
tions en alginate de 0,01, 0,02,0,03,0,4 et 0,05 g.dL_l.

Pour ce faire, le viscosimetre est rempli avec la solution a analyser grace a une poire
d’aspiration. Le viscosimetre est placé verticalement dans un bain thermostaté a 25 °C
pendant 15 minutes, puis le temps d’écoulement du fluide entre un point A et un point B

est mesuré.

b) Etudes rhéologiques
La détermination de la masse molaire viscosimétrique (Mv) par rhéologie (Anton Paar,

MCR 302) rotation (accélération logarithmique sur 88 s) de 10 2 100 s~! sur un céne/plan
(cone : diametre 50 mm, angle 2°). Les mesures sont réalisées a température ambiante.

Pour I'alginate, les conditions sont les mémes que pour les mesures de viscosimétrie
capillaire, a savoir que le solvant est une solution aqueuse NaCl 0,1 M, avec des concen-
trations en alginate allant de 0,01, 0,02,0,03,0,4 et 0,05 g.dL_l.

Pour le chitosane, le solvant est une solution aqueuse a 0,1 M AcOOH et 0,2 M Na(l,

avec les mémes concentrations que pour 'alginate.

5.2.5.2 Résonnance magnétique nucléaire : ratio M/G et DA

a) Alginate:ratio M/G

Pour la détermination du ratio M/G, les spectres RMN 1H liquide de I'alginate dissous
dans CDClI;5 sont enregistrés via un spectrometre Advance DMX 500 MHz (Bruker Biospin
Gmbh, Allemagne) équipé d’'une sonde liquide (BBI 500 MHz).

b) Chitosane : degré d’acétylation (DA)
Pour la détermination du DA, les spectres RMN 13C CP MAS (solide) ont été enregis-

trés sur un spectrometre BRUKER Avance III 400 (9,4 T). La référence des déplacements
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chimiques est le tétraméthylsilane (TMS). Les échantillons ont été placés dans des rotors
en zircone de 4 mm. La vitesse de rotation autour de ’angle magique (MAS) a été ré-
glée a 10 kHz. Les expériences ont été effectuées a la température ambiante de 21°C. Les
spectres ont été obtenus avec une expérience CP quantitative réalisée a ’aide d’un train
de 10 périodes de polarisation croisée d'une durée de 1,1 ms séparées par un temps de

repolarisation 1H de 0,7s [2]. Le temps de recyclage a été fixé a 2s.

5.2.5.3 Spectroscopie infra rouge

Les spectroscopies infrarouges par transformée de Fourrier (FTIR) ont été réalisées
directement sur les matériaux via un module ATR («attenuated total reflectance») sur
un spectrometre Perkin Elmer Frontier, avec une résolution de 4 cm—1 et 32 accumula-
tions. La mesure via un module ATR consiste a placer I’échantillon au contact d'un cristal
(ZnSe). Le rayon infrarouge traverse le cristal et est réfléchi au niveau de 'interface cris-
tal/échantillon. L'absorption infrarouge subie par les ondes évanescentes au niveau du
cristal permet d’obtenir des informations sur la composition chimique de 1'échantillon

localisées en surface (environ 1 pum).

5.2.5.4 Etude de la texture des gels

Les mesures ont été effectuées via un texturometre TA. XTplus équipé d'un capteur de
forces de 5 kg. Le seuil de détection du contact est de 0,1 g. La sensibilité du capteur de
force est de 0,1 g. Toutes les mesures ont été faites a température ambiante. Trois répéti-
tions ont été réalisées pour chaque échantillon.

La sonde utilisée est un cylindre de diametre 3 cm. Les gels, préalablement préparés
selon la méthode décrite plus haut, ont été versés dans des pots cylindriques de volume
140 mL (hauteur = 65 mm, diameétre = 55 mm). L'expérience a consisté a faire pénétrer
la sonde dans le gel a une vitesse fixée de 2 mm/s jusqu’a une distance de pénétration
prédéfinie de 1 cm, puis a extraire la sonde du gel a cette méme vitesse.

La force exercée par le gel sur la sonde lors de la descente et de la remontée est alors

mesurée et convertie en contrainte.

5.2.5.5 Etude du temps de réticulation

L'étude de la texture a été effectuée avec un texturometre TA.XT Plus équipé d'un cap-
teur de forces de 5 kg. Le seuil de détection du contact est de 1,0 g. La sensibilité du cap-
teur de force est de 0,1 g. Toutes les mesures ont été faites a température ambiante. La
sonde utilisée est un cylindre de diametre 10 mm.

Pour cette étude, des solutions d’alginate et de chitosane sont réalisées comme décrit
précédemment. Aprés mélange a 1'Ultra-Turrax (10 min), les PECs sont versés dans des

puits de 21 mm de diametre, avec un volume de PEC par puits de 2 mL. Dans chaque
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puits, 1 mL d’'une solution de CaCl, (1 % m/v) est ajouté délicatement, de sorte que la
solution de réticulation ne se mélange pas aux PECs et reste en surface.

Lexpérience a consisté, a différents temps, a réaliser une compression sur les PECs a
une vitesse fixée de 1 mm/s jusqu’a une distance de pénétration prédéfinie de 2,5 mm,
en ayant préalablement aspiré la solution de CaCl,. Trois mesures ont été réalisées pour
chaque temps, sur des échantillons différents. La force nécessaire a la compression du

matériau par la sonde est alors mesurée.

5.2.5.6 Microscopie électronique a balayage

La microscopie électronique a balayage (MEB) a été réalisée avec un FEG-FEI Quanta
250 opérant a 5 kV. Avant les observations, les échantillons sont recouverts de 10 nm de
platine.

Les analyses dispersives en énergie des rayons X (EDX) ont été réalisées a 30 kV a des

magnifications x100 et un angle de collecte de 31,09 °.

5.2.5.7 Etudes volumétriques

Dans le but de déterminer la surface spécifique, la méthode Brunauer, Emmet et Tel-
ler (BET) a été utilisée en utilisant un analyseur Micrometrics Tristar II. Les échantillons
sont dégazés in situ a 353 K pendant une nuit avant d’étre analysés. Pour ce faire, la pres-
sion d’azote est augmentée (adsorption) dans la chambre et la quantité d’azote adsorbée
a la surface des échantillons est mesurée par pesée. La chambre est ensuite dépressurisée
pour observer la désorption. Les mesures d’adsorption/désorption d’azote ont été réali-

séesa 77 K.

5.2.5.8 Analyse dynamique mécanique (AMD)

L'analyse dynamique mécanique (AMD) permet d’évaluer le module de conservation
(E’) et de perte (E”) d'un matériau. L'appareil utilisé est un Tritec 2000 DMA (Bohlin Ins-
trument). Pour la mesure, les échantillons (15 x5 mm) sont placés sur un module permet-
tant d’appliquer une déformation (flexion) sinusoidale. Les modules sont mesurés pour

des fréquences de déformation allant de 1,0 a 10,0 Hz.

5.2.5.9 Gonflement

Les études de gonflement ont été réalisées a température ambiante dans différents
solvants : H,O, tampon PBS et TRIS. Le tampon PBS est réalisé en dissolvant une tablette
de PBS dans 200 mL d’eau, conduisant a un pH 7,4, une concentration en phosphates
HgPOi‘/HPOZ de 0,01 M et une concentration en sodium [Na] = 137 mM. Les tampons
TRIS ont été préparés en ajustant le pH d’une solution de TRIS, HCI a 0,01 M soit par
de la soude NaOH, référencés comme «tampon TRIS/NaOH» (pH 7,4, [Na] = 7 mM) soit
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par I'ajout de la forme basique de TRIS (0,01 M), référencés comme «TRIS» (pH 7,4). Les
échantillons sont placés dans le milieu adéquat, puis le pourcentage de gonflement en

masse (ou volume), apres 24 H, est calculé selon I’équation :

_ m¢(Vy) —m;(V;)
m;(V;)

, ou Sy, représente le gonflement en pourcentage, m¢(Vy) est la masse (ou le volume)

Sw x 100 (%) (5.1)

finale de I’échantillon et m; (V;) sa masse (ou volume) initiale.

5.2.5.10 Evaluation en milieu enzymatique

Dans le but d’étudier le comportement des matériaux dans un milieu enzymatique, le
gonflement et la dégradation ont été étudiés a 37 °C dans un milieu pancréatique simulé
contenant 3,5 g.L.”! de pancréatine porcine (PP) dans un tampon phosphate (Na;HPO,
et NaH,POy, 0,2 M) a pH 8 [3]. Les mesures de gonflement ont été effectuées selon le pro-
tocole décrit plus haut. Afin de s’assurer du maintien de |'activité enzymatique tout au
long de I'expérience, celle-ci a tout d’abord été évaluée suivant le protocole du Phadebas
Amylase Kit test. Brievement, des solutions de PP ont été traitées avec des tablettes Pha-
debas Amylase a 37 °C pendant 15 minutes puis par de la soude a 0,5 M. Les solutions ont
ensuite été centrifugées (1 500 g). Le surnageant a été prélevé et centrifugé une seconde
fois. Le surnageant a alors été analysé par spectroscopie UV-visible sur un spectrometre
SHIMADZU UV-1800 (620 nm). L'activité enzymatique a alors été calculée a partir de I'ab-
sorbance mesurée A suivant la formule :

Activité (U/T) =60 >898+ 1/70,8436+13,9082xIn(A) (5.2)

A t=0, 'activité enzymatique d’une solution a 8 mg/L a été mesurée a 953 unités par
litre (U/L). Les résultats ont montré que, apres 2 jours, les enzymes étaient toujours ac-
tives avec une activité calculée de 80 % =+ 10, comparé a t=0. Pour les études de dégrada-
tion, le milieu a donc été remplacé tous les deux jours dans le but de maintenir I'activité
enzymatique et 'expérience a été conduite pendant 14 jours. Un échantillon controle de
type xérogel (Xero) a été placé dans le tampon phosphate pH 8, sans enzymes. Au bout de
14 jours, les échantillons sont séchés a I’étuve (50 °C) puis pesés. La dégradation est alors
calculée selon la formule :
meg—m

D= L %100 (%) (5.3)

mi
ou D estle pourcentage de dégradation de I’échantillon, m; sa masse finale et m; sa masse

initiale.
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5.2.5.11 Etude dela cinétique de libération

a) Vérification des conditions Sink

Pour I’évaluation des cinétiques de libération, les conditions Sink ont été vérifiées. Ces
conditions définissent que, dans le cas ou la totalité de la molécule étudiée serait libérée,
la concentration finale du milieu de libération ne devrait pas dépasser 30 % de la solubilité
critique de cette molécule. Ces conditions permettent de s’assurer que, quelle que soit
la quantité libérée, cette libération s’effectue en milieu suffisamment dilué pour que la
cinétique ne soit pas affectée par la concentration de la molécule déja libérée dans le
milieu.

Pour les études menées ici, la solubilité de I'éosine a été observée comme étant supé-
rieure a 5 g/L dans le milieu d’étude (PBS). Avant la libération, la quantité d’éosine incor-
porée par échantillon est inférieure a 3 mg. Le volume du milieu de libération a été fixé a
5 mL. Ainsi, la concentration maximale dans le milieu, en considérant que la totalité de
’éosine incorporée est libérée, atteindrait 0,6 g/L. Cette concentration est bien inférieure

a 3 fois la solubilité critique, supérieure a 5 g/L: les conditions Sink sont vérifiées.

b) Cinétique de libération

Les études de cinétique de libération ont été réalisées dans un tampon phosphate (PBS,
pH 7,4, 0,01 M). Les échantillons (10 x 10 mm) ont d’abord été placés dans 10 mL de tam-
pon contenant 0,5 g.L~! d’éosine pendant 12 H. Aprés I'imprégnation, la masse de chaque
solution éosine/PBS est mesurée afin de déterminer le volume restant (densité considérée
comme 1). La concentration en éosine est déterminée par spectroscopie UV-visible (SHI-
MADZU UV-1800) a 517 nm grace a la courbe d’étalonnage présentée figure 5.1. L'éosine
restante est alors comparée a la quantité initiale afin de déterminer la quantité incorporée
mM;pcorporée dans les matrices PECs. De plus, apres I'imprégnation, les échantillons sont
placés directement dans des puits contenant 5 mL d’une solution PBS, exempte d’éosine.
Les solutions sont légérement agitées via une plaque d’agitation rotative et des aliquots
(2 mL) sont prélevés régulierement pendant 3 jours. Le volume est maintenu constant
en remplacant les aliquots par un volume équivalent de solution PBS. Chaque aliquot
est analysé par spectroscopie visible (517 nm), et la quantité cumulée d’éosine libérée
est calculée par la formule My e1arguse = > Maliquots» OU Majiquors correspond a la masse
d’éosine prélevée par aliquot. Le pourcentage de libération est alors déterminé comme le

ratio :

, Myelarguée X 100
Pourcentage relarguée = g (5.4)
Mincorporée

Afin d’étudier le systeme, le modele de Korsmeyer-Peppas a ensuite été appliqué aux

courbes de libération obtenues, selon I'’équation :
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Myelarguée _x" (5.5)
Mincorporée
, ou K est la constante de libération, et n I'exposant de libération [4, 5]. Lapplication

du modele a été réalisée en utilisant une régression linéaire sur la courbe de libération

log/log.
| | | | | |
12 A=0,1204 C +0,0273 +* L
2 7
R =0,9995
1.0 - /+/ —
[0]
o | 7 |
g 0.8 P
é 0.6 - ) _ ¥ -
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FIGURE 5.1 — Courbe d’étalonnage de 'absorbance (A =517 nm) réalisée pour la détermination de
la concentration d’éosine dans PBS.

5.2.5.12 Microscopie de force atomique (AFM)

La micrographie a force atomique (AFM) a été réalisée sur un Bruker Dimension 3100
avec un controleur de type Illa. La pointe utilisée est de type NSC16. La taille de balayage

est de 30 um, avec une fréquence de balayage de 0,4 Hz.

5.2.5.13 Spectroscopie XPS

La spectrométrie photoélectronique X (XPS) a été réalisée sur un spectrometre ES-
CALAB 250 de Thermo Electron. La source d’excitation est monochromatique, raie Al Ka
(1486,6 eV). Les surfaces analysées ont un diametre de 400 pm. La charge est compensée
par un faisceau d’électrons (-2 eV).

Pour le stockage avant analyse, les échantillons sont gardés dans des contenants en
verre, propres, et idéalement maintenus sous vide pour éviter toute pollution des sur-

faces.

5.2.5.14 Etude del'influence du pH

Pour étudier I'effet du pH sur les films d’alginate, de chitosane et de PEC, avec et sans
réticulation (CaCly 2 1 % m/v, 1 h 30), ces derniers (20 x 20 mm) sont placés dans diverses

solutions (V = 50 mL), pendant différents temps. Les différentes solutions utilisées sont
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présentées tableau 5.1. Apres traitement, les matériaux sont séchés a I'étuve (50 °C) puis
analysés par ATR-FTIR.

TABLEAU 5.1 — Solutions utilisées pour I'étude de l'influence du pH sur les films d’alginate, de
chitosane et de PECs.

Solvant Acide/Base pH

Eau HCI 2,5
NaOH 11
DMSO HCl 3

NaOH 12-14
NH,OH >15

Apres traitement, certains échantillons sont placés dans du DMSO simple pendant 3
H puis séchés a I'étuve (50 °C) et analysés par ATR-FTIR, afin d’observer I’évolution du

comportement des fonctions acido-basiques des PECs apres traitement.

5.3 Chapitre 3

Cette section présente les protocoles de réaction généraux. Les quantités exactes uti-

lisées sont disponibles dans le texte du chapitre 3 au niveau des discussions associées.

5.3.1 Matériel

Le N-Isopropylacrylamide (NIPAM), le poly(N-Isopropylacrylamide) (PNIPAM, M, =
5000 g.mol-1), le N-Hydroxysuccinimide (NHS), le N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethyl-
carbodiimide hydrochloride (EDC, HCI), N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide
(EDC), I'’éthylene diamine (EDA), le 1,6 hexane diamine (HDA) le diméthylsulfoxide (DMSO),
le Methyl-2-(dodecylthiocarbonothioylthio)-2-methylpropionate (CTA), le 4,4’-Azobis(4-
cyanovalericacid) (initiateur radicalaire) ainsi que tous les solvants sont fournis par Sigma-
Aldrich. Le NIPAM est purifié avant utilisation. Les autres produits sont utilisés tels que
recus. Pour les couplages NHS/EDC, EDC est utilisé sous forme EDC,HCI pour les sol-
vants aqueux et sous forme EDC pour les solvants organiques. Dans tous les cas, il y est

fait référence par EDC.

5.3.2 Elaboration des films d’alginate

Pour le chapitre 3, les matrices PECs sont réalisées suivant des protocoles similaires

au chapitre 2.
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5.3.3 Elaboration des films PECs

Pour le chapitre 3, les matrices PECs sont réalisées suivant des protocoles proches
de ceux du chapitre 2. Brievement, aprés mélange de 'alginate et du chitosane, les PECs
sont séchés a I'étuve 50 °C (séchage total) avant d’étre réticulés au CaCl, 1 % (m/v) pen-
dant 1H30. Apres lavage a’eau déminéralisée, un deuxieme séchage al’étuve est effectué,

jusqu’a observation d’'une masse stable, afin d’obtenir les films PECs.

5.3.4 Purification du NIPAM

Avant d’étre polymérisé, le NIPAM est purifié par recristallisation. Pour ce faire, en-
viron 10 g de NIPAM sont versés dans 100 mL d’hexane et chauffés a 50 °C, pendant 15
min jusqu’'a dissolution. Le milieu est ensuite refroidi dans un bain d’eau glacée pendant
30 min. Le précipité obtenu est filtré et lavé avec de 'hexane a 0 °C. Le rendement de

purification est d’environ 92 %.

5.3.5 Polymérisation du PNIPAM : RAFT

Pour la polymérisation du PNIPAM, du monomeére purifié (NIPAM) est placé dans un
ballon et solubilisé dans son solvant en présence du CTA. Le montage réactionnel est
fermé via des septa et de 'argon est mis a buller dans la solution via une aiguille pen-
dant 30 minutes afin de dégazer |'oxygene présent dans le solvant. La solution est ensuite
portée a la température désirée. Pendant ce temps, une solution contenant l'initiateur est
préparée. La quantité nécessaire en initiateur est prélevée et injectée dans le milieu réac-
tionnel au travers d'un des septa, par le biais d'une seringue, afin de maintenir le milieu
fermé. Laréaction est alors maintenue pendant 12 H. Des aliquots de 0,5 mL sont prélevés
a la seringue pour les analyses SEC et RMN.

Apres réaction, le polymere est dissous dans EtOH puis précipité dans I’éther, filtré et
lavé al’éther. L'étape est répétée deux fois et permet d’éliminer le monomere, soluble dans
’éther. Ensuite, le filtrat est solubilisé dans un mélange eau/DMSO avant d’étre dialysé
sous agitation magnétique pendant 3 jours dans I'eau, sur une membrane cellulosique
(seuil de rétention de 12 000 g/mol). Leau de dialyse est renouvelée trois fois par jour.
Apres dialyse, le polymere est laissé pour congélation a -5 °C pendant une nuit puis séché

par lyophilisation.

5.3.6 Modification des gels

5.3.7 Gels de chitosane

Des mélanges contenant le PNIPAM-COOH (Mn =5 000 g/mol, 100 mg, 1 eq), NHS (40
pmol, 2 eq) et EDC (80 umol, 4 eq) sont préparés pour activer I'acide carboxylique dans

différents solvants (V = 5 mL). Trois solvants sont utilisés : HO, un tampon et DMSO. Le
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tampon est une solution aqueuse tamponnée par MES (0,01 M) a pH 6. L'activation est
maintenue pendant 3 H sous agitation magnétique.

Dans un méme temps, des mélanges contenant 1,5 % (m/v) chitosane (poudre) sont
préparés (V = 6,6 mL). Trois solvants sont utilisés : H,O acidifiée (0,34 % v/v AcOOH), un
tampon et DMSO. La présence d’acide acétique AcOOH pour le solvant H,O permet la
solubilisation du chitosane. Le tampon est quant a lui un tampon PBS (0,01 M) a pH 7,4.

Apres l'activation du PNIPAM-COOH, les mélanges contenant le chitosane sont ajou-
tés aux solutions contenant PNIPAM-COOH. La réaction est maintenue pendant 12 H
sous agitation magnétique. Les échantillons sont ensuite dialysés dans I'’eau pendant 5
jours sous agitation magnétique sur une membrane cellulosique (seuil de rétention de 12
000 g/mol) pour éliminer le PNIPAM-COOH n’ayant pas réagi. L'eau de dialyse est chan-

gée trois fois par jour. Apres dialyse, les échantillons sont lyophilisés pendant 3 jours.

5.3.8 Gels d’alginate
5.3.8.1 Greffage de la diamine : 1°"¢ étape

De I'alginate (poudre) est mis dans 5 mL de trois solvants différents (H,O, un tampon
et DMSO) contenant NHS (860 umol, 1 eq) et EDC (1 600 umol, 2 eq) pour activer I'acide
carboxylique, de sorte que la concentration en alginate soit de 1,5 % m/v. Le tampon est
une solution aqueuse tamponnée par MES (0,01 M) a pH 6. L'activation est maintenue
pendant 3 H sous agitation magnétique.

Parallelement, la diamine (40 ou 200 eq) est mélangée a 5 mL de solvant (H20, tam-
pon ou DMSO) et ajoutée a la solution d’alginate et la réaction est maintenue pendant
12 H sous agitation magnétique. Dans le cas des tampons, la diamine est mélangée a une
solution tampon PBS (0,01 M, pH 7,4). Les échantillons sont ensuite dialysés dans I’eau
pendant 5 jours sous agitation magnétique sur une membrane (seuil de rétention de 12
000 g/mol) pour éliminer la diamine n’ayant pas réagi. L'eau de dialyse est changée trois
fois par jour. Apres dialyse, les échantillons d’alginate-NH, obtenus sont lyophilisés pen-

dant 3 jours.

5.3.8.2 Greffage du PNIPAM-COOH : 2°™¢ étape

Des mélanges contenant le PNIPAM-COOH (Mn =5 000 g/mol, 150 mg, 1 eq), NHS (90
pumol, 3 eq) et EDC (130 umol, 4 eq) sont préparés pour activer I'acide carboxylique (V=5
mL). Trois solvants sont utilisés : H,O, un tampon et DMSO. Le tampon est une solution
aqueuse tamponnée par MES (0,01 M) a pH 6. L'activation est maintenue pendant 3 H
sous agitation magnétique.

Dans un méme temps, des mélanges contenant 1,5 % (m/v) d’alginate-NH, (issus de
la premiére étape) sont préparés dans différents solvants (V=10 mL) : H,O, un tampon et
DMSO. Le tampon est une solution tamponnée PBS (0,01 M) a pH 7,4.
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Apres|’activation de PNIPAM-COOH, les mélanges contenant I’alginate-NHj; sont ajou-
tés aux solutions contenant PNIPAM-COOH et la réaction est maintenue pendant 12 H
sous agitation magnétique. Les échantillons sont ensuite dialysés dans I'eau pendant 5
jours sur une membrane (seuil de rétention de 12 000 g/mol) pour éliminer le PNIPAM-
COOH n’ayant pas réagi. Leau de dialyse est changée trois fois par jour. Apres dialyse, les

échantillons sont lyophilisés pendant 3 jours.

5.3.9 Modification de surface : alginate

Pour la modification de surface des films d’alginate, ceux-ci sont tout d’abord lavés
2 fois a I’éthanol (50 mL) et 2 fois au DMSO (50 mL), sous légere agitation magnétique
(200 rpm) pendant 10 min. Apres chaque réaction, ils sont de nouveau lavés (DMSO puis

EtOH) selon le méme procédé.

5.3.9.1 Synthese de Alg-CDI-PNI-60°C

Les films d’alginate (300 mg) sont mis dans 40 mL de DMSO anhydre (séché sur tamis
moléculaire) contenant 99,6 mg de CDI (15 mmol/L), a 60 °C. La réaction est maintenue
sous légere agitation magnétique (200 rpm) pendant 1H30, sous argon. Le film est alors
prélevé via une pince métallique puis rincé rapidement avec du DMSO anhydre et placé
dans une deuxiéme solution contenant 40 mL de DMSO anhydre et 440,5 mg de PNIPAM-
NH, (MN =5 500 g/mol, 2 mmol/L), a 60 °C. Apres 12 H sous légére agitation magnétique,
les films sont lavés (EtOH puis DMSO) et séchés a I'étuve (50 °C) avant d’étre analysés par
XPS. Des échantillons sont réalisés dans les mémes conditions a I’exception que le CDI

n’est pas ajouté a la solution d’activation (Alg-PNI-60°C).

5.3.9.2 Synthese de Alg-NHS-PNI-RT

Les films d’alginate (300 mg) sont mis dans 40 mL de DMSO puis 72 mg de NHS (15
mmol/L) et 117 mg de NHS (15 mmol/L) sont ajoutés, a température ambiante. La réac-
tion est maintenue sous légere agitation magnétique (200 rpm) pendant 20 min puis 440
mg de PNIPAM-NH, (5 500 g/mol, 2 mmol/L) sont ajoutés. Aprés 12 H, les films sont lavés
(EtOH puis DMSO) et séchés a I’étuve (50 °C) avant d’étre analysés par XPS. Des échan-
tillons sont réalisés dans les mémes conditions a I’exception que NHS et EDC ne sont pas

ajoutés a la solution d’activation (Alg-PNI-RT).

5.3.10 Modification de surface des PECs: influence d’un traitement acide

sur l'efficacité de greffage

Pour la modification de surface des films a base de PEC présenté section 3.3.3.1, ceux-
ci sont tout d’abord lavés 2 fois a I’éthanol (50 mL) et 2 fois au DMSO (50 mL), sous légere
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agitation magnétique (200 rpm) pendant 10 min. Apres chaque réaction, ils sont de nou-

veau lavés (DMSO puis EtOH) selon le méme procédé.

5.3.10.1 Greffage de la diamine : 1°7¢ étape

Les films PECs sont mis dans un ballon contenant du DMSO puis NHS et EDC sont
ajoutés, a température ambiante, afin d’activer I'acide carboxylique du chitosane. La réac-
tion est maintenue sous légere agitation magnétique (200 rpm) pendant 3 H. La diamine,
EDA ou HDA, est ajoutée. Apres 12 H de réaction, les films sont lavés (EtOH et DMSO).

5.3.10.2 Greffage du PNIPAM-COOH : 2°™¢ étape

Du PNIPAM-COOH est mis a réagir, pendant 3 H, avec NHS et EDC afin d’activer
I'acide carboxylique du PNIPAM, sous légere agitation magnétique (200 rpm). Des films
PECs non modifiés ou greffés par une diamine sont ajoutés a la solution sous légere agi-
tation et la réaction est maintenue pendant 12 H. Les films sont lavés (EtOH et DMSO).

5.3.11 Modification de surface des PECs : adaptation aux études de bio-

adhésion

Pour la derniere série de réactions présentée dans le chapitre 3 (section 3.3.3.2), les
films de PECs sont réalisés suivant des protocoles similaires au chapitre 2, a ceci pres
qu’ils sont élaborés directement sur des lames de verre afin de permettre les études de
bioadhésion in vitro. Brievement, apres mélange et homogénéisation a I'UT de 'alginate
et du chitosane, les PECs (0,2 mL) sont déposés sur des lames de verre (1 cm) puis séchés
a I'étuve (50 °C) pendant 2 H. La réticulation est effectuée au CaCl, (0,5 mL, 1 % m/v)
pendant 30 minutes.

Afin de modifier chimiquement la surface des films PECs, les protocoles utilisés sont
ceux présentés ci-avant. Les réaction sont cependant effectuées sur les PECs, collés aux
lames de verre, déposés dans les puits de culture d'une plaque 24 puits, sous agitation
grace a une plaque d’agitation rotative.

Pour le lavage des surfaces avant et aprés réactions, les volumes de solvant (EtOH et

DMSO, 1 mL) sont adaptés a la contenance des puits de culture.

5.3.12 Caractérisations
5.3.12.1 Microscopie électronique a balayage

La microscopie électronique a balayage (MEB) a été réalisée réalisée dans les mémes

conditions que pour le chapitre 2.
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5.3.12.2 Spectroscopie infra rouge

Les spectroscopies infrarouges par transformée de Fourrier (FTIR) ont été réalisées via

un module ATR (voir protocole expérimental du chapitre 2).

5.3.12.3 Détermination du taux de conversion du NIPAM : RMN

La détermination du taux de conversion du monomere lors de la polymérisation RAFT
du NIPAM est effectuée par RMN liquide via un spectrométre Advance DMX 500 MHz
(Bruker Biospin Gmbh, Allemagne) équipé d’'une sonde liquide (BBI 500 MHz). Pour 'ac-
quisition, les prélevements effectués lors de la polymérisation sont dissous dans le CDCl;.

Le taux de conversion est déterminé en quantifiant la disparition de la double liaison
a 5,5 ppm (figure 5.2, a). Pour ce faire, le ratio entre les aires du signal de la double liaison
I, et du proton en C5 de 'isopropyl I a 4,0 ppm est calculé tel que conv. (%) =1;/I x 100
(figure 5.2, b) [6]. On notera que le signal du proton en C5 n’est pas le méme pour le mo-
nomere et le polymere, mais 'intégration totale des deux contributions reste constante

au fur et a mesure de la polymérisation.

5.3.12.4 Détermination de la masse molaire du PNIPAM : SEC

La chromatographie par exclusion stérique (SEC) permet, par des phénomenes sté-
riques, de séparer des chaines de polymeére en fonction de leur masse molaire. Le principe
consiste a faire passer une solution contenant le polymere a travers une colonne conte-
nant des particules poreuses. Les petites chaines de polymeére suivront la porosité des
particules de la colonne et auront donc un temps de parcours plus long que les grandes
chaines, qui contourneront les particules du fait de la géne stérique. Une fois séparées, les
chaines peuvent étre analysées pour déterminer la masse molaire moyenne en nombre
(Mn), en masse (Mw) ainsi que la polydispersité du polymere.

Afin de limiter les interactions entre la colonne et le polymere, du DMF/LiBr (10 mM,
indice de réfraction de 1,431) est utilisé comme solvant. Avant analyse, les solutions sont
filtrées sur un filtre nylon 10 micron pour éviter la présence de particules pouvant en-
dommager la colonne.

Deux colonnes, 804 et 805 Shadex (colonnes polyvalentes), sont utilisées en série pour
la séparation des chaines de polymere. La détection est assurée par mesure de la variation
de l'indice de réfraction (détecteur Optilab rEX), couplé a une mesure de diffusion de
lumiére (détecteur miniDawn, 690 nm).

Pour déterminer les masses des chaines de polymere, il est classiquement utilisé une
courbe d’étalonnage du temps de rétention des chaines dans la colonne en fonction de
leurs masses. Les échantillons de calibration sont des polymeres présentant des struc-
tures proches de celui a analyser (polymere linéaire par exemple) et sont en outre relati-

vement onéreux.

221 G. CONZATTI - UPS - 2017



Chapitre 5: Matériel et méthodes

alNIPAM |, 340
=2,_| 1320

3=0

HN O 300

G 280

-260

240

Tet2 (2 H) 1220

/\ 200
L S
1, double liaison (1 H) 180 =

11603

(75}
1140 §
11205
5 (1 H) 100

/
H;C
36

4, amine (1 |H

SRS
S

63 6.1 59 57 55 53 51 49 47 45 43 41 39 37
1H/ppm

b) NIPAM + PNIPAM
r170

r150
r130
double liaison [
1 1110
90
I 70

paliER N

monomere 30
polymere

BE 0, o

10

Intensité / u.a.

47 45 43 41 39 37 35

63 6.1 59 57 55 53 51 49
1H/ppm

FIGURE 5.2 - Spectres RMN 1 H (a) du NIPAM et (b) d'un aliquot prélevé lors d'une polymérisation
(mélange de NIPAM et PNIPAM).
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La mesure de I'indice de réfraction, sensible a la concentration, en combinaison avec
la diffusion de lumieére, sensible a la masse des chaines, est une alternative qui permet de
déterminer la «<masse vraie» du polymere, sans utiliser de courbe d’étalonnage. Elle néces-
site cependant de connaitre I'incrément de 'indice de réfraction dn/dc. Pour le PNIPAM,

sa valeur est connue et égale a 0,0731 mL/g dans le DMF [7].

5.3.12.5 Quantification des fonctions carboxyliques du PNIPAM-COOH

Pour la quantification des fonctions carboxyliques (R-COOH) du PNIPAM-COOH syn-
thétisé par RAFT, des solutions de PNIPAM-COOH (0,5 g dans 20 mL H,0O) ont été dosées
par de la soude 0,02 M. Le suivi pH-métrique est assuré par un pH-metre 766 Calimatic

(électrode KCI) calibré avant chaque campagne de mesures.

5.3.12.6 Quantification du greffage du PNIPAM sur les gels par spectroscopie UV-Visible

Les gels greffés sont dissous dans '’eau (1 mg/mL) puis 'absorbance est mesurée sur
un spectrometre SHIMADZU UV-1800 a 470 nm. La mesure est effectuée sur les solutions
a température ambiante (25 °C) puis les gels sont chauffés a 50°C. Une fois chauffés, les

gels ont précipité et une deuxieme mesure est rapidement effectuée.

5.3.12.7 Spectroscopie XPS

La spectrométrie photoélectronique X (XPS) a été réalisée dans les mémes conditions

que pour le chapitre 2.

5.3.12.8 Etude de la cinétique de libération

Pour I'étude des cinétiques de libération, les conditions Sink ont été vérifiées (voir
protocole expérimental du chapitre 2). Brievement, I'incorporation de 1’éosine dans les
échantillons est inférieure a 4 mg, la concentration maximale du milieu de libération (5
mL) est donc de 0,8 g/L et bien inférieure a 3 fois la solubilité critique (supérieure a 5 g/L).

Pour la réalisation des études elles-mémes, le protocole utilisé est proche de celui du
chapitre 2, a ceci pres que la solution utilisée pour I'imprégnation de I'éosine dans les
échantillons (PEC et PEC-5K) est concentrée a 1,5 g.L."!. Les modéles théoriques de libé-
ration n’ont pas été appliqués.

5.4 Chapitre 4

5.4.1 Matériel

Les composés chimiques utilisés sont les mémes qu’aux chapitres précédents. Pour la
culture cellulaire, le mélange M3 :Basel est fourni par Incell, DMEM (4,5 g/L D-Glucose)
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et le sérum de veau feetal par Gibco. LEGF («Epidermal Growth Factor») et la L-Glutamine

ont été fournis par Sigma Aldrich, le tampon PBS par Life technologies.

5.4.2 FElaboration des films PECs modifiés

Pour le chapitre 4, les matrices PECs sont réalisées suivant des protocoles similaires
au chapitre 3, selon les protocoles d’adaptation pour les études in vitro dans le cas des
études de bioadhésion et de mesure d’angle de contact.

Afin de modifier chimiquement la surface des films de PECs, les protocoles utilisés
sont ceux du chapitre 3. Toujours dans le cas des études de bioadhésion et de mesure
d’angle de contact, les protocoles adaptés pour les études in vitro. Les quantités utilisées

sont celles définies en fin de chapitre 3 et sont rappelées tableaux 5.2 et 5.3.

TABLEAU 5.2 — Conditions expérimentales pour le greffage de I'EDA sur les surfaces PECs. L'acidi-
fication se fait dans une solution a pH 2,5 dans I'’eau, pendant 1 H. V = 0,6 mL DMSO, Vgpa = 0,6
mL. Les acides carboxyliques des PECs sont activés 3 H par NHS/EDC avant ajout de I'EDA.

Echantillon Diamine Acidification mpgc CepA CEDC1 CNHSI
(mg) (mol/L)  (mmol/L) (mmol/L)

PEC-EDA EDA Oui 30 7,2 (exces) 200 (2eq) 100 (1eq)

L avant ajout de 'EDA

TABLEAU 5.3 — Conditions expérimentales pour le greffage du PNIPAM-COOH sur les surfaces PECs
aminées (PEC-EDA) ou non. L'acidification se fait dans une solution a pH 2,5 dans I’eau, pendant
1 H. V=1 mL DMSO. Lacide carboxylique du PNIPAM-COOH est activé 3 H par NHS/EDC avant
ajout sur les PECs.

Echantillon Diamine Acidification mpgc Mnpnpam CpNIPAM Cepc CnNHS

(mg) (g/mol) (mmol/L) (mmol/L) (mmol/L)

PEC-5K Sans Oui 30 5 000! 20(leq 50(25eq) 25(12,5eq)
PEC-EDA-5K EDA Oui 30 5 000! 2,0(leq) 50(25eq) 25(12,5eq)
PEC-20K Sans Oui 30 24 0002 2,0(leq) 50(25eq) 25(12,5€q)
PEC-EDA-20K EDA Oui 30 24 0007 2,0(leq) 50(25eq) 25(12,5eq)

1

commercial; 2 synthétique, RAFT PNI-3

5.4.3 Evaluation in-vitro

Les études de in vitro ont été réalisées sur des lignés cellulaires HPNe immortalisées,

transfectées «green fluorescente protein» (GFP) afin de faciliter leur visualisation au mi-

croscope a fluorescence. Le décollage cellulaire est assuré par de la trypsine.
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5.4.3.1 Milieu de culture

Le milieu de culture est composé, pour environ 200 mL, de :
— 50 mL M3 Basef (base de culture, contient entre autres facteurs de croissance)

— 150 mL DMEM a 4,5 g/L D-glucose (base de culture, contient entre autres des vita-

mines et du glucose)
— 3 uL EGF (facteur de croissance épidermique)

— 10 mL sérum de veau feetal (contient des nutriments comme 1’albumine de sérum

bovin)

— 2mL L-Glutamine (acide aminé essentiel mais instable)

5.4.3.2 Cytotoxicité

Les études de cytotoxicité ont été réalisées avec des cellules HPNe. Les échantillons
(5 x 5 mm) sont immergés dans du milieu de culture pendant 20 min avant la mise en
contact avec les cellules, dans le but de relarguer les éventuels agents toxiques adsorbés
en surface. Au bout de 20 minutes, le milieu est alors aspiré et les cellules sont mises au
contact des matériaux avec une quantité de 10 000 cellules par puits (V =1 mL). Des ex-
périences controles, sans matériau, sont réalisées en parallele. Les cultures sont mises a
incuber a 37 °C pendant 4 jours. Les matériaux sont retirés délicatement et les cellules
sont décollées de leurs supports de culture par 'action de 1 mL de trypsine. Un préléve-
ment de 10 pL est ensuite dilué dans une solution isotonique afin de réaliser le comptage
via un compteur Beckman Couter Z1, réglé pour comptabiliser les particules supérieures
a 10 um. L'expérience controle est normalisée a 100 % et le pourcentage de prolifération
des échantillons est calculé comme le ratio entre le nombre de cellules de I'’échantillon
Necn et du controle Ny s tel que % = Nocj, / Neonr X 100. Lexpérience est répétée trois fois

pour chaque type d’échantillon.

5.4.3.3 Bioadhésion : culture cellulaire

Les études de bioadhésion ont été réalisées avec des cellules HPNe. Les échantillons
sont élaborés directement sur des lamelles de verre qui permettent d’obtenir un meilleur
recouvrement du fond des puits de culture. Une fois au fond des puits, ils sont recou-
verts de milieu de culture (1 mL, 20 min) afin de permettre leur gonflement et d’évacuer
les éventuels composés toxiques adsorbés en surface. Le milieu est aspiré et les cellules
HPNe sont délicatement semées sur les PECs (60 000 cellules/puits, 1 mL). Une partie des
cultures est incubée a 37 °C et 'autre a 27 °C. Apres 8 H, le milieu est aspiré, les PECs sont
transvasés dans des puits de culture propres et sont rincés deux fois au PBS pour éliminer

les cellules non adhéré. Dans le cas des cultures effectuées a 37 °C, le PBS de ringage est
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chauffé a 37 °C avant d’étre utilisé pour le lavage. La surface des échantillons est obser-
vée au microscope inversé a fluorescence Zeiss Axio Vert A-1, avec une longueur d’onde
d’excitation de 493 nm (émission a 517 nm). Le nombre de cellules en surface est alors
comptabilisé par traitement d’'image en utilisant une macro de comptage Image]J. L'expé-

rience est répétée trois fois pour chaque type d’échantillon.

5.4.3.4 Bioadhésion: comptage

Pour le comptage des cellules, des traitements d’image via le logiciel Image]J ont été
réalisés. Le traitement d'image s’effectue en plusieurs étapes. Brievement, 'image d’ori-
gine (figure 5.3, 1) est tout d’abord convertie en nuances de gris (2). Le contraste de'image
est exacerbé, avec une valeur seuil, pour transformer le signal en «tout ou rien» (3). Les
éléments de 'image sont alors transformés en masque (4). La fonction «watershed» per-
met de séparer, plus ou moins efficacement, les cellules collées. Ces dernieres sont alors
comptées par le logiciel (5). Il suffit alors de relever le nombre de cellules comptabilisées
pour chaque champ (6 par échantillons). Afin de traiter un grand nombre d’images si-
multanément tout en gardant les mémes parametres pour chaque image, le processus est

automatisé via la création d’une macro.

5.4.4 Propriétés de surface
5.4.4.1 Angle de contact

Les mesures d’angle de contact statiques ont été réalisées sur un GBX digidrop. Pour ce
faire, une goutte (1 L) est formée au bout d'une aiguille présentant un diametre d’environ
800 um. La goutte est déposée sur la surface de I"’échantillon (collé sur lame de verre) et
I'acquisition d'une image est effectuée aprés 500 ms. L'angle entre la goutte et la surface
est mesuré manuellement sur I'image et déterminé comme étant la moyenne des angles

mesurés a gauche et a droite de la goutte.

5.4.4.2 Microscopie électronique a balayage

La microscopie électronique a balayage (MEB) a été réalisée dans les mémes condi-

tions que pour le chapitre 2.

5.4.4.3 Adhésion physique : essais sur surfaces modeles

Pour la mesure de I'adhésion entre les différents PECs et des surfaces modeles, le ma-
tériau a analyser est fixé sur une sonde de diametre 10 mm. Les surfaces modeles sont
quant a elle immergées dans une solution thermorégulée a 25 °C ou 40 °C. Le matériau
est mis au contact de la surface modele pendant 5 minutes, avec une force d’application

de 500 g. Au bout de ce temps, le matériau est séparé de la surface (0,5 mm/s) et la force
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FIGURE 5.3 — Etapes du traitement d'image pour le comptage cellulaire.
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maximum nécessaire a cette séparation est mesurée. La contrainte associée correspond a

I’adhésion.

5.4.4.4 Adhésion ex vivo: essais sur organes

Les mesures d’adhésion entre les différents PECs et les organes sont réalisées de la
méme maniere que pour |’étude sur les surfaces modeles. Pour ce faire, des organes por-
cins (foie et pancréas) sont prélevés le jour méme et conservés dans une solution physio-
logique a 0 °C. Avant la mesure, des prélevements d'une partie externe de |’organe frais
sont excisés et immergés dans une solution physiologique thermorégulée a 25 °C ou 40
°C. Le PEC a analyser est fixé sur une sonde de diametre 10 mm et mis en contact avec la
surface de I'organe prélevé pendant 5 minutes, avec une force d’application de 500 g. Au
bout de ce temps, le matériau est séparé de la surface de I'organe (0,5 mm/s) et la force
maximum nécessaire a cette séparation est mesurée. La contrainte associée correspond a

I’adhésion.
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Lors de ce travail de thése, nous avons identifié les problématiques liées aux fistules
pancréatiques (FPs) pouvant survenir dans le cadre du traitement de tumeurs situées au
niveau du pancréas. Ces fistules donnent lieu a un écoulement intra-péritonéal du liquide
pancréatique, conduisant a des complications pouvant étre lourdes, voir mortelles pour
les patients.

Il a été proposé d’élaborer un biomatériau absorbant afin de limiter la dissémination
de ces fuites. Les différentes études ont mené a I'élaboration d’'une matrice a base d’al-
ginate et de chitosane assemblés sous forme d’'un complexe polyélectrolyte (PEC). Bien
que des architectures poreuses permettent des propriétés d’absorption plus importantes,
I’étude a montré que le milieu extérieur était déterminant. En particulier, 'augmentation
des capacités d’absorption des matrices poreuses en milieu pancréatique simulé ne jus-
tifie pas I’emploi de procédés des séchages plus complexes (Lyoph et SCC). L'évaporation
se présente ainsi comme une technique simple permettant 'obtention d'une matrice aux
capacités absorbantes intéressantes. Dans le cas des FPs, les fuites pancréatiques oscil-
lent entre 50 mL a 200 mL par jour et 90 % sont classiquement exfiltrées par des drains.
Au vu des volumes importants que représentent ces fuites, il ne s’agit pas de substituer
les matrices absorbantes aux drains, mais d’apporter un soutien limitant la diffusion du
liquide dans le milieu péri-pancréatique. Ainsi, en pouvant absorber jusqu’a 8 fois son
poids, un film de 1 g, tel qu’élaboré lors des études présentées ici, peut emmagasiner
jusqu’a 8 mL de sécrétions pancréatiques tout en obstruant la fistule. Cette matrice est
résistante aux enzymes mais se dégrade au cours du temps ce qui permet d’éviter une
intervention chirurgicale consistant a la retirer. De plus, des travaux précédents ont mon-
tré que 'incorporation d'une couche imperméable permettait de limiter la diffusion des
liquides absorbés.

Au-dela de I'aspect absorbant, le deuxiéme point de ces travaux a porté sur la fonc-
tionnalisation de la matrice absorbante. Il s’agissait de s'intéresser aux propriétés de sur-
face pouvant étre conférées a ces matrices afin d’en faciliter 'usage. Le PNIPAM est connu
dans la littérature pour apporter des propriétés bioadhésives thermorégulées aux sur-
faces. Toutefois, seules de rares études rapportent ce type comportement envers des tissus
biologiques, et le transfert de la thermosensibilité de I’adhésion cellulaire, connue, envers
des organes était le défi le plus important de ce projet.

La modification de la surface de la matrice absorbante, c’est-a-dire le greffage du PNI-
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PAM en surface, a donc été la deuxieme étude de ce projet. Lapplication biomédicale
ainsi que I’étendue du projet ont imposé I'utilisation de procédés de synthese simples
et les moins toxiques possible. En outre, ces procédés devaient étre modulables puisque
les propriétés bioadhésives sont dépendantes de la longueur des chaines greffées et de
la densité de greffage. Les PECs étant des systemes complexes, plusieurs études prélimi-
naires ont été menées afin d’arriver au greffage efficace du PNIPAM de différentes tailles,
commercial ou synthétisé par polymérisation RAFT. Finalement, il est apparu que la dis-
ponibilité des fonctions réactives de I’alginate et du chitosane pouvait étre améliorée via
des traitements acides. Différents types d’échantillons, faisant varier longueur de chaine
et densité de greffage, ont pu étre mis au point. Dans la littérature, le greffage du PNIPAM
est généralement effectué sur des surfaces modeles inorganiques, type Si. Le greffage sur
des PECs, dont la surface est moins maitrisée et définie, représentait le premier défi de
projet et a été effectué avec succes. La détermination de la LCST, sur les gels, par des tech-
niques rhéologiques ou spectroscopiques (UV-visible) serait néanmoins une perspective
intéressante pour le projet.

La caractérisation de telles surfaces (organiques, chargées, rugueuses...) était une
difficulté supplémentaire, puisqu'un certain nombre de techniques de caractérisation
n’étaient pas applicables (SPR, Réflectométrie, Ellipsométrie. .. ), notamment lorsqu’il s’agit
d’étudier des couches nanométriques. La rugosité de surface, le caractere absorbant et
la multiplicité des étapes d’élaborations ont de plus donné lieu a des écarts de mesures
parfois importants, comme dans le cas des études d’hydrophilie. Toutefois, les analyses
via XPS, bien que délicates du fait de la pollution éventuelle des surfaces, ont permis de
mettre en évidence le greffage du PNIPAM en surface. Il est de plus a noter que des ré-
actions parasites (aminolyse) peuvent se produire entre les amines du chitosane et les
groupements thio(carbonylthio) du CTA. L'élimination du CTA en fin de polymérisation,
par I'action d'une autre amine primaire, pourrait permettre d’optimiser cette étape de
greffage.

Les études in vitro ont en outre permis d’observer la fonctionnalité thermosensible
des surfaces, avec une bioadhésion cellulaire favorable au-dessus de la LCST du PNI-
PAM. 1l s’agit d’'un résultat important de ce travail de thése : les observations de la lit-
térature concernant les propriétés d’adhésion cellulaires thermorégulées du PNIPAM ont
ainsi été confirmées sur des surfaces a base de biopolymeres. L'étude d’adhésion entre les
PECs greffés et des surfaces modeles (PMMA, Ti, Téflon) a révélé que les interactions PNI-
PAM/matériaux pouvaient étre complexes, notamment, peut-étre, du fait d’interactions
entre les chaines de PNIPAM et leur substrat. Les études réalisées ex vivo ont quant a
elles révélé des interactions plus favorables en dessous de la LCST qu’au-dessus, contrai-
rement a I'objectif initial. Il est difficile d’expliquer ce comportement, mais il semblerait
que 'augmentation de la quantité de PNIPAM en surface tende a inverser le phénomeéne.
Si des précautions doivent étre prises concernant cette hypothése, une diminution des

interactions des chaines de PNIPAM greffées avec leurs substrats pourrait expliquer cette
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tendance, qui reste a étre confirmée. L'utilisation de PNIPAM de plus grande taille pourrait
alors permettre d’atteindre ’objectif de bioadhésion thermorégulée appropriée a I'appli-
cation chirurgicale visée. En outre, cela permettrait d’améliorer la compréhension théo-
rique des phénomenes en jeux.

Enfin, des études supplémentaires doivent mener a I'identifier la méthode de stéri-
lisation la plus adaptée, c’est-a-dire capable de maintenir I'intégrité du matériau et les
propriétés de surface avancées.

De maniere générale, I'étude fondamentale des phénomenes observés serait une suite
intéressante au projet. Lélucidation des interactions PNIPAM/substrat permettrait d’étof-
fer les hypothéses posées lors de ces travaux, et contribuerait a une meilleure compréhen-

sion générale de ce polymere et des phénomenes de (bio)adhésion.
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surface grafting. Basically, this surface modification can be controlled by radical polymerization, which
is a useful tool for this purpose. The aim of this review is to provide a comprehensive overview of the
role of surface characteristics on bioadhesion properties. We place a particular focus on biomaterials
functionalized with a brush surface, on presentation of grafting techniques for “grafting to” and “graft-
ing from” strategies and on brush characterization methods. Since atom transfer radical polymerization
(ATRP) and reversible addition-fragmentation chain transfer (RAFT) polymerization are the most fre-
quently used grafting techniques, their main characteristics will be explained. Through the example of
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transfer polymerization poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) which is a widely used polymer allowing tuneable cell adhesion,
Atom transfer radical polymerization smart surfaces involving PNIPAM will be presented with their main modern applications.
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1. Introduction
for disease treatment. These biomaterials have to fulfil various
Current developments in medicine have led to a need for requirements depending on the application but in all cases bio-
new biomaterials in applications involving innovative strategies compatibility is a crucial point that has to be considered in early
processing stages. Biocompatibility is defined as the ability to act
in a living system without any toxicity or rejection, whether phys-
* Corresponding author. iological or immunological. Although biocompatibility includes
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face functionalization of a material is sometimes necessary to avoid
strong inflammatory responses and improve biocompatibility.

On the other hand, surfaces not only act as passive interfaces
between the body (immune system, blood, cells) and the bioma-
terial but also take an active part in cell spreading, proliferation,
differentiation and migration: all of these phenomena are inten-
sively linked to surface/cell interactions. Thus, surfaces play a
crucial role in the function of the biomaterial and can be used,
for example, as activators of cells for tissue reconstruction (tissue
engineering) [1]. In this field, cell adhesion to the surface is a key
factor that must be carefully considered. Bioadhesion is defined as
the adhesion between a biological entity, e.g. cells or tissues, and a
surface. It is a complex phenomenon that involves many parame-
ters. For a long time, it was difficult for scientists to clearly identify
the mechanisms underlying cell adhesion, but they are becoming
increasingly well understood. The interest of scientists for bioad-
hesion is not only theoretical but is also essential for the wide
spectrum of applications depending on cell/surface affinity.

In cell sheet engineering, surface properties are used to control
cell adhesion, so the living sheets can be stripped off easily. It was
shown that cell sheets integrate well into tissues [2] and are promis-
ing tools for tissue reconstruction. Smart surfaces tunable between
“on” (adhesive) and “off” (non-adhesive) states are then feasible.
Naturally, the study of thermosensitive materials has been widely
reported in the literature. Poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM)
is a promising polymer as a change of its hydrophilic interactions,
and indirectly bioadhesivness, takes place between the room tem-
perature and body temperature. More precisely, its lower critical
solution temperature (LCST) occurs at 32 °C. While the monomer is
cytotoxic, the polymer shows no toxicity for the various cell types
[3]and constitutes a good example to help understand bioadhesion
mechanismes. Its characteristics make this polymer one of the most
intensively studied in the literature whether grafted or coated onto
material surfaces.

Plasma treatment is probably the most common process for
surface modification, both for the introduction of functional
groups or for coating the surface with polymer [4]. In the pres-
ence of air, oxygenated surfaces will be produced under the
plasma, leading to a change in hydrophilicity [5]. This modifi-
cation can involve an increase in cell adhesion, as is the case
for polystyrene (PS) [6]. In addition, the plasma can etch the
surface, enhancing its roughness. This modification of topogra-
phy, as observed in plasma-treated poly(methyl methacrylate)
(PMMA), tends to increase the cell affinity to these surfaces [7].
The introduction of reactive groups also permits compounds or
chemical functions to be grafted onto the material surfaces. In
the presence of oxygen, surfaces activated via the introduction
of hydroxyl groups, can be grafted with monomers or polymers,
such as NIPAM/PNIPAM though N-(3-dimethylaminopropyl)-
N’-ethylcarbodiimide (EDC)/N-hydroxysuccinimide (NHS) amide
coupling [8]. Under argon plasma, radicals will be produced. These
radicals can be used directly or, after exposition to air, create per-
oxides that can initiate polymerization [9].

While plasma treatment presents the advantage of being easy
to perform on materials, only a low level of surface structuring
is obtained. In addition, it was shown that plasma-deposited PNI-
PAM shows greater cell adhesion than e-beam coated PNIPAM [10].
These results emphasized the importance of the method used for
surface modification. Control of the surface structure also seems
to be a critical point. A brush structure, i.e. a self-assembled close-
packed monolayer of polymer chains, provides precise control of
the surface morphological properties. More specifically, it becomes
possible to control the thickness and the density of the grafted layer.
As aresult, these structures are now extensively used, especially for
biomedical applications, and display good performance in terms of
bioadhesion [11].

To obtain controlled brushes, a well-defined grafted polymer is
necessary. Controlled radical polymerization can be used to control
polymer grafting using various techniques. The most popular ones
are ring-opening polymerization, nitroxide-mediated polymeriza-
tion, reversible addition fragmentation chain transfer (RAFT) and
atom transfer radical polymerization (ATRP). A review of functional
polymer brushes produced by controlled radical polymerization
was published by Olivier et al. [12]. RAFT polymerization and ATRP
are widely used as they are versatile and reduce poly-dispersities.
They rely on the equilibrium between dormant and active species,
so are sometimes called “living” polymerizations.

It is necessary to understand cell adhesion mechanisms to
design a biomaterial with tunable bioadhesion properties. The aim
of this review is not to be exhaustive on surface modification pro-
cessing but to give a comprehensive multidisciplinary overview of
the cell/surface adhesion mechanisms as well as the chemical engi-
neering of surfaces. Hence, an introduction to cellular biology and
bioadhesion will be made. A second part will deal with brushes and
the chemical routes used to obtain such structures. More precisely,
ATRP and RAFT polymerization methods will be reviewed along
with the ways in which they have been characterized. Finally, engi-
neering of tunable surfaces using PNIPAM will be presented with
its main and most recent applications.

2. Bioadhesion
2.1. Bioadhesion mechanisms

With a size from 1 to 100 m, cells are composed of various enti-
ties. Some are dedicated to its structure: a phospholipid bilayer,
the cell membrane, maintains the separation between the cyto-
sol (internal liquid phase) and the extra-cellular matrix (ECM) and
the cytoskeleton, composed mainly of microtubules and actin fil-
ament networks, control the rigidity of the structure [13]. The
ECM composition varies depending on the tissue concerned. It con-
tains a number of proteins: fibronectin, collagen, laminin, but also
growth factors and all the proteins needed for cell support and
inter-cell communication. Actin filaments assemble to constitute
the cytoskeleton. They are connected to integrins (transmembrane
glycoproteins) through vinculin and talin (Fig. 1) [14,15]. These
integrins specifically bind to ECM proteins such as fibronectin (or
vitronectin) through arginylglycylaspartic acid (contraction of L-
arginine, glycine, and L-aspartic acid, abbreviated RGD) coupling.
These integrin/ECM protein interactions are responsible for cell
adhesion to surfaces (intercellular cohesion is regulated by other
mechanisms, e.g. cadherin-mediated homotypic junctions). This
adhesion is commonly divided into the different phases described
in Fig. 2a [16]. The first seconds of contact are characterized
by the formation of non-specific interactions. Then, biological
interactions occur, including adhesion protein/fibronectin inter-
actions. This second step leads to a cascade of actions including
the reorganization of the cytoskeleton and clustering of integrin
receptors. Consequently, cells contract their cytoskeleton to main-
tain a mechanical state of tension, also called prestress. Later, cells
produce ECM to reinforce their integration and maintain a propi-
tious environment. It is thus obvious that the adsorption of adhesive
proteins is a key point for cell adhesion.

2.2. Surfaces and bioadhesion

Two main parameters will determine the behavior of implanted
biomaterials: (1) their bulk properties, especially the rigidity, plays
arole in the quality of the implantation into tissues, and (2) their
surface properties control the immune system response (called
immunogenicity), the destruction of cell integrity, and the bioad-
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Fig. 1. The adhesion structure of a cell in a matrix. The matrix is linked to the cytoskeleton through integrins and talins. Reproduced from Ref. [14] with the permission of

The Royal Society of Chemistry.
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Fig. 2. (a) Stages of cell adhesion: interactions and kinetics. (b) SEM picture of a myoblast cell on an artificial surface, 2001. Fig. 2b is reprinted from Ref. [17], Copyright

(2002), with the permission of Elsevier.

hesion. As cell membranes are anionic, cationic surfaces have
to be carefully used since they can damage cells and tissues,
whereas negatively charged polymers will electrostatically repel
cells [18-21]. The importance of surface/cell interactions has been
investigated for many years, and an interesting discussion was pub-
lished in 2001 by Castner et al. [17]. In this aim, synthetic materials
and bioadhesion have been studied and observed by scanning elec-
tron microscopy (SEM, Fig. 2b).

An important point is to realize that in a living system surfaces
are spontaneously covered by proteins. It is now better understood

that cell adhesion is both ruled by (i) specific (biological) interac-
tions (receptor/ligand) and (ii) the physico-chemical properties of
the material. Hydrophilicity, mechanical properties and morphol-
ogy are among the parameters involved in the bioadhesion process.

As mentioned above cell adhesion between tissues and ECM is
possible through the specific binding of integrin with fibronectin
(Fig. 1) [22]. In 2011, Pei et al. observed the importance of spe-
cific interactions (i.e. fibrinogen RGD coupling) in the process of
attachment between cells and their substrate [23]. They noted the
number of human foreskin fibroblast (hFF) cells and how they
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spread on poly(ethylene glycol) (PEG) brush surfaces (see Sec-
tion 3.1) grafted onto TiO, and compared pre-treated hFF (blocked
integrin bonding-sites) and non-treated hFF (free integrin bonding
sites).

The number of attached cells strongly decreased when the inte-
grin bonding sites were blocked. Nevertheless, weak non-specific
interactions occurred when there was a high level of affinity
between the cells and the biomaterial. This study also provides pre-
cious information on the influence of the PEG brush density. PEG
is an anti-fouling polymer. At high grafting density, PEG chains are
collapsed in a “brush regime” (L < 2Rg, with L the distance between
two neighboring chains and Rg the radius of gyration of polymer
chains), whereas a “mushroom regime” is observed at lower val-
ues (L>2Rg). A gradient of PEG was used to observe its effect on
protein adsorption and cell adhesion. For short experiments, as
the density of PEG increased, a strong decrease of the number of
adhered cells occurred when the brush regime was reached and a
correlation established with the protein adsorption profile. Fibro-
blast saturation occurs in the “brush regime”, meaning that even a
low amount of fibrinogen (2.2 + 3.4 ng/cm?2) is sufficient to activate
adhesion. Here the importance of protein/cell specific interactions
is obviously crucial.

A model involving a protein layer between biomaterials and
cells was established in the early 2000’s [1,17,24]. According to this
model, cell/matrix adhesion depends on the ability of the surface to
adsorb proteins without modifying their native structure. Denatu-
ration is brought about by the water structure near the surface, i.e.
the hydrophilicity of the superficial layer on the material. A review,
published in 2011 dealt with the concept of native immune sys-
tem response (cascade system) [25]. The article emphasized the
importance of the non-denaturation of protein structure at the
material/body interface to avoid activation of the primary immune
system. In 1998 Volger et al. already underlined the importance
of surface chemistry in terms of hydrophobic/hydrophilic proper-
ties [26]. This group showed that water/surface interactions are
of interest. As criteria of hydrophilicity/hydrophobicity they used
contact angle measurements. A strongly bound water to a surface
(i.e. hydrophilic surface) cannot be removed. This will avoid inter-
actions directly between a biological entity (e.g. a protein), and
the surface, leading to low or absence of adsorption [27]. More-
over, it is widely accepted that moderately hydrophilic materials
are suitable for cell adhesion, with a contact angle around 70-80°
[28,29]. For example, endothelial cells show good attachment
to polycaprolactone-grafted-poly(methyl methacrylate) (PCL-g-
PMMA) surface with a contact angle around 70°. Additionally, it
is now accepted that surfaces which are too hydrophobic lead to
the denaturation of proteins [1,28]. More precisely, hydrophobic
and hydrophilic amino acids, constitutive of proteins, rearrange
their organization depending on the surrounding media and thus
hydrophobic surfaces can favor the externalisation of hydrophobic
moieties, leading to unfolded proteins [30]. Regarding this assess-
ment, post-treatments (e.g. plasma treatments) are sometimes
used to increase surface hydrophilicity through the introduction
of polar functional groups. In contrast, it is known that the interac-
tions of highly hydrophilic surfaces with ECM adhesion proteins are
weak [6]. Keselowsky et al. characterized various functional groups
on the criteria of fibronectin adsorption (in increasing order):
OH < COOH < CH3 < NH>. On the other hand, adhesion of osteoblasts
increases as follows: CH3 < NHy = COOH < OH [31]. This trend inver-
sion can be explained by the geometrical deformation of ECM
proteins, i.e. denaturation. On brush surfaces, the optimal contact
angle depends not only on the nature of the matrix but also on the
method of surface modification. This can be due to the influence of
chain length and density of the grafted polymer on the conforma-
tion of the protein adsorbed on the surface. For instance, it has been
pointed out that when Fe2* is used as initiator for the graft polymer-

ization of PMMA on poly(L-lactic acid) (PLLA) surfaces, maximum
chondrocyte attachment is obtained when the contact angle is 52°,
whereas UV-initiated surfaces are optimal for a contact angle of 76°
[28]. The authors suggest that the difference of biological proper-
ties between the two PLLA grafted PMMA could be due not only to
surface wettability (contact angle) but also to the higher density,
uniformity and shorter chains of iron-initiated polymerized sur-
faces. The wettability criterion is obviously strongly limited as the
surface mechanical properties and structure, cell types and charge
density are ignored. For example, Bacakova et al. showed that soft
matrices are not favorable for cell adhesion [6]. They explained
that ECM deposited on such surfaces is not able to resist the forces
involved during cell focal point formation.

Indeed, specific interactions are not enough to described adhe-
sive phenomena entirely and physico-chemical properties have to
be added to the equation. Hence, the internal organization of cells is
remodelled throughout their life and is strongly influenced by the
surrounding medium not only via chemical stimulation but also
by mechanosensing, until a morphological equilibrium is reached
[13,32]. Thereby, the shape of cells, as well as their rigidity and
motility depend on their support. For example, many cells have the
ability to sense the stiffness, by applying a stress, of their exter-
nal environment. These cells include brain, muscle, neurons and
many other cell types [33]. Cells probe the surface through myosin
and actin filament cross-bridging and a stiffness control loop is
set up: cytoskeleton and adhesion will adapt depending on the
feedback. As a consequence, stiffer matrices lead to an increase in
the elasticity of the cells, and can be measured by atomic force
microscopy (AFM) [34] or, more gently, by indentation with opti-
cal tweezers [35]. However, rigidity scanning of the cell substrate
is a time-consuming process, taking from minutes to hours [13],
thus viscosity can be considered, in the case of a gel for example.
Sometimes, cross-linking can improve cell activity on a gel [36]. In
addition, mechanosensing can be an initiator of cell displacement
on surfaces (mechanotaxis, discovered by Lo et al. [37]), from the
soft to the stiff [38] and motility were shown to be linked to focal
contacts and thus indirectly to cellular adhesion [39,40].

Moreover, depending on their type, cells will not behave in
the same way depending on the elasticity of the biomaterial.
For instance, on soft matrices, fibroblasts adhere in a labile way
whereas on stiffer materials they make stable focal points (adhe-
sion) and rigidify their cytoskeletons. Consequently, the motility of
fibroblasts on stiff materials is reduced [38]. The mobility of the
chains that constitute the brushes could also lead to superficial
mechanical instability and thus to lower adhesion [41].

Despite the adhesion of cells, the biomaterial can also disturb
cell activity. A perturbation in the exocytosis response of cells is
revelatory of this perturbation in ways that can, for instance, be
measured by histological studies or carbon-fibre microelectrode
amperometry (CFMA), as observed by Reed et al. [10]. In this study,
the introduction of PNIPAM (through plasma deposition or spin
coating) on surfaces have shown to slow down the cell exchange
between vesicles and extracellular space. Additionally, spin-coated
PNIPAM were shown to hyper-activate the exocytosis activity of
cells, whereas plasma deposited PNIPAM only affected kinetics. If
this hyper-activation by the surface can present harmful effects,
some studies seek for accelerating tissue regeneration by modify-
ing the surface, such as observed by the introduction of free amino
group on PLLA surfaces [42]. The surface architecture is also a key
point. 3D architectures are commonly modulated in the field of
tissue engineering, as they reproduce a more realistic natural bio-
logical environment. A nice review of this topic was published by
Abbott and Kaplan in 2015 [43].

In conclusion, the surface hydrophilicity (presence of functional
groups), the surface structure and stiffness are characteristics that
must be considered for efficient bioadhesion. However, in the
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Fig. 3. Two different strategies of polymer grafting (example of PNIPAM): the surface initiated polymerization of a monomer (“grafting from”) or the grafting of the polymer

(“grafting to”) on a surface to obtain a brush structure.

present review, we only consider surface modification that does
not involve any bulk modification, in particular in term of bioma-
terial stiffness, and the effect of brush structures on mechanical
surface properties will not be discussed. Below, we focus on a key
step, i.e. the choice of surface modification method used to obtain
brush structures on material surfaces that enable good control of
the surface state and properties.

3. Surface modification
3.1. Brush structure

As discussed above, the control of biomaterial surfaces is a chal-
lenge for scientists involved in the development of medical devices.
Brush structures in particular are interesting in terms of protein
penetration and calibration studies [44]. Thanks to recent devel-
opments in chemistry, various techniques are available to graft or
coat biomaterials with polymers. For biological applications, cova-
lent grafting seems to be the best choice compared to physically
grafted systems, due to risks of desorption with this latter method.
Polymer brushes, which consist on a thin film of self-assembled
polymers, are of interest [ 10,45]. Wettability, but also the variety of
possible end-group functions, the substrate and the chemistry are
the main points that make these systems attractive. The modular-
ity of the polymer brush synthesis is illustrated by the broad range
of systems that have been developed in recent years: uniformed,
patterned, or gradient (in terms of density or chemical composi-
tion) brush layers have been prepared with one or several polymers
[12,45].

Two different approaches can be considered, namely “grafting
to” (i.e. to the surface) and “grafting from”, as shown in Fig. 3 [45,46].

The “grafting to” method consists in coupling an end-
functionalized polymer and a reactive surface. This approach yields
well-defined grafted polymer. However, the deposited layers have
low densities and their thickness is limited (100 nm [47]) due to the
steric hindrance during grafting and diffusion processes [48-51].
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Fig. 4. Advanced ATRP mechanisms catalyzed by Cu(I)/Cu(Il) complexes. Reprinted
from Ref. [54], Copyright(2014), with permission of Elsevier.

The “grafting from” method consists in polymerization directly
from the surface. Several techniques are based on this process.
Surface-initiated polymerization (SIP) based on radical chemistry is
commonly used [47,51,52]. “Grafting from” techniques yield higher
grafted layer densities and overcome thickness limitations. These
advantages made this strategy the most widely adopted. However,
the characterization of grafted chains is more difficult and, apart
from model surfaces, still remains a great challenge.

Various techniques are commonly used for grafting polymers
to surfaces, both for “grafting to” or “grafting from” strategies
[47,53,54]. Among these techniques, the most used, i.e. ATRP and
RAFT, will be developed in the next sections.

3.2. Grafting techniques

3.2.1. Atom transfer radical polymerization (ATRP)

As is generally the case in controlled radical polymerization,
ATRP chemistry relies on the equilibrium between active and dor-
mant chains [46,47,55,56]. The mechanism is illustrated in Fig. 4.
Surface initiated ATRP (SI-ATRP) is a “grafting from” technique that
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consists in immobilizing a halogenated initiator on the surface, fol-
lowed by ATRP. The main advantages of the ATRP are the close
control of film thickness and chain length with low polydispersity
[47]. It is also possible to control thickness and graft density sep-
arately, by modulating the reaction time and stoichiometric ratio,
respectively [57,58]. In addition, ATRP is known to be versatile and
easy to perform (mild conditions) [51,58,59]. While high temper-
atures make the reaction time shorter, some studies also show a
slight reduction of the polydispersity [60]. Nevertheless, the need
of metal catalysts is a limitation for biomedical applications. Basi-
cally, the metal is oxidized/reduced, and thus generates or absorbs
aradical, leading to the activation/deactivation of polymer chains,
respectively as shown in Fig. 4. At the present time, due to its
high catalytic activity copper is used most [61,62]. Iron catalyzed-
ATRP can be performed using low amounts of catalyst, reducing
the toxicological risks as iron is considered less toxic and more
environmentally friendly than copper [63-65]. Iron is also the most
abundant metal on earth making it relatively cheap; these charac-
teristics have initiated a lot of research and interest in Fe catalyzed
organic chemistry, including ATRP, in line with the perspectives of
“green chemistry” [66,67]. The choice of the ligand is a complex
question; it depends on the nature of the polymer and the catalyst
used [68]: for example, pentamethyldiethylenetriamine (PMDETA)
can be used in combination with Cu [69], and tris(3,6-dioxaheptyl)
amine (TDA) with Fe [70]. Furthermore, the activators regenerated
by electron transfer (ARGET) ATRP, developed by Matyjaszewski
et al. diminish the amount of catalyst needed (< 50 ppm) [71,72].
This advanced ATRP, derived from the AGET-ATRP (for activators
generated by electron transfer ATRP) involving a reducing agent to
initiate the reaction, consists in using an excess of reducing agent
(e.g. environmentally friendly ascorbic acid [73]). This initiator does
not only generate but also maintains a sufficient amount of Cu(I)
(in the case of copper catalyzed ATRP) without the use of a radical
organic compound which could lead to side reactions, cross-linking
or the formation of new chains [55]. Another advantage of ARGET-
ATRP is that the oxidized catalyst, e.g. Cu(Il) or Fe(Ill), can be used
directly without the need for early-stage reduction and careful han-
dling. Finally, this technique increases the air tolerance and can
avoid the need of a controlled atmosphere [74,75]. Ascorbic acid
(also called vitamin C) is preferable to classic Sn reducing agents
due to its non-toxicity towards human beings and the environ-
ment. However, ascorbic acid presents the disadvantage of being
a strong reducing agent, so its use in water can lead to an extensive
conversion of Cu(II) to Cu(I) and can diminish the control of ATRP.
One solution would be to use a less efficient solvent, such as anisole,
to decrease the reducing activity of the ascorbic acid [73,75].

Initiators for continuous activator regeneration (ICAR) ATRP use
the addition of a free radical initiator such as azobisisobutyronitrile
(AIBN) to (re)generate the active metal [63,71].

In supplemental activator and reducing agent (SARA) ATRP the
reducing agent is M(0), e.g. Cu(0) for a copper catalyzed ATRP
[67,76]. Using iron powder, the polymerization can be catalyzed by
Fe(0) [60], with or without the use of Fe(Ill) salts but in this latter
case a less controlled polymerization over time can occur [63].

Many ATRP elaborations are involved for surface modifica-
tion, nonetheless we would like to mention biomedical uses
of this chemical route: biofouling surfaces or membranes [77],
double responsive cellulose membranes [78,79], cell attach-
ment/detachment (through PNIPAM grafting) [69,80]. To perform
a “grafting from”, the idea is to chemically graft the initiator on the
surface so the growth will be directly initiated on the material. This
step is facilitated by the fact that ATRP initiators are acyl bromides.
A self-assembled monolayer (SAM) is generally also grafted before
the initiator. ATRP can be achieved in combination with plasma
treatments to help initiator immobilization [81]. A few examples
of SI-ATRP are given in Table 1.

ATRP commonly exhibits a pseudo-first-order kinetics, at least
below high rates of conversion. The direct characterization of
grafted polymer through the “grafting from” method is diffi-
cult. Generally, a sacrificial initiator is used, assuming that the
polymer growth is similar on the surface and in the medium
[51,52,58,59,82-85]. Another method is to use reversible or break-
able surface bonds in order to detach and study the grafted polymer
[86]. A more detailed discussion on brush characterization is given
in Section 3.3.

3.2.2. Reversible addition-fragmentation chain transfer (RAFT)
radical polymerization

Similarly to ATRP, RAFT polymerization is a living polymeriza-
tion based on the equilibrium between active (i.e. bearing radicals)
and dormant chains, and also shows pseudo-first-order kinet-
ics. Initiation is performed in traditional ways, e.g. using thermal
initiators such as azobisisobutyronitrile (AIBN) or 4,4’-azobis(4-
cyanovaleric acid), which has the advantage of being carboxylic
acid end-functionalized. A chain transfer agent (CTA) (also called
RAFT agent) ensures this equilibrium during the propagation steps,
as shown in Fig. 5 [87,88]. The reduction of active chain concen-
tration results in a narrow distribution of the chain length, with a
polydispersity index (PDI), for PNIPAM, able to reach values around
1.20, but PDI below 1.10 can be obtained in optimal conditions
[89-91]. Additionally, RAFT polymerization can be achieved with
a broad range of temperatures, from room temperature to 140°C
[92]. A higher temperature allows a shorter reaction time; lower
polydispersities can sometimes be expected.

One of the main advantages of RAFT polymerization compared
to ATRP is that it is a metal-free chemical route. In contrast, it can
require the synthesis of the RAFT agent. In modern RAFT polymer-
ization, this agent classically contains a thiocarbonylthio moiety,
as for the commonly used trithio-carbonate and dithio-carboxylate
type. As the RAFT polymerization process relies on the kinetics of
addition and fragmentation of this agent, the choice of its sub-
stitute, classically called Z and R, is crucial. Z is dedicated to the
activation of the double bond by stabilizing the adduct radical,
R is a leaving group. A complete discussion about the choice of
the RAFT agent is available in the literature [92]. The surface initi-
ated RAFT (SI-RAFT) polymerization of PNIPAM can allow to obtain
polydispersities below 1.3 [93]. Thanks to the sulfuryl groups of
the CTA, elemental analysis can, in some cases, be used to deter-
mine the quantity of grafted RAFT agent. The theoretical molecular
mass of the polymer, My, , can be estimated through the following
equation:

[Mono],

W X Mpjono x conv. + Mcra

M”th =
where Mpono corresponds to the molecular weight of the monomer,
[Mono]g to its initial concentration, conv. is the conversion rate of
the monomer, Mcp4 is the molecular weight of the CTA and [CTA]p
its initial concentration [91,93].

In order to perform SI-RAFT polymerization, the initiator [90]
or the CTA [93] have to be previously grafted to the surface. In the
first case the homolytic cleavage of the initiator will lead to growth
either on the surface or in the medium, both with the free CTA. In
the case of CTA grafted surfaces, the initiator and another amount
of the RAFT agent are introduced to permit the polymerization of
free chains and their characterization. Few examples of SI-RAFT
polymerization are given Table 1.

3.3. Characterization of brushes
Characterization of the “grafted from” polymer brush is a chal-

lenging task. In specific cases, the grafted chains can be removed
from their substrate [86]. In other cases, free chains are generally
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Table 1
Examples of surface functionalization with PNIPAM brushes using ATRP or RAFT polymerization process.
Radical polymerization Technic Substrate Solvent Refs.
ATRP grafting from polyethylene terephthalate (PET) water [94]
Au water/methanol [95]
graphene water [96]
poly(e-caprolactone) (PCL) water/methanol [69]
parylene C DMF/water [80]
Si water/methanol [97]
cellulose various solvents [98,99]
mesoporous Si films water [100]
RAFT polymerization grafting to Au nanoparticles water [89]
grafting from mesoporous Si nanoparticle DMF [101]
aminated polyHIPE (high internal phase emulsions) DMF [93]
cellulose various solvents [98,102]
glass dioxane [90]
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Fig. 5. Mechanism of a RAFT polymerization. The CTA plays the role of activator/deactivator. Reproduced from Ref. [86], Copyright(2002), with permission of John Wiley and

Sons.

produced (see Sections 3.2.1 and 3.2.2). If free polymer is generated,
the molecular weight can be easily determined by size-exclusion
chromatography (SEC) or viscosimetry. From optical waveguide
lightmode spectroscopy (OWLS) the mass of a deposited polymer
can also be obtained [23].

Moreover, the morphology, graft density and thickness have
to be determined directly on the surface. AFM is a powerful tool
to study morphology [103,104] (Fig. 6). For example, in the case
of PNIPAM, a change in conformation accompanying a change in
temperature can be observed by AFM [103].

Surface plasmon resonance (SPR) gives the wet thickness of the
layer, i.e. its thickness in a liquid environment, taking into account
swelling phenomena. The dry thickness, i.e. in the absence of water,
of the grafted layer can be measured by ellipsometry [103]. AFM
can also be used to determine the dry thickness, but systematic
errors were reported due to AFM tips being attracted by the PNIPAM
layer [105]. PNIPAM grafting density can be deduced from the dry
thickness value, through the following equation:

_ hpNy
o=

with o the graft density, h the dry thickness, N4 Avogadro’s num-
ber and My, the molecular weight. The density of dry PNIPAM, p, is
sometimes arbitrarily taken equal to 0.95 g/cm3 by certain authors
[106], but the actual density can be measured by U-tube oscillation
[107] or by X-ray reflectometry [108]. Fourier transform infrared
(FTIR) spectroscopy can also be used, in some cases, to determine
the graft density, as reported by Mizutani et al. [109].

Chemical analysis can be performed through classic surface
analysis: X-ray photoelectron spectrometry (XPS), attenuated total
reflection FTIR spectroscopy (ATR-FTIR), Raman spectroscopy. For
nanolayer studies, XPS is preferable to ATR-FTIR spectroscopy due
to its lower penetration depth (a few nm for XPS againstup to 1 wm
for ATR-FTIR spectroscopy) [28]. Secondary ion mass spectroscopy
(SIMS) techniques can be even more surface localized. In this tech-
nique, the surface is etched by an ion beam and sputtered material
is collected by a detector. Elements and chemical structure can be
determined.

Quartz microbalance (QCM) is an interesting tool for the eval-
uation of the amount of a deposited layer. The determination of
the quantity of proteins adsorbed on a biomaterial surface can be
obtained by measuring, in situ, the frequency shift of the quartz
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Fig. 6. Relationship of PNIPAM film morphology to local grafting density as tracked through the initiator density. The grafting density increases, from a discontinuous
mushroom structure (left, low grafting density), to a heterogeneous patchy structure (middle, intermediate grafting density). At high grafting density (right), a smoother,
presumably more extended, structure is obtained. Reprinted from Ref. [102]. Copyright (2006), American Chemical Society.

[24]. Quartz microbalance with dissipation monitoring (QCM-D) is
useful to obtain the swelling behavior of polymer brushes [97].

Finally, carbon fibre microelectrode amperometry (CMFA) can
give information about biochemical exocytosis of cells (kinetics and
amount of release) and thus evaluate how the substrate impacts the
excretion activity of cells [10].

Most of these techniques are not applicable to “brush grafted on
polymer” systems due to the relatively high roughness of this type
of surface, which explains the lack of reliable brush characterization
techniques in the literature.

4. Smart bio-surfaces: example of
poly(N-isopropylacrylamide) thermosensitive surfaces

Poly(N-isopropylacrylamide) is a thermo-responsive polymer.
Its structure is shown in Fig. 3. Indeed, PNIPAM changes its
water affinity according to the temperature of the surrounding
medium, turning from hydrophilic to hydrophobic. This change
occurs at around 32°C, whose temperature is called the lower
critical solution temperature (LCST), and leads to a change in its
conformation. Above this temperature, PNIPAM collapses in solu-
tion. This coil to globule transition is endothermic and is related
to water/polymer and polymer inter and intra-molecule hydro-
gen bonding. In other words, below the LCST PNIPAM is bound
to water through amide/water (C=0. - -H—0) hydrogen bonding. As
the temperature increases above LCST, the polymer becomes dehy-
drated and amide/amine (C=0. - -H—N) hydrogen bonding appears
[110,111]. In the case of surfaces grafted with PNIPAM, it means
that a “brush” system can be turned into a “mushroom” conforma-
tion above the LCST. The LCST of PNIPAM was reported to depend on
the chain length and the grafting density while remaining between
room and physiological temperature making this polymer interest-
ing for various biomedical applications [105]. Additionally, the use
of PNIPAM in a copolymer system [112], as well as the presence of

salts can strongly influence this LCST [113,114]. CI~ and CH3COO~
have a particularly strong influence as predicted by the Holfmeis-
ter series. Moreover, ion concentrations are generally low (below
0.15M) in both culture media and body fluids, its influence thus
has to be relativized. It is noteworthy to mention that proteins, if
concentrated, can also affect the LCST of PNIPAM from a decrease
of 2.6°C to an increase of 1.5 °C, depending on the protein involved
[111].

Surface interactions can be modulated by the temperature of
the PNIPAM. This variation of the interactions is clearly observed by
AFM measurements [105,115]. Bovine serum albumin (BSA) bound
to AFM tips was used to study the variation of protein/PNIPAM
surface interactions. It appeared that interactions are tempera-
ture dependent, with a protein adsorption phenomenon occurring
above LCST [116]. This phenomenon was also observed using a
QCM. The mechanism is related to PNIPAM hydration but is not
well understood at the present time. Various studies were per-
formed to evaluate the ability of PNIPAM to trigger cell attachment.
In addition to their slight control of LCST, it appears that the grafting
density and the chain length also play an important role on bioad-
hesion. Thus, the material seems to be resistant to the adsorption
of either proteins or cells when chain density and chain length are
both high [117]. This is explained by the difficulty for proteins to
enter the PNIPAM layer due to steric hindrance when chain grafting
is dense. Halperin et al. proposed a theoretical approach of mech-
anisms for harvesting cells cultured on thermoresponsive PNIPAM
polymer brushes [118].

First, two interaction modes have to be examined when we
consider particles (e.g. proteins) and a brush structure. The com-
pressive mode, where the brushes are compressed by a particle,
occurs when its size is greater than the space available between
chains, taking into account the ability of chains to rearrange them-
selves around the particle. This is typically the case for cells. The
other mode, the insertive mode, occurs for small particles, e.g.
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Fig.7. The three different modes of protein adsorption through brushes: (A) primary
adsorption, (B) ternary adsorption and (C) secondary adsorption. Adapted from Ref.
[117], Copyright(2012), with permission of Elsevier.

extra cellular proteins such as fibronectin. Here, we see the impor-
tance of the grafting density: high density limits protein insertion.
Then, the depth of the inserted protein can also vary, forming three
modes: primary, secondary and ternary adsorption (Fig. 7). High
affinity between ECM proteins and substrate promotes primary
adsorption, whereas a high grafting density tends to suppress pri-
mary and maybe ternary adsorption [117,118]. Primary and ternary
adsorption favor bioadhesion, whereas a theoretical model predicts
that secondary adsorption preferably occurs for large cylindri-
cal proteins [44,119]. Nonetheless, if ternary adsorption mediated
bioadhesion was shown to be possible, its effect on protein denatu-
ration is still to be demonstrated [118]. Finally, a thin layer (i.e. low
molecular weight) facilitates primary and ternary adsorbed pro-
teins/cells interactions, leading to an increase of cell adhesion. In
addition, protein adsorption is also concentration dependent and,
at high concentrations, the adsorption rate below and above LCST
can become close [120]. Then, the graft density was shown to influ-
ence the brush structure. A high graft density can cause phase
separation [121], and more generally the density will modulate the
protein adsorption rate within the brushes, as for BSA [44|. Malham
et al. showed that chain rearrangements over time could slightly
increase inter-chain adhesion and related this to —NH and C=0
hydrogen bonding [121]. It is obvious that inter-chain attractive
interactions would play a role on protein inclusion.

Various cells adhere to heated PNIPAM surfaces and are released
during cooling [122]. Typically, cell detachment is achieved at
T=20°C [118]. This property allows cells to be seeded and gen-
tly detached them, without a need of trypsin: it is used in the field
of cell sheet engineering [123].

Mono or multilayer cell sheets are thus produced and used for
tissue regeneration [2]. These biological layers demonstrate good
integration in tissues. In vivo studies were performed to treat vari-
ousdiseases: cartilage degeneration [124], damaged corneal tissues
[125] or cardiac tissues [126]. Interestingly, it appeared that after
cell lift-off, a layer of ECM remains attached to the surface. Research
has tried to determine the composition of this remnant protein
layer [127] and it was shown that most of the fibronectin leaves
the surface with the cells. Nonetheless, this remnant layer promotes
new cell growth, showing its viability.

A lot of systems have already been developed using PNIPAM
brush surfaces. PNIPAM brushes were successfully grafted through
ATRP [69,128] and RAFT polymerization [90,93]. By introducing
reactive groups through plasma treatments, PNIPAM can be grafted
via “grafting to” amide binding [8] or surface initiated ATRP [81].
ATRP produced Si-PNIPAM brush hybrids which were shown to be
efficient in the thermo-triggered adhesion/de-adhesion of fibro-
blast cells [128]. In this case the thicker the PNIPAM layer is, the
more profitable the surface is for cell proliferation after 2 days. In
all cases, no adhesion is observed for temperatures below LCST
independently of the thickness (3nm, 11 nm or 31 nm). It also
appeared that the antifouling properties of the poly(ethylene gly-
col) monomethacrylate (PEGMA) in combination with PNIPAM
increases the cell release abilities of PNIPAM. For bovine endothe-
lial cells, a thickness of PNIPAM brush on tissue culture polystyrene

around 15nm showed optimal adhesion/de-adhesion properties
[129].They also reported no adhesion above 30 nm, whereas Mitzu-
tani et al. observed that endothelial cell adhesion on polystyrene
ATRP grafted PNIPAM surfaces is suppressed for thickness greater
than 60nm [109]. Moreover, the best adhesion was obtained for
thinner PNIPAM layers (1.8 nm). Takahashi et al. developed surface-
initiated RAFT polymerization brushes on glass coverslips and
studied both graft density and molecular weight of PNIPAM on
reversible bioadhesion [90]. The study showed that the amount of
cells also increased on lowering the graft density. In addition, bet-
ter bioadhesion is observed for shorter brushes but de-adhesion
needs a thick enough layer. The explanation is related to the neces-
sity to push cells from the surface, as the PNIPAM brushes become
extended on reducing the temperature. This can be the general con-
clusion, if possible, of thickness considerations: a balance between
the ability for cells to attach (thin brush layer) and detach (thick
brush layer) as to be found. Consequently, a thick PNIPAM layer
can be useful to produce protein resistant surfaces.

Zhao et al. studied the anti-fouling properties of PNIPAM
grafted polyurethane surfaces against fibrinogen and human serum
albumin (HAS) proteins at 37°C [131]. It appeared that the
thermosensitivity of the hydrophilicity was not significant on
low PNIPAM thickness, and that the protein adsorption strongly
decreased as this thickness increased. This effect can be due to
higher hydrophilicity of thicker layers. As a consequence, cells do
not adhere to thick brushes and thus anti-adhesion surfaces can be
produced by the use of PNIPAM. Yu et al. showed thickness depen-
dent thermo-sensitivity of PNIPAM grafted Si (surface initiated
ATRP) surfaces and managed to produce HSA repellent, even with
thin PNIPAM layers (<15 nm) [132]. The variation of contact angle
and HSA adsorption between 27 and 37 °C is not so notable at low
PNIPAM thickness. However, greater temperature sensitivity was
observed at higher graft thickness both on contact angle and HSA
protein adsorption. More interestingly, at 37 °C HSA adsorption is
not linearly dependent with PNIPAM thickness and, as the thick-
ness increases, a decrease of sensitivity follows. This observation
was attributed to possible adsorption on the Si-initiator surface at
low graft thickness. As contact angle showed hydrophobic surfaces
(higher than traditional anti-fouling polymer), the authors deduced
that the anti-fouling properties of low PNIPAM thickness were not
due to the hydrophilicity of the PNIPAM surface, but to the inter-
actions between PNIPAM and the substrate. Indeed, short PNIPAM
brush end chains can also interact with the substrate and reduce the
freedom of conformation changes, reducing the temperature effect
[132]. This study also showed the importance of the protein size on
adsorption. Indeed, the size of the protein molecule is ofimportance
as the penetration will be dependent on steric hindrance phenom-
ena.Inaddition, it can be noted that the three proteins studied, HSA,
fibrinogen protein and lysozyme also have different charge char-
acteristics. The smallest protein, the lysozymes, adsorbed whether
or not the PNIPAM was in collapsed or extended regime. An expla-
nation can be the ability of this small protein to pass through the
PNIPAM brushes and then to interact with the substrate (primary
adsorption). As the protein size increased, the proteins were no
longer able to efficiently go through PNIPAM chains below the LCST
(extended regime), but are able, above the LCST, to interact with the
outermost region of PNIPAM when hydrophobic and maybe with
the substrate (collapsed regime).

Comparing these two last results, it appears that in the case of
polyurethane substrate the hydrophilicity tends to increase with
the thickness, leading to a decrease of protein adsorption [131],
whereas the Si substrate graft led to an increase of protein adsorp-
tion, as the hydrophobicity increased [132]. Thus, we see the
importance of the substrate, and the resulting surface properties
will depend on the ability of its substrate to allow primary binding
and on the hydrophilicity/hydrophobicity balance of the resulting
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surface. In fact, adsorption of HSA was of the same order of magni-
tude whatever the substrate, for thicker PNIPAM layers, the latter
having also the same hydrophilicity.

Nanostructured or patterned surfaces were also investigated.
Silicon nanowires were thus used as a substrate for SI-ATRP
[133]. The addition of PNIPAM strongly reduced platelet activa-
tion and adhesion, both above and below the LCST. As expected,
the nanostructuration of PNIPAM surfaces (i.e. the increase of sur-
face area) involves an exacerbation of the hydrophilic/hydrophobic
surface state. In fact, Chen et al. highlighted that these nanostruc-
tures, which present a high aspect ratio, tend to trap water. This
entrapped water led to a reduction of the platelet protein/surface
interactions, whatever the coil or globule state of PNIPAM brushes.
These results open new fields of application as platelet activation
and adhesion can lead to blood coagulation and thrombosis. More
recently, silicon nanopillars were shown to be able to reversibly
attach/detach to/from breast cancer cells, through specific and
selective interactions [134]. Compared to flat Si-PNIPAM surfaces,
the introduction of nanopillar architecture widened the overall
potential contact surface but limited the available space for inter-
actions between cells and surfaces when adhered. As a result,
the 3D architecture of these surfaces enhanced cell capture, but
diminished the tendency of cells to spread, making release easier.
Nanopatterned PNIPAM surfaces were also used to trap, kill and
deliver bacteria [135]. In this work, biocides were grafted between
patterned SI-ATRP PNIPAM brushes. Additionally, nanopatterning
is a potential solution to overcome thickness limitations: even thick
brushes allows cells to attach, so the necessity to have thick enough
brushes in order to detach cells can be more easily fulfilled [136].
Owing to the fact that thick PNIPAM brushes do not support cell
attachment but become bioadhesive when nanopatterned, con-
trolled spatialization of cell culture is possible [136].

In the field of body implants and surgical biomaterials, Chen et
al. grafted (“grafting to”) PNIPAM-COOH onto chitosan through an
amide bond resulting in a comb-like polymer structure (branched
PNIPAM on a chitosan backbone) which forms a gel [137]. The sur-
face functionalization was followed by a study of chondrocytes and
meniscus cells bioadhesion. The thermosensitive behavior of PNI-
PAM (brush to mushroom thermo triggered conformation change)
was shown to provoke a phase transition, liquid to solid-like hydro-
gel. The gelification would occur inside the body after injection.
Fibronectin adsorption was observed by fluorescence using rho-
damine labelled fibronectin. Polypropylene-g-chitosan-g-PNIPAM
was performed through a “grafting to” process with a view to eas-
ily stripping off of the skin wound dressing [138]. Non-toxicity and
temperature-responsiveness behavior were fulfilled.

While brushes do present some interesting properties, other
non-brush systems have been used to develop the same kind of
functionalities. Ignacio et al. made a wound dressing using UV
grafted PNIPAM polyurethane membranes [139]. New subcuta-
neous connective tissue grew but no toxicity was observed. The
detachment on mice skin wounds was triggered by the reduction
of temperature below the LCST. We can also mention the easy
removal of retinal implants achieved with PNIPAM surfaces [140].
In this study, bioadhesion, measured by a pull-off test, appeared one
minute after passing through the LCST. The correlation between the
cell culture behavior and thermo-sensitive tissue adhesion clearly
indicates that bioadhesion on tissues is related to the ability of
PNIPAM to adsorb proteins and thus catch cells.

5. Conclusion
Bioadhesion is a characteristic of interactions between materi-

als and cells. This phenomenon is now better understood and gives
rise to interesting fields in biomedical science such as cell sheet

engineering. Brush structures have been shown to be efficient for
cell adhesion, and to offer the advantage of a well-controlled prepa-
ration process. The “grafting from” approach enables dense brush
layers to be made without steric hindrance limitations and thus
leads to homogeneous layers, especially for rough surfaces. Living
polymerization provides a way to control the growth of these lay-
ers. Various techniques exist, such as Fe-catalyzed ARGET-ATRP or
RAFT polymerizations. It is known that the grafting method can
lead to different properties (e.g. cross-linking), and impact the sur-
face interaction with cells. PNIPAM, as a thermo-sensitive polymer,
is widely studied and is a promising polymer in the cell sheet
generation area, but its applications can be wider, including, for
example, implants. Thus, several parameters such as graft density,
layer thickness and grafting method have to be studied, character-
ized and compared in terms of cytotoxicity and bioadhesion. As yet,
no solutions have been found to thoroughly characterize and study
brushes directly on polymer substrates, this challenge will have
to be overcome in the future. This limitation puts a brake on the
control of the surface state, which is a key point for the prospec-
tive work in bioadhesion and can allow the investigation of new
insights in the bioadhesion field, both theoretically and in terms
of applications. In some cases, (i.e. biomedical implants) antifoul-
ing surfaces are sought in order to limit the biological colonization
or any immunological response. On the contrary, tissue engineer-
ing needs good integration, and thus bioadhesion, of cells within
biomaterials. Strong efforts are needed to further investigate the
effects of the physio-chemical parameters of surfaces: hydrophilic-
ity, roughness, mechanical properties, patterns. The development
of innovative biomaterials will be dependant of these advances.
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Polyelectrolyte complexes (PECs) based on Alginate and Chitosan were prepared for biomedical appli-
cation. These two biopolymers are valuable resources for biomedical applications. In the present work,
three PECs materials were produced using three different drying techniques: hot air drying, lyophiliza-
tion and supercritical CO; drying. The choice of the drying technique allowed producing different type of
structures, with different porosity scale. In order to evaluate their potential as intra-abdominal wound
dressings, swelling ability in various media, enzymatic resistance and drug release behavior of the result-
ing materials was studied. It was shown that the increase of the porosity improved the swelling ability,
without altering the resistance of the materials, whereas drug release studies revealed that the majority
of the drug was released within the first 24 h whatever the drying process.

© 2017 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction

Polysaccharides have been widely used in recent decades as
potential biomaterials. They have received particular attention in
various fields such as wound dressing or scaffolds. In particular,
alginate and chitosan are interesting biopolymers as they are cheap
and well tolerated by the immune system (Lee & Mooney, 2012;
Sahoo & Nayak, 2011). Although their use in polyelectrolyte com-
plex (PEC) is widely reported (Lawrie et al., 2007; Li, Xie, Lin, Xie,
& Ma, 2009; Yan, Khor, & Lim, 2000), the drying step is critical to
ensure the desired structure.

Alginate, extracted from brown algae and bacteria, is a bio-
compatible and biodegradable polymer. Alginate has a linear
structure and is composed of two blocks of a-L-guluronic (G) and
B-p-mannuronic (M) acid residues (Aarstad, Tendervik, Sletta, &
Skjak-Braek, 2012; Augst, Kong, & Mooney, 2006; Lee & Mooney,
2012). The G/M ratio and the structural repartition of these two
blocks have a real impact on the alginate characteristics, and as
with most of the biopolymers, it is not obvious to speak about one
kind of alginate (Aarstad et al., 2012; Lee & Mooney, 2012; Meng &
Liu, 2013; Pongjanyakul & Khuathan, 2015). However, it is accepted
that alginate presents good swelling abilities and it is already used
as wound dressing (Momoh, Boateng, Richardson, Chowdhry, &
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E-mail address: audrey.tourrette@univ-tlse3.fr (A. Tourrette).
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Mitchell, 2015; Rezvanian, Mohd Amin, & Ng, 2016) or support
for cell culture (Andersen, Auk-Emblem, & Dornish, 2015; Cuadros,
Erices, & Aguilera, 2015). Alginate is a polyanion that can be easily
cross-linked with calcium alginate, or can interact with polycations
to form PECs (REF).

Chitosan is a biocompatible polycation (Sahoo & Nayak, 2011).
Chitosan is derived from the chitin and, as for alginate, several
types of chitosans exist, with various physico-chemical proper-
ties depending on their acetylation degree (DA) and chain length
(Bellich, Agostino, Semeraro, Gamini, & Cesaro, 2016). Nonethe-
less, chitosan is known to have interesting mechanical properties
compared to alginate and can be used then to strengthen alginate
structures. Chitosan is already used in many applications such as
drug carrier (Garg, Rath, & Goyal, 2015; Li, Yang, Ouyang, Yang,
& Chang, 2016) but also wound dressing (Anjum, Arora, Alam, &
Gupta, 2016; Levi-Polyachenko, Jacob, Day, & Kuthirummal, 2016).

These two biopolymers were already used together in PECs
(Lawrie et al., 2007; Li et al., 2009; Yan et al., 2000) elaboration
and we have already reported the effect of alginate/chitosan as
the mixing technique on physico-chemical properties (Castel et al.,
2017). However, the drying method remains a sensitive step that
can strongly involve changes in their structure and then their prop-
erties (Annabi et al., 2010). Three classic techniques are generally
used to dry polymers: hot air drying, lyophilization (also called
freeze drying) and supercritical CO; drying (SCC). The porosity but
also the network shaping are parameters that can be controlled
over the drying stage. It is known that in the case of tissue engi-
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neering, the 3D structure can be a key factor to control in order
to obtain sufficient cell colonization and biological activity (Annabi
et al.,, 2010). At the same time, the rigidity of the structure is deter-
minant for an efficient cell culture (Haugh, Murphy, McKiernan,
Altenbuchner, & O'Brien, 2011). Too soft structure can avoid any cell
adhesion whereas too hard structure can lead to strongly attached
cells with reduced motility (Kidoaki & Matsuda, 2008). For this pur-
pose, the design of the developed matrix is a crucial step, and drying
elaboration can afford desired properties.

In the literature, a lot of research’s focus on the influence of
the polymer ratio, the DA of chitosan, the M/G repartition of algi-
nate or the technique of homogenization on alginate/chitosan PECs
properties. To the best of our knowledge, only few studies report
the effect of the drying process on alginate/chitosan blends and
are centered on the supercritical drying (Bueno, Moraes, de Sousa,
& Braga, 2016; Raman, Gurikov, & Smirnova, 2015). The compar-
ison of the drying process on the PECs is thus not well reported.
However, in the case of alginate (Ho et al., 2004; Quraishi et al.,
2015) or chitosan (Kassem, EIMeshad, & Fares, 2014; Kim & Lee,
2011) pure films, the drying influence the structure of the result-
ing material. Hence, we think the drying process is a key point and
propose a comparative study of simple processed PECs dried with
either hot air, lyophilization or SCC drying. With the same early
stages elaboration process, we expect variations of the biomaterial
structure and properties by varying only the last step of manufac-
turing. In addition, alginate/chitosan PECs are generally evaluated
as potential external wound dressing. One could however expect
that the resulting PECs should offer interesting properties for
intra-abdominal applications. In particular, pancreatic surgery may
require dressings to avoid pancreatic juice excretion after partial
pancreatectomies. In this purpose, the materials’ obtained struc-
tures were observed by scanning electron microscopy and their
physico-chemical properties were determined. Porosity, mechan-
ical behavior and swelling properties as well as degradation were
investigated and are reported here in order to evaluate their poten-
tial as gastro-intestinal wound dressings.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Sodium alginate medium viscosity, chitosan, calcium chlo-
ride, phosphate buffer saline (PBS) and acetic acid were
purchased from Sigma-Aldrich and used as received. Eosine
disodique was furnished by DistriBS, sodium dihydrogenophos-
phate by RectaPur, disodium hydrogenophosphate, sodium
hydroxide, Tris(hydroxymethyl)aminomethane (TRIS) and
Tris(hydroxymethyl)aminomethane hydrochloric salt (TRIS,
HCl) by Fischer and pancreatin from porcine pancreas (PPP) by
Acros organics. All experiments were performed in distilled water.

Polysaccharides were characterized as previously reported
(Castel et al., 2017). The G/M units ratio of alginate was esti-
mated by NMR (Vilén, Klinger, & Sandstrém, 2011) to M/G=2,93.
Its Mw was determined by viscosimetry with o and k parame-
ters known as 1.13 and 6.9 x 10~*ml g~ (Martinsen, Skjak-Brak,
Smidsred, Zanetti, & Paoletti, 1991), respectively, to be 96 kDa. The
deacetylation degree (DD) of chitosan was estimated to be 81% by
the Shigemasa method (Shigemasa, Matsuura, Sashiwa, & Saimoto,
1996) and its Mw (a=0.93, k=1.81 x 10~ 1 mlg~! (Kasaai, 2007))
equal to 1 200 kDa.

2.2. Elaboration of the polyelectrolyte complex

A solution containing 0.34% v/v acetic acid and 1.5% w/w of
chitosan, and a solution of 1.5% w/w of sodium alginate were

prepared overnight using a mechanical stirrer, 500 rpm. The two
solutions were then poured into a glass petri dish with a mass ratio
of 63/37 alginate/chitosan and mixed using an Ultra-Turax mixer
(11,000 rpm) for 10 min. The resulting PEC was then partially dried
in an oven at 50 °C overnight. A treatment with a 1% w/v CaCl, was
then performed for 3 h. Afterwards, the gelified PECs were washed
thoroughly with distilled water 3 times. Three drying methods were
then used.

2.3. Hot air drying — xero

The freshly partially dried PECs were placed in an oven at 50°C
overnight, until the mass was constant. Plate semi-transparent
films were obtained and are referenced as Xero.

2.4. Lyophilization — lyoph

Partially dried PECs were frozen in liquid nitrogen and left 2 days
under reduced pressure (4.10~4 mbar) in a Heto CT 60e lyophilizer.
White, expanded foams were obtained and are referenced as Lyoph.

2.5. Super critical CO5 drying — SCC

In order to avoid gel shrinkage, water was gently replaced by
ethanol by 10 min successive baths of 1 0%, 30%, 50%, 70% and
100% (v/v) EtOH/water mixtures and then two times in 100% abso-
lute EtOH (Robitzer et al., 2011). The resulting alcogels were then
placed in a CO, super critical dryer (Polarion 3100). The vat was
filled with CO5, the system purged 3 times and re-filled. When no
EtOH was detected any more, the temperature was set to 45°C and
the pressure to 100 bar in order to reach supercritical conditions.
The samples were left 20 min before depressurization. The resulting
samples were white and quite soft and are referenced as SCC.

2.6. Characterizations

2.6.1. SEM

Scanning electron microscopy (SEM) imaging was performed
using a FEG-FEI Quanta 250, operating at 5 kV. Before observation,
samples were recovered by 10 nm of platinum.

2.6.2. Volumetric experiments

In order to determine the surface area, the Brunauer, Emmett
et Teller (BET) method was performed using a Micrometrics Tris-
tar II analyzer. Samples were degassed in situ at 353K for one
night prior to analysis. Adsorption-desorption isotherms of nitro-
gen were plotted at 77 K.

2.6.3. Swelling

Swelling studies were done at RT in different solvents: H20, PBS
buffer (pH 7.4, [Na]=137 mM) andTRIS buffers. TRIS buffers were
prepared either by adjusting pH of a TRIS, HCl salt solution with
NaOH, referred as “TRIS/NaOH buffer” (pH 7.4, [Na]=7 mM) or by
the TRIS base coumpound, referred as “TRIS” (pH 7.4). The percent-
age of swelling of mass (or volume) was calculated through the
equation:

my —m; 9

Sw=——— x100(%)

m;
Where Sy is the swelling in terms of percentage, my is the final mass
(or volume) of the sample and m; its initial mass (or volume).

2.6.4. Enzymatic environment evaluation

In order to study the behavior in an enzymatic medium, swelling
and degradation studies were performed at 37°C in a pancreatic
simulated media containing 3,5gL~! of pancreatin from porcine
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pancreas (PPP) in phosphate buffer (Na,HPO4 and NaH,PO4) pH
8. Swelling measures were performed using the same protocol
as described above. The enzymatic activity of PPP was evaluated
following the Phadebas Amylase Kit test protocol. Briefly, PPP solu-
tions were treated with Phadebas Amylase tablets at 37°C for
15min and subsequently with a 0.5M NaOH solution. The mix-
tures were then centrifuged (1500g). The supernatant was taken
and centrifuged another time. The supernatant was then analysed
through UV-vis spectroscopy using a SHIMADZU UV-1800 spec-
trometer (620nm). At t=0, the enzymatic activity of an 8 mg/L
solution was determined as 953 Units per litre (U/l). The activity
was then calculated as 80% 4 10 after two days, compared to t=0,
using the formula:

Activity (U/l) — 60 x 6—5,8908+J70,8436+13,9082xln(Absorbance)

For the degradation studies, the media was thus replaced every
two days in order to keep an efficient enzymatic activity and the
experiment was continued for 14 days. A control sample was made
with a xerogel placed in a buffer pH 8, without enzymes. The degra-
dation was evaluated with the following formula:

me (V¢) —m; (V;
D= M x 100 (%)
mf (Vf)

Where D is the degradation in term of percentage, my (Vy)is the final
mass (volume) of the sample and m; (V;) its initial mass (volume).

2.6.5. Drug release studies

Release kinetics studies were done in phosphate buffered saline
(PBS) solution (pH 7.4). Samples (10 x 10 mm) were first placed
in buffers containing 0.5g/L of eosin for 12 h. After impregna-
tion, the mass of each eosin/PBS solution was measured in order
to determine the remaining volume (density was considered as
equal to 1); the eosin concentration was evaluated by UV-vis spec-
troscopy using a SHIMADZU UV-1800 spectrometer (517 nm). The
remaining eosin quantity was then compared to the initial eosin
amount to get the mass of eosin incorporated in the PECs samples
Mipcorporated- After impregnation, samples were then placed directly
in an eosin free PBS solution under gentle agitation and aliquots
were taken at the desired time for 3 days. Volume was main-
tained constant by replacing aliquots by eosin free PBS solution.
Each aliquot was analyzed through UV-vis spectroscopy (517 nm),
and the cumulative released eosin mass was calculated via the for-
mula Myejeased = XMaliquot» WETE Myjiquor COrrespond to the mass
of eosin removed within the aliquot. Percentages of release were
determined as the ratio of Myejeased X 100/Mincorporated-

Release curves were fitted with the Korsmeyer-Peppas model,
owing to the equation Myejeased/Mincorporated = Kt", where K is a
general descriptive constant, called release rate constant and n is
the release exponent (Dash, Murthy, Nath, & Chowdhury, 2001;
Korsmeyer, Gurny, Doelker, Buri, & Peppas, 1983). The fitting was
performed using a power type equation with a confident interval
of 95%.

3. Results and discussion
3.1. Structural characterization

The three obtained materials were all made of alginate/chitosan
blends. However, they presented various aspects (Fig. 1). Hot
air samples (Xero) were semi-transparent whereas freeze drying
(Lyoph) resulted in relatively thick foams. Supercritical dried sam-
ples (SCC) were macroscopically between Xero and Lyoph, that is
to say thin and opaque. These observations let to expect different
internal structures.

Fig. 2 shows the SEM pictures of Xero, Lyoph and SCC. Xero
samples showed compact structure, with no external macroporos-
ity. The liquid/air surface energy tends to collapse PECs polymer
chains during the drying process and explains the formation of a
compact xerogel. Nonetheless, collapsed planar sheets are present
and led to the presumed oriented collapse of PEC network. This
orientation can reasonably be explained by the “plane by plane”
superficial water evaporation during the process. The use of other
drying methods prevented the collapse of the polymer chains and
the resulting materials showed macroporosities.

The lyophilization process implies the freezing of the water con-
tained in the PEC. Despite the elimination of water, the freezing step
is a key point during the lyophilization process. Various techniques
are possible, but herein, the freezing step was performed by quench
freezing type process, using liquid nitrogen (Kasper & Friess, 2011).
In solution, this type of freezing induces a fast freezing rate, with
the formation of small ice crystals followed by directional solidi-
fication. In our case, water is trapped within the PECs. The water
crystals grow quickly while freezing, limiting polymer reorganiza-
tion. Large water crystals are thus formed within the material and
the following sublimation extracts the water which leaves place
for relatively large cavities. The frozen state of the PECs prevents
any structure collapsing as it rigidifies the structure and avoids any
polymer solvation. As a result, networked sheets with intercon-
nected pores were obtained, as already observed in the literature
for alginate (Annabi et al., 2010; Cuadros et al., 2015) or chitosan
(Annabi et al., 2010; Kassem et al., 2014) hydrogels. Additionally,
a “surface skin” was formed at the bulk/air interface, due to water
evaporation induced surface tension, as generally observed for this
type of drying (Ho et al., 2004). Supercritical CO, (SCC) drying is an
alternative method to lyophilization and avoids the freezing of the
samples. In counterpart, water has to be first replaced by ethanol
to obtain an alcogel. As PECs/ethanol interactions are not favorable,
a slight shrinkage was observed, and it may be that a slight mor-
phology change occurred (Robitzer et al., 2011). Ethanol is miscible
with CO, and can then be replaced by successive CO, baths in the
supercritical chamber. After being brought below its critical point,
CO, was evacuated from the chamber. The advantage is that the
supercritical state of CO, eliminates liquid/air interface and thus no
surface tension exists while drying (Cardea, Baldino, Marco, Pisanti,
& Reverchon, 2013; Robitzer, David, Rochas, Di Renzo, & Quignard,
2008). No denaturation, e.g. collapsing, occurs during the process.
The obtained structure was a 3D nanofibrillated structure, which
should be close to hydrogel structure. These observations correlate
bulk densities: 860, 40 and 220 mg cm~3 were obtained for Xero,
Lyoph and SCC samples, respectively (Table 1). These densities can
be linked to the collapsed or expanded states during the drying,
and the lower densities obtained for Lyoph samples are explained
by the fact that no bulk collapsing occurs during the whole process
in addition to the hole formation during water freezing expansion.

The BET methods results are presented in Fig. 3. Due to its col-
lapsed state, Xero showed no adsorption, which is consistent with a
low surface area and thus no or poor porosity. This type of isotherm
was already reported for polysaccharides (Robitzer et al., 2011). N2
sorption studies are not suitable for large pores, e.g. macroporosity.
By the way, Lyoph and SCC were shown to have a type IV isotherm,
characteristic of mesoporous materials (Fig. 3a and b). This kind of
isothermis explained by the formation of an adsorbed monolayer at
low pressure, meaning that a slight adsorbed amount was detected,
followed by multilayer formation so a strong increase in adsorption
was observed. Also an H3 type hysteresis can be observed, describ-
ing slit-shaped pores (Leofanti, Padovan, Tozzola, & Venturelli,
1998; Rio, Aguilera-Alvarado, Cano-Aguilera, Martinez-Rosales, &
Holmes, 2012). Higher adsorbed quantities were observed for SCC
samples, and surface areas of 160 and 220 m2 g~! for Lyoph and SCC
samples, respectively, were then calculated (Table 1).
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Fig. 1. The three different materials: (left) a hot air dried Xero, (middle) a freeze dried Lyoph, and (right) a supercritical dried sample SCC.

Fig. 2. SEM images of a) and b) xerogels, ¢) and d) lyophilized, and e) and f) SCC samples. Image magnifications are adapted to the different kind of structures and architecture

scales obtained.

Table 1
Structural properties of samples.

Sample type Bulk density (mg/cm?3) Surface area (m?/g) C-BET Net molar energy of adsorption (kj/mol)
Xero 821+80 - - -

Lyoph 37+2 160 160.8 3.3

ScC 175+31 220 206.6 34

Cumulative pore volume indicated a large pore volume for SCC,
around two times higher than Lyoph (Fig. 3c). This result can be sur-
prising owing to the higher bulk density obtained for SCC, but the
cumulative pore volume measured by the adsorption/desorption
method does not take into account the large macroporosity of
the material, leading to a wide undervaluation of this value. In
this case, the measured value for Lyoph, which has a microsized
structure, has to be carefully considered. However, the cumulative
pore volume plot is revelatory of the higher mesoporosity of SCC.
Pore size distribution confirmed that in addition to macropores
observed through SEM, Lyoph and SCC samples presented meso-
porosity (Fig. 3d). Indeed, both present pores starting from 10 nm

width up to 100 nm. The more numerous pores had width around
25 nm for both dried samples, but the mean pore sizes were about
28 and 35 nm for Lyoph and SCC, respectively. A narrower pore size
distribution was thus observed for Lyoph compared to SCC. This can
be consistent with the freeze drying process: the ice formation is
a homogeneous process and leads to similar pores throughout the
material.

In addition to the microscale shape observed by SEM, the BET
measurements then showed that the overall mesopore volume and
the pore size distribution can be directly tailored by the choice of
the drying process.
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Fig. 3. Isotherms of adsorption and desorption of (a) Lyoph, and (b) SCC

Additionally, the neat molar energy of adsorption, defined as
AE=E,4s-Ey, where E,q; is the adsorption energy and E; the lique-
faction energy (5.6 kJ mol~! pour N;), can be calculated through the
equation AE=RTIn(C-BET), where C-BET is a BET constant reliable
to the strength of the interaction between adsorbate (N;) and the
surface (Robitzer et al., 2011; Trisunaryanti, 2009). AE represents
the difference of energy between surface/N, interactions involved
in the first adsorption layer formation, and the liquefaction energy
involved in following layer adsorption, and is characteristic of the
surface. It was found to be 3.3 kJmol~! for Lyoph (C-BET=160.8)
and 3.4kJmol~! for SCC (C-BET=206.6) (Table 1). It gives an esti-
mation of the affinity between the gas and the solid, but has to
be carefully considered while looking for mesoporous materials, as
small pores tend to artificially increase this value. By the way, these
values are in the range of polysaccharide values (Robitzer et al.,
2011). These are relatively high, which is consistent with PECs sur-
faces. Indeed, as a PEC results from electrostatic interactions, it is a
highly polar material. This high polarity favors a specific organiza-
tion of quadripolar N, molecules as it adsorbs on the surface, and
allows dense layers to form.

Finally, the similar net molar energy obtained for Lyoph and SCC
indicates that interactions between alginate and chitosan within
the PECs are not influenced by the drying process. Nonetheless,
modification of the internal structures (not only meso- but espe-
cially macroporosities) are characteristics that are directly driven

| | | | ]

1200 — .
b —&— SCC adsorption ;_I‘

2 1000 — —&— SCC desorption B
£
(5]

} 800 — |
s

3 600 — |
o
©
[}]

S 400 B
[o]
w
el

< 200 i

3

dV/dlog(w) pore volume / cm /g

T
2 3 4 5

Pore width / A

samples. (b) cumulative curves of pores volumes and (d) dV/dlog(w) curves.

by the drying step. In the following section, the influence of these
variations will be discussed.

3.2. Swelling properties

The swelling properties were investigated in terms of mass and
volume (Fig. 4). A previous study reported that swelling ability of
alginate/chitosan PECs is related to the hydrophilic character of
alginate (Castel et al., 2017). Herein, we clearly determined that
an increase in the surface area leads to higher swelling abilities
of the matrices. After 24 h, samples were considered full and by
introducing porosity, swelling can be multiplied by more than 2
times in the case of the SCC, compared to the Xero. Lower swelling
degree (1600%, in TRIS pH7.4) for dried alginate under supercriti-
cal CO, (Quraishi et al., 2015) was reported. The Lyoph matrices
showed intermediate absorption around 4 000%. Similar results
were obtained with lyophilized cross-linked carboxymethyl chitin
(Zhao, Wu, Chen, & Xing, 2015) (in phosphate buffer, pH 7.4). We
can also mention that freeze dried chitosan sponge showed only 2
000% of absorption (in 2% agar water) (Kassem et al., 2014). All these
results indicate an interesting water uptake ability of the present
matrices, especially for the supercritical drying.

Additionally, volume variations showed that xerogels tend to
widely increase their size while swelling (up to 2 300%). Indeed,
the collapsed chains permit an extension of the structure. On the
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Fig. 4. Massic (left) and volumic (right) swelling percentages of Xero, Lyoph, and SCC in water, 24 h.

other hand, aerogels, and especially Lyoph, were not able to grow
as their structures were already expanded.

However, owing to the electrostatic character of PECs, the sur-
rounding media can be of critical importance in term of swelling
abilities. The influences of three buffers were evaluated: PBS (pH
7.4), TRIS/NaOH (pH 7.4) and TRIS (pH 7.4). The presence of PBS
(buffer pH 7.4) in the media tends to strongly reduce the absorp-
tion abilities of Xero and SCC materials whereas it has no significant
effect on Lyoph samples (Fig. 5). A diminution was also observed
for the TRIS/NaOH and TRIS buffer (same pH, 7.4). In opposition,
distilled water is slightly acidic. One could assume this effect is
pH driven: at pH 7.4 the amines of chitosan are partially deproto-
nated (pKa of 6.3 (Pillai, Paul, & Sharma, 2009)). This deprotonation
is supported by ATR-FTIR measurements (Supporting information,
Fig. S1).

Two hypothesis can then be drawn: i) the reduction of charge
of the chitosan moieties results in less favorable hydrophilic
interactions with water and ii) the deprotonation leads to the
decomplexation of the PEC which can result in a partial solubili-
sation of alginate. In both cases, the resulting effect on the swelling
percentages is a diminution. Nonetheless, the lower swelling
diminution in the case of TRIS/NaOH and, more importantly, TRIS
buffer, in the case of SCC, leads to assumption of the influence of
the nature of the buffer salt on the PEC. Especially, we assume
the formation alginate excess cross-linking is destroyed while Na*
replaced Ca%* ions, and the PECs structure tends to collapse and/or
solubilize, as observed by ATR-FTIR (Supporting information, Fig.
S1) and energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS, Supporting
information Table S2). The presence of Na in the media could also
facilitate the xerogels expansion while forming Na-alginate inter-
actions and thus partially counterbalance the negative effect of
the increase of the pH on the absorption ability of the material.
Hence, for Xero, TRIS treatment exhibited the lower swelling per-
centage, as this solution contain only possible trace sodium content.
The independence of Lyoph to its surrounding medium could be
attributed to the relative large pores of Lyoph, responsible for the
major part of the absorption of water. The water included in these
large cavities is less affected by the state of the polymer. Even if the
material is affected by the pH and/or the presence of phosphates,
its overall macrostructure is kept intact.

3.3. Behavior in enzymatic media

Materials behavior was evaluated in pancreatin from porcine
pancreas (PPP) in order to evaluate their potential interest as
pancreas wound dressings. Indeed, it can arise that, after partial
pancreatic resection; some pancreatic juice can leak through sur-

gical sutures. Absorption and resistance against these leakages are
properties that a material should have in order to help pancre-
atic surgery. The solution was buffered with a sodium phosphate
salt. PPP is an enzymes digestive cocktail produced by the exocrine
cells of pancreas. It contains, among others, amylase, trypsin, lipase,
ribonuclease and protease and is supposed to join the duodenum to
help digestive functions. The enzymes activity depends on the tem-
perature and the pH. Each enzyme has a pH dependent optimal pH,
but an overall pH set to 8 allows efficient activity while reproducing
the biological environment of this juice (Worthington Biochemical
Corporation, 1972). The swelling over 24 h was measured (Fig. 6,
right). The uptakes of the three materials significantly decreased
compared to those obtained above in media without enzymes. The
higher uptake was obtained for Lyoph samples (1300%), while SCC
(1000%) and Xero (790%) remained low. The sodium contained in
the buffer salt would explain this decrease, as the possible degra-
dation due to enzymatic activity.

However, as potential wound dressings, materials have also to
exhibit resistance to possible harsh conditions. Degradation studies
were performed in the same enzymatic media for 14 days (Fig. 6,
left). Despite the harsh conditions, the mass loss is not due to the
enzymatic activity, as was shown by comparing samples with a
control in water. It should be more related to partial solubiliza-
tion of polysaccharides, especially alginate which is water soluble
and affected by the presence of sodium in the buffer salt. Indeed,
it was already shown that chitosan has a better resistance to this
pancreatic medium than alginate which degraded by 6 days (Castel
etal., 2017). By the way, the presence of enzymes seems to stabilize
all of the three materials. In all cases, the degradation rates stayed
under 35% after two weeks. Two weeks is generally the minimum
time needed to achieve good healing. These degradation rates are
low enough to ensure a good conservation of the wound dressing
properties during the healing, but at the same time are not so low
that a second operation would be needed to remove the wound
dressing. However, we see that the SCC exhibits a lower degrada-
tion, indicating a higher resistance, probably due to its more highly
interconnected nanometric structure which maintains a cohesive
state.

3.4. Drugrelease

Drug release studies were performed in order to determine the
ability of the 3 types of sample to incorporate and release eosin
over time and to relate them to their structure. Results are shown in
Fig. 7.In order not to modify the structure of PECs, the loaded eosine
matrices were directly put in the release media without being dried.
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Fig. 5. Influence of the media on the swelling rate.
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Fig. 7. Drug release kinetics of eosin in term of percentages of incorporated eosin.

After being immerged in an 0.5gL-! eosin bath for 12h, the
dropped eosin per gram of PEC was estimated by indirect assays to
be of 92 +4mg/g, 102 = 10 mg/g and 804+ 11 mg/g for Xero, Lyoph
and SCC samples, respectively. One could expect that by increasing
the surface area, the quantity of adsorbed hydrophilic eosin would

increase. This phenomenon was observed between Xero and Lyoph
but SCC, which had a larger surface area, showed lower adsorption.
The water uptake of SCC is decreased by the presence of PBS which
explains this phenomenon, as already discussed. This effect could
however be amplified by the modification of the material due to
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Fig. 8. Logarithm plots of release curves (solid lines) and linear fitting plots (dashed lines).

the process. Indeed, the passage via an alcogel needed to process
SCC could lead, as EtOH is less polar than water and is a non-solvent
for PECs, to the modification of the superficial conformation of the
polymer chain and then to the reduction of its hydrophilicity. At
the same time, Lyoph samples are quickly frozen so no confor-
mation modification is possible and then hydrophilic moieties are
still externally oriented. This would increase its affinity to eosin.
This explanation is relativized by the similar neat molar energy of
adsorption obtained for SCC and Lyoph samples. If this energy has
to be carefully considered, the contribution of the macrostructure
of Lyoph has to be added to the equation.

In all cases, the three samples seem to reach the maximum of
cumulative release after one day (Fig. 7). The relative eosine libera-
tion showed Lyoph exhibited low percentages of release compared
to Xero and SCC. This observation is in agreement with the fact that
Lyoph samples have much more affinity with eosin than SCC sam-
ples. However, not a huge difference was observed between Xero
and SCCin terms of percentage of excretion. We would explain this
by the fact that Xero has a much more compact structure and that
eosin would be located at the outer region of xerogels. The follow-
ing release would be faster than Lyoph, but still seem to be slightly
lower than for SCC.

The diffusion through the sample volume should also be consid-
ered. All samples were taken with the same surface, but the Lyoph
samples were much thicker. As a result, the distance from the sam-
ple core to the external medium is much more important for these
samples. A reduction of the release quantity can then be obtained.

The release kinetic was fitted by the Korsmeyer-Peppas model
for percentages of release inferior to 45% (30% for Lyoph), which
correspond to the linear part of the log/log curves (Fig. 8, dashed
lines) (Dash et al., 2001; Korsmeyer et al., 1983). This model is indi-
cated for polymeric materials and gives the descriptive parameters
K, the release rate constant, and n, the release exponent. The low
deviation between the linear fit and experimental curves indicated
that the release is mainly driven, at these low release percentages,
by diffusion process. In polymeric porous materials, two diffu-
sion processes can basically be kept in mind: diffusion of the drug
through the water-filled pores and, as the polymers swell, diffu-
sion through the swollen polymer is to be considered (Korsmeyer
et al., 1983). K incorporates the overall solute diffusion and geo-
metric characteristics of the system. In our case, matrices were
already swollen when the release started. K parameter showed to
be higher for Lyoph and SCC samples, which is consistent with the

higher surface area of these samples: the higher interfacial contact
area between the polymers and the water led to a faster swollen
polymers/pore filled water drug exchange, then a straightforward
diffusion could be achieved and diffusion resistance was lowered.
The higher K calculated for Lyoph samples can be attributed to
the larger macropores of these structures which facilitate water
diffusion. Parameter n gives information about the release mecha-
nism. All types of samples gave n exponents between 0.60 and 0.70.
These values are characteristic of a non-Fickian (also called anoma-
lous) diffusion behavior (Costa & Sousa Lobo, 2001; Dash et al.,
2001). This type of diffusion is relevant to a polymer-solvent-solute
system, indicating that the already swollen polymer obstructs the
eosine diffusion. Despite the steric barrier, this is also due to the car-
boxylate function of eosine, able to interact with chitosan’s amines,
thus the PECs materials do not act as inert support matrices: these
PECs/eosines interactions limit the release and around 40% of the
amount of antiseptic remains in the matrices after two days. After
this period, a very low release rate seems to occur.

4. Conclusion

In this work, we proposed the comparative study of three dif-
ferent drying techniques and their structural and physicochemical
impact on alginate/chitosan PEC’s as potential gastro-intestinal
wound dressings.

The choice of drying process can highly affect the structure of a
given polysaccharide material, and allow the tuning of its porosity
and also its internal organization. More precisely, classic hot air
drying led to a compact xerogel, whereas lyophilization and SCC
drying gave rise to 3D architectures, with either a sheets network
or a nanofibrillar structure, respectively.

If the structure varies strongly, its impact on the physico-
chemical was mainly observed on the swelling ability of the
designed materials. Especially, by introducing a macro and micro
porosity the swelling ability is strongly increased. However, the
swelling is directly related to the external medium, and the higher
porosity does not systematically imply the higher uptake. Indeed,
the optimal material is dependent of the surrounding media. Addi-
tionally, we showed that evaluation in pancreatic juice simulated
media significantly reduced the swelling ability. Evaluations of
these materials should then be performed owing to the desired
application in order to drive the choice of the drying process. In
all cases, the increase of porosity does not involve a decrease in the
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enzymatic resistance. In addition, the drying process could produce
a change in the interactions between the matrix and the eventual
drug molecule, which can modify its release ability. Incorporation
of the eosin before the drying process would be an interesting per-
spective in order to obtain a swelling-controlled release system,
possibly able to increase the release time, as the swelling of the
polymer during the release is a factor that slows down the diffu-
sion. All these observations showed an interesting potential for the
three kind of materials as gastro-intestinal wound dressings and
the choice of the drying process would not have to be neglected.
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Glossaire

antifouling propriété d'un matériau a ne pas adsorber les protéines, a rester "propre".
27,38, 45, 46

biocompatibilité aptitude d'un matériau a remplir une fonction, sans causer de phéno-
menes parasites, ni par une réponse immunitaire de I’organisme, ni par sa toxicité

ou celle de ses produits de dégradations. 16

bulk le bulk représente la partie massique d'un matériau, a contrario des ses propriétés
de surface. 25, 95, 109

cellules endothéliales cellules recouvrant l'intérieur des vaisseaux sanguins. 28, 45

cytosquelette ensemble de structures composant le squelette cellulaire, composé de plu-
sieurs polymeres. Chez les eurcaryotes (présence d'un noyau cellulaire), il est com-
posé de filaments d’actines, de microtubules et de filaments dits intermédiaires. 24,
25,29

cytotoxique substance toxique envers les cellules. 18

"grafting from" méthode de greffage conduisant a une structure en peigne, consistant en
la polymérisation d’'un monomere et sa croissance directement depuis une surface.
35, 36, 38, 41, 131

"grafting to" méthode de greffage conduisant a une structure en peigne, consistant en la
synthése d'un polymeére puis a son accroche sur une surface via des sites fonction-
nels réactifs. 35, 36, 41, 45, 131, 132

immunogénicité 'immunogénicité est la capacité qu'a un corps de provoquer une ré-
ponse immunitaire bien spécifique. 25

indice de polydispersité rend compte de la distribution de taille d'un polymere. Augmente
avec la polydispersité, 1 étant le cas idéal théorique d'un polymere monodisperse.
Se calcule a partir a partir du ratio entre la masse molaire moyenne en masse (M)

et la masse molaire moyenne en nombre (M,,):

.35
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loi de Poiseuille relie la viscosité dynamique n d’un liquide, par mesure du temps d’écou-
lement 6¢ entre un point A et un point B, tel que : 8¢ = %, ou k est une constante
propre au viscosimetre utilisé et p la masse volumique du fluide. Dans le cas de gels

tres dilués, on peut considérer p comme constant, égale a 1 kg/L. 78

mitogene qualité d'une substance qui promeut la mitose et la division cellulaire. 18

motilité capacité d'une cellule a se mouvoir, spontanément ou en réponse a des stimuli.
29

points d’adhésion focaux regroupement (ou cluster) local d'intégrines, récepteurs d’adhé-

sion cellulaire, fournissant un point d’ancrage de la cellule sur la MEC. 25, 28, 29

rayon de giration représentation mathématique (gaussienne) de la zone spatiale occu-

pée par un polymere, en prenant en compte sa solvatation. 27

rupture homolytique rupture d'une liaison covalente via la répartition égalitaire des deux
électrons sur les atomes mis en jeux, ce qui conduit a la formation de deux radicaux,
comme suit: AXB' — A + B'.41

série de Hofmeister la série de Hofmeister ordonne les ions en fonction de leur capa-
cité a réguler la concentration en protéine, par action sur leur solubilité (précipi-
tation/solubilisation). Les anions ont un effet plus marqué que les cations, et sont
ordonnés comme suit (non exhaustif) : SO42‘ > HPO 42‘ >CH;-COO™ >Cl” >Br~
>NO;” >I" >SCN™.
Les premiers éléments tendent a diminuer la solubilité protéique tandis que les der-
niers 'augmentent. Sile phénomene s’observe de maniere générale sur tous les sys-
temes eau / macromolécules auxquels des ions sont ajoutés, les mécanismes en

jeux restent mal connus. 44

systeme immunitaire innée immunité primaire non spécifique, combattant en premiere
ligne toute intrusion ou pathologie. Elle comprend notamment les barrieres phy-
siques (peau, muqueuses), la réponse inflammatoire, la phagocytose ou encore une

suite de réactions protéolytiques en cascade. 27
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