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Avant-propos 

 
 De nos jours, de nombreuses maladies à long terme, appelées maladies chroniques, 

touchent de plus en plus de personnes à travers le monde. Plusieurs maladies chroniques liées 

à l’inflammation, telles que la polyarthrite rhumatoïde, l’arthrose ou le cancer, sont 

notamment particulièrement redoutables et nécessitent encore le développement de thérapies 

efficaces. Une des difficultés principales de cette problématique réside dans le fait que ces 

maladies chroniques nécessitent généralement une thérapie sur une longue période, entraînant 

alors des interventions médicales régulières pouvant être accablantes pour les patients. Pour 

répondre à cette problématique, des biomatériaux capables de véhiculer et libérer de manière 

contrôlée des substances actives constituent une voie très prometteuse pour le développement 

de solutions efficaces et adaptées au traitement des maladies chroniques. En effet, il peut être 

imaginé qu’un biomatériau, sous la forme d’implant par exemple, ayant la capacité de libérer 

une substance active de manière prolongée, pourrait présenter des effets appropriés et limiter 

le nombre d’interventions médicales en cours de traitement. 

 Dans ce contexte, l’équipe 3Bio du Laboratoire de Conception et Application de 

Molécules Bioactives, au sein de laquelle s’est déroulée cette thèse, mène actuellement des 

travaux de recherche sur des biomatériaux à base de complexes de polyélectrolytes. Formulés 

selon un procédé bien établi de compaction de ces complexes, ces biomatériaux présentent un 

caractère plastique et des propriétés mécaniques compatibles avec leur utilisation dans le 

domaine biomédical. Ces biomatériaux ont d’abord été fabriqués au laboratoire à partir de 

poly(hydrochlorure d’allylamine) et de poly(acide acrylique) et, ayant démontré des 

propriétés très intéressantes en vue d’une application dans le domaine biomédical, la 

procédure a récemment été appliquée à un couple de polyélectrolytes biosourcés, le chitosan 

et l’alginate. 

 Afin de développer, à partir de ces biomatériaux à base de chitosan et d’alginate, des 

systèmes capables de véhiculer des substances actives, notamment anti-inflammatoires, la 

stratégie appliquée au cours de ces travaux de thèse a été de fonctionnaliser les 

polyélectrolytes de départ avec la -cyclodextrine, une molécule-cage connue pour sa 

capacité à former des complexes d’inclusion réversibles avec de nombreuses molécules 

hydrophobes et en particulier avec des substances actives. 

 Dans ce manuscrit, un premier chapitre consistera en un état de l’art portant sur les 

biomatériaux et en particulier sur les biomatériaux à base de complexes de polyélectrolytes. 
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Un second chapitre abordera les différentes synthèses chimiques réalisées au cours de cette 

thèse, notamment celles concernant la fonctionnalisation des polyélectrolytes par la -

cyclodextrine. Les différents matériaux formulés à partir des polyélectrolytes fonctionnalisés 

ou non par la -cyclodextrine, ainsi que leur caractérisation, seront présentés dans un 

troisième chapitre. Enfin, dans un quatrième et dernier chapitre, les différentes évaluations 

biologiques in vitro menées sur les matériaux développés, seuls ou contenant une substance 

active anti-inflammatoire (le piroxicam ou la prednisolone), seront détaillées. Des travaux 

préliminaires concernant le développement d’une méthode d’inclusion de tout type de 

molécules dans les matériaux développés seront également exposés dans ce dernier chapitre. 

 
 Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont donné lieu à un article publié dans un 

journal scientifique et à plusieurs communications orales et par affiche lors de congrès 

nationaux et internationaux : 

 

❖ Article publié 

  

• Alexandre Hardy, Cendrine Seguin, Anaïs Brion, Philippe Lavalle, Pierre Schaaf, 

Sylvie Fournel, Line Bourel-Bonnet, Benoît Frisch* et Marcella De Giorgi*, “ -

Cyclodextrin-Functionalized Chitosan/Alginate Compact Polyelectrolyte 

Complexes (CoPECs) as Functional Biomaterials with Anti-Inflammatory 

Properties ”, ACS Applied Materials and Interfaces 10, 29347-29356, 2018. 

 

❖ Communications orales 

 

• Alexandre Hardy, “ Synthesis, Functionalization and Evaluation of 

Biomacromolecules Complexes towards Tissue Engineering ”, Forum BioChem 

2016, 2 juin 2016, Illkirch ; 

• Alexandre Hardy, “ -Cyclodextrin-linked Chitosan/Alginate Compact 

Polyelectrolyte Complexes (CoPECs) as Natural and Functional Biomaterials with 

Intrinsic Anti-Inflammatory Activity ”, 3rd Annual Conference and Expo on 

Biomaterials, 5 mars 2018, Berlin. 
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❖ Communications par affiche 

 

• Alexandre Hardy, Marcella De Giorgi, Anais Brion, Maria Vittoria Spanedda, 

Béatrice Heurtault, Sylvie Fournel, Pierre Schaaf, Philippe Lavalle, Line Bourel-

Bonnet et Benoît Frisch, “ Synthesis, Functionalization and Evaluation of 

Biomacromolecules Complexes towards Tissue Engineering ”, Forum BioChem 

2016, 2-3 juin 2016, Illkirch ; 

• Alexandre Hardy, Marcella De Giorgi, Anais Brion, Maria Vittoria Spanedda, 

Béatrice Heurtault, Sylvie Fournel, Cendrine Seguin, Pierre Schaaf, Philippe 

Lavalle, Line Bourel-Bonnet et Benoît Frisch, “ Compact Biomacromolecules 

Complexes as New Carriers for Anti-Inflammatory Drug Delivery ”, 24ème 

édition des Journées Jeunes Chercheurs de la Société de Chimie Thérapeutique, 8-

10 février 2017, Châtenay-Malabry ; 

• Alexandre Hardy, Marcella De Giorgi, Anais Brion, Sylvie Fournel, Cendrine 

Seguin, Pierre Schaaf, Philippe Lavalle, Line Bourel-Bonnet et Benoît Frisch, “ 

Compact Polyelectrolyte Complexes as New Bioactive Biomaterials for 

Regenerative Medicine ”, JCI 2017, 27-28 mars 2017, Illkirch ; 

• Alexandre Hardy, Marcella De Giorgi, Cendrine Seguin, Anais Brion, Pierre 

Schaaf, Philippe Lavalle, Sylvie Fournel, Line Bourel-Bonnet et Benoît Frisch, “ 

Natural -cyclodextrin-linked Chitosan/Alginate Compact Polyelectrolyte 

Complexes as Bioactive Biomaterial for Combination Therapy ”, Journée 

thématique “Matériaux pour la Santé”, 16 janvier 2018, Reims ; 

• Alexandre Hardy, Marcella De Giorgi, Cendrine Seguin, Anais Brion, Pierre 

Schaaf, Philippe Lavalle, Sylvie Fournel, Line Bourel-Bonnet et Benoît Frisch, “ 

-Cyclodextrin-linked Chitosan/Alginate Compact Polyelectrolyte Complexes 

(CoPECs) as Natural and Functional Biomaterials with Intrinsic Anti-

Inflammatory Activity ”, 3rd Annual Conference and Expo on Biomaterials, 5-6 

mars 2018, Berlin ; 

• Marcella De Giorgi, Alexandre Hardy, Cendrine Seguin, Anais Brion, Joseph 

Hemmerlé, Philippe Lavalle, Pierre Schaaf, Sylvie Fournel, Line Bourel-Bonnet et 

Benoît Frisch, « Natural -cyclodextrin-linked chitosan/alginate Compact 

Polyelectrolyte Complexes (CoPECs): New Biomaterials with Intrinsic Anti-

inflammatory Activity », RICT 2018, 4-6 juillet 2018, Strasbourg. 
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 Au cours de ce chapitre introductif faisant un état de l’art relatif au domaine des 

biomatériaux, une première partie consistera en une description générale des quatre 

principales familles de biomatériaux ayant déjà trouvé de nombreuses applications dans le 

domaine biomédical, c’est-à-dire les biomatériaux métalliques, céramiques, polymériques et 

composites. Une seconde partie s’intéressera à un type particulier de matériaux polymériques, 

les complexes de polyélectrolytes, qui sont actuellement en cours de développement et qui 

sont très prometteurs pour des utilisations dans le domaine biomédical. Enfin, une troisième 

partie concernera les Complexes de Polyélectrolytes Compacts, ou CoPEC, qui constituent un 

type particulier de forme pouvant être prise par ces complexes de polyélectrolytes et qui ont 

été utilisés lors de la réalisation de ces travaux de thèse.  
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I. Les biomatériaux 

 

I. 1. Généralités 

 

Les biomatériaux ont été définis en 1982 par la National Institutes of Health 

Consensus Development Conference comme « toute substance (autre qu’un médicament) ou 

combinaison de substances, d’origine synthétique ou naturelle, pouvant être utilisée sur une 

durée variable, en tant que système ou partie de système traitant, accroissant ou remplaçant 

tout tissu, organe ou fonction du corps ». Ils font de nos jours partie intégrante du domaine 

médical et se retrouvent notamment dans des applications très courantes telles que les lentilles 

de contact, les prothèses auditives ou encore les implants orthopédiques et dentaires.1 

Dans l’histoire, le développement des biomatériaux a connu trois générations 

distinctes. Dans un premier temps, les biomatériaux développés devaient être inertes et 

biocompatibles, afin de ne causer aucun dommage au tissu biologique traité ou limitrophe. 

Dans un second temps, des biomatériaux bioactifs pouvant se lier au tissu hôte ont été 

développés. Enfin, de nos jours, l’objectif principal est le développement de biomatériaux 

biodégradables pouvant se dégrader une fois leur action terminée, et laisser ainsi place à des 

tissus naturels.2 

L’utilisation des biomatériaux dépend de divers paramètres :1 

• La réponse de l’hôte, définie comme la réponse locale ou systémique de 

l’organisme d’accueil au matériau implanté ; 

• La biocompatibilité, correspondant à la capacité du matériau à exister au 

contact des tissus biologiques humains sans causer de dommage intolérable à 

l’organisme ; 

• La biofonctionnalité, c’est-à-dire le fait d’occuper des fonctions physique et 

mécanique spécifiques ; 

• La non-toxicité, excepté dans les cas spécifiques où la toxicité est souhaitée (le 

ciblage de cellules cancéreuses par exemple) ; 

• La facilité de mise en forme ; 
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• Les propriétés mécaniques du matériau, telles que la résistance à la traction, à 

la corrosion, à l’usure et à la fatigue,* le module élastique,** la limite 

d’élasticité ou encore la dureté. 

Ces biomatériaux émergent de quatre grandes familles de matériaux : les métaux, les 

céramiques, les polymères et les composites. 

 

I. 2. Les biomatériaux métalliques 

 

 Les biomatériaux métalliques peuvent être classés selon quatre groupes distincts, (i) 

les aciers inoxydables, (ii) les alliages à base de cobalt, (iii) les alliages à base de titane et (iv) 

les autres métaux divers (alliages à base de magnésium, de tantale et de zirconium, argent). 

Les trois premiers groupes sont actuellement les plus productifs et ont mené à de nombreux 

biomatériaux, approuvés par la FDA et utilisés de manière routinière, principalement dans le 

domaine orthopédique.2 

 

I. 2. 1. Les aciers inoxydables 

 

Les aciers inoxydables sont des alliages à base de fer contenant une proportion 

importante de chrome (entre 11 et 30 %m) et une proportion variable de nickel. Ceux utilisés 

en tant que biomatériaux ont l’avantage d’être peu coûteux mais présentent néanmoins 

plusieurs inconvénients dans l’optique d’une utilisation sur le long terme, tels qu’une faible 

résistance à la fatigue, la corrosion et l’usure ainsi qu’une toxicité et carcinogénicité du nickel 

et du chrome qu’ils relarguent. Ainsi, ils sont principalement utilisés dans des dispositifs 

temporaires tels que des fils chirurgicaux ou des broches par exemple (Tableau 1). 

L’Orthinox, un acier inoxydable à forte teneur en azote, constitue cependant une exception 

car il présente des résistances à la corrosion et à la fatigue plus importantes que les aciers 

inoxydables « classiques ». Il est ainsi utilisé pour des applications à plus long terme comme 

dans divers types de prothèse (Tableau 1).2  

 

 

                                                      
* Phénomène de fracture intervenant à la suite d’un nombre important de cycles de charge.3 
** Grandeur reliant la contrainte imposée à un matériau à la déformation du matériau engendrée par cette 
contrainte. 
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I. 2. 2. Les alliages à base de cobalt 

 

Le cobalt, du fait de sa nature cristalline (présentant d’une part une structure 

hexagonale compacte et d’autre part une structure cubique à faces centrées), permet à ces 

alliages d’avoir une meilleure résistance à la fatigue et à l’usure que les aciers inoxydables. Le 

cobalt est généralement associé au chrome qui permet d’augmenter la résistance à la corrosion 

et à l’usure des matériaux finaux. Plusieurs autres éléments peuvent être ajoutés au cobalt et 

au chrome afin d’affiner les propriétés du matériau final.2 Le molybdène et le nickel 

permettent d’augmenter encore la résistance à la corrosion et d’augmenter le renforcement des 

solutions solides obtenues. Du fait de leurs très bonnes propriétés, les principaux alliages 

contenant ces éléments (Co-28Cr-6Mo) sont utilisés pour des applications à long terme 

comme dans les prothèses articulaires par exemple (Figure 1) (Tableau 1). Le tungstène 

permet lui-aussi le renforcement des solutions solides finales mais peut également engendrer 

une diminution de la résistance à la corrosion. Les alliages contenant ce tungstène (Co-20Cr-

15W-10Ni et Co-Ni-Cr-Mo-W-Fe) sont donc plutôt utilisés pour des applications à court 

terme telles que dans les plaques à os par exemple (Tableau 1).2 

 

 

Figure 1 : Composants d’une prothèse fémorale en alliage Co-28Cr-6Mo. Selon Chen et al.2 

 

 Les alliages à base de cobalt sont très utilisés de nos jours mais présentent néanmoins 

quelques inconvénients. Ils sont en effet coûteux et peuvent engendrer un relargage du cobalt, 

du nickel et du chrome qu’ils contiennent, qui sont des éléments reconnus comme toxiques. 

Du fait de l’importance de leur module élastique (220-230 GPa) par rapport à celui de l’os 

(10-30 GPa), ils sont également sujets à l’effet de déviation de contrainte* qui fait glisser le 

matériau par rapport à l’os, détériorant ainsi l’interface entre ces deux éléments et pouvant 

                                                      
* Distribution inégale de l’énergie provenant de la propagation des ondes de choc durant l’utilisation d’un 

matériau. 
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mener, à terme, à une perte osseuse et à une fracture de l’os ou de l’implant, accélérant 

finalement sa détérioration.2 

 

I. 2. 3. Les alliages à base de titane 

 

Le titane est un élément présentant intrinsèquement une très bonne résistance à la 

corrosion. Il présente deux structures cristallines distinctes : une structure hexagonale 

compacte (phase ) et une structure cubique centrée (phase ) avec une température de 

transition entre les deux phases d’environ 885 °C. Le titane est utilisé sous forme brute non 

alliée ou sous forme d’alliages qui sont répartis en quatre groupes selon leur microstructure 

après usinage : les alliages , proche , - et . De nos jours, les principaux biomatériaux à 

base de titane sont faits de titane brut non allié ou d’alliages - mais il y a un intérêt 

grandissant porté aux alliages , présentant notamment des propriétés mécaniques plus 

avantageuses.2 

Différents éléments peuvent être associés au titane afin d’ajuster les propriétés 

mécaniques des matériaux finaux et, selon que ces éléments augmentent ou décroissent la 

température de transition entre les phases  et , leur addition est dite  ou -stabilisante. Les 

principaux éléments associés au titane pour la fabrication d’implants médicaux sont 

l’aluminium (-stabilisant), le vanadium, le niobium, le molybdène, le fer, le tantale (-

stabilisants) et le zirconium (neutre).2 

Les alliages de titane sont plus résistants à la corrosion et présentent une meilleure 

biocompatibilité que les aciers inoxydables et les alliages à base de cobalt. Ils ont également 

un module élastique (105-125 GPa) plus proche de celui des os (10-30 GPa). L’alliage - 

Ti-6Al-4V et sa version de très faible teneur en interstices (Ti-6Al-4V ELI) sont les plus 

utilisés de ces alliages pour des applications médicales, avec le titane brut non allié. Les 

biomatériaux à base de titane pur sont utilisés pour des applications où ils ne subissent pas de 

charge, tandis que les alliages -, aux meilleures propriétés mécaniques, sont plutôt utilisés 

dans des applications où ils sont mécaniquement sollicités (voir leurs applications en Tableau 

1).2 

Tout comme les aciers inoxydables et les alliages à base de cobalt, les alliages de 

titane sont des biomatériaux fortement utilisés mais ne sont néanmoins pas parfaits. Les 

alliages - présentent notamment une faible résistance au cisaillement et les alliages  une 

faible résistance à l’usure.2 
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Tableau 1 : Exemples d’applications des trois principaux groupes de biomatériaux métalliques. 

Biomatériaux métalliques Applications 

Aciers inoxydables Aciers inoxydables « classiques » Vis, broches et plaques à os, 

clous et tiges intramédullaires, 

fixations internes de fracture, 

fils chirurgicaux 

Orthinox Prothèses de hanche, d’épaule, 

de genou, de cheville, de gros 

orteil 

Alliages à base de 

cobalt 

Co-28Cr-6Mo Prothèses articulaires métal sur 

métal, prothèses de hanche, de 

genou, de cheville 

Co-20Cr-15W-10Ni 

Co-Ni-Cr-Mo-W 

Fils et plaques à os 

Alliages à base de 

titane 

Titane brut non allié Implants dentaires, vis et 

agrafes pour la chirurgie 

spinale, implants maxillo-

faciaux 

Alliages - Ti-6Al-4V 

Ti-6Al-4V ELI 

Prothèses de hanche, de genou, 

d’épaule, de coude, de poignet, 

implants dentaires  

Ti-6Al-7Nb Plaques de fixation de 

fractures, vis, clous, tiges et 

fils chirurgicaux 

Ti-3Al-2,5Fe Clous intramédullaires 

Alliages  Ti-Mo-Zr-Fe Prothèses de hanche 

 
 
 Ainsi, les biomatériaux métalliques sont très utilisés de nos jours et ce, tout 

particulièrement pour des applications à long terme, dans des conditions où ils sont fortement 

sollicités mécaniquement (par exemple dans le cas des prothèses articulaires). Néanmoins, des 

recherches sont encore à mener pour améliorer ces matériaux afin d’éliminer les quelques 

limitations de propriétés rencontrées dans les différents groupes de biomatériaux métalliques. 

En particulier, des biomatériaux métalliques de troisième génération (biodégradables) sont 
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actuellement au stade de recherche.2 Dans ce contexte, les alliages à base de magnésium 

paraissent très prometteurs. Ils présentent en effet des propriétés mécaniques proches de celles 

de l’os et se dégradent au contact des environnements salins du corps humain, tandis que les 

principaux éléments de ces alliages, le magnésium et le calcium, sont tolérés par le corps. 

Néanmoins, un problème majeur restant à résoudre dans le développement de ces alliages 

concerne la libération d’hydrogène lors de leur biodégradation. En effet, lorsque cette 

libération est trop importante, elle mène à la formation de bulles de gaz sous-cutanées. Ces 

bulles peuvent alors provoquer des séparations de couches de tissus biologiques et également 

entraver le flux sanguin.4 

 

I. 3. Les biomatériaux céramiques 

 

 Les céramiques sont des matériaux polycristallins caractérisés par leur dureté, leur 

faible densité, leur raideur, leur résistance mécanique, à la corrosion et à l’usure, mais aussi 

par leur fragilité. Cinq céramiques sont principalement utilisées en tant que biomatériaux :1 

• L’alumine (Al2O3), présentant une très bonne résistance mécanique, à la 

corrosion et à l’usure ainsi qu’un caractère biocompatible ; 

• Le carbone pyrolytique, ayant la particularité d’avoir notamment des propriétés 

mécaniques similaires à celles des os et de ne pas être sujet à la fatigue ; 

• La zircone (ZrO2), dotée d’une bonne résistance mécanique et à la rupture ; 

• Les vitrocéramiques et bioverres, qui ont la particularité de subir une 

modification de surface une fois implantés dans le corps leur permettant, par 

exemple, de se lier aux os ; 

• Les phosphates de calcium, disponibles sous différentes formes physiques et 

ayant pour principale particularité leur porosité. 

L’alumine, le carbone pyrolytique et la zircone sont dit inertes, c’est-à-dire qu’ils 

conservent leur structure et n’induisent pas de réponse immunologique après implantation 

dans le corps. Les vitrocéramiques et bioverres, quant à eux, sont dits bioactifs dans le sens où 

ils forment des liens chimiques avec les os et tissus mous des organismes vivants. Enfin, les 

phosphates de calcium sont qualifiés de biorésorbables car ils se dégradent par hydrolyse dans 

le corps et sont alors remplacés par de nouveaux tissus naturels ; les produits de dégradation 

de ces matériaux sont alors métaboliquement pris en charge par le corps.1 
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Malgré leur fragilité, justifiant leur utilisation moins abondante que les biomatériaux 

métalliques ou polymériques, les céramiques se retrouvent dans diverses applications, 

principalement dans les domaines de la dentisterie (Figure 2) et orthopédique (Tableau 2).1 

 

 

Figure 2 : Vues A) externe et B) interne d’une armature de couronne dentaire en alumine préparée 

par lithographie. Adapté du travail de Dehurtevent et al.5 

 

Tableau 2 : Exemples d’application des principaux biomatériaux céramiques.1 

Biomatériaux céramiques Applications 

Alumine Implants dentaires, espaceurs et extenseurs 

de vertèbres, composants fémoraux, 

prothèses articulaires totales 

Carbone pyrolytique Valves cardiaques, membres artificiels, 

implants dentaires 

Zircone Prothèses de hanche, de genou, de dent, de 

tendon ou de ligament, produits de 

comblement osseux 

Bioverres Implants dentaires, valves cardiaques, 

prothèses articulaires totales, plaques, vis et 

fils chirurgicaux, clous intramédullaires 

Phosphates de calcium Implants dentaires, reconstructions de 

mâchoire, d’oreille, de nez ou de gorge 

 

 Les céramiques sont donc des matériaux intéressants pour des applications médicales, 

plus particulièrement dans des applications dans lesquelles elles sont sollicitées en 
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compression. En revanche, du fait de leurs faibles propriétés en traction, elles sont inadaptées 

pour des applications dans lesquelles elles seraient sollicitées selon ce type de force. 

 

I. 4. Les biomatériaux polymériques 

 

 Du fait notamment de leur facilité de fabrication, de leur flexibilité et de leur 

biocompatibilité, les polymères sont des matériaux de premier choix pour le développement 

de biomatériaux.6 La consommation annuelle en biomatériaux polymériques est ainsi estimée 

à plus de 8000 kilotonnes.7 De nos jours, bien que de nombreux travaux de recherche soient 

dirigés vers le développement de matériaux à base de polymères naturels, les principaux 

polymères utilisés dans des applications commerciales en tant que biomatériaux sont 

synthétiques et peuvent être classés en neuf catégories : le polyéthylène, le poly(méthacrylate 

de méthyle), le polypropylène, le polytétrafluoroéthylène, le polyuréthane, le poly(fluorure de 

vinylidène), les polyamides, les polyimides et les silicones. 

 

I. 4. 1. Le polyéthylène 

 

 

Figure 3 : Structure du polyéthylène. 

 

 Il existe deux grandes catégories de polyéthylène (PE) : les PE à basse (PE-BD) et 

haute densité (PE-HD), respectivement présentant un faible et un haut poids moléculaire. En 

fonction de ce poids moléculaire, les polymères correspondants ont des propriétés 

variables (par exemple, un PE ayant un haut poids moléculaire sera robuste tandis qu’un PE 

ayant un bas poids moléculaire sera plutôt élastique) ce qui permet de les adapter en fonction 

de l’application envisagée. Les PE sont légers, résistants chimiquement et présentent une 

faible température de fusion (141 °C)8 ainsi qu’une capacité à sécher rapidement, ce qui 

facilite leur mise en forme. Ils présentent néanmoins un important coefficient de friction.6 

 Le PE trouve diverses applications médicales, tout particulièrement dans le domaine 

des prothèses, notablement dans le remplacement de la hanche9 mais également dans d’autres 

types d’interventions chirurgicales comme par exemple dans le cadre de rhinoplasties.10 
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I. 4. 2. Le poly(méthacrylate de méthyle) 

 

 

Figure 4 : Structure du poly(méthacrylate de méthyle). 

 

 Le poly(méthacrylate de méthyle) (PMMA) est un polymère présentant les avantages 

d’avoir une importante résistance mécanique tout en ayant une faible masse. Cependant, il est 

très peu sujet à l’ostéo-intégration, ce qui limite son utilisation au contact des os s’il ne subit 

pas de traitement spécifique avant implantation.  

 Le PMMA a été très étudié dans de nombreuses applications médicales, comme par 

exemple pour la formulation de lentilles intraoculaires,11 en tant qu’implant injectable en 

rhinoplastie12 ou encore comme implant en cranioplastie.13 

 

I. 4. 3. Le polypropylène 

 

 

Figure 5 : Structure du polypropylène. 

 
 Le polypropylène (PP) peut se retrouver sous la forme d’un homo- ou d’un co-

polymère et, selon le type de polymère, il présente des propriétés mécaniques variables ce qui 

permet d’ajuster ces dernières en fonction de l’application visée. Il présente cependant 

l’inconvénient de ne pas être dégradable. De plus, étant un matériau semi-rigide, il peut 

causer une gêne chez le patient.6 En outre, un doute subsiste de nos jours quant à la 

biocompatibilité de ce polymère. En effet, Scheidbach et al.14 et Zheng et al.15 ont montré que 

certains types de PP peuvent induire une réponse inflammatoire très prononcée in vivo. 

Les problèmes de biocompatibilité rencontrés avec le PP sont à l’origine de leur 

utilisation limitée de nos jours en tant qu’implant médical. Son caractère non-dégradable a 

cependant été largement utilisé à profit dans le cadre d’applications en chirurgie de la hernie 

inguinale.14 Le PP a aussi été utilisé en urogynécologie, sous la forme de treillis chirurgicaux 

pour renforcer des tissus affaiblis et pour soutenir la croissance de nouveaux tissus.6 
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I. 4. 4. Le polytétrafluoroéthylène 

 

 

Figure 6 : Structure du polytétrafluoroéthylène. 

 

 Le polytétrafluoroéthylène (PTFE), commercialement appelé TeflonTM, présente une 

bonne résistance mécanique et a les avantages d’être chimiquement inerte et hydrophobe. Il 

est cependant rigide et peut être endommagé lorsqu’il est sollicité en traction.6 

 Le PTFE est souvent utilisé en tant que revêtement. Par exemple, des endoprothèses 

œsophagiennes en nitrinol recouvertes de PTFE sont apparues comme particulièrement 

adaptées dans le cadre du traitement du rétrécissement malin de l’œsophage.16 Le PTFE est en 

effet notablement adapté dans le cadre de ce type de traitement car il permet d’empêcher la 

croissance de tissus biologiques.17 

 

I. 4. 5. Le polyuréthane 

 

 

Figure 7 : Structure du polyuréthane. R1 = chaîne hydrocarbonée ayant impliqué une fonction alcool 

lors de la synthèse du polymère et R2 = chaîne hydrocarbonée.18 

 

 Le polyuréthane (PU) est un matériau robuste, doté d’une bonne bio- et 

hémocompatibilité, d’une faible perméabilité à l’eau et d’un faible coefficient de friction. Il 

est néanmoins sujet à des fissurations sous contraintes ainsi qu’à des attaques chimiques  in 

vivo pouvant mener à sa dégradation.6 

 Le PU peut être utilisé dans le domaine médical pour recouvrir des implants, 

notamment dans le cas d’implants mammaires19, 20 et également sous la forme de mousse en 

tant que comblement dans le cas de traumatismes comme par exemple de la muqueuse de 

l’oreille moyenne.21 
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I. 4. 6. Le poly(fluorure de vinylidène) 

 

 

Figure 8 : Structure du poly(fluorure de vinylidène). 

 

 Le poly(fluorure de vinylidène) (PVDF) est un matériau chimiquement inerte 

caractérisé par sa forte résistance à l’hydrolyse, sa rigidité, sa résistance et sa 

biocompatibilité. Il présente également un effet piézoélectrique, c’est-à-dire qu’il est capable 

de se polariser électriquement lorsqu’il est soumis à une contrainte mécanique. Il présente 

cependant une faible stabilité thermique et une mauvaise adhérence à d’autres matériaux, ce 

qui limite ses applications, notamment dans le cas de matériaux composites.6 

 L’inertie chimique du PVDF est à l’origine de son potentiel d’utilisation en tant que 

treillis chirurgical ou dans le cadre de sutures par exemple.6 Son effet piézoélectrique, quant à 

lui, le rend très intéressant pour des applications dans la cicatrisation de plaies. Guo et al.22 

ont par exemple montré qu’en appliquant une pression à un échafaudage polymérique 

contenant du PVDF, la migration de fibroblastes peut être accentuée et par conséquent la 

vitesse de cicatrisation d’une plaie peut être augmentée. 

 

I. 4. 7. Les polyamides 

 

 Le principal polyamide (PA) utilisé dans le domaine des biomatériaux est le nylon ou 

polyamide 6-6 (Figure 9). 

 

 

Figure 9 : Structure du polyamide 6-6. 

 

 Le polyamide 6-6 présente les avantages de ne causer qu’une légère réactivité des 

tissus avec lesquels il est en contact, d’empêcher la contamination bactérienne, d’avoir une 

résistance à la traction à long terme et une importante élasticité. En revanche, il est perméable 

à l’humidité et présente un important coefficient de friction.6 Il est principalement utilisé dans 
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des matériaux composites afin, par exemple, d’améliorer leurs propriétés mécaniques ou de 

leur apporter sa capacité à empêcher la contamination bactérienne.23 

 

I. 4. 8. Les polyimides 

 

 

Figure 10 : Structure des polyimides.24 

 

 Les polyimides (PI) représentent une classe de polymère aux très nombreuses 

propriétés avantageuses pour le domaine biomédical. Ils présentent une bonne résistance 

chimique, de bonnes propriétés mécaniques (faible sensibilité au fluage,* importante 

résistance à la traction, flexibilité) et sont stables en température (parfois jusqu’à plus de 

500 °C).26 En outre, ils présentent une transmittance élevée sur une large gamme de longueurs 

d’onde.6 

 Les propriétés de stabilité chimique et thermique des PI peuvent être mises à profit 

dans le développement de capteurs, comme par exemple pour la surveillance d’implants de 

genou.27 Leurs propriétés mécaniques peuvent quant à elles être utilisées dans le cadre du 

développement de matériaux de protection, comme par exemple de gaines protectrices de 

multi-électrodes.28 Les propriétés de transmittance des PI permettent également de les utiliser 

pour des applications médicales. Kwon et al.29 ont par exemple utilisé une rangée de micro-

                                                      
* Déformation plastique progressive et dépendante du temps sous l’effet d’une charge constante.25 
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diodes électroluminescentes fabriquées à partir d’un polyimide (le Pyralux®AP) afin 

d’enregistrer l’activité corticale dans le cadre du développement d’une interface cerveau-

machine.30 

 

I. 4. 9. Les silicones 

 

 

Figure 11 : Structure générale d’une silicone. R1 et R2 = Radicaux organiques monovalents.31 

 

 Les silicones sont des polymères ayant une chaîne principale inorganique et présentant 

de nombreuses propriétés intéressantes dans le cadre de leur utilisation dans le domaine 

médical. Elles sont notamment chimiquement inertes, peu toxiques, biocompatibles, stables 

en température (certaines jusqu’à plus de 200 °C)32 et présentent une importante perméabilité 

au gaz. Elles présentent cependant un important coefficient de friction.6 

 Les silicones trouvent de nombreuses applications dans le domaine médical, 

notamment en tant qu’implants, par exemple en chirurgie du larynx33 et également en 

chirurgie esthétique (Figure 12).34, 35 

 

 

Figure 12 : Prothèse de nez en silicone A) juste après impression 3D, B) après revêtement et 

coloration et C) après polissage. Selon Unkovskiy et al.35 

 

 Le Tableau 3 récapitule différents exemples d’application des principaux 

biomatériaux polymériques synthétiques. 
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Tableau 3 : Exemples d’application des principaux polymères synthétiques utilisés pour la 

formulation de biomatériaux. 

Polymère Exemples d’application 

PE Implants en rhinoplastie et dans les prothèses de la hanche 

PMMA Lentilles intraoculaires, implants en rhinoplastie et en cranioplastie 

PP Treillis chirurgicaux en chirurgie de la hernie inguinale et en 

urogynécologie 

PTFE Revêtements d’endoprothèses 

PU Revêtements d’implants mammaires, mousses pour le comblement de 

traumatismes 

PVDF Treillis chirurgicaux, matériels de suture et de cicatrisation 

PI Capteurs pour la surveillance d’implants, protection de matériels 

chirurgicaux 

Silicones Implants en chirurgie du larynx et en chirurgie esthétique 

 
 Ainsi, de nombreux polymères sont couramment utilisés pour la formulation de 

biomatériaux. L’attractivité présentée par ces polymères dans ce domaine peut notamment se 

justifier par la facilité avec laquelle ces matériaux peuvent généralement être mis en forme. 

Chaque polymère possédant des propriétés, notamment mécaniques, propres, ils peuvent alors 

se retrouver dans des applications médicales diverses, allant du revêtement de prothèses aux 

lentilles intraoculaires. 

 

I. 5. Les biomatériaux composites 

 

  Par définition, un composite forme un système constitué de deux, ou plus, matériaux 

qui différent au niveau de leurs propriétés chimiques et physiques et qui ne sont pas solubles 

les uns dans les autres. Le constituant primaire de ce type de matériau, appelé la matrice, 

fournit notamment l’intégrité structurale de l’ensemble. Les autres constituants, appelés les 

renforts, ont pour rôle principal de renforcer les propriétés mécaniques et tribologiques* du 

système. Les différents constituants d’un matériau composite peuvent être organiques 

(polymères), inorganiques (céramiques et verres) ou métalliques. Le plus souvent, les renforts 

se trouvent sous la forme de fibres, qui peuvent être courtes ou longues, de particules ou de 

                                                      
* Propriétés liées au frottement. 
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trichites*. Enfin, une dernière phase, appelée l’interface, permet de lier les deux autres phases 

ensemble et d’assurer la bonne distribution des charges lorsque le matériau est 

mécaniquement sollicité.36 Les composites sont donc souvent des matériaux qui sont conçus 

afin d’atteindre des exigences chimiques, physiques ou mécaniques spécifiques37 et trouvent 

alors des applications dans des domaines variés, tels que l’aérospatial, l’automobile, 

l’électrique ou encore le médical.38 

 En particulier, les composites trouvent de très nombreuses applications dans le 

domaine des biomatériaux et ce, dans différentes spécialités médicales. Ils sont notamment 

utilisés :37 

• en dentisterie. Ils peuvent alors être retrouvés dans des prothèses dentaires en 

tant que bridges (PMMA renforcé avec des fibres de carbone39 par exemple) 

ou dans la composition d’appareils dentaires pour le réalignement des dents 

(polycarbonate (PC) ou nylon renforcés avec des fibres de verre par 

exemple) ;40 

• en chirurgie maxillo-faciale. Ils se retrouvent dans des applications pour la 

réparation d’os crâniens (composite de phosphate tricalcique et de gélatine 

réticulée au glutaraldéhyde en tant que substitut osseux41 ou encore acide 

poly(L-lactique) (PLLA) renforcé avec des particules d’hydroxyapatite (HA) 

sous la forme de vis et plaques) ;42 

• en ingénierie tissulaire. Les composites acide poly(lactique-co-

glycolique)/hydroxyapatite43 et gélatine nanofibreuse/apatite44 peuvent par 

exemple trouver application dans l’ingénierie osseuse (Figure 13), le 

composite collagène/polycaprolactone dans l’ingénierie de la peau ;45 

• en orthopédie. Ils peuvent notamment avoir des applications dans : 

▪ les prothèses articulaires comme celles de la hanche avec par exemple 

le polyétheréthercétone (PEEK)46 ou la résine époxy47 renforcés par 

des fibres de carbone ; 

▪ les tendons artificiels, par exemple avec le poly(2-hydroxyéthyl) 

méthacrylate (PHEMA) renforcé avec des fibres de polytéréphtalate 

d’éthylène (PET)48 ou le PHEMA/polycaprolactone renforcé avec des 

fibres d’acide poly(lactique) ;49 

                                                      
* Monocristaux quasiment exempts de défauts. 
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▪ les ligaments artificiels, avec un composite composé d’une matrice 

extracellulaire à base de collagène et de fibres de polyester 

téréphtalate50  ou encore le polyuréthane renforcé avec des fibres de 

PET par exemple ;51 

▪ les cartilages artificiels, avec notamment un composite composé de 

fibres de polyéthylène à très haut poids moléculaire et 

d’hydroxyapatite52 ou encore l’alcool polyvinylique (PVA) renforcé 

avec de l’hydroxyapatite.53 

 

 

Figure 13 : Échafaudage à base d’acide poly(lactique-co-glycolique) et d’hydroxyapatite, ensemencé 

d’ostéoblastes, pour l’ingénierie osseuse. Selon Kim et al.43 

 

Les composites, qui sont encore de nos jours dans une phase de grande expansion, 

sont donc très prometteurs dans le cadre du développement de nouveaux biomatériaux, 

principalement car ils permettent d’allier les propriétés de divers types de matériaux afin 

d’ajuster de manière la plus exacte possible les caractéristiques visées pour l’application 

finale du produit de formulation. 

 

 Ainsi, des biomatériaux peuvent être formulés à partir des quatre principales classes de 

matériaux, c’est-à-dire les métaux, les céramiques, les polymères et les composites. Chaque 

type de biomatériau présente des propriétés propres et trouve donc des applications dans des 

domaines médicaux spécifiques en fonction de ces propriétés. Parmi ces biomatériaux sont 

comptés de très nombreux polymères. Au sein de cette famille se trouve un groupe particulier 

dont les propriétés ont récemment suscité de nombreux travaux de recherche, notamment pour 

des applications dans le domaine biomédical : les polyélectrolytes et plus particulièrement 

leurs associations sous la forme de complexes de polyélectrolytes. 
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II. Les complexes de polyélectrolytes 

 

II. 1. Les polyélectrolytes 

 

 Selon les recommandations de l’IUPAC,54 un polyélectrolyte est un polymère 

composé de macromolécules dans lesquelles une partie importante des unités 

constitutionnelles contient des groupements ioniques et/ou ionisables. 

 Les polyélectrolytes peuvent être naturels, synthétiques ou résulter de la modification 

chimique de biopolymères (Tableau 4). Ils peuvent être classés selon leur composition 

(homopolymère ou copolymère) ou encore selon leur architecture moléculaire (linéaire, 

branchée ou réticulée).55 

 

Tableau 4 : Exemples de polyélectrolytes naturels, synthétiques et semi-synthétiques. 

Polyélectrolytes naturels Biopolymères 

chimiquement modifiés 

Polyélectrolytes synthétiques 

Acide hyaluronique 

Alginates 

Carraghénane 

 

Chitosan 

Pectine 

Poly(acide acrylique) 

Poly(acide méthacrylique) 

Poly(acide styrènesulfonique) 

Poly(acide vinylsulfonique) 

Poly(diallyldiméthylammonium) 

 
 Les charges présentes sur les polyélectrolytes les rendent généralement hydrosolubles. 

Ils sont donc très utiles dans le cadre de l’ajustement des propriétés rhéologiques et 

associatives de matériaux en milieu aqueux. Au niveau commercial, ils sont principalement 

utilisés pour le traitement des eaux (détartrage par exemple), pour la modification rhéologique 

de produits (tels que des shampoings) ou pour la formulation de gels et en particulier de gels 

superabsorbants.56 

 De nos jours, de nombreux travaux de recherche portant sur ces polyélectrolytes 

concernent leur utilisation sous la forme de complexes, forme très prometteuse pour leur 

application dans de multiples domaines. 
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II. 2. Définition des complexes de polyélectrolytes 

 

 D’après l’IUPAC,54 un complexe de polyélectrolytes (PEC) est un complexe 

polymère-polymère neutre composé de macromolécules portant des charges de signes 

opposés, amenant les macromolécules à être liées les unes aux autres par des interactions 

électrostatiques. 

 

II. 3. Formation des complexes de polyélectrolytes 

 

 Depuis maintenant de nombreuses années (dès 1929), il a pu être observé que lors du 

mélange de deux polyélectrolytes de charges opposées, un polycation et un polyanion, ces 

deux macromolécules s’agrègent spontanément pour former des complexes hydratés.57, 58 Au 

sein de ces complexes, le polycation, noté Pol+ et le polyanion, noté Pol-, sont associés via des 

interactions entre les groupements ioniques de charges opposées de leurs unités de répétition 

(interactions de type « paires d’ions »).59 Au cœur des complexes de polyélectrolytes, les 

charges de chaque polymère sont alors compensées soit par les charges de l’autre 

polyélectrolyte (on parle alors de compensation de charge intrinsèque), soit par des contre-

ions du milieu (et on parle dans ce cas de compensation de charge extrinsèque).60 En notant 

A- le contre-ion de charge négative du polycation et C+ le contre-ion de charge positive du 

polyanion, un complexe de polyélectrolytes peut être schématisé selon la Figure 14. 

 

 

Figure 14 : Schématisation d’un complexe de polyélectrolytes. 

 

Étant donné que lors de la formation de complexes de polyélectrolytes quasiment 

aucune variation d’enthalpie n’est observée, il a été conclu que la formation de ces complexes 

est principalement due à la libération entropique de contre-ions (compensant les charges de 

chaque polyélectrolyte)59, 61 et de molécules d’eau62 lors du rapprochement des deux chaînes. 
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La formation de complexes de polyélectrolytes Pol+Pol- peut alors être résumée à 

l’équation:56  

 

Pol+A-.wH2O + Pol-C+.xH2O → Pol+Pol-.yH2O + A-
aq + C+

aq + zH2O 

 

 En fonction notamment des polymères utilisés, des complexes de polyélectrolytes non-

stœchiométriques (avec un nombre de charges impliquées différent pour chaque 

polyélectrolyte) ou stœchiométriques peuvent être formés. Dans le premier cas, des charges 

extrinsèques sont alors nécessaires, tandis que dans le second cas la présence de charges 

extrinsèques est optionnelle.56 Ces complexes de polyélectrolytes présentent alors des 

propriétés variées. 

 

II. 4. Propriétés des complexes de polyélectrolytes 

 

II. 4. 1. Propriétés physicochimiques des complexes de polyélectrolytes 

 

 Les complexes de polyélectrolytes sont généralement transparents à l’état humide. Ils 

sont insolubles dans les solvants communs et sont également infusibles, c’est-à-dire qu’ils ne 

peuvent pas fondre. Ils peuvent être plastifiés en présence d’eau ou d’électrolytes, notamment 

via des phénomènes d’interaction entre ces éléments et les ions présents au sein des 

complexes.  

Les complexes de polyélectrolytes ont une capacité d’absorption de liquides 

relativement limitée. Cependant, cette capacité d’absorption est hautement spécifique à l’eau 

par rapport aux autres solvants communs.59 

 

II. 4. 2. Propriétés de transport des complexes de polyélectrolytes 

 

Les complexes de polyélectrolytes sont hautement perméables à l’eau, aux 

microsolutés solubles dans l’eau ainsi qu’aux électrolytes. En revanche, ils sont imperméables 

aux macrosolutés.59 
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II. 5. Mise en forme et application des complexes de polyélectrolytes 

 

Du fait de certaines de leurs propriétés et en particulier de leur infusibilité et de leur 

caractère « cassant », il est relativement difficile de mettre en forme les complexes de 

polyélectrolytes. Jusqu’à récemment, seules trois méthodes principales de formulation avaient 

été développées.56 

 

II. 5. 1. Formulation des complexes de polyélectrolytes en présence de sels 

ternaires 

 

En 1961, Michaels et Miekka58 ont développé une première méthode consistant à 

dissoudre les complexes de polyélectrolytes dans des sels ternaires puis à les mouler sous 

forme de film. Dans leur étude, ils ont utilisé le couple polycation/polyanion poly(chlorure de 

vinylbenzyltriméthylammonium) (PVBTAC) /poly(styrène sulfonate de sodium) (NaPSS) 

(Figure 15). 

 

 

Figure 15 : Structures du poly(chlorure de vinylbenzyltriméthylammonium) (PVBTAC) et du 

poly(styrène sulfonate de sodium) (NaPSS). 

 

 Selon leurs travaux, les deux polyélectrolytes sont dissous séparément dans un 

mélange constitué de 60 % d’eau, 20 % de NaBr et 20 % d’acétone. Les deux solutions 

obtenues sont ensuite versées dans une boîte de Pétri en verre et le mélange gélifie alors par 

évaporation de l’acétone. Après évaporation de l’eau à l’étuve, un résidu solide composé de 

complexes de polyélectrolytes est obtenu. 
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II. 5. 2. Formulation des complexes de polyélectrolytes sous forme de complexes 

quasi-solubles 

 

 Lorsque deux polyélectrolytes de charges opposées, par exemple le 

poly(hydrochlorure de N, N-diméthylaminoéthyl méthacrylate) (PDMAEMA.HCl) et le 

poly(phosphate de sodium) (NaPP) (Figure 16),63 présentant des degrés de polymérisation 

(longueurs de chaîne) considérablement différents et avec un excès d’un des deux 

polyélectrolytes (le PDMAEMA.HCl), sont associés en solution électrolytique diluée, une 

dispersion colloïdale de particules de complexes de polyélectrolytes peut être obtenue. 

 

 

Figure 16 : Structures du poly(hydrochlorure de N, N-diméthylaminoéthyl méthacrylate) 

(PDMAEMA.HCl) et du poly(phosphate de sodium) (NaPP). 

 

 Les objets obtenus sont alors définis comme des complexes de polyélectrolytes quasi-

solubles, ou q-PECs, qui sont maintenus à l’état dispersé grâce à une « enveloppe chargée », 

constituée de parties des longues chaînes chargées du polyélectrolyte en excès (Figure 17).64 

En présence de sels, les particules de q-PEC peuvent alors être dissoutes. 
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Figure 17 : Illustration d’une dispersion colloïdale de particules de complexes de polyélectrolytes 

quasi-solubles (q-PEC). 

 

 Des q-PECs formés entre un polycation tel que la polyéthylèneimine (PEI) et de 

l’ADN trouvent alors tout particulièrement application dans le domaine du transfert de 

gènes.65 

 

II. 5. 3. Formulation des complexes de polyélectrolytes sous forme de 

multicouches de polyélectrolytes 

 

 En 1992, Decher et al.66 ont décrit une méthode innovante permettant de mettre en 

forme les complexes de polyélectrolytes. Cette méthode consiste à immerger une surface 

plane chargée positivement dans une solution concentrée en polyanions, de telle sorte qu’une 

monocouche de ces polyanions s’adsorbe sur la surface par des interactions électrostatiques. 

La solution de polyanions étant concentrée, des groupements anioniques se retrouvent 

exposés en surface, si bien que la charge de la surface plane devient négative. Après rinçage à 

l’eau, la surface est immergée dans une solution de polycations et à nouveau une monocouche 

de polyélectrolytes s’adsorbe sur la surface dont la charge est une fois de plus inversée. En 

répétant de manière cyclique les immersions dans les deux solutions de polyélectrolytes, des 

multicouches alternées des deux polyélectrolytes sont obtenues (Figure 18).67 
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Figure 18 : Illustration d’un cycle lors de la formulation de multicouches de polyélectrolytes. 

 

Selon cette méthode, des films constitués de plus de deux polyélectrolytes peuvent être 

obtenus. En effet, la surface peut être immergée dans autant de solutions de polyélectrolytes 

que souhaité, du moment que le signe des polyélectrolytes en solution est inversé entre 

chaque couche.66 Un substrat de base non chargé peut également être utilisé comme support. 

En effet, s’il est de nature hydrophobe par exemple, la première couche de polyélectrolytes 

pourra être déposée via des forces d’attraction hydrophobes.68 Cette méthode de préparation 

de multicouches de polyélectrolytes permet alors l’obtention d’un très large éventail de types 

de films. Ces films ont généralement une épaisseur submicrométrique et peuvent présenter un 

module élastique allant de 0,00001 à 12 GPa.69 

 Plus récemment, des variations de cette méthode de préparation de multicouches de 

polyélectrolytes, suivant un principe similaire, ont vu le jour.70 L’immersion peut alors être 

remplacée par une pulvérisation71 ou encore par un revêtement par centrifugation (« spin 

coating »)72 des solutions de polyélectrolytes. Des techniques ont également été développées 

afin de moduler les propriétés, notamment mécaniques, des multicouches de polyélectrolytes 

formulées, comme en variant le pH73, 74 ou la force ionique75 du milieu lors de l’assemblage 

ou en ayant recours à des réticulations chimiques76-79 ou photoinduites.80-83 

 Très récemment, Woltmann et al.84 ont également préparé des films de compositions 

diverses à partir de nanoparticules de complexes de polyélectrolytes. 

 

 Les multicouches de polyélectrolytes, dont la méthode de préparation est de nos jours 

qualifiée de LbL (pour « Layer by Layer » en anglais), trouvent de nombreuses applications, 

en particulier dans le domaine biomédical. Elles ont alors notamment été étudiées pour des 
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applications en tant que revêtements de biomatériaux. Elles peuvent en effet favoriser85 ou au 

contraire limiter86 l’adhésion cellulaire et également apporter certaines propriétés telles qu’un 

effet antimicrobien87, 88 ou encore une limitation de l’inflammation induite par l’implantation 

d’un biomatériau.89 Des multicouches de polyélectrolytes dégradables90-92 peuvent également 

être très intéressantes dans l’optique d’une utilisation pour la délivrance de molécules actives 

ou pour le développement d’échafaudages en ingénierie tissulaire qui auraient alors la 

capacité de se dissoudre à mesure que les tissus biologiques croissent.69 

 

 Ainsi, seules trois méthodes principales ont tout d’abord été développées pour la mise 

en forme des complexes de polyélectrolytes. La troisième, permettant d’obtenir des films de 

multicouches de ces complexes, a notamment constitué une avancée considérable dans ce 

domaine de recherche, proposant un nombre important d’applications biomédicales.56 

Néanmoins, en suivant ces méthodes, seuls des matériaux sous forme de particules ou de 

films peuvent être obtenus. Très récemment, en 2009, une toute nouvelle méthode de 

formulation de complexes de polyélectrolytes a vu le jour, permettant alors d’obtenir des 

matériaux compacts aux impressionnantes propriétés : les complexes de polyélectrolytes 

compacts ou CoPEC. 

 

 

III. Les CoPEC, Complexes de Polyélectrolytes Compacts 

 

III. 1. La saloplasticité 

 

 En 2009, Porcel et Schlenoff93 ont découvert qu’en soumettant des complexes de 

polyélectrolytes dopés avec des sels à une force ultracentrifuge, des objets macroscopiques 

plastiques pouvaient être obtenus. Dans le cadre de ce phénomène, les sels permettent d’une 

part de rompre certaines interactions électrostatiques entre les chaînes de polyélectrolytes, 

réduisant alors la densité de réticulations physiques entre ces chaînes. D’autre part, ils 

confèrent une certaine mobilité à ces chaînes. Grâce à ces sels, les matériaux obtenus peuvent 

alors être déformés de manière permanente. En effet, les chaînes de polyélectrolytes peuvent 

d’une part se mouvoir les unes par rapport aux autres et d’autres parts les interactions faibles 

entre les groupements ioniques des chaînes peuvent être recréées à la suite de ces 

mouvements (Figure 19). Cette plasticité conférée aux matériaux par le biais des sels a alors 
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été définie comme étant la « saloplasticité » par les auteurs (« a saloplastic material 

comprises ionic cross-links and may be permanently reshaped when sufficient cross-links are 

broken, for example, by exposure to a solution of sufficiently high salt concentration »).93 De 

tels matériaux peuvent alors être obtenus selon trois méthodes principales : l’extrusion, la 

sédimentation/évaporation et l’ultracentrifugation. 

 

 

Figure 19 : Illustration du phénomène de saloplasticité. Pol+ = polycation, Pol- = polyanion, C+ = 

contre-ion positif et A- = contre-ion négatif. 

 

III. 2. La préparation de CoPEC par extrusion 

 

 Une méthode permettant d’obtenir des CoPEC, en utilisant l’extrusion, a été 

développée en 2012 par Shamoun et al.94 

Selon cette méthode, deux solutions salines de polyélectrolytes (une de polycations et 

une de polyanions) sont préparées et mélangées pour former des complexes de 

polyélectrolytes sous la forme de précipités. Une décantation permet de collecter les 

complexes qui sont par la suite hachés afin d’obtenir des morceaux de quelques millimètres 

d’épaisseur. Les morceaux hydratés sont ensuite extrudés, avec chauffage, sous la forme de 

fibres qui sont alors à nouveau coupées et extrudées afin d’obtenir des CoPEC plus uniformes 

(Figure 20). 
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Figure 20 : Schématisation de la procédure de préparation de CoPEC par extrusion. 

 

 L’extrusion est une méthode permettant de formuler un matériau à partir d’éléments, 

en particulier polymériques, en y imposant d’importantes forces de cisaillement. Afin 

d’obtenir un matériau homogène, les éléments de base doivent nécessairement avoir une 

certaine mobilité, qui est généralement acquise en les chauffant.94 Dans le cas des complexes 

de polyélectrolytes, la présence de réticulations ioniques entre les chaînes rend ces dernières 

mobiles. De plus, il a été montré que la température permet d’intensifier le transport d’ions au 

sein de complexes de polyélectrolytes.95 Cette mobilité accrue des chaînes de polyélectrolytes 

au sein des complexes justifie donc leur compatibilité avec une mise en forme selon le 

procédé d’extrusion. 

 

 Le premier travail sur ces CoPEC extrudés a été conduit avec le couple 

polycation/polyanion poly(diallyldiméthylammonium) (PDADMA)/poly(styrène sulfonate) 

(PSS), deux polymères synthétiques (Figure 21). 
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Figure 21 : Structures du poly(diallyldiméthylammonium) (PDADMA) et du poly(styrène sulfonate) 

(PSS). 

 

 Les paramètres d’expérience ont été fixés de telle sorte à obtenir un matériau 

homogène, de porosité limitée et composé de complexes de polyélectrolytes 

stœchiométriques, ceci afin d’atteindre les meilleures propriétés mécaniques envisageables. 

En faisant varier la tête d’extrusion de l’extrudeur, plusieurs morphologies ont pu être 

obtenues telles que des rubans, des tiges ou des tubes (Figure 22),94 démontrant alors le 

caractère très prometteur de cette méthode de formulation de complexes de polyélectrolytes. 

 

 

Figure 22 : A) Ruban, B) tige et C), D) tube de CoPEC PDADMA/PSS préparés par extrusion. Selon 

Shamoun et al.94 

  

 En 2014, Fu et al.96 montrèrent que des nanoparticules d’oxyde de fer peuvent être 

incorporées dans ce type de CoPEC PDADMA/PSS préparé par extrusion, résultant en un 

matériau superparamagnétique, présentant des propriétés mécaniques (dureté, résistance à 

l’étirement) augmentées et ayant la capacité d’être chauffé à distance, le rendant très 

intéressant par exemple dans le cadre d’une application en tant qu’implant libérant des 

molécules actives sous un stimulus thermique. 
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III. 3. La préparation de CoPEC par sédimentation et évaporation 

 

 En 2015, Costa et al.97 ont développé une méthode originale de préparation de 

CoPEC : la sédimentation et évaporation/séchage. Selon cette méthode, des complexes sont 

tout d’abord préparés par le mélange de deux solutions salines de polyélectrolytes de charges 

opposées. Les complexes sont ensuite centrifugés à vitesse modérée (~ 250 g) pendant une 

courte durée (~ 15 minutes) afin de les pré-sédimenter. Les complexes pré-sédimentés sont 

alors re-suspendus et transférés dans un récipient, comme par exemple une boîte de Pétri, qui 

est placée à 37 °C. Les complexes sédimentent alors par gravité et sont compactés par 

l’évaporation progressive du solvant assistée par la température imposée. En seulement 24 h, 

un matériau sous forme de membrane plate est obtenu (Figure 23). 

 

 

Figure 23 : Schématisation de la procédure de préparation de CoPEC par sédimentation et 

évaporation. 

 

 Cette méthode présente des avantages certains. Elle permet l’obtention de matériaux 

de façon simple, rapide et peut être adaptée à une production à grande échelle car de 

nombreuses membranes peuvent être formulées en même temps et à partir de quantités très 

importantes de produits de départ étant donné qu’il n’y a aucune limitation provenant de 

l’appareillage. Elle peut ainsi être considérée comme très prometteuse dans le développement 

de matériaux et en particuliers de biomatériaux. 



Chapitre 1 : État de l’art 

 

 54 

 Lors du premier travail sur cette méthode,97 les auteurs l’ont adaptée au couple 

polycation/polyanion chitosan/alginate de sodium, deux polyélectrolytes d’origine naturelle 

(Figure 24). 

 

 

Figure 24 : Structures du chitosan et de l’alginate de sodium. 

 

 Les membranes obtenues (Figure 25) ont montré une résistance à la dégradation 

enzymatique jusqu’à trois mois. Elles ont également présenté une résistance à la dégradation 

dans des conditions extrêmes de pH. En fonction de la concentration en sel utilisée lors de la 

formulation, les propriétés mécaniques des membranes ont pu être modulées. Des tests in 

vitro ont également permis aux auteurs de prouver qu’en fonction de la concentration en sel, 

les propriétés des membranes vis-à-vis de cellules, et en particulier vis-à-vis de la viabilité et 

de la prolifération de ces dernières, peuvent être modulées, permettant notamment d’obtenir 

des membranes non-cytotoxiques et favorables à la prolifération cellulaire. 

 

 

Figure 25 : Membranes de chitosan et d’alginate préparées par sédimentation et évaporation en 

présence de A) 0 M, B) 0,15 M et C) 0,5 M de NaCl aqueux. Selon Costa et al.97 

 

 Plus récemment, en 2016, Rodrigues et al.98 ont adapté ce type de formulation de 

CoPEC au couple polycation/polyanion chitosan/sulfate de chondroïtine. Les membranes 

ainsi obtenues ont présenté une certaine porosité et, de la même manière que dans le cas des 
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membranes à base de chitosan et d’alginate de sodium, elles ont montré une résistance à la 

dégradation enzymatique. Leurs propriétés mécaniques ont également pu être modulées selon 

la concentration en sel utilisée et les membranes ont présenté une capacité d’autoréparation. 

Les matériaux étaient également capables de contenir et relarguer le TGF-3, un facteur de 

croissance. Des études in vitro ont enfin mis en évidence que ces membranes ont la capacité 

d’accueillir des chondrocytes qui expriment alors le collagène de type II, laissant entrevoir un 

potentiel d’application pour ces matériaux en ingénierie du cartilage. 

 

III. 4. La préparation de CoPEC par ultracentrifugation 

 

III. 4. 1. Principe de la préparation de CoPEC par ultracentrifugation 

 

 En 2009, l’équipe de Joseph B. Sclenoff a développé une méthode de formulation de 

CoPEC en utilisant la technique de l’ultracentrifugation. Lors de la préparation de CoPEC par 

ultracentrifugation, des solutions salines de chaque polyélectrolyte sont tout d’abord 

préparées et associées sous agitation pour donner lieu à la formation de complexes de 

polyélectrolytes sous la forme de précipités en suspension. Les précipités sont ensuite 

ultracentrifugés pour alors former le CoPEC saloplastique (Figure 26).93 

 

 

Figure 26 : Schématisation de la procédure de préparation de CoPEC par ultracentrifugation. 

 

 La formation du matériau repose dans ce cas principalement sur la présence 

d’éléments autres que les polyélectrolytes. Les ions et l’eau présents au sein des complexes 

donnent en effet une certaine mobilité aux chaînes de polyélectrolytes. Lors de 

l’ultracentrifugation, cette mobilité permet une sorte de brassage des chaînes et leur « fusion » 

au niveau moléculaire, ce qui mène également à une expulsion d’une partie de l’eau et des 
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ions présents entre les chaînes. L’ensemble de ces phénomènes mène alors à une densification 

responsable de la formation d’un matériau compact (Figure 27).99 

 

 

Figure 27 : Schématisation de la compaction des complexes de polyélectrolytes lors de 

l’ultracentrifugation en présence de sels. 

 

 A la suite du développement de cette nouvelle voie de formulation de complexes de 

polyélectrolytes, divers travaux portants sur cette méthode ont été menés, dans un premier 

temps en utilisant des polyélectrolytes synthétiques. 

  

III. 4. 2. Les premières études sur les CoPEC à base de polyélectrolytes 

synthétiques préparés par ultracentrifugation 

 

III. 4. 2. 1. Les CoPEC PDADMA/PMAA comme matériaux mimant le noyau 

gélatineux des disques intervertébraux 

 

 Lors de leur premier travail sur les CoPEC, Porcel et Schlenoff93 ont tout d’abord 

porté leurs études sur le couple polycation/polyanion poly(diallyldiméthylammonium) 

(PDADMA)/poly(styrène sulfonate) (PSS) (Figure 21). Ils ont alors appliqué la méthode de 

préparation de CoPEC introduite en III. 4. 1. à ce couple de polyélectrolytes et ont caractérisé 

le matériau obtenu. Les auteurs ont alors déterminé la composition du CoPEC, démontrant un 

léger excès de PSS pouvant être expliqué par une solubilité moins importante de ce 

polyélectrolyte dans le solvant (NaCl aqueux à 2,5 M) par rapport à celle du PDADMA. Ils 
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ont également démontré une importante teneur en eau dans ce matériau (entre 60 % et 80 % 

selon la concentration en NaCl utilisée), ainsi qu’un caractère poreux (Figure 28) pouvant 

être expliqué par la présence de PSS en excès au niveau de ces pores, générant une certaine 

pression osmotique. Les propriétés viscoélastiques du CoPEC PDADMA/PSS ont également 

été étudiées par les auteurs. 

 

 

Figure 28 : Image d’une tranche de CoPEC PDADMA/PSS obtenue par microscopie à 

épifluorescence. Échelle = 100 m. Selon Porcel et al.93 

 

 Dans le cadre de ce premier travail, les auteurs ont également formulé un second 

CoPEC, toujours avec le PDADMA en tant que polycation mais cette fois avec le poly(acide 

méthacrylique) (PMAA) (Figure 29) en tant que polyanion. Ils ont alors montré que ce 

nouveau CoPEC présentait des propriétés mécaniques dynamiques comparables à celles du 

noyau gélatineux des disques intervertébraux. 

 

 

Figure 29 : Structure du poly(acide méthacrylique) (PMAA). 

 

III. 4. 2. 2. Les CoPEC PDADMA/PSS comme matériaux poreux mimant le cartilage 

 

 En 2010, Hariri et Schlenoff100 ont étudié de manière approfondie la morphologie et 

les propriétés mécaniques du CoPEC PDADMA/PSS préparé par ultracentrifugation, déjà 

étudié dans le premier travail de leur équipe sur les CoPEC.93 Ils ont alors confirmé les 

premières observations faites sur ce matériau concernant son caractère poreux, justifié par 

l’excès de PSS dans le CoPEC. 
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 Via des considérations mécaniques, les auteurs ont de plus pu montrer une similitude 

du comportement mécanique viscoélastique (et tout particulièrement du mécanisme de 

relaxation des contraintes) du CoPEC PDADMA/PSS avec celui du cartilage articulaire, 

ouvrant alors de nouvelles perspectives d’application de ce matériau dans l’ingénierie du 

cartilage. 

 

III. 4. 2. 3. Les CoPEC PDADMA/PSS comme matériaux aux propriétés mécaniques 

modulables 

 

 En 2012, Hariri et al.101 ont étudié l’influence de la teneur en eau d’un CoPEC 

PDADMA/PSS préparé par ultracentrifugation sur les propriétés mécaniques de ce matériau. 

Pour ce faire, les auteurs ont, de manière contrôlée, limité la quantité d’eau présente au sein 

du CoPEC en utilisant du polyéthylène glycol (PEG) en tant que facteur de stress osmotique. 

Les auteurs ont alors mis en évidence que la concentration de la solution en PEG ainsi 

que la durée d’immersion du CoPEC dans cette solution étaient deux facteurs permettant de 

contrôler l’élimination d’eau présente dans le matériau. Cette eau se situant principalement 

dans les pores de ce dernier, ces deux facteurs permettaient donc indirectement de contrôler la 

porosité du CoPEC (ce qui peut être observé en Figure 30, le matériau perdant son opacité 

provenant initialement de la présence de pores). 

 



Chapitre 1 : État de l’art 

 

 59 

 

Figure 30 : Aspect de CoPEC PDADMA/PSS après immersion dans une solution de polyéthylène 

glycol 40 % pendant des temps croissants (de a) 0 heure à h) 50 heures). Échelles = 0,25 cm. Selon 

Hariri et al.101 

 En contrôlant la porosité du CoPEC, les auteurs ont pu démontrer qu’ils pouvaient 

alors contrôler les propriétés mécaniques de ce matériau et tout particulièrement son 

comportement élastique. 

 

 Ainsi, les premiers travaux sur les CoPEC préparés par ultracentrifugation, effectués 

avec des polyélectrolytes synthétiques, ont permis de mettre la lumière sur le potentiel de ces 

matériaux, tout particulièrement dans le domaine médical. En effet, ces CoPEC, formulés 

selon une procédure relativement simple, avaient notamment des comportements mécaniques 

modulables et comparables à ceux de certains éléments du corps humain tels que le noyau 

gélatineux des disques intervertébraux ou encore le cartilage. 

Les polyélectrolytes synthétiques n’étant cependant pas idéaux pour une utilisation en 

milieu biologique des matériaux, les travaux de recherche sont depuis quelques années 

maintenant axés vers le développement de CoPEC à base de polyélectrolytes d’origine 

naturelle. 
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III. 4. 3. Vers des CoPEC biosourcés 

 
Dans l’optique du développement de CoPEC biosourcés pouvant être plus adaptés à 

une utilisation à des fins médicales, des premiers travaux ont porté sur le couple 

polycation/polyanion poly(hydrochlorure d’allylamine) (PAH)/poly(acide acrylique) (PAA) 

(Figure 31). En effet, bien que ces polyélectrolytes ne soient pas naturels à proprement parler, 

leurs chaînes latérales présentent des structures proches de celles des acides aminés. Ils 

constituaient donc un premier modèle acceptable dans le cadre du futur développement de 

CoPEC d’origine naturelle. 

 

 

Figure 31 : Structures du poly(hydrochlorure d’allylamine) (PAH) et du poly(acide acrylique) (PAA). 

 

III. 4. 3. 1. Les CoPEC PAH/PAA, des matériaux aux propriétés contrôlables 

 

 En 2012, Reisch et al.102 ont pour la première fois appliqué la méthode de préparation 

de CoPEC par ultracentrifugation au couple polycation/polyanion PAH/PAA, un couple 

précédemment étudié dans le cadre de la formation de multicouches de polyélectrolytes.74, 88 

 Après avoir démontré que des CoPEC pouvaient bien être obtenus avec ce couple, les 

auteurs ont prouvé que la composition du matériau final, c’est-à-dire le ratio PAH : PAA, 

pouvait être ajustée en variant l’ordre et la vitesse d’addition des polyélectrolytes, la 

concentration en polyélectrolytes des solutions ou encore le pH. Ils ont alors découvert que 

les matériaux obtenus sont spontanément poreux et que cette porosité peut, elle aussi, être 

modulée en faisant varier certains paramètres comme la composition du CoPEC, le pH ou 

encore la concentration en sel lors du procédé (Figure 32). 
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Figure 32 : Influence de la concentration en sel sur la microstructure d’un CoPEC PAH/PAA préparé 

par ultracentrifugation. Selon Reisch et al.102 

  

 De plus, les auteurs ont montré que les propriétés mécaniques du CoPEC PAH/PAA 

pouvaient être modulées, en particulier en agissant sur la densité de réticulations entre les 

chaînes de polymères, ce qui pouvait alors être fait en faisant varier le ratio PAH : PAA dans 

le matériau ou encore en modifiant la concentration en sel. 

 

 Ce premier travail sur le développement de CoPEC PAH/PAA était donc très 

prometteur, en particulier grâce au fin contrôle que l’opérateur pouvait avoir sur les propriétés 

finales du matériau, en faisant simplement varier certaines conditions de formulation. Ces 

résultats ont alors encouragé la conduite de travaux d’exploration plus approfondis sur ce type 

de CoPEC. 

  

III. 4. 3. 2. Les CoPEC PAH/PAA comme supports d’immobilisation d’enzymes 

 

 A la suite du développement prometteur du premier CoPEC PAH/PAA, en 2013, 

Tirado et al.99 ont étudié la capacité de ce CoPEC à immobiliser une enzyme modèle, la 

phosphatase alcaline (ALP), afin d’obtenir un biomatériau bioactif. Ils ont ainsi utilisé une 

méthode similaire au travail de Reisch et al.102 mais en incorporant l’enzyme dans une des 

solutions de polyélectrolytes de départ. L’interaction d’une enzyme avec un polyélectrolyte se 

faisant généralement par des interactions entre les groupements chargés de l’enzyme et du 

polyélectrolyte et l’ALP présentant à la fois des charges positives et négatives, cette protéine 

peut aussi bien réagir avec le PAA qu’avec le PAH. C’est la raison pour laquelle différents 

essais de formulation ont été menés par les auteurs. D’une part, il a été essayé d’introduire 

l’ALP dans les deux solutions et d’autres part différentes méthodes de mélange des deux 

solutions de polyélectrolytes pour la formation des complexes ont été mises en œuvre, à 
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savoir un mélange simultané des deux solutions de polyélectrolytes, l’ajout de la solution de 

PAH dans celle de PAA ou l’inverse (Figure 33). 

 

 

Figure 33 : Les différentes méthodes de formulation de CoPEC PAH/PAA contenant de l’ALP testées. 

Selon Tirado et al.99 

 
 Dans tous les cas de figure, la méthode de formulation a permis l’obtention d’un 

matériau compact en fin de procédé. L’utilisation d’une ALP marquée par la rhodamine 

fluorescente et d’une méthode de spectroscopie de fluorescence a cependant permis de 

déterminer les conditions optimales d’immobilisation de l’enzyme dans le CoPEC. Il a alors 

été montré que l’immobilisation était meilleure dans le cas où l’ALP était dans un premier 

temps introduite dans la solution de PAH, ce qui a été expliqué par la charge nette négative de 

l’enzyme menant alors à une interaction plus importante avec les groupements cationiques du 

polymère. D’autre part, l’immobilisation était plus efficace lorsque la solution de PAA était 

ajoutée à celle de PAH-ALP. En outre, une fois formulé, l’immersion du CoPEC PAH/PAA + 

ALP, même coupé en morceaux, dans une solution saline ne permettait pas de détecter de 

fluorescence significative dans la solution, prouvant que la protéine était bien liée au matériau 

et pas seulement piégée dans ses pores. 

 Après avoir optimisé la formulation du CoPEC PAH/PAA contenant l’ALP, les 

auteurs ont démontré que l’immobilisation de l’ALP dans le matériau ne l’avait pas 

désactivée. Pour cela, ils ont fait usage d’une molécule modèle, le p-nitrophénylphosphate, 

dont l’hydrolyse, catalysée par l’ALP, produit un composé, le p-nitrophénol, absorbant à 
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405 nm et permettant donc un dosage. Ils ont également prouvé que l’activité de l’enzyme 

pouvait être modulée en faisant varier la concentration en sel de la solution dans laquelle les 

tests étaient menés et que le matériau pouvait être réutilisé plusieurs fois en conservant 

l’activité enzymatique de l’ALP. En outre, en plus de préserver l’activité de l’enzyme, le 

CoPEC permettait de protéger l’ALP d’une dégradation thermique. Les auteurs ont alors mis 

à profit cette protection thermique, permettant d’atteindre des activités enzymatiques plus 

importantes.  

 

 Ainsi, le CoPEC PAH/PAA peut être utilisé comme support d’enzymes, permettant 

alors la catalyse de nombreuses réactions, en particulier en milieu biologique et donc dans des 

applications médicales. 

  

III. 4. 3. 3. Les CoPEC PAH/PAA comme matériaux autoréparants 

 

 A la suite d’observations selon lesquelles des morceaux d’un CoPEC PAH/PAA 

préparé par ultracentrifugation avaient spontanément tendance à se coller entre eux lorsqu’ils 

étaient immergés dans des solutions salines sans changement de température particulier, 

Reisch et al.103 ont mené en 2014 une étude visant à évaluer les propriétés d’autoréparation de 

ce type de CoPEC. 

 Ils ont tout d’abord étudié la résistance à l’étirement présentée par deux morceaux de 

CoPEC PAH/PAA mis au contact l’un de l’autre pendant différents intervalles de temps et 

dans des solutions aqueuses de NaCl à des concentrations variées (Figure 34). 

 

 

Figure 34 : Représentation de la procédure de test de la résistance à l’étirement de morceaux de 

CoPEC PAH/PAA coupés et remis en contact en solution saline. Selon Reisch et al.103 

  

 A 2,5 M en NaCl aqueux, le matériau obtenu par mise en contact des deux morceaux 

de CoPEC PAH/PAA présentait alors une élongation maximale de plus de 500 %, une 
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contrainte à la rupture de l’ordre de 3,2 MPa, un module de Young de l’ordre de 300 kPa ainsi 

qu’une dureté de 1,7 MJ/m3, soit des propriétés mécaniques très impressionnantes pour un 

matériau « réparé » (le module de Young étant par exemple comparable à celui de la peau).104 

Les propriétés mécaniques du matériau, et en particulier son élongation maximale, étaient 

alors dépendantes de la concentration en sel, diminuant à mesure que cette concentration 

décroissait. Les temps de relaxation en 13C RMN étant connus pour corréler la mobilité des 

groupements fonctionnels analysés, les mesures de ceux-ci ont permis aux auteurs de mettre 

en évidence que le mécanisme de réparation du matériau impliquait une augmentation de la 

mobilité des chaînes de polyélectrolytes due à une diminution de la quantité de liaisons 

électrostatiques entre ces chaînes du fait de la présence de sel, ce qui peut se résumer à 

l’équation : 

 

Pol+Pol-
s + Na+

aq + Cl-
aq → Pol+Cl-s + Pol-Na+

s 

 

avec Pol+ et Pol- respectivement les unités ioniques du polycation et du polyanion, « aq » la 

phase aqueuse et « s » la phase solide constituée par le complexe de polyélectrolytes. 

 Une seconde expérience, durant laquelle le CoPEC n’a été que partiellement coupé 

afin de s’affranchir de l’intervention manuelle de l’opérateur, a également été réalisée par les 

auteurs afin de pouvoir estimer la capacité d’autoréparation du matériau. Un CoPEC 

PAH/PAA a ainsi été partiellement coupé puis placé pendant 2 h dans du NaCl aqueux à 1 M. 

Il a ensuite été légèrement étiré pour apprécier le début de l’autoréparation avant d’être 

replacé 8 h dans la solution saline. En fin de manipulation, une autoréparation quasiment 

totale du matériau a alors été constatée (Figure 35). 

 

 

Figure 35 : Autoréparation du CoPEC PAH/PAA. Selon Reisch et al.103 
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 Ainsi, le CoPEC PAH/PAA est un matériau doté d’une capacité d’autoréparation 

rendue possible par l’interdiffusion des chaînes de polyélectrolytes le long de la zone 

endommagée, interdiffusion favorisée par la présence de sel augmentant la mobilité de ces 

chaînes. Cette propriété est d’un grand intérêt dans le cadre de l’utilisation de ce CoPEC en 

tant que biomatériau, notamment car elle permettrait à celui-ci de s’autoréparer in situ. En 

comparaison avec de nombreux autres matériaux polymériques autoréparants, ce CoPEC 

présente en outre l’avantage de ne pas nécessiter la modification des polymères ou 

l’intervention d’une autre substance chimique pour s’autoréparer. 

 

 Les premières études sur les CoPEC PAH/PAA, modèles pour le développement de 

CoPEC biosourcés, ont ainsi produit des résultats très intéressants dans l’optique d’une 

utilisation de ces matériaux dans le domaine médical, avec une facilité d’ajustement des 

propriétés du matériau, une capacité de ce dernier à immobiliser et protéger une enzyme ainsi 

qu’une faculté d’autoréparation. Motivées par ces résultats prometteurs, les recherches sur les 

CoPEC sont actuellement dirigées vers le développement de matériaux à base de 

polyélectrolytes biosourcés et en particulier à base du couple polycation/polyanion 

chitosan/alginate. 

 

III. 4. 3. 4. Le CoPEC chitosan/alginate comme biomatériau empêchant l’adhésion de 

cellules et de bactéries 

 

 Très récemment, en 2017, Phoeung et al.105 ont pour la première fois adapté avec 

succès la méthode de préparation de CoPEC par ultracentrifugation décrite précédemment au 

couple polycation/polyanion chitosan/alginate (de sodium), deux polysaccharides biosourcés. 

 Différentes concentrations en sel, concentrations en polyélectrolytes et vitesses 

d’ultracentrifugation (Figure 36) ont été évaluées afin de déterminer les conditions optimales 

(sel = 1 M NaBr, polyélectrolytes = 1,25 mg/mL, vitesse d’ultracentrifugation = 

308 000 g) de préparation pour l’obtention d’un CoPEC homogène, manipulable et 

façonnable. 
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Figure 36 : Impact de la vitesse d’ultracentrifugation sur la formulation d’un CoPEC 

chitosan/alginate. Selon Phoeung et al.105 

 

 L’évaluation des propriétés rhéologiques du matériau ainsi obtenu a permis de 

démontrer d’intéressantes propriétés mécaniques pour ce CoPEC, avec notamment un module 

de Young de l’ordre de 12 MPa, comparable à celui de l’épiderme (9 MPa). Des tests 

biologiques ont de plus permis aux auteurs d’affirmer que ce matériau n’est pas cytotoxique et 

que, malgré son important module de Young, il présente la faculté remarquable d’empêcher 

l’adhésion de cellules telles que des fibroblastes ou des pré-ostéoblastes mais aussi de 

bactéries telles que les Staphylococcus aureus. Enfin, les auteurs ont également mis en 

évidence le caractère non pro-inflammatoire du nouveau CoPEC chitosan/alginate. 

 

 Ainsi, le CoPEC chitosan/alginate est un matériau très prometteur pour le domaine 

biomédical. Son caractère antiadhésif le rend par exemple intéressant dans le cadre 

d’applications telles que le développement d’instruments médicaux ne devant pas adhérer aux 

tissus biologiques (cathéters, etc.). 

 

  



Chapitre 1 : État de l’art 

 

 67 

IV. Objectifs de la thèse 

 

 Ainsi, de nombreux travaux ont à ce jour déjà été conduits concernant le 

développement de biomatériaux performants. Ces biomatériaux peuvent émaner des quatre 

principales familles de matériaux, à savoir les métaux, les céramiques, les polymères et les 

composites. 

 De nombreux travaux ont également été menés concernant un type particulier de 

polymère, les polyélectrolytes, et plus particulièrement sur les associations de polyélectrolytes 

chargés de manière opposée, c’est-à-dire les complexes de polyélectrolytes. Malgré la 

réputation initiale de ces complexes, considérés comme impossibles à mettre en forme, 

plusieurs méthodes ont vu le jour afin de les formuler pour obtenir des matériaux d’intérêt, 

notamment pour le domaine biomédical. La méthode « layer by layer », notamment, a 

constitué une première percée dans le domaine, permettant de recouvrir des surfaces afin de 

donner à ces dernières de nombreuses propriétés physico-chimiques. Une seconde avancée 

majeure dans le domaine des complexes de polyélectrolytes a été constituée par le 

développement de plusieurs méthodes permettant d’obtenir des matériaux compacts aux 

propriétés plastiques : les complexes de polyélectrolytes compacts ou CoPEC. 

 Trois méthodes de formulation permettant l’obtention de CoPEC ont été récemment 

développées : l’extrusion, la sédimentation/évaporation et l’ultracentrifugation en présence de 

sels. Cette dernière a été appliquée à plusieurs couples polycation/polyanion, permettant tous 

l’obtention de CoPEC aux propriétés très intéressantes dans l’optique d’une utilisation en tant 

que biomatériaux. Les premiers couples de polyélectrolytes étaient purement synthétiques 

(PDADMA/PMAA et PDADMA/PSS) puis un couple de polyélectrolytes synthétiques mais à 

la structure proche de celle d’éléments naturels a été utilisé (PAH/PAA) avant l’adaptation de 

la méthode d’ultracentrifugation à un couple constitué de polyélectrolytes biosourcés, le 

couple chitosan/alginate. 

 

 Les premiers travaux sur le CoPEC chitosan/alginate formulé par ultracentrifugation 

étant très prometteurs dans l’optique du développement de biomatériaux biosourcés 

performants, l’objectif principal de cette thèse était la fonctionnalisation de ce nouveau 

CoPEC afin de lui conférer une capacité de piégeage et de relargage de substances actives. 

L’application première envisagée pour ce nouveau type de matériau était alors le traitement 

des maladies inflammatoires. Dans ce contexte, la stratégie était d’utiliser la -cyclodextrine, 
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une molécule-cage ayant la capacité de former des complexes d’inclusion réversibles avec de 

nombreuses molécules hydrophobes et en particulier avec diverses substances actives telles 

que des anti-inflammatoires. 

 Dans un premier chapitre, des points bibliographiques sur les alginates, le chitosan et 

les cyclodextrines seront exposés et les principales synthèses chimiques effectuées au cours 

de cette thèse, notamment pour fonctionnaliser le chitosan et l’alginate avec la -

cyclodextrine, seront détaillées. 

 Dans un second chapitre, après une introduction bibliographique concernant les 

associations entre le chitosan et l’alginate dans le domaine biomédical, les différents  

matériaux formulés, sous forme de CoPEC bruts, de microparticules et de membranes, à partir 

des polymères fonctionnalisés ou non par la -cyclodextrine seront exposés et leur 

caractérisation sera abordée. 

 Enfin, dans un dernier chapitre, une introduction concernant l’inflammation sera tout 

d’abord proposée. Les études biologiques in vitro menées concernant les propriétés anti-

inflammatoires intrinsèques de divers matériaux formulés seront ensuite présentées. 

L’inclusion de deux substances actives anti-inflammatoires, le piroxicam et la prednisolone, 

dans ces matériaux afin d’accentuer leurs effets anti-inflammatoires sera par la suite 

présentée, ainsi que les nouvelles études biologiques in vitro conduites sur les biomatériaux 

ainsi obtenus. Une partie finale concernera le développement préliminaire d’une nouvelle 

stratégie permettant également d’inclure des molécules hydrophiles dans les nouveaux 

matériaux développés. 
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De nos jours, de plus en plus de biomatériaux à base d’éléments naturels sont 

développés. En effet, ces composants sont généralement considérés comme plus adaptés étant 

donnée leur proximité avec les molécules biologiques. 

 Dans ces travaux, deux polysaccharides biosourcés actuellement très étudiés par la 

communauté scientifique, le chitosan et l’alginate, ont été utilisés comme composants de base 

de nouveaux biomatériaux fonctionnels et bioactifs. Ces deux polymères n’ayant a priori pas 

de capacité intrinsèque à contenir et relarguer des molécules actives, ils ont été modifiés par 

une molécule spécifique permettant un tel comportement : la −cyclodextrine. Celle-ci a alors 

été modifiée de diverses manières afin de pouvoir être greffée sur les deux polymères.  

La cyclodextrine étant plutôt adaptée à l’inclusion de molécules hydrophobes, une 

seconde stratégie a été mise en place afin de rendre possible l’inclusion de molécules 

hydrophiles dans les biomatériaux. Des molécules spécifiques contenant une partie formant 

un complexe d’inclusion avec la −cyclodextrine (l’adamantane et le cholestérol) et une 

partie réactive (une fonction maléimide) vis-à-vis de molécules hydrophiles contenant par 

exemple un groupement thiol ont ainsi été synthétisées. Incluses dans les cyclodextrines des 

polymères modifiés, ces molécules permettront alors l’incorporation indirecte de molécules 

hydrophiles dans ces nouveaux biomatériaux. 

Dans ce chapitre, après une introduction bibliographique sur le chitosan, les alginates 

et les cyclodextrines, les diverses synthèses chimiques réalisées au cours de cette thèse seront 

détaillées. 
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I. Le chitosan, les alginates et les cyclodextrines comme molécules-

outils pour la formulation de matériaux d’intérêt biomédical 

 

I. 1. Les alginates et le chitosan dans le domaine biomédical 

 

I. 1. 1. Les alginates 

 

I. 1. 1. 1. Obtention des alginates 

 

 Les alginates sont des polymères anioniques naturels généralement obtenus à partir 

d’algue brune (Phaeophyceae). Ces polymères sont extraits de l’algue par traitement par des 

solutions alcalines (de soude aqueuse par exemple). L’extrait est filtré et du chlorure de 

sodium ou de calcium est ajouté au filtrat pour précipiter l’alginate sous forme de sel. Une 

poudre hydrosoluble d’alginate de sodium ou de calcium est finalement obtenue après 

purification.106 L’acide alginique peut ensuite être obtenu à partir de ces sels d’alginate par 

traitement à l’acide chlorhydrique. Une autre voie de production d’alginates, par biosynthèse 

bactérienne (par des bactéries des genres Azotobacter et Pseudomonas), existe également.107 

 

I. 1. 1. 2. Composition des alginates 

 

Les alginates sont des copolymères linéaires composés de blocs de résidus de β-D-

mannuronate et d’α-L-guluronate liés en (1,4) (Figure 37). 

 

 

Figure 37 : Structure de l’alginate. C+ = contre-ion cationique. 

 

 Ces blocs sont constitués d’une répétition de cycles β-D-mannuronate, d’une 

succession de cycles α-L-guluronate ou d’une alternance de ces deux types de cycle. Les 
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alginates extraits de différentes sources varient par leur composition en les différents cycles 

ainsi que par la longueur de chaque bloc, si bien que plus de 200 types différents d’alginate 

sont actuellement produits. La masse molaire des alginates de sodium commercialement 

disponibles varie de 32 000 à 400 000 g/mol. Plus la masse molaire d’un alginate est 

importante, plus ses propriétés physiques pourront être intéressantes mais plus les solutions 

obtenues lors des procédés de préparation seront visqueuses. Ainsi, lors de la sélection d’un 

alginate, la masse molaire de celui-ci est un paramètre clé qui doit être considéré en fonction 

des propriétés physiques du matériau final envisagé et du procédé de fabrication mis en œuvre 

pour la formulation de ce matériau.107 

  

I. 1. 1. 3. Fonctionnalisation des alginates 

 

Comportant des groupements hydroxyles ainsi qu’une fonction carboxylate, les 

alginates sont susceptibles d’être chimiquement modifiés afin de moduler les propriétés du 

polymère final. Dans leur revue, Pawar et Edgar108 ont ainsi répertorié les principales chimies 

ayant été publiées concernant les alginates. Les principales fonctionnalisations de ces 

polymères apparaissent alors comme étant leur acétylation,109-114 leur phosphorylation,115 leur 

sulfatation,116-118 leur modification par des groupements hydrophobes,119-124 leur modification 

par des molécules de signalisation permettant l’attachement cellulaire comme par exemple le 

galactose125-127 ou le peptide d’adhésion cellulaire GRGDY128 et le greffage de polymères sur 

leur chaîne.129-136 

  

I . 1. 1. 4. Formulation des alginates 

 

Les alginates peuvent être formulés sous trois formes principales :137 

• sous forme d’hydrogels, qui sont des réseaux tridimensionnels composés de 

polymères hydrophiles et contenant une quantité importante d’eau. Ces hydrogels 

d’alginate peuvent alors être obtenus de différentes manières comme par réticulation 

ionique (en utilisant des ions divalents tels que le Ca2+, le Mg2+ ou encore le Fe2+ en 

tant qu’agents de réticulation), par transition de phase, par polymérisation radicalaire 

ou encore plus récemment par chimie « click » ; 
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• sous forme de microsphères pouvant être solides et préparées par émulsion et 

évaporation de solvant ou composées de gel et dans ce cas préparées par réticulation 

ionique en milieu aqueux ; 

• sous forme d’échafaudages poreux fabriqués par lyophilisation ou encore par 

électrofilage de nanofibres. 

 

I. 1. 1. 5. Application des alginates dans le domaine biomédical 

 

 Du fait notamment de leur biocompatibilité, leur faible toxicité et leur faible coût, les 

alginates sont très utilisés dans le domaine biomédical.107 Dans la littérature, ils peuvent alors 

être retrouvés sous leurs différentes formes décrites précédemment pour diverses applications 

comme la délivrance de molécules actives ou l’ingénierie tissulaire (Tableau 5). 
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Tableau 5 : Exemples d’application de l’alginate dans le domaine biomédical. 

Forme de l’alginate Type d’application Exemples 

Hydrogels Ingénierie tissulaire Régénération osseuse138 

Matrice extracellulaire synthétique128 

Injection intracoronaire pour remodelage 

cardiaque139 

Délivrance d’éléments 

actifs biologiques 

Facteurs de croissance140, 141 

Cellules142 

Microsphères Délivrance de 

molécules actives 

Isoniazide (antimycobactérien),143 

théophylline (bronchodilatateur),144 

tartrate de métoprolol (-bloquant),145 

furosémide (diurétique),146 rifampicine et 

gatifloxacine (antibiotiques),147, 148 

ibuprofène (AINS),149 metformine 

(antidiabétique)150 

Délivrance d’éléments 

actifs biologiques 

Insuline151 

Nétrine-1 (protéine de guidage axonal)152 

Cellules souches mésenchymateuses 

(CSM)153-156 

ADN157, 158 

Glucocérébrosidase159 

Échafaudages 

poreux 

Ingénierie tissulaire Régénération osseuse160, 161 

Régénération du cartilage162 

 
 

I. 1. 2. Le chitosan 

 

I. 1. 2. 1. Obtention du chitosan 

 

 Le chitosan est un polymère obtenu à partir de la chitine. Cette chitine, ou poly (β-(1-

4)-N-acétyl-D-glucosamine) (Figure 38), est un polysaccharide naturel synthétisé par une 

grande variété d’organismes vivants. C’est le biopolymère le plus abondant au monde après la 

cellulose.163 
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Figure 38 : Structure de la chitine. 

 

La chitine se présente à l’état naturel sous forme de microfibrilles cristallines, 

participant notamment à la structure de l’exosquelette des arthropodes. Elle se retrouve 

également dans d’autres organismes vivants, remplissant des fonctions liées au renforcement 

et à la résistance de certaines parties de l’organisme (carapace des crabes et crevettes, etc.). 

Ce polymère est insoluble dans tous les solvants communs.163 

 

I. 1. 2. 2. Composition du chitosan 

 

La désacétylation partielle (à hauteur d’au moins 50 %) de la chitine en conditions 

alcalines (soude aqueuse concentrée) ou par hydrolyse enzymatique en présence de chitine-

désacétylase forme le chitosan, qui est le dérivé le plus important de la chitine en termes 

d’applications.163 

Le chitosan (Figure 39) est un polymère semi-cristallin à l’état solide, qui est soluble 

en milieu acide par protonation de ses fonctions amines primaires, formant alors un 

polyélectrolyte cationique.163 Il possède une masse molaire allant de 300 à 1000 kDa.164 

 

 

Figure 39 : Structure du chitosan. 

 

I. 1. 2. 3. Fonctionnalisation du chitosan 

 

 Présentant plusieurs fonctions réactives (-NH2, -OH), le chitosan peut-être 

chimiquement modifié afin de lui conférer diverses propriétés. La réactivité de sa fonction 

amine primaire permet par exemple d’obtenir un chitosan triméthylé, N-succinylé, thiolé ou 

encore sous forme d’azoture.165 Il est également possible de synthétiser un chitosan lié à un 

élément de reconnaissance spécifique de cellules, virus ou bactéries comme un sucre tel que 
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le galactose,166 par réaction de l’amine primaire du polymère. Des chitosans liés à des éthers 

couronnes ont également été préparés avec succès, conférant alors au polymère une plus forte 

capacité de complexation ainsi qu’une meilleure sélectivité pour les ions métalliques.165 

 

I. 1. 2. 4. Formulation du chitosan 

 

 Le chitosan peut être formulé sous quatre formes principales :163 

• sous forme d’hydrogels, qui peuvent alors être obtenus par réticulation du chitosan 

en utilisant des agents de réticulation167 ou des anions multivalents ;168 

• sous forme de films, qui sont le plus souvent obtenus par dissolution du chitosan 

puis moulage et séchage,169 éventuellement en présence d’un plastifiant170 et suivi 

d’une réticulation ;171 

• sous forme de fibres, qui peuvent par exemple être formulées par extrusion172 ou 

encore par injection d’une solution de chitosan dans un bain de coagulation ;173 

• sous forme d’éponges, souvent préparées par lyophilisation d’une solution de 

chitosan.174 

 

I. 1. 2. 5. Applications du chitosan dans le domaine biomédical 

 

On retrouve ainsi le chitosan, sous forme modifiée ou non, dans des domaines très 

variés tels que l’agriculture (enrobage des semences, protection antigel…), l’alimentaire 

(conservateurs, revêtements antibactériens…) ou encore le traitement des déchets et des eaux 

(retrait d’ions métalliques, réduction des odeurs…). Tout comme les alginates, on retrouve 

dans la littérature le chitosan plus particulièrement dans le domaine des biomatériaux, sous 

ses quatre formes principales (Tableau 6).163 
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Tableau 6 : Exemples d’application du chitosan dans le domaine biomédical. 

Forme du chitosan Type d’application Exemples 

Hydrogels Délivrance de 

molécules actives 

Thymol (antimicrobien),175 amoxicilline 

(antibactérien),176, 177 hydrochlorure de 

benzydamine (AINS),178 doxorubicine et 

docétaxel (antitumoraux),179 héparine 

(anticoagulant)180 

Cicatrisation de plaies181, 182 et brûlures183, 184 

Ingénierie tissulaire Régénération du cartilage185 

Traitement de la hernie discale186 

Adhésif pour tissus177 

Délivrance d’éléments 

actifs biologiques 

CSM,187 facteurs de croissance,188 

protéines189 

Films Délivrance de 

molécules actives 

Paclitaxel (antitumoral),190 

dexaméthasone (corticoïde),191 

antibiotiques,192, 193 griséofulvine 

(antifongique),194 metformine 

(antidiabétique)171 

Délivrance d’éléments 

actifs biologiques 

CSM169, 195 

Protéines196 

Ingénierie tissulaire Régénération osseuse171, 196 

Cicatrisation170, 195, 197 

Fibres Systèmes fibreux antibactériens198-200 

Cicatrisation201, 202 

Ingénierie tissulaire Reconstruction nerveuse,203 du 

ligament,204 de l’os172, 173, 205, 206 

Éponges Matériaux antimicrobiens207, 208 

Cicatrisation209-213 

Délivrance de 

molécules actives 

Vancomycine, amphotéricine B et 

amikacine (antibiotiques),214, 215 

hydrochlorure de buspirone 

(anxiolytique)216 

Ingénierie tissulaire Régénération osseuse,174 du cartilage217 
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 Ainsi, les alginates et le chitosan sont des macromolécules de choix pour le 

développement de biomatériaux polymériques et c’est pourquoi ils ont été choisis comme 

composants de base des CoPEC formulés au cours de cette thèse. 

 

I. 2. Les cyclodextrines comme molécules cages aux multiples intérêts 

 

I. 2. 1. Nature des cyclodextrines « natives » 

 

 Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques obtenus lors de la dégradation 

enzymatique de l’amidon par transglycosylation intramoléculaire opérée par la cyclodextrine 

glucanotransferase. Les cyclodextrines « natives » sont composées de six, sept ou huit unités 

glucopyranoses liées en -(1,4) et sont alors respectivement nommées −, − et − 

cyclodextrines en fonction du nombre de ces unités (Figure 40).218 

 

Figure 40 : Structures des trois cyclodextrines « natives ». 

 

A partir des cyclodextrines « natives », divers dérivés peuvent être synthétisés, 

principalement par fonctionnalisation de leurs groupements hydroxyles primaires et 

secondaires. Ces fonctionnalisations peuvent par exemple être des aminations, des 

estérifications ou encore des éthérifications. En fonction de l’application visée (comme par 

exemple le greffage sur un polymère) une cyclodextrine peut donc être modifiée à souhait.219 

 

I. 2. 2. Formation de complexes d’inclusion à base de cyclodextrines 

 

Les cyclodextrines ont la particularité d’avoir une structure en forme de cône tronqué 

présentant une surface externe hydrophile, du fait de la présence de groupements hydroxyles 
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secondaires sur la partie externe la plus large et primaires sur la partie externe la moins large, 

et une cavité interne hydrophobe résultant notamment de la présence d’éléments apolaires que 

sont les carbones et les oxygènes en liaison éther (Figure 41). Ainsi, les cyclodextrines sont 

des molécules cages qui ont la capacité de former des complexes d’inclusion avec diverses 

molécules « invitées » hydrophobes.219 

 

Figure 41 : Représentation schématique d’une cyclodextrine. 

 

 Une des principales différences entre les trois cyclodextrines « natives » est la taille de 

leur cavité interne et donc également le volume de cette cavité (Tableau 7). Ces différences 

définissent le type de molécule que ces cyclodextrines peuvent contenir car la formation d’un 

complexe d’inclusion entre une cyclodextrine et la partie apolaire d’une molécule invitée 

dépend grandement de la compatibilité de taille entre ces molécules et la cavité interne de la 

cyclodextrine en question. Ainsi, l’-cyclodextrine permet de former des complexes avec des 

molécules de faible poids moléculaire ou contenant une chaîne aliphatique, la -cyclodextrine 

est particulièrement adaptée à la complexation de cycles aromatiques et d’hétérocycles et la 

−cyclodextrine est, quant à elle, à privilégier pour la complexation de molécules plus grosses 

telles que des macrocycles.219 

 

Tableau 7 : Taille et volume de la cavité interne des cyclodextrines « natives ». 

 -cyclodextrine -cyclodextrine -cyclodextrine 

Taille de la cavité interne (Å) 4,7 – 5,3 6,0 – 6,5 7,5 – 8,3 

Volume de la cavité interne (Å3) 174 262 427 
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 La principale force motrice de la formation d’un complexe d’inclusion impliquant une 

cyclodextrine est le gain d’entropie provoqué par la sortie de molécules d’eau de la cavité lors 

du processus de complexation. Ces molécules d’eau sont alors remplacées par des parties plus 

hydrophobes pour former une association apolaire-apolaire menant alors à un état de plus 

basse énergie, donc plus stable. Le complexe ainsi formé se trouve alors en équilibre 

dynamique principalement régi par des interactions faibles (de type Van Der Waals); aucune 

liaison covalente n’est créée ou rompue durant la complexation. Ces complexations peuvent 

avoir lieu aussi bien à l’état cristallin qu’en solution. Dans ce dernier cas de figure, le solvant 

privilégié est l’eau mais la complexation peut également être menée dans un système à co-

solvants impliquant n’importe quel solvant organique.  

En général, une seule molécule invitée est incluse dans une cyclodextrine, formant 

alors un complexe d’inclusion stœchiométrique (ratio cyclodextrine : molécule invitée de 

1 : 1). Néanmoins, dans le cas de certaines molécules de faible poids moléculaire, plus d’une 

molécule peuvent être incluses dans la cavité d’une cyclodextrine. De la même manière, dans 

le cas de molécules invitées de haut poids moléculaire, plus d’une cyclodextrine pourront être 

impliquées dans des complexes d’inclusion avec une unique molécule invitée (Figure 42).218, 

219 

 

 

Figure 42 : Illustrations de complexes d’inclusion à base de cyclodextrine, en fonction du ratio 

cyclodextrine : molécule invitée. 

 

I. 2. 3. Applications des cyclodextrines  

 
 La complexation par les cyclodextrines permet d’améliorer les propriétés apparentes 

des molécules invitées. Elle peut par exemple augmenter leur solubilité en milieux aqueux, les 

protéger de la chaleur ou de la lumière ou encore contrôler leur volatilité. Les cyclodextrines 

trouvent donc de très nombreuses applications dans des domaines aussi variés que l’industrie 

alimentaire, cosmétique, textile ou encore pharmaceutique (Tableau 8). 
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Tableau 8 : Exemples d’application des cyclodextrines. 

Industrie Exemples d’application 

Alimentaire Encapsulation d’arômes220 

Masquage d’amertume221 

Cosmétique Délivrance de molécules odorantes222 

Encapsulation d’agents de protection solaire223-225 

Limitation de la pénétration cutanée de conservateurs226 

Textile Agent de lavage en solution227 

Teinture228 

Incorporation de molécules actives (odorantes, 

antimicrobiennes)229 

Pharmaceutique Délivrance de substances actives (petites molécules, 

gènes…)230, 231 

 

Parmi les trois cyclodextrines « natives », la −cyclodextrine (CD) est la plus 

accessible et la moins coûteuse. De plus, du fait de sa capacité à former des complexes 

d’inclusion avec des composés aromatiques et hétérocycliques, elle est particulièrement 

employée dans le domaine biomédical, ce qui justifie son utilisation dans ces travaux de thèse. 

 

Dans ces travaux, deux polyélectrolytes ont été utilisés : l’alginate de sodium et le 

chitosan. Les principales fonctions réactives du chitosan sont des alcools et surtout une 

fonction amine primaire. Celles de l’alginate de sodium sont des alcools et un carboxylate. 

Ainsi, dans le cadre de cette thèse, afin de lier chimiquement la -cyclodextrine à ces deux 

polymères, des fonctionnalisations préalables de la cyclodextrine étaient nécessaires. 
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II. Modification de la −cyclodextrine en vue de son greffage sur 

le chitosan et l’alginate 

 

II. 1. Modification de la −cyclodextrine pour la fonctionnalisation du 

chitosan 

 

Pour le greffage de la cyclodextrine sur le chitosan, il a été choisi de suivre des 

procédures existantes consistant à introduire un groupement tosyle sur la cyclodextrine puis à 

effectuer une substitution nucléophile impliquant ce groupement comme groupement partant 

et l’amine nucléophile du chitosan. 

 Dans un premier temps, une méthode de tosylation de la −cyclodextrine, utilisant la 

pyridine réputée comme étant le solvant optimal pour la monotosylsation, sur le groupement 

hydroxyle situé sur le carbone en position 6 de la cyclodextrine et menant a priori à de bons 

rendements, a été envisagée.232 Cependant, la pyridine ne pouvant pas être totalement 

éliminée en fin de réaction (signaux détectables en 1H RMN) et menant alors à un produit de 

faible pureté non satisfaisant pour un greffage ultérieur sur les polymères, une autre 

méthode233 n’impliquant pas l’utilisation de pyridine a été mise en œuvre. 

 Dans cette méthode, la tosylation a eu lieu via une substitution nucléophile entre 

l’hydroxyde en position 6 de la cyclodextrine et le chlorure de tosyle dans une solution 

aqueuse de soude (Schéma 1). De plus, la précipitation/purification du produit après réaction 

a été effectuée par acidification du milieu grâce à l’utilisation d’une résine échangeuse de 

protons, facilement extractible, permettant le remplacement des ions sodium du milieu par des 

protons. La solubilité dans l’eau de la cyclodextrine tosylée étant bien inférieure à celle de la 

−cyclodextrine native (< 0,04 g/100 mL d’eau contre environ 1,85 g/100 mL), la 

cyclodextrine n’ayant pas réagi a facilement été éliminée après filtration et lavage à l’eau du 

produit précipité. 
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Schéma 1 : Tosylation de la -cyclodextrine. 

 

 La tosylation a été vérifiée par la présence de signaux propres au groupement tosyle 

( = 2,43 ; 7,43 et 7,75 ppm) sur le spectre 1H RMN, permettant également de noter un ratio 

entre les molécules de cyclodextrine et les groupements tosyle de l’ordre de 1 : 1. 

Malgré un rendement relativement faible (23 %) mais néanmoins cohérent par rapport 

à la littérature de référence (rendement de 35 % obtenu par Tripodo et al.233), cette méthode a 

permis l’obtention d’une cyclodextrine monotosylée 1 d’une bien meilleure pureté (pas de 

solvant résiduel dans le produit) que lors des premiers essais de synthèse et donc beaucoup 

plus adaptée à une utilisation ultérieure lors du greffage sur le chitosan. 

 

II. 2. Modification de la -cyclodextrine pour la fonctionnalisation de 

l’alginate 

 

 Concernant le greffage de la cyclodextrine sur l’alginate de sodium, une des deux 

stratégies envisagées consistait à faire réagir une cyclodextrine monoaminée sur les 

groupements hydroxyles activés de l’alginate. 

La synthèse de la −cyclodextrine aminée, basée sur les travaux de Xu et al.,234 a alors 

été effectuée en deux étapes en partant de la cyclodextrine monotosylée. Premièrement, le 

groupement tosyle de la cyclodextrine monotosylée 1 a été converti de manière quantitative 

en azide par une substitution nucléophile impliquant l’azoture de sodium, l’azoture étant 

nucléophile et le tosyle étant un bon groupement partant (Schéma 2). La réaction a été 

effectuée dans le DMF à 80 °C et le produit 2 a été isolé par précipitation dans l’acétone et 

filtration. 
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Schéma 2 : Conversion de la -cyclodextrine tosylée en -cyclodextrine azidée. 

 

La disparition des signaux propres aux groupements tosyle autour de 7,5 ppm et de 

2,5 ppm a alors été observée par 1H RMN. De plus, l’apparition d’une bande à 2106 cm-1 sur 

le spectre FT-IR, caractéristique de l’étirement de l’azide (N-=N+=N-), a permis de confirmer 

la substitution par cet azide. 

Le groupement azide de la cyclodextrine a ensuite été réduit en amine selon une 

réaction de Staudinger (Schéma 3). Le phosphore d’une triphénylphosphine a tout d’abord 

réagi sur l’azide de la cyclodextrine pour former un intermédiaire phosphazide qui s’est 

réarrangé en iminophosphorane. Cet iminophosphorane a ensuite été hydrolysé par ajout 

d’ammoniaque pour donner la −cyclodextrine aminée 3. Le produit a été purifié en 

précipitant l’oxyde de triphénylphosphine par ajout d’eau et en l’éliminant par simple 

filtration, puis il a été lavé à l’acétone. 3 a alors été obtenu de manière quantitative. 
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Schéma 3 : Conversion en deux étapes de la -cyclodextrine azidée en -cyclodextrine aminée. 

 

 En FT-IR, la disparition de la bande caractéristique de l’azide (2106 cm-1) et 

l’apparition de bandes à 1608 et 3302 cm-1, respectivement caractéristiques de la déformation 

et de l’étirement de la liaison N-H d’une amine, ont permis de confirmer la réduction de la 

fonction azide. 

 

Ces premières fonctionnalisations de la -cyclodextrine ont ainsi permis d’obtenir des 

dérivés contenant des fonctions réactives vis-à-vis des différents groupements fonctionnels du 

chitosan et de l’alginate de sodium, donc des dérivés adaptés au greffage de la -

cyclodextrine sur ces deux polyélectrolytes. 
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III – Fonctionnalisation du chitosan et de l’alginate par la 

−cyclodextrine pour la formulation ultérieure de CoPEC 

capables de contenir et relarguer des molécules hydrophobes 

 

III. 1. Greffage de la -cyclodextrine sur le chitosan 

 

 La −cyclodextrine a été greffée au chitosan en suivant une méthode décrite par 

Pattarapond et al.235 

 Dans cette méthode, le greffage s’est produit par une substitution nucléophile 

impliquant le groupement tosyle de la −cyclodextrine tosylée 1, jouant le rôle de groupement 

partant, et l’amine du chitosan, jouant le rôle de nucléophile, en milieu acide permettant la 

solubilisation du polymère (Schéma 4). 

 

 

Schéma 4 : Greffage de la -cyclodextrine sur le chitosan. 

 

 Une dialyse, à travers une membrane avec un seuil de rétention des molécules de 

3 500 Da, a permis de purifier le produit 4 en évacuant les cyclodextrines n’ayant pas réagi 

avec le chitosan puis une lyophilisation a permis d’obtenir le produit sous forme solide. 
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Le succès du greffage a alors pu être apprécié par 1H RMN (Figure 43). En effet, on 

peut constater sur le spectre une présence conjointe des signaux caractéristiques du chitosan 

(un massif vers 4 ppm correspondant aux protons en position 1’, 3’, 4’, 5’ et 6’ et un singulet 

large à environ 3 ppm correspondant au proton en position 2’ des cycles) et de la 

−cyclodextrine (un massif vers 4 ppm correspondant aux protons en position 2, 3, 4, 5 et 6 et 

un singulet à environ 5 ppm correspondant au proton en position 1 des cycles). 

On distingue parmi ces signaux un signal isolé spécifique à la cyclodextrine autour de 

5 ppm et un signal isolé spécifique au chitosan autour de 3 ppm.  

 

 

Figure 43 : Spectre 1H RMN du CD-chitosan. 

 

Ces deux signaux ont ainsi permis la détermination du degré de substitution (DS) du 

polymère, correspondant à la proportion de -cyclodextrines greffées par rapport aux unités 

de répétition de polymère. En effet, le signal de la cyclodextrine à 5 ppm correspond au 

proton en position 1 sur les cycles de -cyclodextrine et représente donc 7 protons (car il y a 7 

cycles dans la -cyclodextrine). Le signal du chitosan à environ 3 ppm correspond, quant à 

lui, au proton en position 2 des cycles de chitosan qui est présent une fois par unité de 

répétition du polymère. Pour faciliter le calcul tout en restant cohérent, l’approximation que le 

chitosan était totalement désacétylé a été faite, ce qui était acceptable étant donné que le 

chitosan était selon le fournisseur désacétylé à hauteur d’au moins 90 %. Le degré de 

substitution du chitosan greffé a donc pu être déterminé via l’équation : 
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DS (%) = ((H1CD / 7) / H2Chi) x 100 

 

où H1CD correspond à l’intégration du signal RMN du proton en position 1 de la -

cyclodextrine et H2Chi correspond à l’intégration du signal RMN du proton en position 2 du 

chitosan. Dans ces travaux, deux lots de CD-chitosan, préparés selon le même protocole, ont 

été utilisés. Des degrés de substitution du même ordre, c’est-à-dire de 19 et 25 %, ont été 

obtenus. Ces degrés ont été considérés comme adaptés à l’utilisation des polymères greffés 

correspondant dans la conception de CoPEC car ils étaient suffisamment faibles pour 

conserver une quantité de sites ioniques (-NH3
+) relativement importante afin de former des 

complexes avec les polyanions, tout en permettant l’inclusion d’une quantité significative de 

molécules extérieures. 

 

III. 2. Greffage de la −cyclodextrine sur l’alginate 

  

 Concernant le greffage de la −cyclodextrine sur l’alginate, deux méthodes ont été 

envisagées, chacune d’elles permettant de greffer la cyclodextrine sur un groupement 

différent du polymère. 

 

 Dans la première méthode (Méthode 1), inspirée du travail de Yang et al.,236 le 

greffage a été effectué sur le groupement carboxylate de l’alginate (Schéma 5). Les 

groupements carboxylates de l’alginate ont dans un premier temps été partiellement protonés 

dans du DMF en présence d’acide paratoluènesulfonique. Un couplage entre les fonctions 

acides carboxyliques ainsi obtenues et un groupement hydroxyle de la −cyclodextrine, grâce 

à l’utilisation d’EDC-HCl en tant qu’activateur d’acide carboxylique et d’APTS en tant que 

catalyseur de réaction d’estérification, a alors permis d’obtenir le CD-alginate qui a été 

précipité par ajout d’éthanol. Une dialyse du produit dissous dans de l’eau a alors permis de le 

purifier. Le CD-alginate purifié 5 a été isolé par lyophilisation. 
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Schéma 5 : Greffage de la -cyclodextrine sur l’alginate selon la méthode 1. 

 
 Le spectre 1H RMN (Figure 44) a permis de confirmer le succès du greffage par la 

présence des signaux caractéristiques de l’alginate (signaux autour de 3,5-4 ppm) et de la 

−cyclodextrine (signaux autour de 3,5-4 ppm et à 5 ppm). 

 

 

Figure 44 : Spectre 1H RMN du CD-alginate synthétisé selon la méthode 1. 

 

 Le degré de substitution a dans ce cas été calculé en utilisant les équations suivantes, 

décrites dans l’étude de Tan et al. :237 

 

H1CD / Htert = 7X / (28X + 4n) 

 

DS (%) = (X / n) x 100 

 

où H1CD correspond à l’intégration du signal RMN des protons en position 1 de la 

−cyclodextrine (autour de 5 ppm), Htert correspond à l’intégration du signal RMN des 

protons situés sur les carbones tertiaires de l’alginate et de la −cyclodextrine (3,5-4 ppm), X 
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correspond au nombre de moles de −cyclodextrine greffée et n correspond au nombre moyen 

de monosaccharides dans une chaîne d’alginate (la masse molaire d’une chaîne d’alginate 

étant dans le cas présent de 155 000 g/mol, n vaut ici 783). 

 Le degré de substitution du CD-alginate formulé selon la méthode 1 était de 11 % ce 

qui, tout comme dans le cas du CD-chitosan, semblait suffisant pour l’inclusion d’une 

quantité significative de molécules extérieures tout en étant assez faible pour permettre aux 

CoPEC de se former. 

 

 Dans la seconde méthode (Méthode 2), inspirée du travail de Puemsab et al.238 adapté 

ici à un autre type de cyclodextrine, le greffage a été effectué sur les groupements hydroxyles 

de l’alginate et non pas sur le carboxylate (Schéma 6). 

 Cette fonctionnalisation a dans ce cas nécessité deux étapes. Lors de la première étape, 

les groupements hydroxyles de l’alginate ont été activés par réaction avec du bromure de 

cyanogène en milieu basique, formant un ester de cyanate 6.239 Une première dialyse à travers 

une membrane avec un seuil de rétention des molécules de 12-14 000 Da a permis d’évacuer 

le bromure de cyanogène n’ayant pas réagi. Dans la seconde étape, les esters de cyanate de 

l’intermédiaire 6 ont réagi avec les amines de la -cyclodextrine aminée 3 pour former le 

CD-alginate 7. 

 

 

Schéma 6 : Greffage en deux étapes de la -cyclodextrine sur l’alginate selon la méthode 2. 
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 Une nouvelle dialyse, à travers une membrane avec un seuil de rétention des 

molécules de 12-14 000 Da, a permis de purifier l’alginate greffé en évacuant les molécules 

de cyclodextrine n’ayant pas réagi avec le polymère. 

La réussite du greffage a à nouveau été vérifiée par la présence des signaux 

caractéristiques de l’alginate (signaux autour de 3,5-4 ppm) et de la -cyclodextrine (signaux 

autour de 3,5-4 ppm et à 5 ppm) sur le spectre 1H RMN du polymère greffé (Figure 45). 

 

 

Figure 45 : Spectre 1H RMN du CD-alginate synthétisé selon la méthode 2. 

 

 Le degré de substitution du CD-alginate 7 formulé selon la seconde méthode, calculé 

avec les équations de Tan et al. détaillées précédemment, était de 9 % donc toujours adéquat 

par rapport à l’utilisation ultérieure du polyélectrolyte. 

Ce second type de fonctionnalisation de l’alginate est particulièrement adapté à 

l’utilisation ultérieure des polymères greffés dans ces études. En effet, ce greffage n’implique 

pas les fonctions carboxylates de l’alginate qui restent ainsi entièrement disponibles pour la 

formation de complexes avec des polycations lors de la formulation de CoPEC. 

 

Ainsi, à travers diverses réactions impliquant notamment des −cyclodextrines 

fonctionnalisées et les deux polymères choisis, le chitosan et l’alginate portant des 

−cyclodextrines ont été synthétisés et ont pu être utilisés dans le cadre de la formulation de 

matériaux biosourcés fonctionnels (qui seront abordés en chapitre 3). 



Chapitre 2 : Synthèse des molécules-outils pour la formulation de CoPEC fonctionnels 

 

 93 

IV. Synthèse de dérivés d’adamantane et de cholestérol pour la 

formulation de CoPEC capables de contenir et relarguer des 

molécules hydrophiles 

 

 Les cyclodextrines étant adaptées à la complexation de molécules hydrophobes 

uniquement, une stratégie complémentaire a été mise en place afin de rendre également 

possible l’inclusion de molécules hydrophiles dans les matériaux finaux. Dans le cadre de 

cette stratégie, deux molécules contenant une partie hydrophobe connue pour former un 

complexe d’inclusion avec la -cyclodextrine, c’est-à-dire l’adamantane ou le cholestérol, et 

une fonction maléimide, réactive vis-à-vis de molécules hydrophiles contenant notamment un 

groupement thiol, ont été synthétisées. 

 

IV. 1. L’adamantane et le cholestérol en complexe d’inclusion avec la -

cyclodextrine 

  

IV. 1. 1. L’adamantane en complexe d’inclusion avec la −cyclodextrine 

 

Du fait notamment de son importante hydrophobicité, l’adamantane, ou tricyclo[3. 3. 

1. 13,7]décane, une molécule essentiellement composée de carbone, forme un complexe 

d’inclusion avec la −cyclodextrine. Ce complexe d’inclusion présente une stœchiométrie 

1 : 1 dans laquelle l’intégralité de l’adamantane se situe dans la cavité hydrophobe de la 

cyclodextrine (Figure 46).240 Une constante d’association entre l’adamantane et la -

cyclodextrine de 1410 M-1 a récemment été reportée.241 

 

 

Figure 46 : Représentation du complexe d’inclusion -cyclodextrine/adamantane. 

 

La capacité de l’adamantane et de la −cyclodextrine à former des complexes 

d’inclusion a été utilisée dans divers travaux pour la formulation d’assemblages polymériques 
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comme par exemple un réseau polymérique à base de poly(acide acrylique),242 des hydrogels 

physiques à base de polyacrylamide243 ou encore des assemblages supramoléculaires à base 

d’acide hyaluronique.244 

 

IV. 1. 2. Le cholestérol en complexe d’inclusion avec la −cyclodextrine 

 

Du fait de sa structure, et en particulier de la présence de cycles et d’une chaîne 

aliphatique au sein de celle-ci, le cholestérol, ou 10, 13-diméthyl-17-(6-méthylheptan-2-yl)-2, 

3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17-tétradécahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-ol, 

est capable de former un complexe d’inclusion avec la −cyclodextrine. Il a été très 

récemment démontré que ce complexe est en fait formé selon une stœchiométrie 

−cyclodextrine : cholestérol 2 : 1, avec le groupement stérol du cholestérol dans la cavité 

d’une première cyclodextrine et sa queue aliphatique dans la cavité d’une seconde 

cyclodextrine (Figure 47)245. Dans la littérature, une constante d’association entre la -

cyclodextrine et le cholestérol de 17 000 M-1 a été reportée.246 

 

 

Figure 47 : Représentation du complexe d’inclusion -cyclodextrine/cholestérol. 

 
De la même manière que dans le cas de l’adamantane, les complexes 

−cyclodextrine/cholestérol ont été mis à profit pour la formulation d’assemblages 

polymériques comme par exemple d’hydrogels.247 Par ailleurs, la formation de ces complexes 

a été valorisée par des applications dans le domaine agro-alimentaire. En effet, la 

−cyclodextrine a été largement utilisée pour réduire la quantité de cholestérol présente dans 

certains aliments manufacturés communs, tels que le lait248 ou le fromage.249 
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Ainsi, l’adamantane et le cholestérol sont des candidats très intéressants pour la 

synthèse de molécules présentant une partie formant un complexe d’inclusion avec la 

−cyclodextrine, ce qui justifie leur utilisation dans le cadre de cette thèse. 

 

IV. 2. Synthèse d’un dérivé d’adamantane présentant une fonction 

maléimide 

 

 Une méthode décrite par Hooley et al.250 a été utilisée pour synthétiser une molécule 

présentant une partie adamantane et une fonction maléimide. 

Cette synthèse a été effectuée en deux étapes (Schéma 7). Tout d’abord, l’acide N-

adamantaneméthylmaléamique 8 a été obtenu par réaction entre l’anhydride maléique et 

l’amine primaire du 1-adamantaneméthylamine dans de l’éther éthylique anhydre et sous 

atmosphère d’argon. L’intermédiaire réactionnel 8, insoluble dans l’éther, a alors formé un 

précipité blanc qui a facilement été collecté par filtration puis a été lavé à l’éther éthylique et 

enfin séché sous pression réduite avant d’être engagé dans la seconde étape sans autre forme 

de purification. 

 

 

Schéma 7 : Synthèse en deux étapes du N-adamantylméthyl maléimide. 

 

 Lors de la seconde étape, l’acide N-adamantaneméthylmaléamique 8 a été cyclisé en 

présence d’anhydride acétique et de triéthylamine dans de la 2-butanone anhydre et sous 

atmosphère d’argon pour finalement former le N-adamantylméthyl maléimide 9. Le produit a 



Chapitre 2 : Synthèse des molécules-outils pour la formulation de CoPEC fonctionnels 

 

 96 

été purifié par différentes extractions (NH4Cl aqueux, saumure et eau ultrapure) puis par 

chromatographie sur colonne de gel de silice et a été obtenu avec un rendement de 45 %, 

identique à celui obtenu dans le travail de référence. 

 La réussite de la synthèse a été attestée par 1H RMN, le spectre présentant les signaux 

spécifiques de la partie adamantane (les différents signaux entre 1,4 et 3,2 ppm) et de la 

fonction maléimide (signal à 6,9 ppm caractéristique des protons éthyléniques de la fonction 

maléimide). 

 

IV. 3. Synthèse d’un dérivé de cholestérol présentant une fonction 

maléimide 

 

 Pour coupler le maléimide au cholestérol, une molécule de N-(2-

aminoéhtyl)maléimide sous forme de sel de TFA, contenant une amine primaire réactive, a 

été synthétisée. La synthèse de cette molécule a été effectuée suivant trois étapes (Schéma 8). 

 

IV. 3. 1. Synthèse du N-(2-aminoéthyl)maléimide.TFA 

 

 Tout d’abord, le tert-butyl (2-aminoéthyl)carbamate 10 a été synthétisé en s’appuyant 

sur le travail de Ton et al.251 par une méthode de protection classique d’une des deux amines 

de l’éthylènediamine par réaction avec du Boc2O dans du chloroforme. Cette réaction a ainsi 

permis de protéger une des deux amines de la molécule afin de conserver cette fonction dans 

la molécule finale après régénération par déprotection. Le produit, soluble dans le 

chloroforme, a été purifié par des lavages à la saumure puis à l’eau avant d’être isolé sous la 

forme d’une huile jaune par évaporation du solvant sous pression réduite. Ce premier 

intermédiaire a été obtenu avec un très bon rendement (94 %) comparable à celui obtenu dans 

la littérature de référence (rendement quantitatif). L’obtention de cet intermédiaire a été 

vérifiée par le spectre 1H RMN. 

 Au cours de la seconde étape, l’amine primaire de l’intermédiaire 10 a réagi avec 

l’anhydride maléique afin de former le tert-butyl (2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-

yl)éthyl)carbamate 11. La réaction à reflux dans de l’acétone a été catalysée par la 

triéthylamine en présence d’anhydride acétique en tant qu’agent déshydratant. Le produit 11, 

qui a été purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice, a été obtenu avec un 

rendement de 63 %. La 1H RMN a à nouveau permis de vérifier l’obtention du produit avec la 
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disparition du signal des protons de l’amine (1,3 ppm) et l’apparition du signal caractéristique 

des protons éthyléniques du maléimide (6,7 ppm). 

 Enfin, lors de la troisième étape, l’intermédiaire 11 a été déprotégé par l’acide 

trifluoroacétique pour donner le N-(2-aminoéthyl)maléimide.TFA 12. Après réaction dans le 

dichlorométhane, le produit, qui a été récupéré sous forme de résidu liquide après évaporation 

du solvant sous pression réduite, a été dilué dans du méthanol puis purifié par précipitation et 

lavage dans l’anhydride acétique. Le composé 12 a alors été obtenu avec un très bon 

rendement (92 %) et la disparition du signal propre au Boc (1,4 ppm) sur le spectre 1H RMN a 

permis de confirmer la déprotection. 

 

 

Schéma 8 : Synthèse en trois étapes du N-(2-aminoéthyl)maléimide.TFA. 

 

IV. 3. 2. Synthèse de l’hémisuccinate de cholestérol 

 

 Afin de rendre le cholestérol réactif vis-à-vis de la fonction amine du N-(2-

aminoéthyl)maléimide.TFA, son hémisuccinate a été synthétisé afin d’y introduire une 

fonction acide carboxylique. Cette synthèse a été effectuée en se basant sur les travaux de 

Yang et al.252 

 La synthèse en une étape a consisté en une réaction d’estérification entre le 

groupement hydroxyle du cholestérol et l’acide succinique activé sous forme d’anhydride, 
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catalysée par la DMAP dans du dichlorométhane (Schéma 9). Le léger excès d’anhydride 

succinique utilisé a permis d’assurer la réaction de l’ensemble des groupements hydroxyles 

terminaux du cholestérol. La consommation du cholestérol et la formation de l’hémisuccinate 

à 60 °C ont été suivies par CCM. L’anhydride succinique n’étant pas soluble à froid dans le 

dichlorométhane, une simple filtration après refroidissement de la solution en fin de réaction a 

permis l’élimination de l’excès de cet anhydride. Le produit a ensuite été purifié par des 

lavages à l’eau et l’hémisuccinate 13, soluble dans le dichlorométhane, a été collecté par 

évaporation du solvant sous pression réduite. Le très bon rendement de la réaction, de 87 %, 

était cohérent par rapport à la littérature de référence (97 %). 

 

 

 

Schéma 9 : Synthèse de l’hémisuccinate de cholestérol. 

 
 Le spectre 1H RMN a permis de vérifier l’obtention de la molécule. On y retrouvait en 

effet les signaux caractéristiques du cholestérol (entre 0,5 et 2,5 ppm et à 5,4 ppm) ainsi que 

de nouveaux signaux validant la présence de la chaîne ajoutée au cholestérol (signaux autour 

de 2,65 ppm correspondant aux protons liés aux deux carbones de la chaîne située entre 

l’acide carboxylique et l’ester). 
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IV. 3. 3. Synthèse du (3S, 8S, 9S, 10R, 13R, 14S, 17R)-10,13-diméthyl-17-((R)-6-

méthylheptan-2-yl)-2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 , 16, 17–tétradécahydro-1H-

cyclopenta[a]phenanthren-3-yl 4-((2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-

yl)éthyl)amino)-4-oxobutanoate 

 

 La synthèse du dérivé de cholestérol 14 par couplage entre le N-(2-

aminoéthyl)maléimide.TFA et l’hémisuccinate de cholestérol 13 a été inspirée par le travail de 

Foley et al.253 qui ont utilisé le même dérivé de maléimide mais pour un couplage avec une 

molécule de rhodamine. 

 Cette synthèse a consisté en la formation d’un lien amide entre l’amine primaire du N-

(2-aminoéthyl)maléimide.TFA 12 et l’acide carboxylique terminal de l’hémisuccinate de 

cholestérol 13 (Schéma 10). Ce couplage, effectué dans le DMF et à température ambiante, a 

été catalysé par l’utilisation du couple HBTU (un agent de couplage)/DIEA, permettant 

l’activation de l’acide carboxylique. La réaction a été suivie par CCM permettant de constater 

la disparition de l’hémisuccinate de cholestérol. Après dilution dans l’acétate d’éthyle, le 

produit 14 a été purifié, d’abord par des lavages à la saumure et à l’eau puis par 

chromatographie sur colonne de gel de silice. Il a alors été obtenu avec un bon rendement 

(79 %) et la 1H RMN a permis de s’assurer de la réussite du couplage en constatant la 

présence simultanée des signaux propres à l’hémisuccinate de cholestérol (de 0,5 à 2,7 ppm, à 

4,6 ppm et à 5,4 ppm) et à la partie maléimide (signaux correspondant aux protons de la 

chaîne carbonée autour de 3,5 ppm et protons éthyléniques de la fonction maléimide à 

6,7 ppm). 
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Schéma 10 : Synthèse du (3S, 8S, 9S, 10R, 13R, 14S, 17R)-10,13-diméthyl-17-((R)-6-méthylheptan-2-

yl)-2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 , 16, 17–tétradécahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-yl 

4-((2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)éthyl)amino)-4-oxobutanoate. 

 
 Ainsi, deux molécules composées d’une partie formant facilement un complexe 

d’inclusion avec la −cyclodextrine, à savoir l’adamantane ou le cholestérol, et une partie 

maléimide réactive vis-à-vis de nombreuses molécules contenant notamment une fonction 

thiol ont été synthétisées pour être ensuite utilisées dans une stratégie d’inclusion de tout type 

de molécules extérieures, et en particulier de molécules hydrophiles, dans les CoPEC 

(stratégie détaillée dans le chapitre 4). 

 

 Le Tableau 9 récapitule les principales molécules synthétisées au cours de ces travaux 

de thèse. 
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Tableau 9 : Structures des principales molécules synthétisées. 

Numéro Structure 

1 

 

2 

 

3 

 

4 

 

5 

 

7 

 

9 

 

14 
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V. Conclusion partielle 

 

La −cyclodextrine a été modifiée afin d’y introduire différentes fonctions réactives. 

Ces dérivés de cyclodextrines ont alors été greffés sur les deux polymères d’intérêt dans ces 

travaux, le chitosan et l’alginate de sodium, en impliquant les principaux groupements 

fonctionnels de ces derniers. Les degrés de substitution des polymères fonctionnalisés obtenus 

ont été jugés comme adéquats pour une utilisation ultérieure lors de la formulation des 

matériaux et lors de leur utilisation pour capter et relarguer des molécules hydrophobes. Afin 

de permettre également aux matériaux finaux de contenir et relarguer des molécules 

hydrophiles, deux molécules constituées d’une fonction maléimide et d’une partie soit 

adamantane, soit cholestérol, ont été synthétisées. De cette façon, des molécules contenant par 

exemple un groupement thiol peuvent être attachées à ces molécules par une réaction de type 

addition de Michael, tandis que l’autre partie des molécules, c’est-à-dire l’adamantane ou le 

cholestérol, peut former un complexe d’inclusion avec les -cyclodextrines greffées aux 

polymères composants les matériaux formulés ultérieurement. 

Les différents polymères fonctionnalisés ont alors été utilisés dans la formulation de 

diverses formes de CoPEC. 
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VI. Partie expérimentale 

  

VI. 1. Généralités 

  

Les différents solvants étaient de chez Acros Organics, Carlo Erba Reagents, Merck, 

Sds, Sigma-Aldrich. 

Le 1-adamantaneméthylamine, l’anhydride maléique, l’azoture de sodium, le Boc2O, 

le cholestérol et la triphénylphosphine provenaient de chez Sigma-Aldrich, la -cyclodextrine, 

le chlorure de tosyle, la DIEA et le DMAP de chez Alfa Aesar, le bromure de cyanogène et 

l’éthylènediamine de chez Acros Organics, l’anhydride succinique de chez Fluka, le HBTU 

de chez Novabiochem. 

 Le chitosan (poids moléculaire moyen de 250 000 g/mol, viscosité de 30-100 cP, 

degré de désacétylation > 90 %) provenait de chez Glentham life sciences et l’alginate de 

sodium (poids moléculaire moyen de 155 000 g/mol, viscosité de 15-20 cP, taux M/G de 

1,56) de chez Sigma-Aldrich. 

La résine échangeuse de protons utilisée lors de la synthèse de la -cyclodextrine 

tosylée était de l’Amberlite® IR 120, H de chez Acros Organics. 

 L’eau ultrapure (18 mΩ) utilisée lors des expériences était obtenue à partir d’un 

appareil Elga de chez Veolia. 

 Les membranes de dialyse, présentant des seuils de rétention des molécules de 3 500 

et 12-14 000 Da, étaient du type Spectra/Por® de chez Spectrum Laboratories. 

 Les CCM ont été réalisées sur des plaques de gel de silice 60 F254 de chez Merck. 

 Les évaporations sous pression réduite étaient effectuées sur un évaporateur rotatif de 

chez Heidolph relié à un groupe de pompage PC 101 NT de chez Vacuubrand (Wertheim, 

Allemagne). 

Les lyophilisations étaient faites sur un lyophilisateur Alpha 1-2 LD de chez Bioblock 

Scientific. 

Les spectres RMN ont été acquis sur un spectromètre Bruker Advance DPX 400. Les 

solvants deutérés utilisés étaient de chez Sigma-Aldrich excepté l’acétone-d6 qui provenait de 

chez Euriso-top. 

Les analyses infrarouges ont été effectuées sur un spectromètre FT-IR Spectrum 2000 

de chez Perkin Elmer (Waltham, MA). 

 



Chapitre 2 : Synthèse des molécules-outils pour la formulation de CoPEC fonctionnels 

 

 104 

VI. 2. Synthèse des dérivés de -cyclodextrine 

 

VI. 2. 1. Synthèse de la -cyclodextrine monotosylée 1 

 

 
 
 

PM = 1289,2 g/mol 

 

29,8 g (26,3 mmol, 1 éq) de −cyclodextrine sont suspendus dans 270 mL d’eau 

ultrapure. La cyclodextrine est dissoute par ajout de 105 mL de NaOH 2,5 M aqueuse et le 

mélange est agité pendant 5 minutes à température ambiante. 7,6 g (39,9 mmol, 1,5 éq) de 

chlorure de tosyle sont introduits en plusieurs portions dans la solution et le mélange est agité 

pendant 1 h à température ambiante. Le précipité formé est éliminé par filtration sur papier 

filtre qualitatif et le résidu est lavé à l’eau ultrapure (2 x 30 mL). Le filtrat est acidifié par 

ajout de résine échangeuse de protons (pHfinal = 2-3) afin de précipiter 1. Les billes de résine 

sont séparées du mélange par tamisage (pores du tamis de 300 m). 7,7 g (6,0 mmol) de 1 

sont collectés par filtration sur fritté, lavés à l’eau ultrapure (3 x 90 mL) et lyophilisés. 

Rendement : 23 %. 

1H RMN, DMSO-d6 :  (ppm) = 7,75 (d, 2H, Ph), 7,43 (d, 2H, Ph), 5,84-5,62 (m, 14H, 

OH2 et OH3), 4,89-4,74 (m, 7H, H1), 4,56-4,38 (m, 6H, OH6), 4,38-4,28 (m, 2H, H6’), 4,24-

4,10 (m, 1H, H5’), 3,74-3,51 (m, 25H, H3, H5 et H6), 3,41-3,17 (m, H2 et H4), 2,43 (s, 3H, Ph-

CH3). 
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VI. 2. 2. Synthèse de la −cyclodextrine monoazidée 2 

 

 

PM = 1160,0 g/mol 

 

5,0 g (3,9 mmol, 1 éq) de 1 sont dissous dans 70 mL de DMF et 3,3 g (50,8 mmol, 

13 éq) de NaN3 sont ajoutés au mélange. La solution est chauffée à 80 °C pendant 24 h puis 

6,7 g (5,8 mmol) de 2 sont obtenus sous la forme d’un solide blanchâtre par précipitation à 

l’acétone. 

Rendement : Quantitatif. 

1H RMN, DMSO-d6 :  (ppm) = 5,78-5,63 (m, 14H, OH2 et OH3), 4,86-4,79 (m, 7H, 

H1), 4,52-4,45 (m, 6H, OH6), 3,67-3,53 (m, 25H, H3, H5 et H6), 3,40-3,26 (m, H2 et H4). 

 

VI. 2. 3. Synthèse de la −cyclodextrine monoaminée 3 

 

 

PM = 1134,0 g/mol 

 

 3,0 g (2,6 mmol, 1 éq) de 2 et 2,7 g (10,3 mmol, 4 éq) de triphénylphosphine sont 

dissous dans 37,5 mL de DMF et le mélange est agité pendant 1 h à température ambiante et 

sous argon. Le mélange est ensuite placé dans un bain de glace, 15 mL de NH4OH aqueux 

30 % m/m sont introduits puis le milieu réactionnel est agité à température ambiante pendant 

4 jours. Après évaporation du DMF sous pression réduite, l’oxyde de triphénylphosphine est 

précipité par addition d’eau puis est éliminé par filtration. Le solvant du filtrat est alors 

évaporé pour donner 2,9 g (2,6 mmol) de 3 sous la forme d’un solide blanchâtre qui est lavé à 

l’acétone. 

Rendement : Quantitatif. 
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 1H RMN, DMSO-d6 :  (ppm) = 5,78-5,67 (m, 14H, OH2 et OH3), 4,85-4,80 (m, 7H, 

H1), 4,50-4,44 (m, 6H, OH6), 3,66-3,53 (m, 27H, H3, H5, H6 et -NH2), 3,39-3,26 (m, H2 et H4 

superposés avec H2O). 

 

VI. 3. Fonctionnalisation de l’alginate et du chitosan par la −cyclodextrine 

 

VI. 3. 1. Synthèse du -cyclodextrine-chitosan (CD-chitosan) 4 

 

 

 

 
 

PM (unité de répétition contenant une CD, en faisant l’approximation que le chitosan est totalement 

désacétylé) = 1764,6 g/mol 

 

2,0 g (12,4 mmol d’unités de répétition, 1 éq) de chitosan sont tout d’abord dissous 

dans 160 mL de CH3COOH 1% v/v aqueux. Une solution de 7,0 g (5,4 mmol, 0,4 éq) de 1 

dans 80 mL DMF est introduite dans la solution de chitosan et le mélange est chauffé à reflux 

à 100 °C pendant 16 h. Le mélange est concentré sous pression réduite puis est dialysé 

pendant 2 jours à travers une membrane avec un seuil de rétention des molécules de 3 500 Da, 

contre une solution aqueuse de NaCl 0,1 M puis contre de l’eau ultrapure. La solution est 

finalement lyophilisée pour donner 2,7 g de 4 sous la forme d’un solide blanc. 

DS : 25 % (déterminé par 1H RMN). 

1H RMN, D2O :  (ppm) = 7,69 (d, Ph de 1), 7,37 (d, Ph de 1), 5,07 (s, H1 de 1), 3,97-

3,48 (m, H2, H3, H4, H5, H6 de 1 et H1’, H3’, H4’, H5’ et H6’), 2,97 (s, H2’), 2,41 (s, Ph-CH3 de 

1). 
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VI. 3. 2. Synthèse du -cyclodextrine-alginate (CD-alginate) 

 

Méthode 1 

 

Synthèse du -cyclodextrine-alginate 5 

 

 

 

PM (unité de répétition contenant une CD) = 2719,1 g/mol 

 

1,0 g (5,1 mmol d’unités de répétition, 1 éq) d’alginate de sodium est dissous dans 

50 mL de DMF contenant 1,1 mL (7,2 mmol, 1,4 éq) d’APTS. La solution est agitée pendant 

30 minutes à 50 °C puis 12,7 g (11,2 mmol, 2,2 éq) de -cyclodextrine et 1,3 g (6,8 mmol, 

1,3 éq) d’EDC-HCl sont ajoutés. La solution est agitée à 50 °C pendant 24 h puis 100 mL 

d’éthanol sont introduits, formant un précipité blanc qui est filtré et lavé à l’éthanol. Ce 

précipité est ensuite dissous dans de l’eau, la solution obtenue est neutralisée (pH 7) par ajout 

de Na2CO3 15% aqueux puis est dialysée contre de l’eau ultrapure pendant 4 jours. 5 est alors 

isolé sous forme solide par lyophilisation. 

DS : 11 % (déterminé par 1H RMN). 

1H RMN, D2O :  (ppm) = 5,08 (s, H1 de la CD), 4,05-3,53 (m, H2, H3, H4, H5, H6 de 

CD et hydrogènes tertiaires de l’alginate). 
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Méthode 2 

 

 Étape 1 : Synthèse du cyano-alginate 6 

 

 

 

M (unité de répétition) = 225,1 g/mol 

 

 2,0 g (10,1 mmol d’unités de répétition, 1 éq) d’alginate de sodium sont dissous dans 

500 mL d’eau distillée et 1,2 g (11,3 mmol, 1,1 éq) de bromure de cyanogène est ajouté dans 

le mélange. Le pH du milieu réactionnel est fixé entre 10 et 11 par ajout de NaOH 1 M 

aqueuse et la solution est agitée 1 h à température ambiante. La solution est ensuite 

concentrée sous pression réduite avant d’être dialysée pendant 3 jours dans une membrane 

avec un seuil de rétention des molécules de 12-14 000 Da contre de l’eau ultrapure. 6 est alors 

obtenu par lyophilisation sous la forme d’une poudre cotonneuse non isolée et utilisée sans 

autre forme de purification. 

 

 Étape 2 : Synthèse du -cyclodextrine-alginate (CD-alginate) 7 

 

 

 

PM (unité de répétition contenant une CD) =3635,5 g/mol 

 

 0,2 g (1,8 mmol de fonctions -OCN, 1 éq) de 6 est dissous dans 150 mL d’eau distillée 

et 1,5 g (1,3 mmol, 0,7 éq) de 3 est ajouté dans la solution. Le milieu réactionnel est agité 
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pendant 3 jours à température ambiante puis est concentré sous pression réduite. La solution 

est ensuite dialysée pendant 3 jours dans une membrane avec un seuil de rétention des 

molécules de 12-14 000 Da contre de l’eau ultrapure. 7 est alors obtenu sous la forme d’une 

poudre cotonneuse beige après lyophilisation. 

 DS : 9 % (déterminé par 1H RMN). 

 1H RMN, D2O :  (ppm) = 5,07 (s, H1 de 3), 4,02-3,52 (m, H2, H3, H4, H5, H6 de 3 et 

hydrogènes tertiaires de l’alginate). 

 

VI. 4. Synthèse des dérivés d’adamantane et de cholestérol 

 

VI. 4. 1. Synthèse du dérivé d’adamantane 

 

 Étape 1 : Synthèse de l’acide N-adamantaneméthylmaléamique 8 

 

 

PM = 263,3 g/mol 

 

 834 mg (8,5 mmol, 1 éq) d’anhydride maléique sont dissous dans 40 mL d’Et2O 

anhydre sous argon. 1,5 mL (8,5 mmol, 1 éq) de 1-adamantaneméthylamine est alors ajouté 

goutte à goutte dans la solution puis le mélange est agité pendant 3 h sous argon et à 

température ambiante. Le précipité blanc formé est alors récupéré par filtration, lavé à l’Et2O 

et séché sous pression réduite pour donner 2,4 g (9,1 mmol) de 8 qui sont engagés dans 

l’étape 2 sans autre forme de purification. 

 Rendement : Quantitatif. 
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 Étape 2 : Synthèse du N-adamantylméthyl maléimide 9 

 

 

 

PM = 245,3 g/mol 

 

 2,4 g (9,1 mmol, 1 éq) de 8 sont placés dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et 

sous argon. 100 mL de 2-butanone anhydre sont alors introduits et une suspension est 

obtenue. 1262 L (13,4 mmol, 1,5 éq) d’anhydride acétique puis 2489 L (17,8 mmol, 2 éq) 

d’Et3N sont ajoutés à la suspension puis la solution résultante est chauffée à reflux (80 °C) 

pendant 135 h. Après refroidissement à température ambiante, le milieu réactionnel est dilué 

avec 200 mL de CH2Cl2 et une extraction est effectuée avec 60 mL de NH4Cl aqueux. La 

phase aqueuse est lavée avec 3 x 30 mL de CH2Cl2. Les phases organiques sont rassemblées 

puis lavées avec 100 mL de saumure puis 100 mL d’eau ultrapure. Le solvant est évaporé 

sous pression réduite pour donner un solide marron-noir qui est ensuite dissous dans de l’Et2O 

et purifié par chromatographie sur colonne (phase stationnaire : silice, éluant = Et2O/Heptane, 

50/50 v/v) pour former 1,0 g (4,1 mmol) de 9. 

 Rendement : 45 %. 

 1H RMN, Acétone-d6 :  (ppm) = 6,87 (s, 2H, H1), 3,13 (s, 2H, H2), 1,93 (s large, 3H, 

H3), 1,64 (m, 6H, H4), 1,49 (d, 6H, J = 2,5 Hz, H5). 

 13C RMN, Acétone-d6 :  (ppm) = 172,4; 135,2; 50,1; 41,5; 37,5; 35,8. 
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VI. 4. 2. Synthèse du dérivé de cholestérol 

 

 Étape 1 : Synthèse du tert-butyl (2-aminoéthyl)carbamate 10 

 

 

PM = 160,2 g/mol 

 

 20 mL d’éthylènediamine (299 mmol, 10 éq) dilués dans 300 mL de CHCl3 sont 

placés dans un bain de glace. Une solution de 6,5 g (29,8 mmol, 1 éq) de Boc2O dans 150 mL 

de CHCl3 est alors ajoutée goutte à goutte sur une période de 2 h à la solution 

d’éthylènediamine et le mélange réactionnel est agité pendant 18 h à température ambiante. 

La solution est lavée avec 4 x 100 mL de saumure puis 100 mL d’eau ultrapure et la phase 

organique est séchée sur MgSO4. 4,5 g (28,1 mmol) de 10, sous la forme d’une huile jaune, 

sont obtenus après évaporation sous pression réduite. 

 Rendement : 94 %. 

 1H RMN, CDCl3 :  (ppm) = 4,94 (s large, 1H), 3,15 (q, 2H, H3, J = 5,8 Hz), 2,77 (t, 

2H, H2, J = 6,0 Hz), 1,42 (s, 9H, H4), 1,27 (s, 2H, H1). 

 13C RMN, CDCl3 :  (ppm) = 156,4; 79,3; 43,4; 41,9; 31,3; 28,5. 

 

Étape 2 : Synthèse du tert-butyl (2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-

yl)éthyl)carbamate 11 

 

 

PM = 240,2 g/mol 

 

 4,0 g (25,0 mmol, 1 éq) de 10 dilués dans 50 mL d’Et2O sont placés dans un bain de 

glace pendant 30 minutes. Une solution de 2,5 g (25,5 mmol, 1 éq) d’anhydride maléique 

dans 50 mL d’Et2O est alors ajoutée goutte à goutte à la solution de 10 sur une période de 

20 minutes. Le mélange est agité pendant 4 h à température ambiante, donnant une suspension 
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blanche. Le solvant est évaporé sous pression réduite jusqu’à obtenir un solide jaunâtre qui est 

dissous dans 100 mL d’acétone. 14 mL (100 mmol, 4 éq) d’Et3N puis 3,5 mL (37,0 mmol, 

1,5 éq) d’anhydride acétique sont alors introduits dans la solution obtenue. Le milieu 

réactionnel est chauffé à reflux (60 °C) pendant 20 h puis le solvant est évaporé sous pression 

réduite pour donner un solide noir-marron. 3,8 g (15,8 mmol) de 11 sont isolés par 

chromatographie sur colonne (phase stationnaire : silice, éluant : cyclohexane/acétate 

d’éthyle, 50/50 v/v). 

 Rendement : 63 %. 

 1H RMN, CDCl3 :  (ppm) = 6,71 (s, 2H, H1), 4,74 (s large, 1H), 3,65 (t, 2H, H2, J = 

5,5 Hz), 3,33 (q, 2H, H3, J = 5,4 Hz), 1,40 (s, 9H, H4). 

 

Étape 3 : Synthèse du N-(2-aminoéthyl)maléimide.TFA 12 

 

 

PM = 254,2 g/mol 

 

 3,4 g (14,2 mmol) de 11 sont dissous dans 160 mL de TFA à 40 % dans du CH2Cl2 et 

la solution est agitée pendant 4 h à température ambiante. Le solvant est évaporé sous 

pression réduite et le liquide résiduel est dilué avec 5 mL de MeOH. 12 est précipité par ajout 

d’anhydride acétique, filtré puis lavé à l’anhydride acétique pour donner 3,3 g (13,0 mmol) de 

solide jaunâtre. 

 Rendement : 92 %. 

 1H RMN, D2O :  (ppm) = 6,93 (s, 2H, H1), 3,87 (t, 2H, H2, J = 5,8 Hz), 3,26 (t, 2H, 

H3, J = 5,9 Hz). 

 13C RMN, D2O :  (ppm) = 172,7; 134,8; 38,5; 35,1. 
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 Étape 4 : Synthèse de l’hémisuccinate de cholestérol 13 

 

 

PM = 486,7 g/mol 

 

 3,0 g (7,8 mmol, 1 éq) de cholestérol, 1,6 g (16,0 mmol, 2 éq) d’anhydride succinique 

et 0,5 g (4,1 mmol, 0,5 éq) de DMAP sont dissous dans 80 mL de CH2Cl2. Le mélange est 

chauffé à reflux à 60 °C et sous argon pendant 65 h et la réaction est suivie par CCM (éluant 

= CH2Cl2/MeOH, 95/5 v/v, Rf du produit = 0,30). Le milieu réactionnel est ensuite filtré, la 

phase organique est lavée avec 3 x 150 mL d’eau ultrapure puis séchée sur MgSO4. 3,3 g 

(6,8 mmol) de 13 sont alors obtenus par évaporation du solvant sous pression réduite. 

 Rendement : 87 %. 

 1H RMN, CDCl3 :  (ppm) = 5,37 (d, 1H, J = 3,6 Hz), 4,63 (m, 1H), 2,72-2,55 (m, 

4H), 2,37-2,28 (m, 2H), 2,06-1,76 (m, 6H), 1,70-0,77 (m, 42H), 0,67 (s, 3H). 

13C RMN, CDCl3 :  (ppm) = 178,0; 172,0; 140,0; 123,2; 75,0; 57,2; 56,6; 50,5; 42,8; 

40,2; 40,0; 38,5; 37,4; 37,1; 36,7; 36,3; 32,4; 32,3; 29,7; 29,4; 28,7; 28,5; 28,2; 24,8; 24,3; 

23,3; 23,0; 21,5; 19,8; 19,2; 12,3. 
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 Étape 5 : Synthèse du (3S, 8S, 9S, 10R, 13R, 14S, 17R)-10,13-diméthyl-17-((R)-6-

méthylheptan-2-yl)-2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 , 16, 17–tétradécahydro-1H-

cyclopenta[a]phenanthren-3-yl 4-((2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)éthyl)amino)-4-

oxobutanoate 14 

 

 
 

PM = 608,9 g/mol 

 

 1,9 g (3,9 mmol, 1 éq) de 13 est dissous dans 100 mL de DMF. 1,5 g (4,0 mmol, 1 éq) 

de HBTU puis 1,4 mL (8,0 mmol, 2 éq) de DIEA sont ajoutés à la solution de 13 puis le 

milieu réactionnel est agité pendant 30 minutes à température ambiante. 2,0 g (7,9 mmol, 

2 éq) de 12 dissous dans 10 mL de DMF sont alors introduits et le mélange est agité à 

température ambiante pendant 24 h, la réaction étant suivie par CCM (éluant : CH2Cl2/MeOH, 

92/8 v/v). Le milieu réactionnel est dilué avec 200 mL d’acétate d’éthyle et la phase 

organique est lavée avec 3 x 200 mL de saumure puis 200 mL d’eau ultrapure avant d’être 

séchée sur MgSO4. Le solide obtenu par évaporation sous pression réduite de la phase 

organique est dissous dans du CH2Cl2 puis est purifié par chromatographie sur colonne (phase 

stationnaire : silice, éluant : CH2Cl2 puis CH2Cl2/MeOH 98/2 v/v puis MeOH) pour conduire 

à 1,9 g (3,1 mmol) de 14. 

 Rendement : 79 %. 

 1H RMN, CDCl3 :  (ppm) = 6,71 (s, 2H), 6,01 (s large, 1H), 5,36 (d, 1H, J = 3,8 Hz), 

4,59 (m, 1H), 3,69 (t, 2H, J = 5,3 Hz), 3,46 (q, 2H, J = 5,6 Hz), 2,64-2,37 (m, 4H), 2,34-2,27 

(m, 2H), 2,06-1,76 (m, 6H), 1,63-0,81 (m, 42H), 0,67 (s, 3H). 

13C RMN, CDCl3:  (ppm) = 172,4; 170,9; 139,6; 134,2; 122,7; 74,4; 56,7; 56,2; 50,0; 

42,3; 39,7; 39,5; 38,9; 38,1; 37,5; 37,0; 36,6; 36,2; 35,8; 31,9; 31,0; 29,7; 28,2; 28,0; 27,7; 

24,3; 23,8; 22,8; 22,5; 21,0; 19,3; 18,7; 11,8. 
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Lors du développement d’un matériau, et en particulier d’un biomatériau, une des 

étapes cruciales est la formulation de celui-ci. Au cours de cette étape, les constituants de 

base, comme par exemple les polyélectrolytes dans le cas des CoPEC, sont mis en forme afin 

d’obtenir le matériau final à proprement parler. L’idéal est alors de pouvoir formuler de 

diverses manières un matériau. En effet, le matériau final peut alors prendre des formes 

variées et ainsi être adapté en fonction de son utilisation. 

 Au cours de ces travaux, des CoPEC ont été formulés à partir de chitosan et d’alginate 

de sodium et également à partir des polymères de CD-chitosan et CD-alginate synthétisés. 

Ces CoPEC ont dans un premier temps été formulés par ultracentrifugation, la principale 

méthode utilisée au laboratoire pour d’obtention de ce type de matériaux. Le CoPEC CD-

chitosan/alginate, alors considéré comme le plus prometteur, a été caractérisé afin d’en 

déterminer la composition exacte et la microstructure. Une méthode permettant d’induire une 

porosité contrôlée dans ces matériaux, via l’utilisation de particules de carbonate de calcium 

en tant qu’éléments porogènes, a alors été mise en place. Cette méthode a été ajustée afin 

d’être adaptée à la formulation de CoPEC sous forme de microparticules poreuses. Enfin, une 

autre voie de formulation de CoPEC, selon laquelle la compaction est effectuée par 

sédimentation et évaporation, a été adaptée aux polyélectrolytes et la microstructure des 

matériaux obtenus a été étudiée. 

 Dans ce chapitre, à la suite d’une introduction sur les associations entre le chitosan et 

l’alginate dans le domaine biomédical, les formulations et caractérisations des divers 

matériaux préparés au cours de ces travaux de recherche seront exposées. 
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I. Les associations entre le chitosan et l’alginate dans le domaine 

biomédical 

 

Du fait de leurs propriétés très intéressantes pour des applications dans le domaine 

biomédical et également de leur capacité à former des complexes grâce à des interactions 

entre leurs groupements ioniques, l’association du chitosan et de l’alginate sous forme de 

biomatériaux est actuellement très étudiée par la communauté scientifique. De nombreux 

travaux ont ainsi démontré de potentielles applications de ces associations, tout 

particulièrement dans les domaines du revêtement, de la culture cellulaire 3D, de la délivrance 

d’éléments actifs, des pansements et de l’ingénierie tissulaire. 

 

I. 1. Les associations chitosan/alginate en tant que revêtements 

 

Plusieurs travaux ont évalué l’application de l’association chitosan/alginate pour le 

revêtement de systèmes thérapeutiques, de la macro- à la nano-échelle. 

 Silva et al.254 ont ainsi revêtu par dépôt « layer by layer » (LbL) plusieurs lentilles de 

contact contenant du diclofénac avec des couches d’alginate et de chitosan et ont démontré 

que ce revêtement permet de contrôler la libération de la substance active anti-inflammatoire. 

Kyung et al.255 ont démontré que des films à base de chitosan et d’alginate préparés par dépôt 

LbL et réticulés par l’utilisation de glutaraldéhyde, de chlorure de calcium ou par traitement 

thermique peuvent être considérés comme des revêtements performants pour biomatériaux. 

En effet, ces films présentent une activité antithrombotique ainsi qu’une stabilité physique 

accrue grâce à la réticulation. Shanmugasundaram et al.256, 257 ont, quant à eux, recouvert des 

pansements à base de coton par du chitosan et de l’alginate, améliorant ainsi les propriétés de 

cicatrisation de ces matériaux. 

Enfin, Feng et al.258 ont recouvert des nanoparticules de silice mésoporeuses par de 

l’alginate et du chitosan par dépôt LbL avant de charger ces nouveaux systèmes avec de la 

doxorubicine. Leurs études ont montré que ce revêtement permet d’augmenter la 

biocompatibilité des nanoparticules et de contrôler le relargage de la substance active, qui 

peut alors avoir lieu au niveau intracellulaire, de manière pH-dépendante. La doxorubicine 

véhiculée dans ce système bénéficie alors d’une durée de circulation systémique augmentée et 

d’une vitesse d’élimination plasmatique réduite. 
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I. 2. Les associations chitosan/alginate pour la culture cellulaire 3D 

 

Du fait notamment du caractère poreux des matériaux pouvant être obtenus à partir de 

chitosan et d’alginate, ces systèmes ont été étudiés pour le développement de supports 3D 

pour la culture cellulaire. 

Kievit et al.259 démontrèrent en 2014 que des échafaudages poreux à base de chitosan 

et d’alginate préparés par lyophilisation et réticulés par du chlorure de calcium, utilisés 

comme support de culture de cellules de glioblastome, permettaient de promouvoir la 

prolifération et l’enrichissement des cellules souches cancéreuses. Kievit et al.260 ont alors 

utilisé ce type d’échafaudage pour évaluer l’impact du microenvironnement tumoral du 

glioblastome sur son développement et sa malignité. Florczyk et al.261 montrèrent que ce 

même type d’échafaudage pouvait également être adapté à la culture d’autres cellules 

cancéreuses, comme les cellules cancéreuses de la prostate, du foie et du sein. Wang et al.262 

ont démontré que ce type d’échafaudage pouvait être utilisé afin d’évaluer le ciblage et la 

délivrance de matériel génétique induits par des nanoparticules dans le cadre du cancer de la 

prostate. Chung et al.,263 quant à eux, ont formulé des éponges poreuses à base de chitosan 

galactosylé et d’alginate par lyophilisation et ont montré que ces dernières permettaient 

l’attachement d’hépatocytes. 

 

I. 3. Les associations chitosan/alginate pour la délivrance d’éléments actifs 

 

 De très nombreuses applications de l’association chitosan/alginate se trouvent dans le 

domaine de la délivrance d’éléments actifs. Les associations sont formulées de diverses 

manières comme par exemple sous forme de nano- ou microparticules ou encore de billes. 

L’association chitosan/alginate peut également être utilisée en tant qu’excipient dans la 

formulation de granules et comprimés. Ces systèmes sont alors adaptés à la délivrance de 

nombreux types de substances actives (Tableau 10). 
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Tableau 10 : Exemples de systèmes de délivrance d’éléments actifs à base de chitosan et d’alginate. 

Forme de l’association chitosan/alginate Exemples de substances actives véhiculées 

Nanoparticules 

(quelques dizaines à quelques centaines 

de nanomètres) 

Enoxaparine (anticoagulant et 

antithrombotique),264 nifédipine (antagoniste 

calcique),265 5-fluorouracile 

(antinéoplasique)266 

Antigènes rougéoleux (pour vaccination)267 

BSA268 

Vitamine B2
269 

Microparticules 

(quelques micromètres à quelques 

centaines de micromètres) 

Céfixime (antibiotique),270 diclofénac 

(AINS),271 rifampicine, isoniazide et 

pyrazinamide (antituberculeux),272 

diéthylcarbamazine et doxycycline 

(antifilariens),273 prednisolone (corticoïde) et 

inuline (prébiotique)274 

Huile essentielle de menthe (antimicrobien)275 

BSA276, 277 

Lactoferrine (glycoprotéine se liant au fer)278 

Billes 

(quelques millimètres) 

Albendazole (antiparasitaire),279 

carbamazépine (antiépileptique et régulateur 

de l’humeur),280 prednisolone et inuline274 

Granules Maléate de chlorphénamine 

(antihistaminique)281 

Comprimés Théophylline (antiasthmatique), paracétamol 

(antalgique), chlorhydrate de metformine 

(antidiabétique) et chlorhydrate de 

trimétazidine (antiangoreux)282 
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I. 4. Les associations chitosan/alginate pour le développement de 

pansements 

  

 Plusieurs travaux sur les associations chitosan/alginate, formulées de diverses façons, 

ont porté sur l’étude de leurs capacités à être utilisées en tant que pansements. 

 Kaygusuz et al.283 ont formulé des films contenant du chitosan, de l’alginate et des 

ions cérium, obtenant alors des matériaux dotés de propriétés physiques, mécaniques et 

antibactériennes compatibles avec leur utilisation en tant que pansements. 

 Wang et al.284
 ont développé des membranes de complexes de polyélectrolytes 

chitosan/alginate formulées par sédimentation et évaporation en présence de chlorure de 

calcium. Ces membranes étaient alors non-cytotoxiques, aptes à la prolifération cellulaire et 

permettaient la cicatrisation in vivo de plaies provoquées par incision chez le rat. 

 Des éponges à base de chitosan et d’alginate en tant que pansements ont également été 

formulées et étudiées. Hu et al.285 ont formulé une éponge à partir de carboxyméthylchitosan 

et d’alginate par lyophilisation, en présence de chlorure de calcium en tant qu’agent 

réticulant. Le matériau poreux obtenu présentait alors une forte capacité d’absorption d’eau 

ainsi qu’un caractère procoagulant significatif, deux propriétés très favorables à une 

application sur les plaies. Öztürk et al.286 ont, quant à eux, formulé des éponges par 

lyophilisation d’alginate, réticulation par le chlorure de calcium et revêtement par du chitosan 

avant une nouvelle lyophilisation finale. Ces éponges poreuses ont été chargées avec un 

antibiotique, la ciprofloxacine. Ces matériaux ont démontré des capacités d’absorption d’eau 

ainsi que de relargage de la substance active très intéressantes dans l’optique de leur 

application sur des plaies. 

 Enfin, Dumont et al.287 ont formulé des fibres d’alginate par filage en voie humide 

qu’ils ont revêtues de chitosan. Ils ont montré que ces fibres présentaient un caractère 

antibactérien, donc un potentiel d’application dans le développement de pansements. 

 

I. 5. Les associations chitosan/alginate pour l’ingénierie tissulaire 

 

 Les associations de chitosan et d’alginate ont également trouvé de très nombreuses 

applications dans le domaine de l’ingénierie tissulaire. Des travaux décrivant différentes 

formulations de ces associations pour des applications en ingénierie du cartilage, du foie, de 
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l’os, du ligament et du tendon ou encore en neuro-ingénierie ont ainsi été menés (Tableau 

11). 

 

Tableau 11 : Exemples d’application de diverses formulations d’association chitosan/alginate dans 

l’ingénierie tissulaire. 

Type d’ingénierie tissulaire Forme de l’association chitosan/alginate 

Ingénierie du cartilage Échafaudage poreux préparé par lyophilisation288, 289 

Fibres290 

Ingénierie du foie Échafaudage poreux préparé par lyophilisation291-293 

Neuro-ingénierie Échafaudage poreux préparé par lyophilisation294 

Hydrogel295 

Ingénierie de l’os Échafaudage poreux préparé par lyophilisation296-298 

Hydrogel299 

Gel300 

Ingénierie du ligament et du 

tendon 

Fibres301 

 
Ainsi, les associations entre le chitosan et l’alginate constituent un domaine de 

recherche en plein essor et de nombreux travaux ont à ce jour déjà été conduits sur ce sujet. 

Les applications de ces associations sont diverses dans le domaine biomédical, allant de la 

délivrance d’éléments actifs à l’ingénierie tissulaire. Ces associations prennent alors des 

formes variées telles que des nano- et microparticules, des billes ou encore des échafaudages 

3D.  

 

Comme il l’a été abordé au cours de l’état de l’art en début de ce manuscrit, le 

potentiel d’application dans le domaine biomédical de ces associations a également motivé 

l’utilisation du couple chitosan/alginate dans la formulation de CoPEC par Phoeung et al.105 

Ces auteurs ont alors déterminé les conditions d’expérience optimales pour l’obtention d’un 

matériau aux propriétés mécaniques et biologiques compatibles avec leur utilisation en tant 

que biomatériaux.  

 

Il peut cependant être noté qu’a priori aucun matériau à base de chitosan et d’alginate 

présentant des capacités de vectorisation de substances actives sous la forme d’un élément 

plastique de type implant n’a pour le moment été développé. Au cours de cette thèse, l’accent 
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a alors été porté sur le développement de tels matériaux innovants, en s’appuyant sur les 

travaux préliminaires de Phoeung et al.105 

 

 

II. Fabrication de CoPEC à base de chitosan et d’alginate par 

ultracentrifugation 

 

II. 1. Préparation de CoPEC chitosan/alginate, chitosan/CD-alginate et 

CD-chitosan/CD-alginate par ultracentrifugation 

 

 Le CoPEC chitosan/alginate a été formulé en se basant sur les précédents travaux du 

laboratoire et en particulier sur ceux de Phoeung et al.105 Les solutions de chitosan et 

d’alginate de sodium ont ainsi été préparées à une concentration de 1,25 mg/mL et avec une 

concentration en NaBr de 1 M, permettant d’obtenir un matériau final stœchiométrique, 

compact et présentant un comportement plastique. A la suite de l’association des deux 

solutions de polyélectrolytes via une pompe péristaltique, la centrifugation (15 min, 9 400 g, 

20 °C) puis l’ultracentrifugation (12 h, 308 000 g, 23 °C) ont permis l’obtention de CoPEC 

homogènes et ne se désintégrant pas (Figure 48). 

 

 

Figure 48 : CoPEC chitosan/alginate préparés par ultracentrifugation. 

 

 Après élimination de l’eau de formulation résiduelle par lyophilisation (Figure 49 a), 

les CoPEC deviennent cassants et peuvent facilement être transformés en microparticules de 

moins de 300 m par broyage au pilon/mortier et tamisage (Figure 49 b). 
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Figure 49 : CoPEC chitosan/alginate a) après lyophilisation et b) après broyage et tamisage à 300 

m. 

 

 Ces microparticules sont alors plus adaptées aux différents tests, notamment in vitro, 

qui ont été par la suite menés au cours de cette thèse. 

 

 La microstructure des CoPEC obtenus a été observée en Microscopie Électronique à 

Balayage (MEB), à la fois sur le matériau brut obtenu après ultracentrifugation et 

lyophilisation (Figure 50) et sous forme de microparticules (Figure 51). La surface et 

l’intérieur du matériau brut (Figure 50) apparaissent alors homogènes et dépourvus de 

porosité. 

 

 

Figure 50 : Images MEB de a) la surface et b) l’intérieur du CoPEC chitosan/alginate. Échelles = 

100 m. 

 

 Tout comme dans le cas du matériau brut, les microparticules de CoPEC 

chitosan/alginate (Figure 51) ont un aspect non poreux. Ces dernières apparaissent 

hétérogènes en termes de taille et de morphologie, ce qui peut s’expliquer par la méthode 

utilisée (pilon-mortier puis tamisage). 
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Figure 51 : Images MEB de microparticules de CoPEC chitosan/alginate (grossissement a) x 100 et 

b) x 200). Échelles = 100 m. 

 
 Des procédures similaires ont été employées pour la formulation de CoPEC 

chitosan/CD-alginate et CD-chitosan/CD-alginate, permettant également l’obtention de 

matériaux compacts. Des premiers tests biologiques ont cependant démontré un caractère pro-

inflammatoire de ces deux derniers CoPEC (voir dans le chapitre 4). Cette propriété étant 

incompatible avec des applications en tant que biomatériaux pour le traitement de 

l’inflammation, ces matériaux n’ont pas été caractérisés de manière approfondie et leur 

formulation n’a pas été optimisée, contrairement au CoPEC CD-chitosan/alginate abordé 

dans la suite du manuscrit. 

 

II. 2. Préparation de CoPEC CD-chitosan/alginate par ultracentrifugation 

 

II. 2. 1. Adaptation de la formulation de CoPEC au couple CD-chitosan/alginate 

 

 Pour préparer le CoPEC CD-chitosan/alginate, la procédure décrite par Phoeung et 

al.105 a été suivie. Néanmoins, les CD-chitosan synthétisés présentant des degrés de 

substitution non négligeables (de 19 et 25 %), la quantité de ce polymère fonctionnalisé a été 

ajustée afin de compenser le nombre de charges rendues indisponibles du fait de la présence 

de la cyclodextrine. 

 Par exemple, dans le cas du CD-chitosan présentant un DS de 25 %, en faisant 

l’approximation que le chitosan de départ est totalement désacétylé, l’unité de répétition du 

polymère devient celle présentée en Figure 52. 
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Figure 52 : Représentation de l’unité de répétition du CD-chitosan présentant un degré de 

substitution de 25 %. 

 
 Ainsi, la masse molaire de l’unité de répétition du polymère greffé est de 1764 g/mol 

et cette unité contient trois amines primaires protonnables pouvant s’apparier via des 

interactions électrostatiques avec les groupements carboxylate de l’alginate. Donc, si l’on 

formule un CoPEC avec le CD-chitosan analogue au CoPEC chitosan/alginate non 

fonctionnalisé et contenant 300 mg de chitosan, soit 1,86 mmol de fonctions amines, alors on 

utilisera (1,86 / 3) x M(unité de répétition) = 1 094 mg de CD-chitosan, qui permettront 

d’avoir 1,86 mmol de -NH3
+. Ce raisonnement a alors été suivi afin de formuler les CoPEC 

CD-chitosan/alginate utilisés dans le cadre de cette thèse. De la même manière que dans le 

cas des CoPEC chitosan/alginate, cette voie de formulation permet d’obtenir des CoPEC 

CD-chitosan/alginate compacts et ne se désintégrant pas (Figure 53). 

 

 

Figure 53 : CoPEC CD-chitosan/alginate préparé par ultracentrifugation. 

 

 Tout comme dans le cas du CoPEC chitosan/alginate, la surface (Figure 54 a) et 

l’intérieur (Figure 54 b) du CoPEC CD-chitosan/alginate ont été observés en Microscopie 

Électronique à Balayage. 
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Figure 54 : Images MEB de a) la surface et b) l’intérieur d’un CoPEC CD-chitosan/alginate. 

Échelles = 100 m. 

 
 Il peut alors être constaté que la surface et l’intérieur de ce CoPEC sont homogènes et 

non poreux. L’aspect microscopique de ce CoPEC fonctionnalisé est similaire à celui du 

CoPEC chitosan/alginate, indiquant que la fonctionnalisation du CoPEC par la -

cyclodextrine n’a pas d’influence notable sur la microstructure du matériau final. 

 

 De la même manière que pour le CoPEC chitosan/alginate, après déshydratation par 

lyophilisation, le CoPEC fonctionnalisé peut être broyé au pilon-mortier et tamisé afin 

d’obtenir des microparticules. Les observations en Microscopie Électronique à Balayage 

(Figure 55) suggèrent également une absence de porosité chez ces microparticules et un 

aspect comparable à celui des microparticules de CoPEC chitosan/alginate, ce qui est 

cohérent au vu de la similitude de microstructure des CoPEC bruts. 

 

 

Figure 55 : Images MEB de microparticules de CoPEC CD-chitosan/alginate (grossissement a) x 

200 et b) x 500). Échelles = 100 m. 
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 Ainsi, la fonctionnalisation du CoPEC chitosan/alginate par la -cyclodextrine ne 

semble altérer ni la formulation du matériau, ni sa microstructure finale. 

 

II. 2. 2. Détermination de la composition du CoPEC CD-chitosan/alginate 

 

 Afin de déterminer la composition exacte (ratio entre les deux polyélectrolytes) des 

CoPEC CD-chitosan/alginate ainsi formulés, un tel CoPEC a été préparé avec de l’alginate 

marqué à la rhodamine, un fluorophore facilement traçable, notamment en spectroscopie UV-

Visible. Le CD-chitosan utilisé lors de cette étude était alors celui présentant un degré de 

substitution de 25 %. 

 L’alginate a ainsi été marqué en se basant sur le travail de Ziv et al.302 suivant une 

réaction impliquant les fonctions alcool de l’alginate de sodium et les fonctions 

isothiocyanate de l’isothiocyanate de rhodamine B (Schéma 11). 

 

 

Schéma 11 : Marquage de l’alginate par réaction avec l’isothiocyanate de rhodamine B. 
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 La réaction, conduite à 40 °C pendant 1 h en milieu légèrement basique (pH 8), a été 

arrêtée par ajout de NH4Cl. Une dialyse à travers une membrane avec un seuil de rétention 

des molécules de 12-14 000 Da a ensuite permis de purifier le polymère en éliminant 

l’isothiocyanate de rhodamine B n’ayant pas réagi avec l’alginate de sodium. L’alginate 

marqué a été obtenu sous sa forme solide après lyophilisation. 

 Le degré de substitution du polymère a alors été déterminé par spectrophotométrie 

UV-Visible à 560 nm dans du tampon phosphate à pH 8.303 Une gamme a été construite à 

partir de solutions d’isothiocyanate de rhodamine B. D’après ce dosage, sur une masse de 

départ de 9,4 mg d’alginate marqué, 0,18 mg (0,00034 mmol) correspondait à de la 

rhodamine et donc 9,22 mg (0,047 mmol d’unités de répétition) à de l’alginate. Le degré de 

substitution du polymère marqué était donc de 0,7 %, ce qui paraissait particulièrement adapté 

à son utilisation dans le cadre de cette étude. En effet, il était suffisant pour pouvoir suivre en 

spectroscopie le polymère tout en étant assez faible pour ne pas altérer la formation du 

CoPEC. 

 Un CoPEC CD-chitosan/alginate-rhodamine a alors été formulé. Le degré de 

substitution de l’alginate-rhodamine étant très faible, ce CoPEC a été préparé en suivant la 

même procédure et en utilisant les mêmes proportions de polymères que dans le cas de la 

formulation d’un CoPEC CD-chitosan/alginate. 10,3 mg d’alginate-rhodamine et 36,6 mg de 

CD-chitosan ont été engagés. Cette procédure a mené à un matériau comparable d’aspect au 

CoPEC CD-chitosan/alginate après lyophilisation, à la différence de la couleur rougeâtre 

caractéristique de la présence de rhodamine (Figure 56). 

 

 

Figure 56 : Aspect du CoPEC CD-chitosan/alginate-rhodamine après lavage et lyophilisation. 

 
 Lors du procédé, le polymère alginate-rhodamine qui n’avait pas formé de complexe 

s’est retrouvé dans le surnageant après l’association des deux polyélectrolytes. Ainsi, 

l’alginate-rhodamine présent dans ce surnageant lors du procédé a été dosé par 
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spectrophotométrie UV-Visible à 560 nm, en construisant une courbe étalon à partir de 

solutions de cet alginate marqué. Selon ce dosage, le surnageant des complexes de 

polyélectrolytes, d’un volume total de 15 mL, avait une concentration en alginate-rhodamine 

de 15,36 mg/L. Cela signifie que seulement 0,2 mg (soit moins de 2 %) d’alginate-rhodamine 

sur les 10,3 mg utilisés en début de procédé se retrouvait dans le surnageant. La masse du 

matériau sec final étant de 18,4 mg, on peut en déduire la présence de 8,3 mg de CD-

chitosan. En termes molaires, il y avait donc dans ce CoPEC 0,051 mmol d’unités de 

répétition d’alginate et 0,0041 mmol d’unités de répétition de CD-chitosan. Cela signifie 

qu’il y avait dans ce CoPEC 0,051 mmol de (-COO- + COOH) de l’alginate et 0,012 mmol de 

(-NH2 + -NH3
+) provenant du CD-chitosan (car on retrouve trois fonctions amines dans une 

unité de répétition de CD-chitosan). Cette différence de nombre de charges provenant de 

chaque polyélectrolyte dans le CoPEC, avec un certain « excès » de charges d’alginate, peut 

probablement s’expliquer par un encombrement stérique venant des cyclodextrines greffées 

au chitosan. En effet, dans ce cas, si une cyclodextrine se trouve entre deux charges du 

chitosan, alors il faudra probablement que l’alginate investisse plus d’unités de répétitions 

pour « rejoindre » la charge de chitosan suivante située après la cyclodextrine que dans le cas 

où il n’y aurait pas de cyclodextrine (voir une illustration de cette hypothèse en Figure 57). 

 

 

Figure 57 : Illustration de l’hypothèse de l’encombrement stérique provenant de la cyclodextrine dans 

le CoPEC CD-chitosan/alginate. 

 

D’après cette étude, il peut être considéré que, lors de la formulation de CoPEC CD-

chitosan/alginate, la totalité de l’alginate engagé en début de procédé se retrouve dans le 

matériau final. Cette conclusion permet donc de déterminer la composition de tout CoPEC 

formulé à partir de CD-chitosan et d’alginate. 
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 Ainsi, la méthode d’ultracentrifugation a permis de développer avec succès un 

nouveau CoPEC fonctionnel à base de CD-chitosan et d’alginate. Ce nouveau matériau a 

alors été caractérisé afin d’en déterminer la composition exacte et la microstructure.  

Cette microstructure étant cependant non poreuse, à l’image de celle du CoPEC 

chitosan/alginate non fonctionnalisé, une méthode a été développée afin d’induire cette 

porosité très recherchée dans le domaine des biomatériaux car augmentant notamment le 

surface de contact des matériaux obtenus. 

 

 

III. Préparation de CoPEC poreux à base de chitosan et d’alginate 

par ultracentrifugation 

 

 Dans le domaine des matériaux et en particulier dans celui des biomatériaux, la 

porosité est un paramètre primordial. Elle augmente considérablement la surface de contact 

du matériau, ce qui engendre une augmentation de ses effets ayant lieu par contact. Par 

exemple, pour des applications en milieu biologique d’un implant véhiculant une molécule 

active, la porosité peut permettre d’augmenter le nombre de cellules pouvant coloniser le 

matériau et donc pouvant avoir accès à la substance active. 

 

III. 1. Préparation de CoPEC bruts poreux à base de chitosan et d’alginate  

 

III. 1. 1. Principe de la formulation de CoPEC bruts poreux à base de chitosan et 

d’alginate 

 

 Le CoPEC chitosan/alginate n’étant pas spontanément poreux, une méthode de 

formulation d’une version poreuse de ce matériau a été mise en place. Lors de cette 

formulation, le CoPEC est formulé quasiment de la même façon que dans le cas du CoPEC 

non poreux. La principale différence consiste en l’introduction de particules de carbonate de 

calcium (CaCO3) en tant qu’éléments porogènes sacrificiels dans l’une des solutions de 

polyélectrolytes (celle de chitosan) avant le mélange de ces solutions. Afin de répartir de 

façon homogène les particules dans le CoPEC final, la solution de chitosan dans laquelle sont 

suspendues les particules est maintenue sous agitation lors de l’association des deux 
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polyélectrolytes à la pompe péristaltique. Les conditions de centrifugation et 

d’ultracentrifugation de la suspension de complexes de polyélectrolytes sont conservées par 

rapport à la méthode de préparation de CoPEC non poreux décrite précédemment. Après 

ultracentrifugation, le CoPEC contenant les particules de carbonate de calcium apparait 

blanchâtre du fait de la présence de ces particules (Figure 58) et ces dernières sont visibles 

sous la forme de cristaux (reconnaissables à leur forme cubique) par observation MEB 

(Figure 59). Le CoPEC est alors plongé dans une solution permettant d’éliminer ces 

particules afin de libérer des espaces, menant ainsi à l’apparition de pores. 

 

 

Figure 58 : CoPEC chitosan/alginate contenant des particules de carbonate de calcium, après 

ultracentrifugation. 

 

 

Figure 59 : Images MEB de a) la surface et b) l’intérieur d’un CoPEC chitosan/alginate préparé par 

ultracentrifugation, contenant des particules de carbonate de calcium. Échelles = 50 m. 

 

III. 1. 2. Comparaison de deux milieux de dissolution des particules porogènes 

 

Deux milieux, agissant sur les particules de deux manières distinctes, ont été employés 

afin d’éliminer les particules de carbonate de calcium présentes dans le CoPEC 

chitosan/alginate après ultracentrifugation : 
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• Une solution d’EDTA 0,1 M à pH 5 permettant d’éliminer les particules via la 

chélation des ions Ca2+ (Figure 60). 

 

 

Figure 60 : Représentation de la chélation d’un ion Ca2+ par l’EDTA. 

 
Dans cette première stratégie, la concentration en EDTA est fixée à 0,1 M car la 

limite de solubilité de l’EDTA dans l’eau est de 0,3 M. Le pH est quant à lui fixé à 

5 car la littérature304 fait état d’une efficacité de déminéralisation par l’EDTA plus 

importante à un pH compris entre 5 et 6. 

 

• Une solution saline acide (NaBr 1M en HCl à pH 1) permettant de dissoudre les 

particules selon la réaction : 

 

CaCO3 (s) + 2H3O+ (aq) → Ca2+ (aq) + CO2 (g) + 3H2O (l) 

 

Dans ce cas, le pH est fixé à 1 afin de favoriser la dissolution en augmentant la 

quantité d’ions hydronium en solution. La dissolution des particules de carbonate de 

calcium dans ce cas de figure mène à la production de dioxyde de carbone visible sous 

la forme d’un dégagement gazeux lors de l’expérience. Le CoPEC est alors retiré de la 

solution une fois que le dégagement gazeux n’est plus détectable. 

 

 Des CoPEC formulés dans des conditions identiques avec pour seule différence le 

milieu de dissolution des particules de carbonate de calcium ont ainsi été préparés. Dans les 

deux cas, le passage du CoPEC contenant les particules de carbonate dans le milieu de 

dissolution des particules a résulté en une modification de l’aspect du matériau, la blancheur 

de ce dernier semblant atténuée du fait de la disparition des particules (Figure 61).   
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Figure 61 : CoPEC chitosan/alginate formulé par ultracentrifugation avec des particules de 

carbonate de calcium, après dissolution des particules dans a) une solution d’EDTA 0,1 M à pH 5 et 

b) une solution aqueuse de NaBr 1 M en HCl à pH 1. 

 
L’impact du milieu de dissolution sur la microstructure du CoPEC final a été évalué 

par des observations MEB de la surface et de l’intérieur des matériaux (Figure 62). Ces 

microstructures ont été comparées à celle d’un CoPEC chitosan/alginate préparé sans 

utilisation de particules de carbonate de calcium. 
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Figure 62 : Images MEB de la surface et de l’intérieur du CoPEC chitosan/alginate préparé sans 

CaCO3 (a, d) et des CoPEC chitosan/alginate préparés avec une proportion massique polyélectrolytes 

: CaCO3 1 : 1 et avec dissolution du CaCO3 dans une solution aqueuse d’EDTA 0,1 M à pH 5 (b,e) ou 

dans une solution aqueuse de NaBr 1 M en HCl à pH 1 (c, f). Échelles = 100 m. 

 
 Sur ces images, il peut être constaté que les deux milieux de dissolution employés 

mènent à une légère porosité du matériau final, aussi bien en surface (Figure 62 b et c) qu’à 

l’intérieur (Figure 62 e et f) de celui-ci (bien que plus évidente sur les clichés intérieurs). 

Néanmoins, cette porosité paraît plus importante dans le cas de la solution saline de NaBr 1 M 

en HCl à pH 1 (Figure 62 c et f). Ce milieu a alors été retenu pour les études ultérieures sur 

les CoPEC poreux. 
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III. 1. 3. Détermination de la durée nécessaire d’immersion du CoPEC dans la 

solution saline acide pour dissoudre l’intégralité des particules de carbonate de 

calcium 

 

 Afin de s’assurer de la complète dissolution des particules de carbonate de calcium 

dans notre méthode, un essai de suivi de masse en cours de dissolution des particules a été 

mené. Lors de cet essai, le CoPEC chitosan/alginate + CaCO3 obtenu après ultracentrifugation 

a dans un premier temps été lavé à l’eau ultrapure puis lyophilisé avant d’être pesé. Une 

masse de 60,4 mg a alors été relevée. Le CoPEC a ensuite été placé pendant 2 jours (durée 

nécessaire à la fin du dégagement gazeux) dans une solution aqueuse saline (1 M NaBr) acide 

(pH 1) avec un renouvèlement quotidien de cette solution. Le CoPEC a ensuite été lavé à 

l’eau ultrapure puis à nouveau lyophilisé et pesé, donnant une masse de 45,1 mg, soit une 

perte de 25 % de la masse de départ. Le matériau a alors été de nouveau immergé dans la 

solution saline acide pendant 24 h avant un nouveau lavage, une nouvelle lyophilisation et 

une nouvelle pesée, donnant cette fois une masse de 43,6 mg, soit une perte supplémentaire de 

seulement 2,5 % de la masse initiale du matériau. Pour contrôle, une procédure identique a été 

appliquée sur un autre CoPEC fabriqué de la même manière mais immergé simplement dans 

de l’eau ultrapure et non dans la solution saline acide. Des pertes de masse de 0,7 % après 

2 jours et de 0,5 % supplémentaire après 24 h de plus ont ainsi été relevées, validant d’une 

part la non-dissolution des particules dans l’eau ultrapure et montrant également les très 

légères pertes de masse indépendantes de la dissolution des particules pouvant être relevées 

lors des manipulations. Ainsi, il peut être considéré que la quasi-totalité des particules de 

carbonate présentes initialement dans le CoPEC était dissoute après 48 h d’immersion dans la 

solution saline acide, c’est-à-dire à partir du moment où il n’y avait plus de dégagement 

gazeux provenant du matériau. 

 Ce test nous permet alors de valider notre méthode de dissolution des particules de 

carbonate dans la solution saline acide et nous assure que la dissolution de ces particules est 

complète une fois l’absence de dégagement gazeux constatée. 

 

III. 1. 4. Impact de la proportion de particules porogènes sur la microstructure 

du matériau final 

 

 Afin d’évaluer l’impact de la proportion de particules de carbonate de calcium sur la 

microstructure du CoPEC final, des CoPEC chitosan/alginate avec des proportions massiques 
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polyélectrolytes : CaCO3 de 1 : 2, 1 : 5 et 1 : 10 ont été formulés. Logiquement, la durée 

d’immersion des matériaux dans la solution saline acide (durée jusqu’à la fin du dégagement 

gazeux, correspondant à la fin de la dissolution des particules) a augmenté avec la proportion 

de particules utilisée (Tableau 12). 

 

Tableau 12 : Durée d’immersion du CoPEC dans la solution acide en fonction de la proportion 

massique polyélectrolytes : CaCO3 utilisée. 

Proportion massique polyélectrolytes : CaCO3 Durée d’immersion 

1 : 2 3 jours 

1 : 5  7 jours 

1 : 10 15 jours 

 
Tout comme dans l’étude de l’influence du milieu de dissolution des particules, 

l’impact de la proportion de ces particules sur la microstructure du matériau final a été évalué 

par des observations MEB durant lesquelles la surface et l’intérieur des matériaux ont été 

visualisés (Figure 63). 
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Figure 63 : Images MEB de la surface et de l’intérieur des CoPEC chitosan/alginate préparés avec 

des proportions massiques polyélectrolytes : CaCO3 de 1 : 2 (a, d), 1 : 5 (b, e) et 1 : 10 (c, f) et avec 

dissolution du CaCO3 dans une solution de NaBr 1 M en HCl à pH 1. Échelles = 100 m. 

 
 Les observations MEB permettent clairement de mettre en évidence une influence de 

la proportion de particules de carbonate de calcium utilisée lors de la formulation sur la 

porosité du matériau final. En effet, on peut constater que la porosité du matériau final 

augmente avec la proportion de particules utilisée et ceci est visible aussi bien en surface 

(Figure 63 a, b et c) qu’à l’intérieur (Figure 63 d, e et f) du matériau. Pour une proportion 

massique polyélectrolytes : CaCO3 de 1 : 5, on obtient même une microstructure de type « nid 

d’abeille » (Figure 63 b et e), un type de microstructure très intéressant dans le domaine des 

matériaux, en particulier pour des applications médicales. En effet, ce type de microstructure 

présente une surface de contact très importante permettant au biomatériau d’avoir un grand 
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nombre d’interactions avec divers éléments biologiques et en particulier avec des cellules qui 

peuvent éventuellement coloniser l’édifice. L’AlgiMatrixTM, une plateforme tridimensionnelle 

poreuse à base d’alginate commercialisée par ThermoFisher Scientific, est par exemple 

utilisée comme support de culture 3D qui, colonisé par exemple par des cellules tumorales, 

permet d’obtenir un modèle in vitro de tumeur bien plus représentatif que les modèles 

classiques de culture cellulaire 2D.305 

 

 Ainsi, il est possible de contrôler la microporosité des CoPEC à base de chitosan et 

d’alginate en faisant varier le ratio massique polyélectrolytes : CaCO3 utilisé lors de la 

formulation. La méthode développée permet donc très simplement d’ajuster la microstructure 

du matériau final en fonction des besoins et des applications envisagées. Cette méthode a 

alors été appliquée pour la formulation d’un CoPEC CD-chitosan/alginate poreux. 

 

III. 1. 5. Préparation de CoPEC CD-chitosan/alginate poreux 

 

 La méthode de formulation de CoPEC poreux détaillée avec le CoPEC 

chitosan/alginate a également été appliquée à un CoPEC CD-chitosan/alginate. Dans ce cas, 

la proportion massique polyélectrolytes : CaCO3 choisie était de 1 : 5 étant donné que cette 

proportion avait permis d’obtenir une porosité particulièrement intéressante dans le cadre de 

l’étude sur l’impact de cette proportion massique sur la microstructure finale des matériaux. 

 Dans ce cas, la microstructure du matériau, observée en Microscopie Électronique à 

Balayage, apparaît à nouveau très poreuse, aussi bien en surface (Figure 64 a) qu’à l’intérieur 

(Figure 64 b) du CoPEC. 
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Figure 64 : Images MEB de a) la surface et b) l’intérieur d’un CoPEC CD-chitosan/alginate préparé 
avec une proportion massique polyélectrolytes : CaCO3 de 1 : 5 et avec dissolution du CaCO3 dans 

une solution de NaBr 1 M en HCl à pH 1. Échelles = 100 m. 

 
Ainsi, la méthode de formulation de CoPEC poreux à base d’alginate de sodium et de 

chitosan permet de contrôler simplement la microstructure du matériau final, que le chitosan 

soit fonctionnalisé ou non par la -cyclodextrine. Cette microstructure poreuse peut ainsi être 

adaptée à l’utilisation finale envisagée pour le matériau. 

La porosité induite au sein des CoPEC devrait permettre d’améliorer leurs propriétés 

en augmentant considérablement la surface de contact disponible à différents éléments 

extérieurs et en particuliers à divers éléments biologiques tels que des cellules. De plus, les 

cyclodextrines présentes dans le CoPEC fonctionnalisé devraient, dans ce cas, être plus 

exposées et permettre un meilleur accès aux molécules hydrophobes ultérieurement incluses 

dans le matériau. 

 

 A la suite de la mise en place de la formulation de CoPEC bruts poreux, il a été 

envisagé d’adapter cette méthode à la formulation de microparticules poreuses de CoPEC. 

 

III. 2. Préparation de particules poreuses de CoPEC à base de chitosan et 

d’alginate 

 

III. 2. 1. Préparation de particules poreuses de CoPEC chitosan/alginate 

 

 Afin d’augmenter la surface de contact des microparticules de CoPEC, une méthode 

d’obtention de microparticules microporeuses de CoPEC à base de chitosan et d’alginate a été 

développée.  



Chapitre 3 : Mise en forme et caractérisation des biomatériaux 

 

 141 

Il a tout d’abord été essayé de préparer des CoPEC alginate/chitosan avec des 

particules de CaCO3 puis de dissoudre ces particules avant de lyophiliser le matériau (alors 

poreux) pour finalement le broyer. Cependant, les microparticules obtenues suivant cette 

méthode ne présentaient aucune porosité, probablement du fait de la forte sollicitation 

mécanique infligée par le broyage entraînant un écroulement de l’édifice tridimensionnel et 

menant finalement à la perte du caractère poreux du matériau. 

 Une autre méthode a donc été mise en place. Selon cette méthode, le matériau est 

préparé avec des particules de CaCO3 (d’une taille inférieure à 30 m), comme lors de la 

formulation de CoPEC bruts poreux abordée en III. 1., jusqu’à l’ultracentrifugation. Le 

CoPEC, contenant alors les particules de carbonate, est ensuite directement lyophilisé avant 

d’être broyé et tamisé entre 63 et 300 m. Ce double-tamisage permet de ne récupérer que des 

particules d’une taille suffisamment supérieure à 30 m pour contenir les microparticules de 

carbonate. Il en résulte donc des microparticules de CoPEC contenant des microparticules de 

carbonate de calcium qui sont alors visibles par observation MEB sous la forme de cristaux 

(Figure 65). 

 

 

Figure 65 : Image MEB de particules de CoPEC chitosan/alginate contenant des microparticules de 

CaCO3. Échelle = 100 m. 

 

 Les particules sont alors immergées dans un mélange d’éthanol et d’acide 

chlorhydrique concentré (9,52 : 1 v/v) qui est renouvelé jusqu’à constater la fin du 

dégagement gazeux induit par la dissolution du carbonate. L’éthanol permet ici d’éviter une 

éventuelle déformation des particules lors de l’immersion en augmentant leur dureté, tandis 

que l’acide permet la dissolution des particules de carbonate. Le sel n’étant pas nécessaire 
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dans ce cas (bien au contraire car il pourrait engendrer une déformation des particules), le 

milieu de dissolution du carbonate est préparé sans NaBr. Les particules de CoPEC sont enfin 

récupérées à l’état sec après passage à l’étuve (37 °C). En MEB, on observe alors une 

microstructure radicalement différente après dissolution des particules de carbonate (Figure 

66). 

 

 

Figure 66 : Images MEB de particules de CoPEC chitosan/alginate poreuses (grossissement a) x 300 

et b) x 400). Échelles = 100 m. 

 
 On constate en effet la disparition des cristaux caractéristiques du carbonate de 

calcium, qui laissent alors place à des micropores de l’ordre de la dizaine de micromètres. Des 

microparticules microporeuses de CoPEC chitosan/alginate sont ainsi obtenues. Cette 

nouvelle méthode a alors été adaptée à la formulation de microparticules microporeuses de 

CoPEC fonctionnalisé par la -cyclodextrine. 

 

III. 2. 2. Préparation de particules poreuses de CoPEC CD-chitosan/alginate 

 

 Le protocole mis en place pour la préparation de particules poreuses de CoPEC 

chitosan/alginate a également été appliqué au CoPEC CD-chitosan/alginate. De la même 

manière que lors de la formulation de particules de CoPEC chitosan/alginate poreuses, après 

ultracentrifugation, lyophilisation et broyage du CoPEC et avant le passage des particules 

dans une solution saline de 1 M NaBr en HCl à pH 1, on peut constater en microscopie 

électronique à balayage la présence des cristaux de CaCO3 au sein des particules (Figure 

67 a). Après passage de ces particules dans la solution saline acide, on constate la disparition 

des microparticules de carbonate (Figure 67 b). Des particules de CoPEC CD-
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chitosan/alginate poreuses, avec des pores de l’ordre de la dizaine de micromètres, sont ainsi 

obtenues. 

 

 

Figure 67 : Images MEB de particules de CoPEC CD-chitosan/alginate formulé avec des particules 

de carbonate de calcium, a) avant et b) après dissolution du CaCO3. Échelles = 100 m. 

 
 Ainsi, une méthode de formulation de microparticules microporeuses de CoPEC a pu 

être mise en place. Cette méthode peut aussi bien s’appliquer au CoPEC chitosan/alginate non 

fonctionnalisé qu’à celui contenant la -cyclodextrine. De la même manière que dans le cas 

des CoPEC poreux bruts, la porosité induite au sein des microparticules de CoPEC devrait 

permettre d’améliorer leurs propriétés en augmentant considérablement la surface de contact 

disponible à différents éléments extérieurs et en facilitant l’accès aux cyclodextrines présentes 

dans les particules de CoPEC fonctionnalisées. 

 

 Après avoir optimisé et caractérisé la formulation du CoPEC CD-chitosan/alginate 

sous forme brute ou sous forme de microparticules et sous forme poreuse ou non, une autre 

méthode de formulation de CoPEC, permettant notamment la production à grande échelle de 

matériaux, a été adaptée au couple CD-chitosan/alginate ; la méthode de sédimentation et 

évaporation. 
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IV. Fabrication de CoPEC à base de chitosan et d’alginate par 

sédimentation et évaporation 

 

 En s’inspirant de la méthode décrite par Costa et al.97 abordée dans le chapitre 1, des 

membranes à base d’alginate et de chitosan, fonctionnalisé ou non par la -cyclodextrine, ont 

été préparées. Différentes conditions de formulation ont alors été employées afin de moduler 

les dimensions des membranes finales obtenues. 

 

IV. 1. Fabrication de membranes de CoPEC à base de chitosan et d’alginate 

par sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 puits 

 

IV. 1. 1. Fabrication de membranes de CoPEC chitosan/alginate par 

sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 puits 

 

 Une méthode inspirée de celle décrite par Costa et al.97, abordée lors de l’état de l’art 

en début de ce manuscrit, a été développée. Selon cette méthode, des complexes de 

polyélectrolytes sont préparés de la même manière que lors de la formulation de CoPEC par 

ultracentrifugation, en mélangeant deux solutions de polyélectrolytes de charges opposées en 

présence de sel (1 M NaBr). La suspension de complexes ainsi obtenue est alors centrifugée 

(9 400 g, 15 min, 20 °C) pour former un résidu de complexes qui peut alors être re-suspendu 

de manière homogène dans un volume de surnageant adapté au volume du puits dans lequel il 

sera versé (dans ce cas 7 mL). Une fois la suspension introduite dans un puits de plaque de 

12 puits, cette plaque est placée à l’étuve (37 °C) pendant sept jours, ce qui permet au 

surnageant de s’évaporer. Les complexes sont alors compactés par sédimentation et 

évaporation/séchage, formant une membrane au fond du puits. Afin d’éliminer le sel précipité 

lors de la compaction, un lavage à l’eau ultrapure est opéré puis le matériau est de nouveau 

placé à l’étuve pendant 20 h pour finalement former une membrane sèche présentant un 

diamètre compris entre 1 et 2 cm (diamètre imposé par les puits qui eux ont un diamètre de 

2,1 cm) et une épaisseur de 1-2 mm (Figure 68). 

 



Chapitre 3 : Mise en forme et caractérisation des biomatériaux 

 

 145 

 

Figure 68 : Membrane de chitosan et d’alginate préparée par sédimentation et évaporation dans une 

plaque de 12 puits. 

 
 On peut alors constater à l’œil nu la présence d’une certaine porosité en surface du 

matériau formulé. 

 Afin de caractériser de manière plus précise la microstructure de cette membrane, des 

observations MEB ont été menées (Figure 69). 

 

 

Figure 69 : Images MEB d’une membrane chitosan/alginate préparée par sédimentation et 

évaporation dans une plaque de 12 puits (grossissement de a) x 50 et b) x 200). Échelles = 200 m. 

 
 D’après ces observations MEB et de manière évidente, l’importante porosité visible à 

l’œil en surface de la membrane est confirmée. On distingue ainsi des pores conséquents en 

surface, de l’ordre de 300 m. En arrière-plan des pores importants de surface, on peut 

également distinguer d’autres pores, plus petits (de l’ordre de quelques dizaines de 

micromètres), suggérant une porosité en profondeur de la membrane et avec potentiellement 

des interconnexions entre les pores. Ce type de microstructure, avec une interconnexion des 

pores, offre une surface de contact très conséquente et est donc très intéressante pour des 

applications biologiques mais aussi dans d’autres domaines nécessitant de grandes surfaces de 

contact avec les matériaux, tels que la catalyse par exemple. 
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 Cette méthode de formulation de membranes de CoPEC par sédimentation et 

évaporation a également été appliquée au couple CD-chitosan/alginate. 

 

IV. 1. 2. Fabrication de membranes de CoPEC CD-chitosan/alginate par 

sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 puits 

 

 Une membrane à base d’alginate et de CD-chitosan de degré de substitution de 19 % 

a été formulée en suivant le même protocole que dans le cas du chitosan non fonctionnalisé 

mais en augmentant la masse de CD-chitosan afin de compenser les charges rendues 

indisponibles par la fonctionnalisation. En effet, dans le cas du CD-chitosan présentant un 

degré de substitution de 19 %, l’unité de répétition du polymère peut être présentée selon la 

Figure 70. 

 

 

Figure 70 : Représentation de l’unité de répétition du CD-chitosan présentant un DS de 19 %. 

 
 Dans ce cas, une unité de répétition, contenant 81 groupements -NH3

+, a une masse 

molaire de 37 404 g/mol. En partant de 50 mg d’alginate de sodium, soit 0,25 mmol de 

groupements -COO-, on utilise donc 115 mg de CD-chitosan, permettant d’avoir 

0,003 mmol d’unités de répétition, soit 0,25 mmol de groupements -NH3
+. 

 En suivant le protocole expliqué en IV. 1. 1., une membrane comparable d’aspect, de 

diamètre et d’épaisseur à celle constituée d’alginate et de chitosan non fonctionnalisé a été 

obtenue après lyophilisation (Figure 71). A l’œil nu, une porosité de surface pouvait à 

nouveau être constatée. 
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Figure 71 : Membrane de CD-chitosan et d’alginate préparée par sédimentation et évaporation dans 

une plaque de 12 puits. 

 
 Des observations au MEB ont alors permis de conclure à une microstructure très 

similaire à celle de la membrane de chitosan et d’alginate préparée dans les mêmes 

conditions, avec une importante porosité de surface ainsi que des indices d’interconnexions 

avec des pores plus petits en profondeur dans le matériau (Figure 72). 

 

 

Figure 72 : Images MEB d’une membrane CD-chitosan/alginate préparée par sédimentation et 

évaporation dans une plaque de 12 puits (grossissement de a) x 50 et b) x 200). Échelles = 200 m. 

 

 La fonctionnalisation du chitosan par la -cyclodextrine n’a donc pas d’influence sur 

la microstructure de la membrane préparée dans une plaque de 12 puits. La membrane 

conserve alors l’intéressante porosité évoquée au sujet de la membrane chitosan/alginate. 

 

Afin de moduler la taille des matériaux préparés, des membranes à base de chitosan, 

de CD-chitosan et d’alginate ont également été préparées dans une plaque de 24 puits, 

présentant des puits d’un diamètre moins important que celui de leurs analogues à 12 puits. 
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IV. 2. Fabrication de membranes de CoPEC à base de chitosan et d’alginate 

par sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 puits 

 

IV. 2. 1. Fabrication de membranes de CoPEC chitosan/alginate par 

sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 puits 

 

 Pour la formulation de membranes à base de chitosan et d’alginate dans une plaque de 

24 puits, une procédure similaire à celle employée pour la fabrication des mêmes membranes 

dans une plaque de 12 puits a été mise en œuvre. Les quantités et volumes ont cependant été 

ajustés afin d’être adaptés à la plus petite taille des puits. Des membranes compactes d’un 

diamètre de l’ordre du centimètre (diamètre toujours imposé par celui des puits qui était dans 

ce cas de 1,6 cm) et d’une épaisseur d’environ 1 mm ont alors été obtenues (Figure 73). 

 

 

Figure 73 : Membrane de chitosan et d’alginate préparée par sédimentation et évaporation dans une 

plaque de 24 puits. 

 
 Des observations MEB de ces nouvelles membranes ont alors révélé une 

microstructure similaire à celle des mêmes membranes préparées dans une plaque de 12 puits 

(Figure 74). 
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Figure 74 : Images MEB d’une membrane chitosan/alginate préparée par sédimentation et 

évaporation dans une plaque de 24 puits (grossissement de a) x 50 et b) x 200). Échelles = 200 m. 

 
 On retrouve alors l’importante porosité de surface (de l’ordre de quelques centaines de 

micromètres) déjà évoquée dans le cas des membranes préparées dans des plaques de 

12 puits, avec de possibles interconnexions avec des pores plus petits (de l’ordre de quelques 

dizaines de micromètres) en profondeur. Il semble ainsi que la modification de la taille des 

puits n’ait d’influence ni sur la faisabilité de la préparation de membranes chitosan/alginate, 

ni sur la microstructure des matériaux obtenus. Les uniques caractéristiques variables 

semblent alors être les dimensions du matériau, ce qui offre alors un moyen simple de 

modulation de la taille des membranes à base de chitosan et d’alginate tout en conservant les 

caractéristiques microstructurales des matériaux finaux. 

 

 La modulation de la taille des puits afin de varier les dimensions des membranes 

obtenues a également été appliquée au couple CD-chitosan/alginate.  

 

IV. 2. 2. Fabrication de membranes de CoPEC CD-chitosan/alginate par 

sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 puits 

 

 La procédure de formulation de membranes de chitosan et d’alginate dans une plaque 

de 24 puits a été employée pour la formulation de membranes CD-

chitosan (DS = 19 %)/alginate dans ce même type de plaque, en ajustant simplement la 

quantité de CD-chitosan utilisée, toujours pour compenser les charges rendues indisponibles 

par la fonctionnalisation avec la cyclodextrine. Des membranes aux dimensions similaires à 

celles des mêmes membranes à partir de chitosan non fonctionnalisé ont alors été obtenues 

(Figure 75). 
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Figure 75 : Membrane de CD-chitosan et d’alginate préparée par sédimentation et évaporation dans 

une plaque de 24 puits. 

 
 A nouveau, les images MEB (Figure 76) montrent une porosité importante au sein des 

matériaux obtenus, avec des indices d’interconnexions entre les pores. 

 

 

Figure 76 : Images MEB d’une membrane CD-chitosan/alginate préparée par sédimentation et 

évaporation dans une plaque de 24 puits (grossissement de a) x 50 et b) x 200). Échelles = 200 m. 

 
 Ainsi, tout comme dans le cas des membranes préparées dans des plaques de 12 puits, 

la fonctionnalisation du chitosan par la -cyclodextrine n’influence pas les dimensions et la 

microstructure des membranes préparées dans des plaques de 24 puits. 

 

 Des membranes à base de chitosan, de CD-chitosan et d’alginate peuvent donc être 

formulées selon la méthode développée. Les dimensions des membranes (principalement leur 

diamètre) peuvent alors être facilement ajustées en utilisant des puits de dimensions 

différentes et en faisant varier les quantités de polymères. Le matériau peut alors être façonné 

en fonction de l’application finale envisagée. Dans tous les cas, il en résulte des membranes 

présentant une porosité importante, avec de possibles interconnexions entre les pores. De 

manière intéressante, les membranes chitosan/alginate formulées par Costa et al.,97 dont la 
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méthode a inspiré celle développée ici, ne présentaient aucune porosité. La méthode 

développée dans le cadre de cette thèse permet donc l’obtention de membranes 

chitosan/alginate aux caractéristiques microporeuses propres, d’un très grand intérêt au vu de 

la très grande surface de contact qu’elles offrent. 
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V. Conclusion partielle 

 

 Des Complexes de Polyélectrolytes Compacts ont été préparés à partir de chitosan et 

d’alginate de sodium fonctionnalisés par la -cyclodextrine. 

Ces CoPEC ont tout d’abord été formulés par ultracentrifugation en présence de sel et 

ont été obtenus sous la forme de matériaux compacts, comparables d’aspect au CoPEC 

chitosan/alginate précédemment formulé au laboratoire. Le CoPEC fonctionnalisé le plus 

prometteur, c’est-à-dire le CoPEC CD-chitosan/alginate, a alors été caractérisé de manière 

approfondie. Sa composition exacte a ainsi été déterminée et sa microstructure a été observée 

en microscopie électronique à balayage et comparée à celle d’un CoPEC chitosan/alginate 

non fonctionnalisé. Il a été montré que la fonctionnalisation du chitosan par la cyclodextrine 

n’a pas d’impact significatif sur la microstructure homogène et non poreuse du matériau final, 

qui est alors comparable à celle du CoPEC chitosan/alginate. 

Afin d’augmenter la surface de contact des matériaux développés pour améliorer leurs 

propriétés, une méthode de préparation de CoPEC poreux, basée sur l’utilisation de 

microparticules de carbonate de calcium en tant qu’éléments porogènes, a été développée et 

optimisée. Cette méthode permet d’induire une microporosité dans les matériaux, 

fonctionnalisés ou non par la cyclodextrine et cette porosité peut être simplement contrôlée en 

modulant la quantité de particules porogènes utilisées. Des microparticules microporeuses de 

CoPEC chitosan/alginate fonctionnalisé ou non ont également été obtenues en ajustant cette 

méthode développée. 

Enfin, des CoPEC à base de chitosan et d’alginate, fonctionnalisés ou non par la -

cyclodextrine, ont été formulés selon une méthode de sédimentation et évaporation. Cette 

méthode a permis l’obtention de matériaux sous la forme de membranes et il a été montré que 

les dimensions, et notamment le diamètre, de ces matériaux pouvaient être contrôlées en 

faisant varier la taille des puits dans lesquels elles sont préparées. La microstructure des 

membranes ainsi obtenues a alors été observée en microscopie électronique à balayage. Les 

observations ont permis de conclure à un caractère intrinsèquement poreux de ces 

membranes, avec des indices laissant présumer des interconnexions entre les différents pores 

en profondeur dans les membranes. Ces dernières paraissent alors très intéressantes pour le 

domaine biomédical, dans lequel des membranes à forte porosité sont très prisées car elles 

permettent notamment de proposer une surface de contact très importante et adaptée à la 

colonisation par de nombreux types de cellules. 
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Ces divers travaux ont alors permis l’obtention de matériaux fonctionnels à base de 

chitosan et d’alginate, sous différentes formes et avec des microstructures variables et 

contrôlables, qui ont par la suite été étudiés en termes d’applications, en particulier à des fins 

thérapeutiques. 
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VI. Partie expérimentale 

 

VI. 1. Généralités 

 

La formation des complexes de polyélectrolytes a été effectuée via une pompe 

péristaltique ISMATEC IPC de chez Cole-Parmer (Vernon Hills, IL). 

Les centrifugations ont été effectuées sur une centrifugeuse 4K15 munie d’un rotor 

12169H de chez Sigma et les ultracentrifugations sur une ultracentrifugeuse OptimaTM L-90K 

munie d’un rotor Type 90 Ti et dans des tubes d’ultracentrifugation de chez Beckman Coulter 

(Brea, CA). 

Les lyophilisations étaient effectuées sur des lyophilisateurs Alpha 1-2 LD de chez 

Bioblock Scientific ou Flexi-Dry de chez FTS Systems. 

Le tamis de maille 300 m était de chez CISA et celui de maille 63 m provenait de 

chez Retsch. 

Les observations en Microscopie Électronique à Balayage ont été effectuées sur un 

QuantaTM 250 FEG de FEI Company (Eindhoven, Pays-Bas). 

Les plaques de culture à 12 puits (FalconTM) étaient de chez Corning (Corning, NY) et 

les plaques de culture à 24 puits étaient de chez Orange Scientific (Braine-l’Alleud, 

Belgique). 

L’isothiocyanate de rhodamine B (mélange d’isomères), provenait de chez Sigma-

Aldrich et les microparticules de carbonate de calcium utilisées pour la formulation des 

CoPEC poreux, d’une taille ≤ 30 m, étaient de chez Sigma-Aldrich. 

 

VI. 2. Préparation de CoPEC à base de chitosan et d’alginate par 

ultracentrifugation 

 

VI. 2. 1. Préparation de CoPEC chitosan/alginate par ultracentrifugation 

 

300 mg (1,5 mmol d’unités de répétition) d’alginate de sodium sont tout d’abord 

dissous dans 240 mL d’eau ultrapure (concentration de 1,25 mg/mL, pHi = 6,8). Le pH de la 

solution est ajusté à 6,5 par ajout de CH3COOH 0,1 M aqueux puis 24,8 g (0,24 mol) de NaBr 

sont dissous dans la solution (concentration finale en sel de 1 M). 300 mg (1,9 mmol d’unités 

de répétition) de chitosan sont dissous dans 240 mL d’eau ultrapure auxquels sont ajoutés 
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450 l de CH3COOH permettant la protonation des unités de chitosan et favorisant ainsi sa 

dissolution (pHi = 3,9). Le pH de la solution est ajusté à 4,5 par ajout de NaOH 6 M aqueux 

puis 24,8 g (0,24 mol) de NaBr sont dissous dans la solution (concentration finale en sel de 

1 M). 

Les deux solutions sont ensuite mélangées via une pompe péristaltique 

(débit = 100 mL/min). La combinaison ainsi obtenue est agitée à 200 tours/min afin d’obtenir 

une suspension de complexes de polyélectrolytes qui est ensuite transférée dans des tubes de 

centrifugation en propylène. La suspension est alors centrifugée à 9 400 g pendant 15 minutes 

à 20 °C. Les complexes ainsi pré-compactés sont finalement transférés dans des tubes 

d’ultracentrifugation avec du surnageant puis ultracentrifugés à 308 000 g et 23 °C pendant 

12 h afin d’obtenir le CoPEC. 

Avant d’utiliser le CoPEC ainsi obtenu, celui-ci est tout d’abord lavé pendant 48 h 

dans du PBS 1X (renouvelé une fois). 

 

VI. 2. 2. Préparation de CoPEC chitosan/CD-alginate par ultracentrifugation 

 

500 mg de CD-alginate sont tout d’abord dissous dans 100 mL d’eau ultrapure 

(concentration de 5 mg/mL) avec 100 L de CH3COOH. 41,2 g (0,4 mol) de NaBr sont 

dissous dans la solution (concentration finale en sel de 4 M). 500 mg (3,1 mmol d’unités de 

répétition) de chitosan sont dissous dans 100 mL d’eau ultrapure auxquels sont ajoutés 750 l 

de CH3COOH. Le pH de la solution est ajusté à 4,5 puis 41,2 g (0,4 mol) de NaBr sont 

dissous dans la solution (concentration finale en sel de 4 M). 

Les deux solutions sont ensuite mélangées via une pompe péristaltique 

(débit = 100 mL/min). La combinaison ainsi obtenue est agitée à 200 tours/min afin d’obtenir 

une suspension de complexes de polyélectrolytes qui est ensuite transférée dans des tubes de 

centrifugation en propylène. La suspension est alors centrifugée à 9 400 g pendant 15 minutes 

à 25 °C. Les complexes ainsi pré-compactés sont finalement transférés dans des tubes 

d’ultracentrifugation avec du surnageant puis ultracentrifugés à 308 000 g et 25 °C pendant 

12 h afin d’obtenir le CoPEC. 
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VI. 2. 3. Préparation de CoPEC CD-chitosan/CD-alginate par 

ultracentrifugation 

 

Le CoPEC CD-chitosan/CD-alginate a été préparé selon une procédure similaire à 

celle de préparation du CoPEC chitosan/alginate. 

 

VI. 2. 4. Préparation de CoPEC CD-chitosan/alginate par ultracentrifugation 

 

 Les CoPEC CD-chitosan/alginate, préparés à partir des deux lots de CD-chitosan 

synthétisés (avec des degrés de substitution de 19 et 25 %) ont été formulés en suivant la 

même procédure que lors de la formulation du CoPEC chitosan/alginate mais en ajustant la 

masse de CD-chitosan utilisée afin de garder une quantité équivalente de groupements 

ioniques malgré le greffage de la cyclodextrine. 

 

VI. 3. Préparation de microparticules de CoPEC 

 

Après lavage, le CoPEC est lyophilisé, broyé à l’aide d’un pilon-mortier et tamisé sur 

un tamis de maille 300 m puis éventuellement sur un tamis de maille 63 m afin de calibrer 

les microparticules entre 63 et 300 m. 

 

VI. 4. Préparation des échantillons pour les observations au MEB 

 

 Pour les observations MEB des matériaux bruts, après lavage, une tranche de CoPEC 

est coupée au scalpel afin d’avoir une coupe interne du matériau, puis cette tranche est 

lyophilisée. Une partie du CoPEC présentant la surface de celui-ci est également lyophilisée. 

L’intérieur et la surface du matériau sont alors observés au MEB. 

 Concernant l’observation MEB des particules et des membranes, celles-ci sont 

directement observées après séchage, sans découpe particulière. 
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VI. 5. Détermination de la composition du CoPEC CD-chitosan/alginate 

 

VI. 5. 1. Synthèse de l’alginate-rhodamine 

 

 
 
 

300 mg (1,5 mmol d’unités de répétition, 1 éq) d’alginate de sodium sont dissous dans 

15 mL d’eau ultrapure et le pH de la solution est ajusté à 8 par ajout de NaOH 1 M aqueuse et 

de CH3COOH 1 M aqueux. 20 mg (0,04 mmol, 0,03 éq) d’isothiocyanate de rhodamine B 

(mélange d’isomères) sont dissous dans 8 mL de DMSO puis la solution obtenue est 

introduite goutte à goutte dans la solution d’alginate. Le mélange est agité pendant 1 h à 

40 °C puis la réaction est arrêtée par ajout de 5,35 g (0,1 mol) de chlorure d’ammonium dans 

le milieu réactionnel. La solution est alors dialysée dans une membrane avec un seuil de 

rétention des molécules de 12-14 000 Da contre une solution aqueuse de NaCl à 0,05 M puis 

contre de l’eau ultrapure jusqu’à ne plus détecter de fluorescence significative (mesurée par 

spectrophotométrie avec Exc = 543 nm et Em = 400-700 nm) dans le milieu de dialyse. 

264 mg de 7 sont alors isolés par lyophilisation. 

DS : 0,7 % (déterminé par absorbance à 560 nm dans du tampon phosphate pH 8 en 

établissant une courbe standard). 
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VI. 5. 2. Préparation de CoPEC CD-chitosan/alginate-rhodamine 

 

Le CoPEC CD-chitosan/alginate-rhodamine est préparé en suivant la même 

procédure et les mêmes proportions que pour la formulation du CoPEC CD-

chitosan/alginate. 

 

VI. 5. 3. Détermination de la quantité d’alginate non incluse dans le CoPEC final 

 
La quantité d’alginate se retrouvant dans le surnageant avant ultracentrifugation (donc 

la quantité d’alginate non présente dans le matériau final) est déterminée par 

spectrophotométrie UV-Visible à 560 nm en construisant une courbe standard à partir de 

solutions d’alginate-rhodamine dans du tampon phosphate pH 8. 

 

VI. 6. Préparation de CoPEC bruts poreux à base de chitosan et d’alginate 

 

VI. 6. 1. Préparation de CoPEC brut chitosan/alginate poreux 

 

 Les CoPEC chitosan/alginate poreux sont formulés suivant un protocole similaire à 

celui permettant de formuler les CoPEC chitosan/alginate avec quelques modifications. 

 La solution d’alginate est préparée de la même manière que dans le cas du CoPEC non 

poreux. Concernant la solution de chitosan, le pH n’est pas ajusté après mise en solution du 

polymère. Après l’ajout du NaBr (1M), des particules de carbonate de calcium (quantité 

variable selon les expériences) sont suspendues dans la solution et la suspension est agitée 

jusqu’à un pH de 5,5 – 6. De la même manière qu’en VI. 2. 1., les solutions de 

polyélectrolytes sont mélangées à la pompe péristaltique mais dans ce cas la solution de 

chitosan est maintenue sous agitation durant le mélange afin d’assurer une répartition 

homogène des particules de carbonate dans le matériau final. La centrifugation et 

l’ultracentrifugation des complexes sont effectuées dans les mêmes conditions qu’en VI. 2. 1. 

Après ultracentrifugation, le matériau obtenu est immergé dans une solution permettant la 

dissolution des particules de carbonate (soit une solution d’EDTA 0,1 M à pH 5 soit une 

solution saline acide de 1 M de NaBr en HCl à pH 1) qui est régulièrement renouvelée. Après 

dissolution des particules, le CoPEC est lavé dans du PBS 1X (renouvelé une fois). 
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VI. 6. 2. Préparation de CoPEC brut CD-chitosan/alginate poreux 

  

 Le CoPEC CD-chitosan/alginate poreux a été préparé de la même manière que dans 

le cas du CoPEC CD-chitosan/alginate non poreux avec les mêmes modifications évoquées 

en VI. 6. 1. Il est dans ce cas préparé avec un ratio massique polyélectrolytes : CaCO3 de 1 : 5 

et les particules de carbonate sont dissoutes dans une solution saline acide de 1 M NaBr en 

HCl à pH 1 jusqu’à ne plus observer de dégagement gazeux significatif. 

 

VI. 7. Préparation de microparticules poreuses de CoPEC  

 

 Les particules de CoPEC poreuses sont préparées avec un ratio massique 

polyélectrolytes : CaCO3 de 1 : 5 suivant les procédures décrites en VI. 6. 1. et VI. 6. 2. 

jusqu’à l’ultracentrifugation. Après ultracentrifugation, les matériaux obtenus, contenant alors 

des particules de carbonate de calcium, sont lyophilisés puis broyés et tamisés entre 63 et 

300 m. Les particules sont ensuite placées dans une solution EtOH/HCl 9,52 : 1 v/v qui est 

régulièrement renouvelée jusqu’à ne plus distinguer de dégagement gazeux provenant des 

particules. Les particules sont isolées par filtration, lavées à l’EtOH puis séchées pendant 24 h 

à l’étuve (37 °C). 

 

 

VI. 8. Préparation de membranes de CoPEC à base de chitosan et 

d’alginate par sédimentation et évaporation 

 

 

VI. 8. 1. Préparation de membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate 

par sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 puits 

 

 Pour les membranes chitosan/alginate, 50 mg (0,25 mmol d’unités de répétition) 

d’alginate de sodium sont dissous dans 40 mL d’eau ultrapure. Le pH de la solution est fixé à 

6,5 par ajout de CH3COOH 0,1 M aqueux puis 4,1 g (0,04 mol) de NaBr sont introduits 

(concentration en sel de 1 M). 40 mg (0,25 mmol d’unités de répétition) de chitosan sont 

dissous dans 40 mL d’eau ultrapure et 75 L de CH3COOH sont introduits pour protoner et 

donc dissoudre le chitosan. Le pH de la solution est ajusté à 4,5 par ajout de NaOH 6 M 

aqueuse puis 4,1 g (0,04 mol) de NaBr sont introduits (concentration en sel de 1 M). 
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Les deux solutions sont ensuite mélangées via une pompe péristaltique 

(débit = 100 mL/min). La combinaison ainsi obtenue est agitée à 200 tours/min afin d’obtenir 

une suspension de complexes de polyélectrolytes qui est ensuite transférée dans des tubes de 

centrifugation en propylène. La suspension est centrifugée à 9 400 g pendant 15 minutes à 

20 °C. Les culots de complexes de polyélectrolytes compactés sont alors re-suspendus dans 

7 mL de surnageant puis la suspension est versée dans un puits de plaque de culture à 

12 puits. La plaque est placée à l’étuve (37 °C) pendant 7 jours pour que le surnageant 

s’évapore. 

Une fois le surnageant évaporé, la membrane obtenue est lavée pendant 28 h dans 

7 mL d’eau ultrapure qui sont renouvelés une fois. La membrane est finalement séchée à 

l’étuve (37 °C) pendant 20 h. 

 

Cette procédure est également utilisée pour la préparation d’une membrane CD-

chitosan/alginate en plaque de 12 puits à la différence que la masse de CD-chitosan est 

ajustée afin d’avoir un nombre équivalent de charges malgré la présence de cyclodextrines. 

 

VI. 8. 2. Préparation de membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate 

par sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 puits 

 

  

Pour les membranes chitosan/alginate, 20 mg (0,10 mmol d’unités de répétition) 

d’alginate de sodium sont dissous dans 16 mL d’eau ultrapure. Le pH de la solution est fixé à 

6,5 par ajout de CH3COOH 0,1 M aqueux puis 1,65 g (0,016 mol) de NaBr est introduit 

(concentration en sel de 1 M). 16 mg (0,10 mmol d’unités de répétition) de chitosan sont 

dissous dans 16 mL d’eau ultrapure et 30 L de CH3COOH sont introduits pour protoner et 

donc dissoudre le chitosan. Le pH de la solution est ajusté à 4,5 par ajout de NaOH 6 M 

aqueuse puis 1,65 g (0,016 mol) de NaBr est introduit (concentration en sel de 1 M). 

Les deux solutions sont ensuite mélangées via une pompe péristaltique (débit = 

100 mL/min). La combinaison ainsi obtenue est agitée à 200 tours/min afin d’obtenir une 

suspension de complexes de polyélectrolytes qui est ensuite transférée dans des tubes de 

centrifugation en propylène. La suspension est centrifugée à 9 400 g pendant 15 minutes à 

20 °C. Les culots de complexes de polyélectrolytes compactés sont alors re-suspendus dans 

3 mL de surnageant puis la suspension est versée dans un puits de plaque de culture de 

24 puits. La plaque est placée à l’étuve (37 °C) pendant 7 jours pour évaporer le surnageant. 
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Une fois le surnageant évaporé, la membrane obtenue est lavée pendant 24 h dans 

3 mL d’eau ultrapure qui sont renouvelés une fois. La membrane est finalement séchée à 

l’étuve (37 °C) pendant 4 jours. 

 

Cette procédure est également utilisée pour la préparation de membranes CD-

chitosan/alginate en plaque de 24 puits à la différence que la masse de CD-chitosan est 

ajustée afin d’avoir un nombre équivalent de charges malgré la présence de cyclodextrines.



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 
 

 

 

 

 
 

Chapitre 4 : Premières évaluations 

biologiques de l'effet des CoPEC à base de 

chitosan et d’alginate fonctionnalisés avec la 

-cyclodextrine 

  



 

 
 

 

 

  

 



Chapitre 4 : Premières évaluations biologiques de l’effet des CoPEC à base de chitosan et d’alginate 

fonctionnalisés avec la -cyclodextrine 

 165 

L’inflammation aiguë est un phénomène biologique très important et indispensable à 

la mise en place de toute réponse immunitaire. Néanmoins, lorsqu’elle n’est pas contrôlée par 

l’organisme et devient chronique, elle peut être la source de nombreuses maladies devenues 

communes telles que la polyarthrite rhumatoïde, l’arthrose ou encore la maladie de Crohn. Il 

est de plus maintenant connu que l’inflammation chronique joue un rôle prépondérant dans le 

développement du cancer en favorisant la progression des tumeurs.306 Ainsi, le 

développement de systèmes dotés de propriétés anti-inflammatoires est un sujet de recherche 

d’actualité. En particulier, des biomatériaux aux propriétés anti-inflammatoires sont très 

attractifs dans ce domaine. 

 Dans nos travaux, les divers CoPEC à base de chitosan, d’alginate, de CD-chitosan et 

de CD-alginate formulés par ultracentrifugation ont été étudiés in vitro dans un modèle 

d’inflammation impliquant des macrophages activés par le lipopolysaccharide (LPS). Les 

CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate ont alors montré des propriétés anti-

inflammatoires intrinsèques, d'une part en diminuant la production d’oxyde nitrique (NO) et 

de cytokine pro-inflammatoire TNF- par les macrophages activés et d'autre part en 

diminuant l’expression du marqueur d’activation CD40 par ces cellules et en « restaurant » la 

prolifération cellulaire. 

 Deux anti-inflammatoires, le piroxicam et la prednisolone, ont été inclus avec succès 

dans les CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate, avec une inclusion plus 

importante dans le matériau contenant des cyclodextrines. L’impact de l’inclusion de ces 

substances actives sur l’effet des matériaux a alors été étudié à nouveau dans le modèle 

d’inflammation in vitro utilisé. 

 La présence de cyclodextrines dans les matériaux ne permettant que l’inclusion de 

molécules hydrophobes dans ces derniers, une stratégie d’inclusion de tout type de molécule, 

en particulier de molécules hydrophiles, a enfin été mise en place afin d’élargir les domaines 

thérapeutiques d’application des matériaux développés. Des molécules à base d’adamantane, 

formant un complexe d’inclusion avec la -cyclodextrine, contenant une fonction maléimide, 

réactive notamment vis-à-vis de molécules contenant des groupements thiol, ont été incluses 

dans des membranes à base d’alginate et de chitosan fonctionnalisé ou non par la -

cyclodextrine. Une molécule fluorescente de rhodamine contenant une fonction thiol a alors 

été mise au contact des matériaux obtenus, permettant de valider la nouvelle stratégie 

d’inclusion dans le cas de la membrane contenant la -cyclodextrine. 



Chapitre 4 : Premières évaluations biologiques de l’effet des CoPEC à base de chitosan et d’alginate 

fonctionnalisés avec la -cyclodextrine 

 

 166 

 Dans ce chapitre, après une introduction sur l’inflammation, les différentes évaluations 

menées sur les matériaux formulés au cours de ces travaux de thèse seront développées. 
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I. L’inflammation 

 

I. 1. Le déroulement de la réponse inflammatoire 

 

 Lors d’une agression du corps humain, par exemple lorsque certains pathogènes 

passent les premières barrières de l’anté-immunité et pénètrent les tissus ou lorsque les tissus 

sont endommagés, une réaction inflammatoire, caractérisée par une rougeur, une douleur, de 

la chaleur et un gonflement des tissus, se met en place. Cette réaction a pour buts principaux 

la limitation de la dissémination des pathogènes dans les tissus, l’initiation des différentes 

réponses immunitaires et la réparation tissulaire.307 

 La réponse inflammatoire se met en place en suivant plusieurs étapes : 

- Les cellules de l’immunité innée (l’immunité présente dès la naissance, qui ne 

nécessite pas d’apprentissage) résidant dans les tissus, c’est-à-dire les macrophages, 

les mastocytes et les cellules dendritiques, reconnaissent, via leurs récepteurs, certains 

motifs moléculaires associés aux micro-organismes (appelés MAMP pour "Microbial-

Associated Molecular Pattern") ou aux dommages cellulaires (appelés DAMP pour 

"Damage-Associated Molecular Pattern") ; 

- Les macrophages et mastocytes ayant reconnu les MAMP et/ou les DAMP produisent 

ensuite divers médiateurs chimiques permettant d’augmenter le diamètre des 

vaisseaux sanguins proches du site de l’inflammation, on parle alors de vasodilatation, 

ce qui provoque une augmentation du flux sanguin dans cette zone ; 

- Une perte d’étanchéité entre les cellules endothéliales provoque également la fuite de 

liquide vasculaire véhiculant, entre autres, des médiateurs solubles de l’inflammation. 

Cette perte d’étanchéité favorise alors l’extravasion, c’est-à-dire le passage des 

leucocytes (ou globules blancs) du sang jusqu’au tissu qui est induit par les facteurs 

chimiotactiques produits par les macrophages et les mastocytes ainsi que par les 

molécules d’adhésions exprimées par les cellules endothéliales. Cette extravasion a 

pour but le recrutement tout d’abord de granulocytes neutrophiles circulants, dont les 

fonctions principales sont la phagocytose et la destruction des pathogènes 

extracellulaires ou des débris cellulaires, puis de monocytes se différenciant 

ultérieurement en nouveaux macrophages ; 
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- Les médiateurs produits par les macrophages provoquent la coagulation menant à la 

formation d’un caillot sanguin local prêt du site d’inflammation, ce qui a pour effet de 

limiter la dissémination des pathogènes dans l’organisme ; 

- Les macrophages sécrètent également des facteurs de croissance des fibroblastes, qui 

sont des cellules sécrétant des composants de la matrice extracellulaire, ce qui permet 

donc de réparer les tissus lésés lors de l’agression.307 

 

I. 2. Les médiateurs de la réponse inflammatoire 

 

 Comme évoqué en I. 1., divers médiateurs solubles de l’inflammation sont impliqués 

dans la réponse inflammatoire. Ces médiateurs peuvent être classés en trois catégories, les 

médiateurs produits par les pathogènes, les protéines du plasma et les médiateurs produits par 

les leucocytes, et ont des fonctions spécifiques dans le processus inflammatoire.307 

 

I. 2. 1. Les médiateurs de l’inflammation produits par les pathogènes 

 

 Les pathogènes impliqués dans l’agression de l’organisme produisent eux-mêmes 

divers MAMP tels que le lipopolysaccharide bactérien (LPS) ou les peptides formylés. Ces 

MAMP produits par les pathogènes activent alors les macrophages et les mastocytes et ils 

activent également la cascade du complément par les voies alterne et de la lectine. 

 

I. 2. 2. Les protéines du plasma 

  

 Plusieurs protéines du plasma jouent un rôle dans trois systèmes impliqués dans la 

réponse inflammatoire : la coagulation, le complément et le système des kinines. 

 

I. 2. 2. 1. Les protéines impliquées dans la coagulation 

 

 Trois protéines sont impliquées dans le phénomène de coagulation ayant lieu lors de 

l’inflammation. La thrombine active les cellules endothéliales et provoque ainsi l’expression 

des molécules d’adhésion facilitant l’entrée des leucocytes sur le lieu de l’inflammation. La 

fibrine crée un réseau fibreux permettant le piégeage des pathogènes. La plasmine, quant à 

elle, clive la fibrine et évite alors l’expansion incontrôlée du caillot sanguin formé. 
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I. 2. 2. 2. Les protéines du système du complément 

 

 Le système du complément est constitué de plus de 30 protéines présentes soit comme 

protéines solubles dans le sang, soit comme protéines liées aux membranes. Son activation 

mène à une cascade séquentielle de réactions enzymatiques provoquant la formation 

d’anaphylatoxines C3a et C5a engendrant plusieurs réponses physiologiques allant de la 

chémoattraction à l’apoptose.308 

 Deux protéines, à savoir le facteur XII de Hageman et la plasmine, permettent 

l’activation du système du complément. Cette activation permet notamment la destruction par 

voie lytique du pathogène impliqué dans l’agression menant à l’inflammation. 

 

I. 2. 2. 3. Les protéines impliquées dans le système des kinines 

 

 Le système des kinines est composé de kininogènes, en tant que substrats, et de 

plasma. Les kininogènes sont responsables de la production de la bradykinine et de la 

kallidine, deux peptides vasoactifs.309 

 Au sein de ce système, la kallikréine plasmatique permet le clivage des kininogènes 

inactifs en kinines actives. 

 

I. 2. 3. Les médiateurs de l’inflammation produits par les leucocytes 

 

 Les macrophages qui sont activés lors de l’inflammation produisent (i) des 

chimiokines, permettant d’attirer des leucocytes, (ii) des leucotriènes et (iii) des 

prostaglandines, qui favorisent l’activation des cellules endothéliales. Ils sécrètent également 

des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-, l’IL-1 ou encore l’IL-6 qui peuvent 

mener à la production de protéines impliquées dans la phase aiguë de l’inflammation telles 

que la pentraxine ou la ficoline. Ces cytokines pro-inflammatoires mènent également à 

l’expression de la NO synthase inductible chez de nombreuses cellules telles que les 

monocytes/macrophages, ce qui engendre une synthèse de très grandes quantités d’oxyde 

nitrique (excédant alors jusqu’à mille fois la production de NO physiologique).310 

 Les mastocytes, qui sont quant à eux activés par le C5a du système du complément 

évoqué précédemment, sont pour leur part à l’origine de la production d’histamine, une amine 
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biogène vasoactive également connue pour son rôle dans l’allergie, et également de 

leucotriènes et de prostaglandines. 

 Enfin, les plaquettes produisent le facteur d’activation plaquettaire (PAF) qui recrute 

d’autres leucocytes sur les lieux de l’inflammation. 

 

 Ces divers médiateurs représentent autant de marqueurs de l’inflammation qui peuvent 

être étudiés dans le cadre de l’évaluation de l’effet de médicaments et de biomatériaux sur la 

réponse inflammatoire. 

 

 La réponse inflammatoire peut être illustrée selon la Figure 77. 

 

 

Figure 77 : Illustration de la réponse inflammatoire. 

 
 La réponse inflammatoire est ainsi un processus précieux permettant à l’organisme de 

réagir vis-à-vis d’une agression ou d'une lésion. Cependant, l’inflammation peut endommager 

des cellules et tissus sains avoisinant le lieu initial de l’agression. Cet endommagement 

indésirable, stimulant alors davantage la réponse inflammatoire, peut alors mener à une 

inflammation incontrôlée dite "chronique" pouvant elle-même conduire à des défaillances des 

organes.311 C’est la raison pour laquelle de nombreux traitements anti-inflammatoires 

innovants ont été, et sont toujours, mis au point par la communauté scientifique. 
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Parmi ces traitements, de nombreux biomatériaux présentant un effet anti-

inflammatoire ont été développés. La plupart de ces matériaux présentent alors un effet anti-

inflammatoire car ils contiennent et relarguent des substances actives312-316 et seuls quelques-

uns présentent intrinsèquement des propriétés permettant l’atténuation de l’inflammation. 

Parmi ces derniers biomatériaux peuvent être cités les nanoparticules d’argent317-319 et 

d’oxyde de cérium320, 321 ainsi que quelques hydrogels à base de N-acryloyl glycinamide322 ou 

d’acide hyaluronique.323 Ainsi, le développement de biomatériaux présentant des propriétés 

anti-inflammatoires, en particulier intrinsèques, semble de nos jours d’une grande importance 

et c’est dans ce contexte que les matériaux développés au cours de cette thèse ont été tout 

particulièrement étudiés dans le cadre de l’inflammation. 

 

 

II. Évaluation in vitro de l’impact des CoPEC à base de chitosan et 

d’alginate sur l’inflammation 

 

II. 1. Démonstration de l’effet pro-inflammatoire des CoPEC contenant du 

CD-alginate lors de tests in vitro préliminaires 

 

 Différents tests biologiques préliminaires ont été effectués dans les premiers temps du 

projet concernant les CoPEC contenant de la -cyclodextrine. Au cours de ces tests 

préliminaires, des macrophages (cellules RAW 264.7) non activés ont été traités pendant 24 h 

avec des microparticules de CoPEC. Les surnageants ont ensuite été prélevés et divers 

dosages ont été effectués sur ces derniers, notamment des dosages des cytokines pro-

inflammatoires TNF- et IL-6. 

Ces dosages ont été effectués via un test ELISA (Figure 78). Au cours de ce test, un 

anticorps spécifique à la cytokine dosée, appelé anticorps de capture, est fixé au support (une 

plaque de 96 puits à fonds plats) puis les sites non-spécifiques sont bloqués par de la BSA. 

Ces anticorps sont ensuite incubés avec la cytokine d’intérêt afin que celle-ci se fixe dessus. 

Un anticorps de détection, également propre à la cytokine et portant de la biotine, est ensuite 

ajouté et il se fixe alors sur les cytokines elles-mêmes fixées sur les anticorps de capture. De 

l’avidine-HRP est ensuite ajoutée, l’avidine se fixant sur la biotine. Enfin, le substrat, c’est-à-

dire le TMB, est ajouté. Ce-dernier, en présence d’eau oxygénée, s’oxyde via l’HRP, formant 
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un produit absorbant à 450 nm qui peut alors être quantifié par spectrophotométrie UV-

Visible. 

 

 

Figure 78 : Schématisation de la quantification d’une cytokine d’intérêt par test ELISA. 

 
Au cours de ces essais préliminaires, il a rapidement été constaté que les CoPEC 

contenant du CD-alginate, c’est-à-dire les CoPEC chitosan/CD-alginate et CD-

chitosan/CD-alginate, induisaient une production non négligeable de cytokines pro-

inflammatoires IL-6 et TNF- par les macrophages non activés (Figure 79, Figure 80 et 

Figure 81). 

 

Figure 79 : Concentrations en IL-6 mesurées par test ELISA (n = 1) dans les surnageants de cellules 

RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC chitosan/CD-alginate, par rapport à la 

concentration mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées. 
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Figure 80 : Concentrations en IL-6 mesurées par test ELISA (n = 1) dans les surnageants de cellules 

RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC CD-chitosanCD-alginate, par rapport à 

la concentration mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées. 

 

 

Figure 81 : Concentrations en TNF- mesurées par test ELISA (n = 1) dans les surnageants de 

cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC CD-chitosanCD-alginate, par 

rapport à la concentration mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées. 

  

 Cette induction de production de cytokines pro-inflammatoires par des macrophages 

non activés est un indice d’un effet pro-inflammatoire de ces CoPEC. Cet effet pro-

inflammatoire n’étant de manière évidente pas compatible avec une utilisation de ces CoPEC 
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dans le traitement de l’inflammation, les CoPEC contenant du CD-alginate n’ont pas été pris 

en compte pour les différentes études approfondies réalisées au cours de cette thèse. 

 

II. 2. Évaluation biologique des CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate 

 

II. 2. 1. Modèle in vitro d’évaluation des propriétés anti-inflammatoires des 

matériaux à base d’associations chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate 

 

 Au cours de cette thèse, afin d’évaluer l’effet des CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate sur l’inflammation, les macrophages (cellules RAW 264.7) étaient placés au 

contact de suspensions de microparticules de CoPEC de concentrations allant de 0,0677 à 

2,2 mg/mL pendant 24 h à 37 °C. Les cellules étaient ensuite activées par du 

lipopolysaccharide pendant 24 h à 37 °C, puis les surnageants étaient récupérés pour des 

dosages et éventuellement les cellules pour des études de cytométrie en flux. Le LPS est le 

composant moléculaire majeur de la membrane externe des bactéries Gram négatif. Il sert de 

barrière physiologique protectrice pour ces bactéries et est également reconnu par le système 

immunitaire comme un marqueur pour la détection d’invasions de pathogènes bactériens, 

permettant alors le développement de la réponse inflammatoire détaillée en I.324 Dans nos 

études, il permettait donc de simuler l’inflammation in vitro. La procédure in vitro peut alors 

être résumée selon la frise proposée en Figure 82. 

 

 

Figure 82 : Chronologie de la procédure  in vitro d’évaluation des propriétés anti-inflammatoires des 

matériaux à base d’associations chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate. 



Chapitre 4 : Premières évaluations biologiques de l’effet des CoPEC à base de chitosan et d’alginate 

fonctionnalisés avec la -cyclodextrine 

 

 175 

II. 2. 2. Évaluation de la cytotoxicité des CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate 

 

 Lors du développement d’un biomatériau, l’un des premiers essais biologiques à 

mener concerne la cytotoxicité de ce matériau. En effet, un caractère cytotoxique est, dans la 

plupart des cas de figure, incompatible avec l’utilisation d’un matériau à des fins médicales. 

 La cytotoxicité des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate a dans notre 

étude été évaluée par cytométrie en flux en utilisant un marqueur particulier de type « Fixable 

Viability Dye ». Ce marqueur fluorescent pénètre à travers les membranes cellulaires altérées 

et marque donc spécifiquement les cellules mortes. En cytométrie en flux, deux populations 

distinctes, l’une correspondant aux cellules mortes fluorescentes et l’autre aux cellules 

vivantes non fluorescentes, sont alors observées (Figure 83) et la viabilité peut être 

déterminée en comparant ces deux populations. 

 

 

Figure 83 : Exemple d’histogramme obtenu lors d’un test de cytotoxicité mené avec un marqueur de 

type « Fixable Viability Dye » en cytométrie en flux. 

 
 Comme il peut être constaté sur le graphique obtenu à la suite des évaluations de la 

cytotoxicité en cytométrie en flux (Figure 84), en présence des deux CoPEC, que les 

macrophages soient activés ou non par du LPS, leur viabilité ne semble pas significativement 

affectée. Les CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate sont donc non-cytotoxiques. 
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Figure 84 : Viabilité de cellules RAW 264.7 activées par du LPS (LPS) ou non (NA) et en présence de 

microparticules de CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate (n = 3). 

 

II. 2. 3. Évaluation de l’effet des CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages activés 

 

La production d’oxyde nitrique (NO) par les macrophages est une conséquence de leur 

activation lors d’une inflammation, qui est dans notre cas simulée par un traitement par du 

LPS. Cette production a alors été quantifiée dans le surnageant de macrophages activés par du 

LPS et traités avec des microparticules de CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate 

afin d’évaluer l’effet de ces derniers sur cette production d’oxyde nitrique et donc sur 

l’inflammation. L’oxyde nitrique étant un radical libre très peu stable (il n’a par exemple 

qu’une durée de vie de moins d’une seconde dans le sang circulant),325 une fois produit il est 

très rapidement converti en nitrites (NO2
-) selon la cascade de réactions suivante :326 

 

2NO + O2 → 2NO2 

2NO + 2NO2 → 2N2O3 

2N2O3 + 2H2O → 4NO2
- + 4H+ 

 

 La production de NO peut être indirectement évaluée par le test de Griess326 au cours 

duquel le trioxyde d’azote (N2O3), généré par la formation d’acide nitreux à partir des nitrites, 

réagit avec le sulfanilamide (ou p-aminobenzenesulfonamide) pour former un ion diazonium 

qui se couple ensuite au N-(1-naphtyl)ethylenediamine pour former un chromophore azoïque 
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absorbant à 540 nm (Figure 85), le sulfanilamide et le N-(1-naphtyl)ethylenediamine étant 

présents dans le réactif de Griess alors utilisé. 

 

 

Figure 85 : Principe du test de Griess pour l’évaluation indirecte de la production d’oxyde nitrique 

par les macrophages activés. 

 
 Les macrophages ont alors été traités avec des concentrations de CoPEC 

chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate allant de 0,0677 à 2,2 mg/mL pendant 24 h puis ils 

ont été activés par du LPS et, 24 h après, les surnageants des cellules ont été récupérés pour y 

doser indirectement par un test de Griess l’oxyde nitrique produit par les cellules (Figure 86). 
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Figure 86 : Comparaison des concentrations en nitrites mesurées par test de Griess (n = 3) dans les 
surnageants de cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC chitosan/alginate et 

CD-chitosan/alginate et activées par du LPS (LPS) ou non (NA), par rapport à la concentration 

mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS. ****, 

*** et * = p-valeur respectivement < 0,0001, < 0,001 et < 0,05 entre les traitements CoPEC Chi/Alg 

NA et CoPEC Chi/Alg LPS. #### et ### = p-valeur respectivement < 0,0001 et < 0,001 entre les 

traitements CoPEC CD-Chi/Alg NA et CoPEC CD-Chi/Alg LPS. 

 
 L’addition de LPS sur les macrophages entraîne une forte production de NO qui se 

manifeste sur les graphiques par une augmentation de la concentration en nitrites par rapport 

au contrôle correspondant aux macrophages non traités et non activés par du LPS. Une très 

légère production de NO causée par la présence des CoPEC sur les macrophages non activés 

par du LPS (deux courbes rouges) peut être distinguée. De plus et de manière très 

intéressante, le traitement par les deux CoPEC entraîne une diminution de la production de 

NO par les macrophages activés par du LPS (deux courbes bleues). En outre, même si cet 

effet ne semble pas drastique, il y a une tendance selon laquelle la diminution serait plus 
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conséquente dans le cas du CoPEC contenant la -cyclodextrine (courbe bleue en trait plein). 

Dès 0,5 mg/mL de CoPEC CD-chitosan/alginate, la différence entre la production de NO par 

les macrophages activés et non activés par du LPS n’est plus significative. Cette non-

significativité est retrouvée à 2,2 mg/mL dans le cas du traitement avec le CoPEC 

chitosan/alginate (courbe bleue en pointillés). 

 Ainsi, les deux CoPEC induisent une diminution de la production de NO par les 

macrophages activés par du LPS et cette diminution semble être plus importante dans le cas 

du CoPEC CD-chitosan/alginate. 

 

II. 2. 4. Évaluation de l’effet des CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate sur la production de TNF- par des macrophages activés 

 

 La production de TNF- par les macrophages étant, de la même manière que la 

production de NO, une conséquence directe de l’activation de ces cellules par le LPS simulant 

une inflammation, cette production a également été suivie dans le cas du traitement des 

macrophages avec les CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate. 

 Pour quantifier le TNF- produit par les cellules et qui se retrouve dans leur 

surnageant en fin d’expérience in vitro, le test ELISA a été utilisé (Figure 87). 

 

 

Figure 87 : Comparaison des concentrations en TNF- mesurées par test ELISA (n = 1 représentatif 
de 3 expériences) dans les surnageants de cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de 

CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate et activées par du LPS (LPS) ou non (NA), par 

rapport à la concentration mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées et non 

activées par du LPS. 
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 Comme attendu, l’activation par du LPS des macrophages (courbes bleues à 0 mg/mL 

de CoPEC) induit une importante production de TNF- par ces cellules. Tout comme dans le 

cas de la production de NO, le traitement des macrophages activés par du LPS par les CoPEC 

chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate (courbes bleues) provoque une diminution de cette 

production de TNF-. A nouveau, un effet plus prononcé dans le cas du CoPEC contenant la 

-cyclodextrine (courbe bleue en trait plein) est constaté. Dans ce cas, on peut noter que la 

production de TNF- est quasiment inhibée dès 1,1 mg/mL de CoPEC. 

 Ainsi, en plus de diminuer la production de NO, les CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate permettent de diminuer la production de TNF- par des macrophages 

activés par du LPS. Aussi bien dans le cas de la production de NO que dans celui de la 

production de TNF-, la diminution est plus marquée dans le cas du CoPEC CD-

chitosan/alginate. Ces deux matériaux, et en particulier celui contenant les cyclodextrines, 

présentent donc des effets anti-inflammatoires propres. 

 Afin de vérifier que les différents effets anti-inflammatoires observés dans le cas du 

CoPEC CD-chitosan/alginate n’étaient pas dus à un quelconque piégeage dans les 

cyclodextrines situées au sein du matériau, deux études complémentaires permettant d’évaluer 

l’éventuelle captation du LPS et du TNF- par le CoPEC ont été menées. 

 

II. 2. 5. Évaluation de l’éventuel piégeage du LPS et du TNF- dans le CoPEC 

CD-chitosan/alginate 

 

II. 2. 5. 1. Évaluation de l’éventuel piégeage du LPS dans le CoPEC CD-

chitosan/alginate 

 

 Les molécules de LPS sont composées de trois régions distinctes : le lipide A, un 

noyau polysaccharidique et l’antigène O (Figure 88).327 

 



Chapitre 4 : Premières évaluations biologiques de l’effet des CoPEC à base de chitosan et d’alginate 

fonctionnalisés avec la -cyclodextrine 

 

 181 

 

Figure 88 : Représentation schématique du LPS. 

 
 Comportant notamment des chaînes grasses, le LPS est susceptible de former des 

complexes d’inclusion avec les cyclodextrines présentes dans le CoPEC. Une étude a alors été 

menée afin de vérifier que la diminution de la production de TNF- et de NO ne provenait 

pas tout simplement d’un piégeage du LPS dans les cyclodextrines, empêchant alors 

l’activation des macrophages. Lors de cette étude, dont la chronologie de la procédure est 
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illustrée en Figure 89, le LPS a été mis en contact avec le CoPEC pendant 24 h à 37 °C, 

permettant à l’éventuelle complexation du LPS dans le matériau d’avoir lieu. Le surnageant 

de l’échantillon de CoPEC, après filtration, a alors été placé sur des macrophages et une 

nouvelle incubation à 37 °C pendant 24 h a été opérée. Enfin, le surnageant a été récupéré et 

la concentration en nitrites dans ce surnageant a été déterminée par un test de Griess. Pour 

comparaison, des macrophages ont également été directement activés par du LPS au moment 

de l’ajout du surnageant de l’échantillon de CoPEC sur les cellules. 

 

 

Figure 89 : Chronologie de la procédure suivie pour le test de piégeage du LPS. 

 

Il peut être constaté que la mise en contact du CoPEC et du LPS avant de placer ce 

dernier sur les macrophages ne diminue pas la production de NO par ces cellules, la quantité 

de nitrites dosée étant similaire à celle dosée dans le surnageant de macrophages directement 

activés par du LPS (Figure 90). 
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Figure 90 : Concentration en nitrites mesurée par test de Griess (n = 1) dans le surnageant de 

cellules RAW 264.7 ayant été mises en contact avec le surnageant de microparticules de CoPEC CD-

chitosan/alginate en présence de LPS. Les contrôles négatif et positif correspondent aux cellules RAW 

264.7 respectivement non activées et activées par du LPS. [CoPEC] = 1 mg/mL. 

 
 Les cellules sont donc activées dans une même mesure que le LPS ait été mis au 

contact du CoPEC ou non, donc ce lipopolysaccharide n’est a priori pas piégé au sein du 

matériau. 

  

II. 2. 5. 2. Évaluation de l’éventuel piégeage du TNF- dans le CoPEC CD-

chitosan/alginate 

 

 Le LPS n’étant pas piégé dans le CoPEC lors des expériences, il permettait bien 

d’activer les macrophages et induisait donc la production de NO et de TNF- par ces cellules. 

Cependant, le TNF- comportant certaines zones hydrophobes328 et pouvant ainsi 

éventuellement lui-aussi être inclus dans les cyclodextrines, une autre étude a été menée afin 

d’évaluer l’éventuel piégeage de cette cytokine dans le matériau. Lors de cette étude, dont la 

chronologie de la procédure est illustrée en Figure 91, du TNF- a été mis au contact du 

CoPEC CD-chitosan/alginate pendant une journée à 37 °C pour laisser le temps à l’éventuel 

piégeage de la cytokine dans le matériau de se produire. La concentration en TNF- dans le 

surnageant du CoPEC a ensuite été déterminée par test ELISA et a été comparée à celle 

obtenue dans le cas de TNF- n’ayant pas été mis en contact avec le matériau. 
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Figure 91 : Chronologie de la procédure suivie pour le test de piégeage du TNF− 

 

 Des quantités comparables de TNF- dans les surnageants sont alors dosées, que la 

cytokine ait été en contact ou non avec la CoPEC (Figure 92). Le TNF- produit par les 

macrophages à la suite de l’activation par du LPS n’est donc pas piégé dans le matériau. 

 

 

Figure 92 : Concentration en TNF- mesurée par test ELISA (n = 1) dans le surnageant de 

microparticules de CoPEC CD-chitosan/alginate. Le contrôle correspond à du TNF- dans du 

milieu de culture et n’ayant eu aucun contact avec le CoPEC. [CoPEC] = 1 mg/mL. 

 
 Ainsi, les deux études décrites permettent d’affirmer que les diminutions des 

concentrations en NO et TNF- mesurées dans les surnageants des macrophages mis au 

contact du CoPEC CD-chitosan/alginate et activés par du LPS ne proviennent ni d’un 

piégeage du LPS, ni d’un piégeage du TNF- dans le matériau et en particulier dans les 
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cyclodextrines présentes au sein de celui-ci. Il peut alors en être déduit un réel effet anti-

inflammatoire intrinsèque propre au matériau. 

 

 Afin de confirmer l’effet anti-inflammatoire des CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate, des études de cytométrie en flux permettant de s’intéresser à des marqueurs 

de différentiation et de prolifération des macrophages ont été conduites. 

 

II. 2. 6. Évaluation de l’effet des CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate sur l’expression du marqueur d’activation CD40 par des 

macrophages activés 

 

 Lorsque les macrophages sont activés par du LPS, ils expriment le CD40, un membre 

de la superfamille des récepteurs du TNF dont l’interaction avec son ligand (CD154) est 

cruciale pour la mise en place d’une réponse immunitaire.329 Afin de confirmer l’effet anti-

inflammatoire intrinsèque des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate, à la fin des 

trois jours d’étude in vitro, au moment de la récupération des surnageants, les cellules ont 

également été collectées. La cytométrie en flux a été utilisée afin d’évaluer l’expression du 

CD40 par les cellules traitées avec les CoPEC et activées par du LPS. Les macrophages ont 

alors été préalablement marqués avec un anticorps anti-CD40 avant d’être analysés au 

cytomètre (Figure 93). 
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Figure 93 : Comparaison de l’expression du marqueur d’activation CD40 quantifiée par marquage au 
CD40 et cytométrie (n = 2) par des cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC 

chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate et activées par du LPS (LPS) ou non (NA). Les résultats 

sont présentés comme des ratios d’intensité de fluorescence moyenne (IFM) entre les différents 

échantillons et des cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS. 

 

 D’après les graphiques obtenus, l’activation des macrophages par du LPS induit une 

importante expression du marqueur d’activation CD40 par ces cellules. Le traitement avec les 

CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate des cellules activées (courbes bleues) 

permet de réduire très fortement cette expression et d’autant plus que la concentration en 

CoPEC augmente. Dans les deux cas, pour la plus forte concentration en CoPEC testée 

(2,2 mg/mL), l’expression de CD40 par les macrophages activés est du même ordre de 

grandeur que la légère expression induite par les CoPEC sur les macrophages non activés par 
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du LPS (courbes rouges). Ainsi, les deux matériaux permettent de réduire l’activation des 

macrophages stimulés par du LPS, ce qui est cohérent avec les diminutions des productions 

de NO et de TNF- par les cellules constatées précédemment. 

 

II. 2. 7. Évaluation de l’effet des CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate sur l’expression du marqueur de prolifération Ki-67 par des 

macrophages activés 

 

 Lorsque les macrophages sont activés par du LPS, ils se différencient et il en résulte 

un arrêt ou un ralentissement de leur prolifération. Cette prolifération peut être évaluée par un 

suivi de l’expression du Ki-67. Le Ki-67 est en effet une protéine exprimée durant toutes les 

phases actives du cycle cellulaire.330 Lorsque des macrophages prolifèrent, ils expriment donc 

cette protéine. 

 Afin d’évaluer l’expression du Ki-67 par les macrophages traités avec les CoPEC et 

activés par du LPS, comme dans le cas du CD40, la cytométrie en flux a été utilisée (Figure 

94). Les cellules récupérées après les trois jours de test in vitro ont alors été marquées avec un 

anticorps monoclonal se fixant sur le Ki-67 exprimé par les cellules en prolifération. 
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Figure 94 : Comparaison de l’expression du marqueur de prolifération cellulaire Ki-67 quantifiée par 
marquage au Ki-67 et cytométrie (n = 2) par des cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules 

de CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate et activées par du LPS (LPS) ou non (NA). Les 

résultats sont présentés comme des ratios d’intensité de fluorescence moyenne (IFM) entre les 

différents échantillons et des cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS. * = p-valeur 

< 0,05 entre les traitements CoPEC Chi/Alg NA et CoPEC Chi/Alg LPS. 

 
 D’après les graphiques obtenus, il est observé que l’activation par du LPS des 

macrophages a induit une diminution de leur prolifération, caractérisée par une diminution de 

l’expression de Ki-67 observable aux points à 0 mg/mL de CoPEC sur les courbes bleues. On 

peut cependant observer qu’à mesure que la concentration en CoPEC chitosan/alginate et 

CD-chitosan/alginate augmente, l’expression du Ki-67 par les macrophages augmente 

également pour finalement rejoindre l’expression dans le cas des macrophages non activés par 

du LPS (courbes rouges). Les CoPEC induisent donc une « restauration » de la prolifération 
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cellulaire, ce qui est cohérent par rapport à la diminution de l’activation des cellules déduite 

de la diminution de l’expression du CD40 évoquée précédemment. A nouveau, on constate 

que cette restauration semble légèrement plus prononcée dans le cas du traitement avec le 

CoPEC contenant les cyclodextrines. 

 

II. 3. Détermination du rôle des polyélectrolytes dans l’effet anti-

inflammatoire des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate 

 

 Afin d’apporter une première explication de l’origine de l’effet anti-inflammatoire 

présenté par les CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate, des essais in vitro ont été 

menés en utilisant séparément les différents polyélectrolytes composant ces CoPEC, c’est-à-

dire le chitosan, le CD-chitosan et l’alginate. 

 Au cours de ces essais, la procédure décrite en II. 2. 1. a été suivie mais cette fois avec 

des solutions de polyélectrolytes seuls, avec des concentrations allant de 0,0677 à 2,2 mg/mL. 

Les nitrites présents dans les surnageants des cellules, représentatifs de la production de NO 

par les macrophages, ont ensuite été quantifiés par test de Griess (Figure 95). 

 

 

Figure 95 : Concentrations en nitrites mesurées par test de Griess (n = 2) dans les surnageants de 

cellules RAW 264.7 traitées avec de l’alginate, du chitosan ou du CD-chitosan et activées par du 

LPS, par rapport à la concentration mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées 

et non activées par du LPS. 
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 D’après le graphique obtenu, l’alginate seul semble avoir tendance à augmenter le taux 

de nitrites présent dans les surnageants par rapport au cas des macrophages activés et non 

traités par les polyélectrolytes (contrôle). Au contraire, le chitosan et le CD-chitosan 

induisent une diminution de la quantité de nitrites dosée dans les surnageants. Il semble donc, 

d’une part, que la formation du CoPEC permette d’annuler l’effet pro-inflammatoire de 

l’alginate et que, d’autre part, l’effet anti-inflammatoire du chitosan (et du CD-chitosan) soit 

conservé dans le matériau. Concernant l’effet pro-inflammatoire de l’alginate seul, il est à 

noter que le lot utilisé n’étant pas de grade pharmaceutique, il est possible que cet effet 

provienne d’une contamination qui a alors pu être simplement traitée lors du procédé de 

formulation. 

Le chitosan et le CD-chitosan sont donc a priori à l’origine des effets anti-

inflammatoires des deux CoPEC. Les résultats obtenus ici concernant le chitosan semblent 

corroborer ceux obtenus par Yoon et al.331 et Zhu et al.332 sur des oligosaccharides de 

chitosan. En effet, dans ces travaux, les auteurs ont également noté une diminution de la 

production de NO ainsi que d’autres marqueurs de l’inflammation tels que le TNF-, l’IL-6 

ou encore l’IL-1 par des cellules RAW 264.7 activées par du LPS et traitées avec des 

oligochitosans. 

 

 Ainsi, les CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate présentent tous deux des 

propriétés anti-inflammatoires. En effet, dans le cas de macrophages traités avec ces 

matériaux et activés par du LPS, ils permettent de limiter considérablement la production de 

NO et de TNF- par les cellules, de diminuer l’expression du marqueur d’activation CD40 

par ces dernières et de « restaurer » la prolifération cellulaire. En outre, ces différents effets 

semblent légèrement plus prononcés dans le cas du CoPEC contenant les cyclodextrines. 

L’hypothèse d’un piégeage du LPS et du TNF- dans les cyclodextrines pour justifier l’effet 

du CoPEC CD-chitosan/alginate a été écartée via deux études distinctes. Une autre étude a 

quant à elle permis d’établir que le chitosan, fonctionnalisé ou non par la -cyclodextrine, 

pourrait être à l’origine des phénomènes anti-inflammatoires observés. L’ensemble de ces 

résultats permet d’affirmer que les CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate 

possèdent des propriétés anti-inflammatoires intrinsèques, ce qui les rend très intéressants 

dans l’optique d’une utilisation dans les thérapies visant les maladies chroniques 

inflammatoires. 
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III. Évaluation in vitro de l’impact de l’incorporation de molécules 

actives anti-inflammatoires sur les propriétés du CoPEC CD-

chitosan/alginate vis-à-vis de l’inflammation 

 

 Afin d’augmenter les propriétés anti-inflammatoires du CoPEC CD-

chitosan/alginate, il a été décidé d’exploiter la capacité des cyclodextrines à former des 

complexes d’inclusion avec des substances actives. Deux anti-inflammatoires ont été 

incorporés dans les matériaux sous forme de microparticules : le piroxicam et la prednisolone. 

 

III. 1. Stratégie d’inclusion de substances actives dans les CoPEC 

 

La stratégie générale d’inclusion des deux substances actives organiques utilisées au 

cours de ces études dans les cyclodextrines, puis de leur extraction pour leur dosage, a été 

développée selon un principe simple évoqué notamment dans la revue de Tejashri et al.333 

portant sur les nano-éponges à base de cyclodextrine. Ce principe est le suivant : dans le cas 

de l’incorporation de molécules organiques dans un matériau présentant des parties 

hydrophobes (comme dans le cas présent les cavités internes des cyclodextrines) un solvant 

hydrophile aura tendance à pousser les molécules organiques vers ces parties hydrophobes, 

tandis qu’un solvant plutôt hydrophobe permettra de libérer les molécules organiques piégées. 

Les différentes inclusions et extractions ont alors été menées en utilisant les caractères 

hydrophile ou hydrophobe des solvants utilisés. 

 

III. 2. Évaluation de l’impact de l’incorporation de piroxicam sur les 

propriétés anti-inflammatoires du CoPEC CD-chitosan/alginate 

 

III. 2. 1. Le piroxicam 

 

 Le piroxicam, ou 4-hydroxy-2-méthyl-N-(pyridin-2-yl)-2H-benzo[e][1,2]thiazine-3-

carboxamide 1,1-dioxide (Figure 96), est un anti-inflammatoire non stéroïdien faisant partie 

de la famille des oxicams.   
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Figure 96 : Structure du piroxicam. 

 
En plus d’une activité anti-inflammatoire, il présente des propriétés antalgique 

(réduction de la douleur) et antipyrétique (réduction de la fièvre) et il inhibe les fonctions 

plaquettaires. Faisant partie des anti-inflammatoires non stéroïdiens non sélectifs, le 

piroxicam exerce son activité anti-inflammatoire en inhibant les cyclooxygénases COX-1 et 

COX-2 et donc en inhibant indirectement la synthèse de prostaglandines à effet inflammatoire 

évoquées en I. 2. 3.334 

Le piroxicam est disponible commercialement (Brexin®, Cycladol®, Feldene®…), 

seul ou sous forme de complexe d’inclusion avec la cyclodextrine permettant alors une 

meilleure solubilité de la substance active, et sous diverses formes pharmaceutiques telles que 

des gélules, des comprimés ou encore des gels. 

 D’après plusieurs travaux, le piroxicam a la capacité de former des complexes 

d’inclusion avec la -cyclodextrine selon différents ratios molaires piroxicam : -

cyclodextrine comme par exemple des ratios de 1 : 1335, 336 et 1 : 2,5.337, 338 

 

III. 2. 2. Incorporation de piroxicam dans les CoPEC 

 

L’incorporation du piroxicam dans les CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate a été effectuée en suivant la stratégie décrite en III. 1. 

300 mg de microparticules des deux CoPEC ont ainsi été immergés dans 90 mL de 

solution de piroxicam dans du méthanol, à 1 mg/mL, pendant 72 h à 30 °C et 90 tr/min. 

D’après l’étude décrite dans le chapitre 3 concernant la détermination de la composition du 

CoPEC CD-chitosan/alginate, dans 300 mg de CoPEC il y a 135 mg de CD-chitosan, soit 

0,08 mmol de -cyclodextrine. Avec 90 mg de piroxicam en solution, soit 0,27 mmol, nous 

étions en présence d’un excès de piroxicam par rapport aux cyclodextrines et ainsi dans des  

conditions favorables à l’inclusion de la substance active. De plus, le méthanol étant un 

solvant « hydrophile », il permettait de forcer les molécules hydrophobes de piroxicam à se 

rendre dans les cavités hydrophobes des cyclodextrines. L’incorporation a été menée sur une 
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durée de 72 h permettant de s’assurer que l’équilibre d’inclusion était atteint. En effet, la 

formation de complexes d’inclusion -cyclodextrine/piroxicam réalisée en moins de 72 h en 

utilisant le méthanol comme solvant a déjà été rapportée.339 Les particules ont ensuite été 

isolées par filtration et lavées avec un minimum d’eau ultrapure, ce qui permettait d’éliminer 

le piroxicam se trouvant en surface tout en préservant les complexes d’inclusion formés entre 

les cyclodextrines et la substance active. Les particules ont été récupérées sous forme sèche 

par passage à l’étuve et, afin d’homogénéiser leur taille, elles ont été broyées et tamisées à 

300 m. 

 

III. 2. 3. Extraction et dosage du piroxicam inclus dans les CoPEC 

 

L’extraction du piroxicam inclus dans les CoPEC a également été menée selon la 

stratégie décrite en III. 1. 

9,9 mg de microparticules de chaque CoPEC contenant du piroxicam ont ainsi été 

incubées dans du dichlorométhane pendant 24 h à 30 °C et 130 tr/min. Le dichlorométhane 

étant fortement « hydrophobe », il convenait parfaitement pour libérer les molécules de 

piroxicam piégées dans les cyclodextrines présentes au sein du CoPEC. Le piroxicam extrait 

se retrouvait ainsi dans le solvant qui a été collecté en filtrant les particules. Ces dernières ont 

été lavées au CH2Cl2 afin de récupérer également l’éventuel piroxicam extrait et déposé en 

surface des particules. Le piroxicam extrait a été isolé sous forme solide par évaporation du 

solvant sous pression réduite. 

Afin de quantifier le piroxicam extrait des CoPEC, un dosage en spectrophotométrie 

UV-Visible de celui-ci a été effectué en s’inspirant du travail de Nagabhushanam.340 Une 

gamme de solutions de piroxicam dans de l’HCl 0,1 M a été préparée, avec des concentrations 

allant de 5 à 20 mg/L. Le piroxicam extrait a été dissous dans 20 mL de MeOH puis la 

solution résultante a été diluée au 1/5 dans de l’HCl aqueux à 0,1 M. La teneur en piroxicam a 

été déterminée en mesurant l’absorbance des échantillons et de la gamme à 333 nm. Cette 

détermination a été rendue possible grâce au caractère linéaire de la courbe étalon (Figure 97) 

qui permettait d’appliquer la loi de Beer-Lambert. 
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Figure 97 : Courbe étalon pour le dosage du piroxicam. 

 
D’après ce dosage, les concentrations en piroxicam des solutions diluées préparées à 

partir du piroxicam extrait des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate étaient 

respectivement de 4,12 et 9,26 mg/L. Les solutions étant diluées au 1/5, il en résulte que les 

extraits méthanoliques de piroxicam étaient respectivement concentrés à 20,60 et 46,30 mg/L 

en piroxicam. Ces extraits méthanoliques étant d’un volume de 20 mL, ils contenaient donc 

0,41 mg et 0,93 mg de piroxicam, respectivement. Ces extractions provenant de 9,9 mg de 

chaque CoPEC, on en déduit alors des teneurs en piroxicam de 41 g/mg de CoPEC 

chitosan/alginate et 94 g/mg de CoPEC CD-chitosan/alginate. 

Ainsi, la présence de cyclodextrines dans le CoPEC permet d’augmenter 

considérablement sa teneur en piroxicam après inclusion. Néanmoins, ces résultats 

témoignent également d’une inclusion non spécifique dans le CoPEC. En effet, le piroxicam 

étant d’après ces résultats également capable de s’inclure dans le CoPEC dépourvu de 

cyclodextrine, il peut être conclu que dans le cas du CoPEC CD-chitosan/alginate une partie 

du piroxicam inclus ne se trouve pas dans les cyclodextrines mais ailleurs dans le CoPEC, par 

exemple dans certaines zones hydrophobes dans lesquelles il pourrait être piégé de manière 

permanente, et que cette partie ne sera alors pas forcément disponible lors des études in vitro. 
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III. 2. 4. Évaluation de l’impact de l’inclusion de piroxicam dans le CoPEC CD-

chitosan/alginate sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages activés 

 

 Afin d’évaluer l’impact de la présence de piroxicam dans le CoPEC CD-

chitosan/alginate sur la production de NO par les macrophages activés par du LPS, des tests in 

vitro avec ce CoPEC contenant ou pas le piroxicam ont été menés en suivant la procédure in 

vitro générale sur trois jours décrite en II. 2. 1. Les concentrations en CoPEC étaient alors de 

0,25, 0,5, 1 et 2 mg/mL, correspondant respectivement à des concentrations en piroxicam de 

l’ordre de 25, 50, 100 et 200 g/mL. Les nitrites dans les surnageants des cellules ont alors 

été dosés par test de Griess (Figure 98). 

 

 

Figure 98 : Concentrations en nitrites mesurées par test de Griess (n = 2) dans les surnageants de 

cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC CD-chitosan/alginate contenant ou 

pas du piroxicam et activées par du LPS, par rapport à la concentration mesurée dans les surnageants 

de cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS. 

 
 Il peut alors être constaté que, bien qu’il y ait une légère tendance à avoir un meilleur 

effet dans le cas de la présence de piroxicam dans le CoPEC, en particulier aux plus fortes 

concentrations, la diminution de la production de NO n’est pas significativement plus 

importante grâce à l’incorporation de la substance active dans le matériau. 
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III. 2. 5. Évaluation de l’impact de l’inclusion de piroxicam dans le CoPEC CD-

chitosan/alginate sur la production de TNF- par des macrophages activés 

 

L’impact de la présence de piroxicam dans le CoPEC CD-chitosan/alginate sur la 

production de TNF- par les macrophages activés par du LPS a également été évalué par test 

ELISA sur les surnageants des macrophages traités avec les CoPEC (Figure 99). 

 

 

Figure 99 : Concentrations en TNF- mesurées par test ELISA (n = 2) dans les surnageants de 

cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC CD-chitosan/alginate contenant ou 
pas du piroxicam et activées par du LPS, par rapport à la concentration mesurée dans les surnageants 

de cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS. 

 
Comme pour la production de NO, il semble qu’il y ait une tendance à avoir une 

réduction de la production de TNF- plus importante dans le cas du CoPEC contenant le 

piroxicam, surtout visible aux plus fortes concentrations, mais cet effet n’est toujours pas 

significativement meilleur que dans le cas du CoPEC sans substance active. 

 

Ainsi, il semble que l’inclusion de piroxicam dans le CoPEC CD-chitosan/alginate 

n’améliore pas significativement l’effet anti-inflammatoire du CoPEC. Une hypothèse pour 

justifier ce phénomène est la faible quantité de piroxicam disponible au sein du CoPEC. En 

effet, d’après l’étude de Chiong et al.341 effectuée dans des conditions in vitro comparables à 

celles des tests menés durant ces travaux, pour avoir un effet détectable (de l’ordre de 40 % de 

réduction de la production de NO et de 25 % de réduction de la production de TNF-) du 
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piroxicam seul sur des macrophages RAW 264.7 activés par du LPS, il faut se trouver en 

présence d’une concentration en piroxicam de l’ordre de 600 nmol/mL. Notre hypothèse est 

que le piroxicam qui est disponible aux cellules est celui qui est retenu par des interactions 

faibles au sein des cyclodextrines dans le CoPEC. Dans le cas de la plus forte concentration 

en CoPEC CD-chitosan/alginate + piroxicam testée, c’est-à-dire avec une concentration en 

CoPEC de 2 mg/mL, on a une concentration en CD-chitosan de 0,9 mg/mL, soit une 

concentration en -cyclodextrine de l’ordre de 500 nmol/mL. Selon notre hypothèse, la 

concentration maximale en piroxicam dans le puits est donc de l’ordre de 500 nmol/mL, ce 

qui semble insuffisant pour voir un effet supplémentaire significatif dû à la présence de 

piroxicam. Pour les concentrations en CoPEC moins élevées testées, la concentration en 

piroxicam disponible dans les puits est encore plus faible et l’effet du piroxicam est encore 

moins visible. Ainsi, le CoPEC CD-chitosan/alginate développé présente un effet anti-

inflammatoire si important qu’il masque complétement l’effet additionnel provenant de la 

présence de piroxicam sur la production de NO et de TNF- par des macrophages activés par 

du LPS. 

 

III. 3. Évaluation de l’impact de l’incorporation de prednisolone sur les 

propriétés anti-inflammatoires du CoPEC CD-chitosan/alginate 

 

III. 3. 1. La prednisolone 

 

 La prednisolone, ou (8S,9S,10R,11S,13S,14S,17R)-11, 17-dihydroxy-17-(2-

hydroxyacétyl)-10, 13-diméthyl-6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-dodecahydro-3H-

cyclopenta[a]phenanthren-3-one (Figure 100), est un corticoïde de synthèse utilisé pour ses 

propriétés anti-inflammatoires dans le cadre du traitement de nombreuses maladies telles que 

la polyarthrite, l’asthme ou encore les formes graves de la tuberculose. 

 

 

Figure 100 : Structure de la prednisolone. 
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 En tant que glucocorticoïde, la prednisolone a un effet anti-inflammatoire en inhibant 

la synthèse de la phospholipase A2 et de la cyclo-oxygénase inductible (COX-2) en bloquant 

la libération de l’acide arachidonique ainsi que la formation de prostaglandines et de 

leucotriènes à activité pro-inflammatoire.342 

 La prednisolone est commercialement disponible (Cortisal®, Derinox®, 

Hydrocortancyl®…) sous plusieurs formes pharmaceutiques telles que des suspensions 

injectables, des crèmes ou encore des solutions pour pulvérisation nasale par exemple. 

Tout comme pour le piroxicam, plusieurs travaux ont rapporté la formation de 

complexes d’inclusion entre la prednisolone et la -cyclodextrine. Différents ratios molaires 

prednisolone : -cyclodextrine, de 1 : 1343 ou 1 : 2344, 345 par exemple, peuvent alors être 

obtenus. 

 

III. 3. 2. Incorporation de prednisolone dans les CoPEC 

 

 Tout comme dans le cas du piroxicam, l’incorporation puis l’extraction de la 

prednisolone dans les CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate ont été menées 

suivant la stratégie détaillée en III. 1. 

 50 mg de microparticules des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate ont 

été immergés dans 90 mL de solutions à 1 mg/mL de prednisolone dans du méthanol, pendant 

72 h à 30 °C et 90 tr/min puis les particules ont été récupérées par filtration et lavées avec un 

minimum d’eau ultrapure, avant d’être séchées à l’étuve (37 °C). Elles ont ensuite été broyées 

et tamisées entre 63 et 300 m. D’après l’étude sur la composition du CoPEC CD-

chitosan/alginate du chapitre 3, dans les 50 mg de CoPEC, il y avait 23 mg de CD-chitosan, 

soit 0,013 mmol de -cyclodextrine. Avec 90 mg de prednisolone en solution, soit 0,25 mmol, 

nous étions donc à nouveau en présence d’un excès de prednisolone favorable à son inclusion 

dans les cyclodextrines du CoPEC. 

  

III. 3. 3. Extraction et dosage de la prednisolone incluse dans les CoPEC 

 

 Un protocole similaire à celui d’extraction du piroxicam a été employé pour 

l’extraction de la prednisolone. 

 5,3 mg de CoPEC chitosan/alginate et 5,4 mg de CoPEC CD-chitosan/alginate 

contenant de la prednisolone ont été incubés dans 45 mL de dichlorométhane à 30 °C et 
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130 tr/min pendant 24 h. Le solvant contenant la prednisolone extraite a été récupéré par 

filtration et les particules ont été lavées avec du dichlorométhane pour s’assurer de récupérer 

toute la prednisolone extraite. La prednisolone extraite a été isolée sous forme solide par 

évaporation du solvant sous pression réduite. 

 Afin de quantifier cette prednisolone extraite, un dosage par spectrophotométrie UV-

Visible, inspiré du travail de Ashok et al.,346 a été mis en œuvre. La prednisolone extraite a 

ainsi été dissoute dans 40 mL de méthanol. Une gamme de solutions de prednisolone dans du 

méthanol, avec des concentrations allant de 1,25 à 10 mg/L, a également été préparée. Les 

absorbances à 244 nm des différentes solutions ont alors été mesurées. La courbe étalon 

construite (Figure 101) étant linéaire, la loi de Beer-Lambert a de nouveau pu être utilisée et 

a permis de quantifier la prednisolone extraite des deux types de CoPEC. 

 

 

Figure 101 : Courbe étalon pour le dosage de la prednisolone. 

 
 D’après cette courbe étalon, les concentrations des solutions de prednisolone extraite 

des microparticules de CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate étaient 

respectivement de 3,27 mg/L et 6,41 mg/L. Ces solutions étant chacune d’un volume de 

40 mL, on peut en conclure que 0,13 mg et 0,26 mg de prednisolone ont respectivement été 

extraits des microparticules de CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate. Les masses 

de microparticules de CoPEC desquelles ont été extraites ces quantités de prednisolone étant 

de 5,3 mg et 5,4 mg respectivement pour les CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate, on peut en conclure des teneurs de 25 g de prednisolone/mg de CoPEC 

chitosan/alginate et 48 g de prednisolone/mg de CoPEC CD-chitosan/alginate. 
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 Tout comme avec le piroxicam, la cyclodextrine permet une inclusion plus importante 

de prednisolone dans le matériau. De plus, une certaine inclusion non spécifique, avec de la 

prednisolone probablement piégée dans le CoPEC mais en dehors des cyclodextrines, est à 

nouveau observée. 

 

III. 3. 4. Évaluation de l’impact de l’inclusion de prednisolone dans le CoPEC 

CD-chitosan/alginate sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages 

activés 

 

 Afin d’évaluer l’impact de la présence de prednisolone sur l’effet anti-inflammatoire 

du CoPEC CD-chitosan/alginate, des tests in vitro comparables à ceux menés avec le 

CoPEC contenant le piroxicam ont été conduits. Cette fois, étant donnée la concentration en 

prednisolone dans le CoPEC (48 g/mg), afin de conserver la gamme de concentrations en 

substance active utilisée (de l’ordre de 25, 50, 100 et 200 g/mL), des concentrations en 

CoPEC de 0,5, 1,1, 2,2 et 4,3 mg/mL ont été engagées. En fin de manipulation, les quantités 

de nitrites dans les surnageants des macrophages traités et activés par du LPS ont été dosées 

par test de Griess (Figure 102).  

 

 

Figure 102 : Concentrations en nitrites mesurées par test de Griess (n = 2) dans les surnageants de 

cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC CD-chitosan/alginate contenant ou 

pas de la prednisolone et activées par du LPS, par rapport à la concentration mesurée dans les 

surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS. 
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 De manière similaire au cas du CoPEC contenant le piroxicam, il peut être constaté 

que la présence de prednisolone ne permet pas d’avoir un effet significativement plus 

important du CoPEC CD-chitosan/alginate sur la production de NO par les macrophages 

activés par du LPS. 

 

III. 3. 5. Évaluation de l’impact de l’inclusion de prednisolone dans le CoPEC 

CD-chitosan/alginate sur la production de TNF- par des macrophages activés 

 

 Afin de compléter l’étude, la production de TNF- par les macrophages traités avec le 

CoPEC CD-chitosan/alginate avec et sans prednisolone et activés par du LPS a été évaluée 

par test ELISA dans les surnageants des macrophages en fin d’expérience (Figure 103). 

 

 

 
Figure 103 : Concentrations en TNF- mesurées par test ELISA (n = 2) dans les surnageants de 

cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC CD-chitosan/alginate contenant ou 
pas de la prednisolone et activées par du LPS, par rapport à la concentration mesurée dans les 

surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS. 

 
 De manière cohérente avec les résultats du test de Griess, la présence de prednisolone 

ne permet pas d’accentuer la diminution de production de TNF- par les macrophages activés 

par du LPS et traités avec le CoPEC CD-chitosan/alginate. 

 

 Ainsi, il semble que, tout comme dans le cas du piroxicam, la présence de 

prednisolone dans le CoPEC CD-chitosan/alginate n’améliore pas significativement l’effet 

du matériau sur la production d’oxyde nitrique et de TNF- par des macrophages activés par 
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du LPS. Afin d’évaluer l’effet de concentrations similaires en prednisolone sur le même 

modèle in vitro d’inflammation mais en s’affranchissant du matériau, un complexe -

cyclodextrine/prednisolone a été préparé. 

 

III. 3. 6. Évaluation de l’effet d’un complexe d’inclusion -

cyclodextrine/prednisolone dans le cadre du modèle in vitro d’inflammation 

 

III. 3. 6. 1. Préparation d’un complexe d’inclusion -cyclodextrine/prednisolone 

 

 Un complexe d’inclusion -cyclodextrine/prednisolone de référence a été préparé en 

s’inspirant du travail d’Ali et al.347 Un mélange physique de quantités équimolaires de -

cyclodextrine et de prednisolone a ainsi été humidifié avec un minimum d’un mélange 

éthanol/eau 15/85 v/v puis a été trituré jusqu’à l’obtention d’une pâte. Cette pâte a ensuite été 

séchée sous vide pendant 24 h puis à l’étuve pendant 6 jours afin d’obtenir une poudre de 

complexes d’inclusion -cyclodextrine/prednisolone sèche qui a été utilisée sans autre forme 

de purification. 

 

III. 3. 6. 2. Évaluation de l’effet du complexe d’inclusion -

cyclodextrine/prednisolone sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages 

activés 

 

 La procédure in vitro utilisée pour l’évaluation biologique du CoPEC CD-

chitosan/alginate contenant la prednisolone a également été employée pour évaluer 

biologiquement le complexe d’inclusion -cyclodextrine/prednisolone. Des solutions de 

complexes -cyclodextrine/prednisolone contenant des quantités de prednisolone 

comparables à celles utilisées dans le cas des suspensions de CoPEC CD-chitosan/alginate 

contenant la substance active, c’est-à-dire de l’ordre de 25, 50, 100 et 200 g/mL, ont alors 

été préparées et testées. En fin de manipulation, les quantités de nitrites présentes dans les 

surnageants des macrophages traités avec les complexes et activés par du LPS ont été 

déterminées par un test de Griess (Figure 104). Les résultats sont alors ici comparés à ceux 

obtenus avec le CoPEC CD-chitosan/alginate dont les suspensions étaient de concentrations 

massiques correspondantes à celles des suspensions de CoPEC CD-

chitosan/alginate + prednisolone, elles-mêmes présentant des concentrations en prednisolone 
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de l’ordre de 25, 50, 100 et 200 g/mL donc comparables à celles présentées dans le cas du 

complexe d’inclusion -cyclodextrine/prednisolone. 

 

Figure 104 : Concentrations en nitrites mesurées par test de Griess (n = 2) dans les surnageants de 

cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC CD-chitosan/alginate ou avec un 

complexe d’inclusion −cyclodextrine/prednisolone et activées par du LPS, par rapport à la 

concentration mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du 

LPS. 

  

 Il peut alors être constaté que le complexe d’inclusion -cyclodextrine/prednisolone 

engendre une légère diminution de la production d’oxyde nitrique par les macrophages 

activés. Néanmoins, cet effet paraît très limité et semble bien moins important que l’effet 

produit par le CoPEC CD-chitosan/alginate. Il peut alors être supposé que, tout comme dans 

le cas du piroxicam, la quantité de prednisolone qui peut être incluse dans le CoPEC CD-

chitosan/alginate n’est pas suffisante pour que l’effet additif de cette substance active soit 

perçu, le CoPEC ayant lui-même un effet anti-inflammatoire très important. 

 

 Ainsi, ces dernières études ont permis de confirmer que deux substances actives 

différentes, le piroxicam et la prednisolone, peuvent être incluses dans les CoPEC 

chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate et que le potentiel d’inclusion est logiquement plus 

important dans le cas où le CoPEC contient des cyclodextrines. Des tests in vitro avec le 

CoPEC CD-chitosan/alginate contenant le piroxicam ou la prednisolone ont mis en exergue 

que l’effet intrinsèque du matériau démontré dans la partie II est tellement important que les 

quantités de substance active pouvant être incluses dans celui-ci ne permettent pas d’apporter 
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un effet supplémentaire au CoPEC vis-à-vis de l’inflammation. Cependant, ces résultats 

ouvrent des perspectives très intéressantes pour ce matériau car il pourrait être envisagé d’y 

incorporer des molécules ayant un effet autre qu’anti-inflammatoire afin d’obtenir un 

biomatériau à double-effet thérapeutique. 

 

 

IV. Développement d’une stratégie d’inclusion de molécules 

hydrophiles dans le CoPEC CD-chitosan/alginate 

 

La cavité interne des -cyclodextrines étant hydrophobe, la présence de ces dernières 

au sein des CoPEC ne permet de former des complexes d’inclusion qu’avec des molécules 

hydrophobes par des interactions spécifiques. Afin de donner aux CoPEC la capacité de 

délivrer également des molécules hydrophiles, une nouvelle stratégie a alors été imaginée. 

 

IV. 1. Principe de la stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans le 

CoPEC CD-chitosan/alginate 

 

 La stratégie imaginée consiste à utiliser un lien chimique entre les cyclodextrines et la 

molécule hydrophile qu’il est envisagé d’incorporer dans le matériau. Ce lien est alors 

composé de deux parties : une partie hydrophobe et une partie présentant une fonction 

maléimide. La partie hydrophobe permet de former un complexe d’inclusion avec la -

cyclodextrine présente dans le CoPEC tandis que la fonction maléimide permet de coupler 

n’importe quelle molécule possédant une fonction réactive par rapport à cette fonction, telle 

qu’une fonction thiol (-SH) par exemple. De cette manière, toute molécule, en particulier 

hydrophile, possédant une fonction thiol par exemple pourra être indirectement incorporée 

dans les -cyclodextrines présentes dans le matériau. 

 Dans le cadre de cette stratégie, deux groupements hydrophobes connus pour former 

un complexe d’inclusion avec la -cyclodextrine ont été envisagés : l’adamantane240 et le 

cholestérol.245 Deux molécules (Figure 105) ont alors été synthétisées (voir le détail des 

synthèses dans le chapitre 2).  
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Figure 105 : Molécules à base a) d’adamantane et b) de cholestérol synthétisées et impliquées dans la 

stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans le CoPEC CD-chitosan/alginate. 

 
La Figure 106 illustre alors la stratégie développée dans le cas de la molécule à base 

d’adamantane. Les cyclodextrines liées au CoPEC et accueillant les molécules d’adamantane 

comportant une fonction maléimide peuvent y être distinguées. Les fonctions maléimide, 

ressortant des cavités hydrophobes des cyclodextrines, sont alors disponibles pour réagir avec 

la fonction thiol d’une molécule extérieure. 

 

 

Figure 106 : Illustration de la stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans le CoPEC CD-

chitosan/alginate dans le cas de la molécule à base d’adamantane. 
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IV. 2. Validation expérimentale de la stratégie d’inclusion de molécules 

hydrophiles dans le CoPEC CD-chitosan/alginate dans le cas de la 

molécule d’adamantane contenant une fonction maléimide 

 

IV. 2. 1. Synthèse de la rhodamine-SH comme sonde modèle 

 

 Afin de vérifier la faisabilité de la stratégie d’inclusion détaillée en IV. 1., une 

molécule de rhodamine-SH, pouvant se fixer sur une fonction maléimide et pouvant en même 

temps être suivie en spectrophotométrie, a été synthétisée. 

 Lors de cette synthèse, inspirée du travail de Gasparini et al.,348 un lien amide est 

formé entre la fonction acide carboxylique de la 5(6)-carboxytétraméthyl-rhodamine et la 

fonction amine du chlorhydrate de L-cystéine éthyl ester (Schéma 12). Ce couplage a été 

effectué dans du DMF pendant 24 h à température ambiante, sous atmosphère d’argon, à 

l’abris de la lumière et en présence de PyBOP en tant qu’agent de couplage. L’avancement de 

la réaction et la disparition de la cystéine ont été attestés par CCM. Le solvant a alors été 

éliminé par évaporation sous pression réduite, le résidu a été repris dans du MeOH puis le 

produit brut a été précipité par ajout d’Et2O. Le produit brut a été repris dans du CHCl3 avant 

d’être purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice. La rhodamine-SH a 

finalement été obtenue avec un rendement de 11 %. 

 

 

Schéma 12 : Synthèse de la rhodamine-SH. 

 

La 1H RMN du produit a permis de confirmer la réussite de la synthèse (Figure 107). 

Des signaux correspondant à la partie 5(6)-carboxytétraméthylrhodamine entre 6,9 et 8,6 ppm 
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et à 1,29 ppm, ainsi qu’à la partie cystéine éthyl ester à 4,27 et 1,33 ppm ont en effet pu être 

obtenus et le rapport des intégrations des signaux propres à chacune des deux parties a bien 

suggéré la présence d’une molécule de chaque partie dans le produit final. 

 

 

Figure 107 : Spectre 1H RMN de la rhodamine-SH. 

 
 De plus, l’acquisition d’un spectre d’absorbance UV-Visible d’une solution de la 

rhodamine-SH synthétisée dans du chloroforme (Figure 108) a permis de déterminer la 

longueur d’onde d’absorption maximale du composé, de 544 nm (soit un léger décalage par 

rapport à la longueur d’onde d’absorption maximale de la 5(6)-carboxytétraméthylrhodamine 

de départ, de 555 nm). 

 

 

Figure 108 : Spectre d’absorption d’une solution de rhodamine-SH dans du chloroforme. 
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IV. 2. 2. Inclusion du N-adamantylméthyl maléimide dans des membranes 

chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate 

 

Le N-adamantylméthyl maléimide 9 dont la synthèse a été décrite dans le chapitre 2 a 

été inclus dans des membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate (toutes deux 

présentant une masse de 30 mg), préparées dans une plaque de 24 puits, selon une stratégie 

similaire à celle employée pour l’inclusion des deux substances actives dans les CoPEC. 

D’après les résultats précédents, lors de la préparation de CoPEC CD-

chitosan/alginate, tout l’alginate se retrouve dans le CoPEC final. D’après la méthode de 

formulation employée dans le cas des membranes utilisées lors de cette étude, cela signifie 

que la membrane CD-chitosan/alginate contenait ici 20 mg d’alginate et donc 10 mg de 

CD-chitosan. En suivant les mêmes raisonnements que dans le chapitre 3, le CD-chitosan 

utilisé pour la formulation de cette membrane ayant un degré de substitution de 19 %, cela 

implique que 5,1 mol de -cyclodextrine se trouvaient dans la membrane. Lors de 

l’inclusion du N-adamantylméthyl maléimide, un léger excès de cette molécule (6,1 mol soit 

1,2 équivalent) par rapport aux cyclodextrines a alors été utilisé. 

Les membranes ont été immergées dans des solutions de méthanol contenant le N-

adamantylméthyl maléimide 9 pendant 48 h à 30 °C et 80 tr/min. De la même manière que 

lors de l’inclusion des substances actives, le méthanol étant plutôt hydrophile, ce solvant 

poussait alors les molécules d’adamantane à former des complexes d’inclusion avec les 

cyclodextrines contenues dans la membrane. Après l’inclusion, un lavage d’une heure à l’eau 

ultrapure des membranes a permis d’éliminer le N-adamantylméthyl maléimide se trouvant en 

surface des matériaux. 

 

IV. 2. 3. Réaction de la rhodamine-SH avec le N-adamantylméthyl maléimide 

inclus dans les membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate 

 

 Afin de vérifier la pertinence de la stratégie développée, un essai de réaction entre la 

rhodamine-SH synthétisée (voir en IV. 2. 1.) et le N-adamantylméthyl maléimide se trouvant 

dans les membranes (tout particulièrement dans celle contenant les cyclodextrines) a été 

réalisé. 

 Au cours de cet essai, un léger excès de rhodamine-SH (7,5 mol soit 1,5 équivalent) 

par rapport aux cyclodextrines présentes dans la membrane CD-chitosan/alginate (et donc a 
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priori par rapport aux molécules de N-adamantylméthyl maléimide incluses) a été engagé. 

Les membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate après inclusion du N-

adamantylméthyl maléimide ont ainsi été immergées dans des solutions de rhodamine-SH 

dans du chloroforme, ce solvant étant d’après des essais un des seuls permettant de dissoudre 

la rhodamine-SH. Cette immersion a été réalisée à température ambiante et sur une durée de 

seulement 30 minutes. En effet, le chloroforme étant un solvant hydrophobe, cette courte 

durée permettait d’éviter une sortie du N-adamantylméthyl maléimide des cyclodextrines. De 

plus, les cinétiques associées aux réactions thiol-maléimide étant rapides,349 cette durée était 

dans un même temps suffisante pour que les réactions thiol-maléimide se produisent. Après 

les 30 minutes de réaction, les membranes ont été lavées rapidement et avec un faible volume 

de chloroforme afin d’éliminer la rhodamine-SH se trouvant en surface des matériaux (Figure 

109). Les surnageants, contenant alors la rhodamine-SH ne s’étant pas incluse dans les 

membranes, ont été récupérés et la rhodamine-SH non incluse a finalement été collectée sous 

forme solide par évaporation du solvant sous pression réduite afin de pouvoir être 

ultérieurement quantifiée par spectrophotométrie. 

 

 

Figure 109 : Membrane CD-chitosan/alginate a) avant et b) après inclusion du N-adamantylméthyl 

maléimide et réaction avec la rhodamine-SH. 

 

IV. 2. 4. Quantification de la rhodamine-SH incluse dans les membranes 

chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate 

 

La rhodamine-SH non incluse dans les deux membranes a été quantifiée par 

spectrophotométrie UV-Visible, à 544 nm (la longueur d’onde d’absorption maximale du 

fluorophore). 

 Une gamme de solutions de rhodamine-SH dans du chloroforme avec des 

concentrations allant de 10,5 à 84 mg/L a alors été préparée. La rhodamine-SH non incluse 

dans les deux membranes a été dissoute dans 20 mL de CHCl3 puis les deux solutions 

obtenues ont été diluées au 1/5 dans du CHCl3. Les absorbances à 544 nm des échantillons et 
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des solutions constituant la gamme ont été mesurées au spectrophotomètre UV-Visible et la 

courbe étalon obtenue (Figure 110) étant linéaire, elle a permis de quantifier la rhodamine-

SH non incluse dans les matériaux. 

 

Figure 110 : Courbe étalon pour le dosage de la rhodamine-SH. 

 
 Les solutions obtenues à partir de la rhodamine-SH non incluse dans les membranes 

chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate avaient respectivement des absorbances de 0,24 et 

0,18. D’après la courbe étalon et en tenant compte de la dilution des solutions, il peut alors 

être déduit que respectivement 4,09 et 3,04 mg de rhodamine-SH sur les 4,2 mg de départ ne 

se sont pas inclus dans les membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate. Il en est 

déduit que seulement 0,11 mg (0,2 mol soit moins de 3 % de la quantité de rhodamine-SH 

ajoutée initialement) de rhodamine-SH s’est inclus dans la membrane chitosan/alginate, tandis 

que 1,16 mg (2,1 mol soit 28 % de la quantité de rhodamine-SH ajoutée initialement) de 

rhodamine-SH s’est inclus dans la membrane CD-chitosan/alginate. 

 De cette expérience, il peut alors être considéré que la stratégie mise en œuvre est 

efficace dans le cadre de l’inclusion de molécules, en particulier hydrophiles, dans le CoPEC 

CD-chitosan/alginate. En effet, les molécules d’adamantane contenant une fonction 

maléimide qui ont été incluses dans les cyclodextrines du matériau ont permis de former une 

sorte d’ancre qui est alors disponible pour y coupler une molécule contenant une fonction 

thiol. Le contrôle constitué par la membrane chitosan/alginate ne contenant pas de 

cyclodextrines, qui n’a quasiment pas donné lieu à une fixation de rhodamine-SH (moins de 

3 % de la quantité ajoutée initialement) au sein du matériau, permet en outre de conclure que 

ce sont bien les cyclodextrines qui permettent d’accueillir les molécules d’adamantane et par 
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conséquent qui permettent d’inclure des molécules contenant un groupement thiol dans les 

matériaux. Ces molécules étant alors a priori incluses via des interactions faibles avec les 

cyclodextrines, elles devraient donc pouvoir être libérées lors d’une utilisation du matériau à 

des fins thérapeutiques. Afin de confirmer la validité de cette stratégie, des tests similaires 

impliquant les molécules de cholestérol contenant une fonction maléimide dont la synthèse est 

détaillée dans le chapitre 2 devront être effectués dans un avenir proche. 

  

 Ainsi, une stratégie permettant d’incorporer des molécules hydrophiles, présentant un 

groupement réactif vis-à-vis de fonctions maléimides, au sein des matériaux à base d’alginate 

et de CD-chitosan a été mise en place avec succès. Cette stratégie permet alors de compléter 

la capacité d’accueil de molécules dans les matériaux, initialement exclusivement réservés à 

l’accueil de molécules hydrophobes dans les cyclodextrines. Cela laisse prédire un futur 

prometteur pour ces matériaux, qui ont désormais, en plus de leur effet anti-inflammatoire 

intrinsèque, la capacité d’accueillir un nombre incalculable de molécules actives et dont les 

capacités thérapeutiques peuvent alors être ajustées en fonction de l’application envisagée. 
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V. Conclusion partielle 

 

 Ainsi, les différents CoPEC à base d’alginate, de chitosan, de CD-alginate et de 

CD-chitosan préparés par ultracentrifugation ont été évalués, sous forme de microparticules, 

dans le cadre d’un modèle in vitro d’inflammation impliquant des macrophages activés par du 

lipopolysaccharide. Les CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate, non cytotoxiques, 

ont montré des propriétés anti-inflammatoires très intéressantes en réduisant la production 

d’oxyde nitrique et de cytokine pro-inflammatoire TNF- ainsi que l’expression du marqueur 

d’activation CD40 par les macrophages activés et en « restaurant » la prolifération cellulaire. 

Un effet légèrement plus marqué a pu être noté dans le cas du CoPEC CD-chitosan/alginate 

et il a été montré que l’effet anti-inflammatoire de ce CoPEC n’est pas dû à un piégeage du 

LPS ou des cytokines dans les cyclodextrines présentes au sein du matériau. Ces deux CoPEC 

possèdent donc des propriétés anti-inflammatoires intrinsèques et une étude permet de 

présumer que ces propriétés proviennent du chitosan et du CD-chitosan. Ce caractère anti-

inflammatoire intrinsèque, rarement observé dans des biomatériaux, constitue alors un 

avantage certain pour l’utilisation biomédicale de ces CoPEC, en particulier dans le cadre de 

la prise en charge de maladies inflammatoires chroniques telles que l’arthrose ou même le 

cancer. 

 Deux études, impliquant deux substances actives anti-inflammatoires hydrophobes 

modèles, le piroxicam et la prednisolone, ont permis de confirmer que ces molécules actives 

peuvent s’inclure dans les CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate et que 

l’inclusion est, de manière logique, plus importante en présence des cyclodextrines. Des 

études selon le modèle in vitro d’inflammation ont cependant révélé que la présence de ces 

anti-inflammatoires dans le CoPEC CD-chitosan/alginate n’améliore pas de manière 

significative l’effet anti-inflammatoire de ce matériau, cet effet étant déjà très important dans 

le cas du CoPEC seul. Ces études ouvrent alors des perspectives prometteuses pour le CoPEC 

CD-chitosan/alginate car il peut maintenant être envisagé d’inclure d’autres types de 

substances actives apportant des propriétés que le CoPEC ne possède pas intrinsèquement, 

afin de développer des matériaux ayant simultanément plusieurs effets thérapeutiques. 

 Finalement, afin de ne pas restreindre la capacité de vectorisation du nouveau CoPEC 

CD-chitosan/alginate aux seules molécules actives hydrophobes, une stratégie d’inclusion de 

molécules hydrophiles a été imaginée et mise en œuvre dans un premier temps sur des 

membranes préparées par sédimentation et évaporation. Cette stratégie est alors basée sur 
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l’utilisation d’un lien constitué d’une partie formant un complexe d’inclusion avec les -

cyclodextrines présentes dans les matériaux, comme l’adamantane, et d’une fonction 

maléimide qui peut alors servir d’ancre pour coupler diverses molécules hydrophiles 

contenant une fonction réactive avec la fonction maléimide, comme un thiol par exemple. 

Cette stratégie a alors été validée par l’utilisation d’une molécule de 5(6)-

carboxytétraméthylrhodamine modifiée contenant une fonction thiol et permet alors d’élargir 

la gamme de molécules actives pouvant être incluses dans le CoPEC CD-chitosan/alginate 

développé.  
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VI. Partie expérimentale 

 

VI. 1. Généralités 

 

VI. 1. 1. Chimie 

 

Les solvants étaient obtenus commercialement et utilisés sans purification préalable. 

L’eau ultrapure (18 m) était obtenue à partir d’un appareil Elga de chez Veolia. 

Le chitosan (poids moléculaire moyen de 250 000 g/mol, viscosité de 30-100 cP, 

degré de désacétylation > 90 %) était de chez Glentham Life Sciences et l’alginate de sodium 

(poids moléculaire moyen de 155 000 g/mol, viscosité de 15-20 cP, taux M/G de 1,56) de 

chez Sigma-Aldrich. Le piroxicam, la -cyclodextrine et la DIEA provenaient de chez Alfa 

Aesar, la prednisolone de chez Sigma-Aldrich. La 5(6)-carboxytétraméthyl-rhodamine et le 

PyBOP étaient de chez Novabiochem et le chlorhydrate de L-cystéine éthyl ester de chez 

Acros Organics. 

Les CCM ont été réalisées sur des plaques de gel de silice 60 F254 de chez Merck. 

Les analyses de spectrophotométrie UV-Visible ont été effectuées sur un 

spectrofluorimètre FLX-Xenius via le logiciel SP 2000 de chez SAFAS Monaco. 

Le spectre RMN a été acquis sur un spectromètre Bruker Advance DPX 400. Le 

méthanol deutéré était de chez Sigma-Aldrich. 

Le rotateur 3D était un modèle PS-M3D de chez Grant Instruments (Cambridge, 

Royaume-Uni). 

 

VI. 1. 2. Biologie 

 

Les macrophages murins RAW 264.7 (ATCC® TIB-71TM) étaient cultivés dans du 

DMEM contenant de la glutamine stabilisée, complété avec 5 % (v/v) de SVF et 

éventuellement 1000 U/mL de pénicilline et 100 g/mL de streptomycine, à 37 °C, 5 % de 

CO2 et 95 % d’humidité. Tous les milieux et compléments provenaient de chez Sigma-

Aldrich. 

Le LPS d’Escherichia coli (K12) était de chez Invivogen (San Diego, CA) 
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Pour les tests ELISA, les anticorps murins anti-TNF- purifiés (clone 1F3F3D4) et 

biotinylés (clone XT3/XT22) étaient de chez eBioscience/ThermoFischer Scientific. Les 

anticorps murins anti-IL-6 purifiés (clone MPS-20F3) et biotinylés (clone MPS-32C11) 

provenaient de chez BioLegend. L’avidine-HRP provenait de chez Jackson (West Grove, 

PA). 

Pour la cytométrie, le cytomètre était un FACSCalibur de chez BD (Franklin Lake, 

NJ). Le logiciel CellQuest a été utilisé pour l’acquisition des données. L’analyse des données 

a été faite via le logiciel FlowJo (FlowJo Inc). La « Fixable Viability Dye » (FVD) 

eFLUORTM 660 et l’anticorps monoclonal clone SolA15 Ki-67 étaient de chez eBioscience. 

Le CD40 APC clone 3/23 provenait de chez BD Biosciences (San Jose, CA). 

Les analyses statistiques ont été menées avec le logiciel GraphPad Pism 5.0 en 

effectuant une ANOVA à comparaisons multiples à deux facteurs sur mesures répétées avec 

une correction de Sidak. 

 

VI. 2. Quantification des différents marqueurs utilisés pour évaluer l’effet 

des matériaux sur les cellules 

 

VI. 2. 1. Évaluation de la viabilité des cellules 

 

L’évaluation de la viabilité des macrophages a été réalisée par cytométrie en flux à 

partir des cellules récupérées en fin d’expérience. 

Les cellules sont récupérées à environ 90 % de confluence en utilisant une solution de 

trypsine (0,5 g/L) - EDTA (0,2 g/L) pendant 5 minutes à 37 °C puis sont diluées dans du 

milieu de culture. Du PBS complété avec 2 % de SVF est utilisé pour laver et diluer le FVD et 

les cellules. Les cellules (105) sont marquées avec du Fixable Viability Dye eFLUORTM 660 

dilué au 1/2000 pendant 10-15 minutes à 37 °C. Les cellules sont ensuite analysées au 

cytomètre. 

 

VI. 2. 2. Quantification de la production d’oxyde nitrique par les macrophages 

 

 Les concentrations en nitrites, eux-mêmes représentatifs de la production d’oxyde 

nitrique par les macrophages, dans les surnageants cellulaires, étaient déterminées par un test 

de Griess. 60 L de réactif de Griess (mélange v/v de solutions de p-aminobenzene 
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sulfonamide 58,1 mM dans du CH3COOH 30 % aqueux et de N-(1-naphtyl)ethylenediamine 

dihydrochloride 3,9 mM dans du CH3COOH 60 % aqueux) sont ajoutés à 40 L de 

surnageant cellulaire puis l’absorbance à 543 nm de la solution ainsi obtenue est acquise et 

comparée à une courbe d’étalonnage préparée à partir de solutions de nitrite de sodium. 

 

VI. 2. 3. Quantification de la production de TNF- par les macrophages 

 

 La quantification de la production de TNF- par les macrophages est effectuée par test 

ELISA sur les surnageants cellulaires. L’anticorps de capture (anticorps murin anti-TNF- 

purifié), dilué à 1 g/mL dans un tampon carbonate/bicarbonate 0,05 M à pH 9,6, est fixé 

pendant une nuit à 4 °C avant d’être bloqué par ajout de PBS Tween 20 0,05 % BSA 1 % 

(1 h, 37 °C). Les échantillons (surnageants cellulaires) sont ensuite dilués dans du PBS et 

incubés avec l’anticorps de capture (2 h, 37 °C) avant que l’anticorps de détection (anticorps 

murin anti-TNF- biotinylé), dilué à 0,5 g/mL dans du PBS Tween 20 0,05 % BSA 1 %, ne 

soit ajouté (1 h, 37 °C). L’avidine-HRP est ensuite ajoutée (45 minutes, 37 °C) et la révélation 

est conduite par ajout d’une solution de tétraméthylbenzidine 1,25 mM et de H2O2 13,05 mM 

dans un tampon citrate 0,1 M à pH 5. La révélation est arrêtée par ajout de HCl 1 M aqueux et 

l’absorbance des solutions à 450 nm est acquise et comparée à une courbe d’étalonnage 

construite à partir de solutions standard de TNF-. 

 

VI. 2. 4. Quantification de la production d’IL-6 par les macrophages 

 

La quantification de la production d’IL-6 par les macrophages est réalisée par un test 

ELISA selon le même protocole que pour la quantification du TNF- à l’exception de la 

dilution de l’anticorps de capture qui dans le cas de l’IL-6 est faite à 0,5 g/mL. 

 

VI. 2. 5. Quantification de l’expression de CD40 par les macrophages 

 

La quantification de l’expression de CD40 par les macrophages a été réalisée par 

cytométrie en flux à partir des cellules récupérées en fin d’expérience. 

Les cellules sont récupérées à environ 90 % de confluence en utilisant une solution de 

trypsine (0,5 g/L) - EDTA (0,2 g/L) pendant 5 minutes à 37 °C puis sont diluées dans du 

milieu de culture. Du PBS complété avec 2 % de SVF est utilisé pour laver et diluer 
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l’anticorps et les cellules. Les cellules (105) sont marquées avec du CD40 APC à 1 g/mL 

pendant 15 minutes à 4 °C. Les cellules sont ensuite analysées au cytomètre. 

 

VI. 2. 6. Quantification de l’expression de Ki-67 par les macrophages 

 

La quantification de l’expression de Ki-67 par les macrophages a été réalisée par 

cytométrie en flux à partir des cellules récupérées en fin des expériences. 

Les cellules sont récupérées à environ 90 % de confluence en utilisant une solution de 

trypsine (0,5 g/L) - EDTA (0,2 g/L) pendant 5 minutes à 37 °C puis sont diluées dans du 

milieu de culture. Du PBS complété avec 2 % de SVF est utilisé pour laver et diluer 

l’anticorps et les cellules. Les cellules (105) sont fixées avec du PFA 1 % puis elles sont 

perméabilisées avec de l’acétone pure froide avant d’ajouter du Ki-67 monoclonal à 

0,25 g/mL pendant 1 h à température ambiante. Les cellules sont ensuite analysées au 

cytomètre. 

 

VI. 3. Déroulement des tests biologiques in vitro 

 

VI. 3. 1. Tests biologiques préliminaires sur les CoPEC contenant du CD-

alginate 

 

Ces tests ont été conduits sur trois jours. Le premier jour, 100 000 cellules/puits avec 

un volume final de milieu de culture (RPMI-1640 AQmediaTM complété avec 10 % (v/v) de 

SVF, 1000 U/mL de pénicilline et 100 g/mL de streptomycine) sont incubées dans une 

plaque de 96 puits à fonds plats pendant 24 h à 37 °C. Le deuxième jour, les cellules sont 

traitées avec les CoPEC sous forme de microparticules avec des concentrations allant de 

0,025 à 1 mg/mL et la plaque est replacée à 37 °C pendant 24 h. Le troisième jour, les 

surnageants sont collectés pour des dosages ultérieurs. 

 

VI. 3. 2. Déroulement global des tests in vitro pour l’évaluation de l’impact des 

CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate sur l’inflammation 

 

 Les études in vitro menées sur les CoPEC étaient conduites sur 3 jours. Le premier 

jour, 50 000 cellules/puits sont incubées avec des suspensions de microparticules de CoPEC 



Chapitre 4 : Premières évaluations biologiques de l’effet des CoPEC à base de chitosan et d’alginate 

fonctionnalisés avec la -cyclodextrine 

 

 218 

de concentrations allant de 0,0677 à 2,2 mg/mL dans une plaque de 96 puits à fonds plats 

(volume final de 100 L) pour une durée de 24 h à 37 °C. Le deuxième jour, les cellules sont 

activées avec 50 ng/mL de LPS. Le troisième jour, les surnageants sont récupérés pour les 

dosages ultérieurs. Lors des études de cytométrie, les cellules sont également collectées le 

troisième jour. 

 

VI. 3. 3. Évaluation de l’éventuel piégeage du LPS dans le CoPEC CD-

chitosan/alginate 

 

Le premier jour, 100 l d’une suspension à 1 mg/mL de CoPEC CD-

chitosan/alginate sous forme de microparticules ≤ 300 m dans du milieu de culture sont 

incubés avec 10 L de LPS à 500 ng/mL pendant 24 h à 37 °C dans une plaque de 96 puits à 

fonds plats. En parallèle, 50 000 cellules/puits sont ensemencées et incubées pendant 24 h à 

37 °C dans une autre plaque. Le deuxième jour, le surnageant des cellules est éliminé, le 

surnageant de l’échantillon de CoPEC est placé sur les cellules après filtration à travers un 

filtre Flowmi Cell Srainers, 70 M (Clenceware) et la plaque est à nouveau placée pendant 

24 h à 37 °C. Le troisième jour, le surnageant des cellules est récupéré et un dosage de Griess 

est mené sur celui-ci. 

 

VI. 3. 4. Évaluation de l’éventuel piégeage du TNF- dans le CoPEC CD-

chitosan/alginate 

 

Le premier jour, 100 l d’une suspension à 1 mg/mL de CoPEC CD-

chitosan/alginate sous forme de microparticules ≤ 300 m dans du milieu de culture sont 

incubés pendant 24 h à 37 °C dans une plaque de 96 puits à fonds plats. Le deuxième jour, 

10 L d’une solution à 20 ng/mL de TNF- dans du milieu de culture sont ajoutés dans 

l’échantillon et la plaque est de nouveau placée 24 h à 37 °C. Le troisième jour, le surnageant 

de l’échantillon est récupéré et la concentration en TNF- dans le surnageant est par la suite 

déterminée par ELISA. 
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VI. 3. 5. Évaluation de l’impact de l’alginate, du chitosan et du CD-chitosan sur 

l’activation des macrophages 

 

Cette étude a été conduite sur 3 jours. Le premier jour, 50 000 cellules/puits sont 

incubées avec des suspensions ou solutions de polyélectrolytes de concentrations allant de 

0,0677 à 2,2 mg/mL dans une plaque de 96 puits à fonds plats (volume final de 100 L) pour 

une durée de 24 h à 37 °C. Le deuxième jour, les cellules sont activées avec 50 ng/mL de 

LPS. Le troisième jour, les surnageants sont récupérés pour les dosages ultérieurs. 

 

VI. 4. Inclusion de substances actives dans les CoPEC chitosan/alginate et 

CD-chitosan/alginate 

 

VI. 4. 1. Inclusion de piroxicam dans les CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate 

 

300 mg de microparticules de CoPEC sont incubés dans 90 mL d’une solution à 

1 mg/mL de piroxicam dans du MeOH pendant 72 h à 30 °C et 90 tr/min. Les particules sont 

récupérées par filtration et sont lavées avec un minimum d’eau ultrapure. Elles sont séchées à 

37 °C pendant 24 h avant d’être broyées et tamisées à 300 m. 

 Afin de quantifier le piroxicam inclus dans les particules, ce piroxicam est dans un 

premier temps extrait des particules sèches. Pour cela, 9,9 mg de chaque poudre de CoPEC 

contenant du piroxicam sont incubés dans 20 mL de CH2Cl2 pendant 24 h à 130 tr/min et 

30 °C. Le solvant est récupéré par filtration, les particules sont lavées au CH2Cl2 et le solvant 

contenant le piroxicam extrait est évaporé sous pression réduite afin de récupérer l’extraction 

sous forme solide. Le piroxicam extrait est alors dissous dans 20 mL de MeOH puis dilué au 

1/5 dans du HCl 0,1 M aqueux avant d’être quantifié par spectrophotométrie UV-Visible à 

333 nm en construisant une courbe d’étalonnage à partir de solutions de piroxicam dans du 

HCl 0,1 M aqueux, avec une gamme de concentrations allant de 5 à 20 mg/L. 
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VI. 4. 2. Inclusion de prednisolone dans les CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate 

 

50 mg de microparticules de CoPEC sont incubés dans 90 mL d’une solution à 

1 mg/mL de prednisolone dans du MeOH pendant 72 h à 30 °C et 90 tr/min. Les particules 

sont récupérées par filtration et sont lavées avec un minimum d’eau ultrapure. Elles sont 

séchées à 37 °C pendant 4 jours avant d’être broyées et tamisées entre 63 et 300 m. 

Pour quantifier la prednisolone incluse dans les particules, cette prednisolone est 

extraite en incubant 5 mg de chaque poudre de CoPEC contenant de la prednisolone dans 

45 mL de CH2Cl2 pendant 24 h à 130 tr/min et 30 °C. Le solvant est récupéré par filtration, 

les particules sont lavées au CH2Cl2 et le solvant contenant la prednisolone extraite est 

évaporé sous pression réduite. La prednisolone extraite est alors dissoute dans 40 mL de 

MeOH puis quantifiée par spectrophotométrie UV-Visible à 244 nm en construisant une 

courbe d’étalonnage à partir de solutions de prednisolone dans du MeOH, avec une gamme de 

concentrations allant de 1,25 à 10 mg/L. 

 

VI. 5. Préparation d’un complexe d’inclusion -cyclodextrine/prednisolone 

  

 200 mg (0,18 mmol, 1 éq) de -cyclodextrine et 63 mg (0,18 mmol, 1 éq) de 

prednisolone sont mélangés physiquement. Un volume minimal d’un mélange EtOH/H2O 

15/85 v/v est alors ajouté à la poudre obtenue et le mélange est trituré dans un mortier jusqu’à 

obtention d’une pâte. La pâte est alors séchée, d’abord sous vide pendant 24 h puis à l’étuve 

(37 °C) pendant 6 jours. 130 mg de poudre de complexes d’inclusion -

cyclodextrine/prednisolone sont alors obtenus sous forme sèche et la poudre est utilisée dans 

les tests sans autre forme de purification. 
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VI. 6. Mise en place de la stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles 

dans les CoPEC 

 

VI. 6. 1. Synthèse de rhodamine-SH 

 

 

PM = 561,6 g/mol 

 

103 mg (0,24 mmol, 1 éq) de 5(6)-carboxytétraméthyl-rhodamine et 125 mg 

(0,24 mmol, 1 éq) de PyBOP sont dissous dans 15 mL de DMF anhydre sous atmosphère 

d’argon. 108 L (0,62 mmol, 2,6 éq) de DIEA sont ajoutés et le mélange est agité 5 minutes à 

température ambiante. 45 mg (0,24 mmol, 1 éq) de chlorhydrate de L-cystéine éthyl ester, 

préalablement dissous dans 3 mL de DMF anhydre, sont ensuite introduits et le mélange est 

agité à température ambiante, sous atmosphère d’argon et à l’abri de la lumière pendant 24 h. 

La disparition de la L-cystéine est suivie par CCM (éluant = CHCl3/MeOH, 5/1 v/v, Rf = 

0,76). Le solvant est évaporé sous pression réduite, le résidu est repris dans 1 mL de MeOH 

puis le produit est précipité par ajout de 20 mL d’Et2O. Le produit est lavé à l’Et2O puis il est 

repris dans du CHCl3 afin d’être purifié par chromatographie sur colonne (phase 

stationnaire : silice, éluant : CHCl3 puis CHCl3/MeOH, 5/1 v/v) pour conduire à 15 mg 

(0,03 mmol) de rhodamine-SH. 

Rendement : 11 %. 

1H RMN, MeOD :  (ppm) = 8,58 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 8,08 (dd, 1H, J = 7,8 ; 1,8 Hz), 

7,39 (d, 1H, J = 7,9 Hz), 7,27 (dd, 2H, J = 9,5 ; 1,6 Hz), 7,03 (dd, 2H, J = 9,4 ; 2,1 Hz), 6,93 

(d, 2H, J = 2,4 Hz), 4,27 (m, 2H), 3,29 (s, 12H), 2,86 (d, 1H, J = 0,6 Hz), 1,33 (t, 3H, J = 

7,1 Hz), 1,29 (s, 3H). 
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VI. 6. 2. Inclusion de N-adamantylméthyl maléimide dans des membranes 

chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate 

 

 Une membrane chitosan/alginate et une membrane CD-chitosan/alginate (ayant 

chacune une masse de 30 mg) préparées dans une plaque de 24 puits sont immergées dans des 

solutions de 1,5 mg (6,1 mol) de N-adamantylméthyl maléimide dans 10 mL de MeOH et 

sont placées à 30 °C et 80 tr/min pendant 48 h. Les membranes sont ensuite récupérées et 

lavées dans 5 mL d’eau ultrapure pendant 1 h. 

 

VI. 6. 3. Réaction entre la rhodamine-SH et le maléimide contenu dans les 

membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate 

 

 Les membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate après inclusion de N-

adamantylméthyl maléimide sont immergées dans des solutions de 4,2 mg (7,5 mol) de 

rhodamine-SH dans 4,2 mL de CHCl3 et sont placées sur un rotateur 3D à température 

ambiante et avec un mouvement orbital à 50 tr/min pendant 30 minutes. Les membranes sont 

ensuite lavées avec 1 mL de CHCl3 et les surnageants sont récupérés pour doser la 

rhodamine-SH non incluse qui est alors récupérée sous forme solide par évaporation du 

solvant sous pression réduite. 

 

VI. 6. 4. Dosage de la rhodamine-SH non incluse dans les membranes 

chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate 

 

 La rhodamine-SH non incluse dans les membranes chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate est dissoute dans 20 mL de CHCl3 puis les deux solutions obtenues sont 

diluées au 1/5 dans du CHCl3. La rhodamine-SH est alors quantifiée par spectrophotométrie 

UV-Visible à 544 nm en construisant une courbe d’étalonnage à partir de solutions de 

rhodamine-SH dans du CHCl3, avec une gamme de concentrations allant de 10,5 à 84 mg/L. 
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 L’objectif de ces travaux de thèse était la fonctionnalisation de Complexes de 

Polyélectrolytes Compacts (CoPEC) à base de chitosan et d’alginate, dans l’optique d’obtenir 

des biomatériaux biosourcés capables de contenir et relarguer des substances actives. 

 Au cours de ces travaux, les deux polyélectrolytes de départ, le chitosan et l’alginate 

de sodium, ont été fonctionnalisés par la -cyclodextrine (CD), une molécule-cage formant 

des complexes d’inclusion réversibles avec de nombreuses molécules hydrophobes. Pour cela, 

la -cyclodextrine a au préalable été chimiquement modifiée afin d’être réactive vis-à-vis des 

groupements fonctionnels des polymères. 

 Des CoPEC à base du chitosan et de l’alginate fonctionnalisés avec la -cyclodextrine 

ont ensuite été formulés. A la suite d’évaluations biologiques in vitro précoces, l’intérêt s’est 

rapidement porté sur le couple CD-chitosan/alginate. Deux méthodes distinctes ont été mises 

en œuvre pour formuler les matériaux à base de ces deux polyélectrolytes : 

l’ultracentrifugation et la sédimentation/évaporation. Cela a permis d’obtenir des matériaux 

sous différentes formes. Tout d’abord, par ultracentrifugation, des CoPEC bruts de type 

implant ainsi que des microparticules ont été obtenus. Des méthodes, basées sur 

l’incorporation de microparticules de carbonate de calcium au cours du procédé de 

formulation et sur leur dissolution ultérieure en milieu acide, ont été développées afin 

d’obtenir des versions poreuses de ces deux formes. Il a notamment été démontré que la 

porosité des matériaux de type implant pouvait facilement être contrôlée en modulant les 

conditions de formulation. Ensuite, par sédimentation/évaporation, des membranes 

spontanément poreuses ont été mises en forme et il a été démontré que les dimensions des 

membranes obtenues pouvaient également être simplement contrôlées en diversifiant les 

paramètres de formulation. La composition exacte du CoPEC CD-chitosan/alginate a été 

déterminée en marquant l’alginate avec un fluorophore. 

 Les propriétés biologiques intrinsèques des CoPEC chitosan/alginate et CD-

chitosan/alginate ont été évaluées selon un modèle in vitro d’inflammation, impliquant des 

macrophages activés au lipopolysaccharide. Les évaluations biologiques ont alors tout 

d’abord démontré un caractère non cytotoxique des CoPEC à base d’alginate et de chitosan, 

fonctionnalisé ou non par la -cyclodextrine. De plus, ces deux matériaux ont montré des 

propriétés anti-inflammatoires intrinsèques. Ils ont en effet d’une part réduit la production 

d’oxyde nitrique et de cytokine pro-inflammatoire TNF- par les macrophages activés. 

D’autre part, ils ont permis de diminuer l’expression du marqueur d’activation CD40 par les 

macrophages activés, tout en « restaurant » la prolifération de ces cellules. Des évaluations 
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contrôles ont de plus permis de confirmer que ces effets ne provenaient pas simplement d’un 

piégeage du lipopolysaccharide ou du TNF- dans les matériaux et en particulier dans les 

cyclodextrines, validant le caractère intrinsèque de ces effets anti-inflammatoires. Une 

hypothèse selon laquelle ces effets proviendraient principalement du chitosan et du CD-

chitosan a également pu émerger à la suite d’une autre évaluation contrôle. 

 Deux substances actives anti-inflammatoires modèles, le piroxicam et la prednisolone, 

ont été incorporées avec succès dans les CoPEC, fonctionnalisés ou non par la -

cyclodextrine. Les essais ont alors permis d’affirmer que la présence des cyclodextrines 

permet une augmentation considérable de la quantité de substance active pouvant être 

contenue. En revanche, les effets anti-inflammatoires intrinsèques du CoPEC CD-

chitosan/alginate étaient si prononcés que l’incorporation de molécules anti-inflammatoires 

n’a pas permis d’intensifier notablement ces effets. 

 Enfin, une stratégie d’inclusion de substances actives ne présentant pas un caractère 

hydrophobe a été imaginée. Cette stratégie consiste en l’utilisation de molécules comportant 

une partie formant un complexe d’inclusion avec la -cyclodextrine et une fonction 

maléimide réactive vis-à-vis de fonctions chimiques telles que des thiols. Un premier essai, 

conduit avec une molécule d’adamantane contenant une fonction maléimide et un fluorophore 

modifié contenant une fonction thiol, a permis de valider cette stratégie, permettant d’élargir 

le champ d’application du CoPEC CD-chitosan/alginate à un nombre incalculable de 

substances actives. 

 

 Ces travaux de recherche constituent une preuve de concept permettant d’affirmer que 

le nouveau CoPEC développé, à base de CD-chitosan et d’alginate, possède des propriétés 

anti-inflammatoires intrinsèques ainsi que la capacité de contenir et relarguer diverses 

substances actives. Il s’agirait maintenant de caractériser de manière approfondie ce nouveau 

matériau, tout particulièrement d’un point de vue mécanique. En effet, la présence de 

cyclodextrines sur les chaînes de chitosan réduit le nombre d’interactions entre les chaînes de 

polyélectrolytes, ce qui devrait avoir un léger effet sur les propriétés mécaniques (module de 

Young, élasticité…) du matériau par rapport au CoPEC chitosan/alginate de référence. De 

plus, une étude de la biodégradabilité en milieu physiologique de ce nouveau CoPEC serait à 

mener afin de déterminer si ce matériau serait capable d’être naturellement éliminé au cours 

du temps après une éventuelle implantation dans le corps humain. En outre, la suite logique 

de ces travaux serait d’inclure une substance active différente d’un anti-inflammatoire, 
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comme une molécule anti-tumorale par exemple, dans ce CoPEC afin d’obtenir un matériau 

présentant plusieurs effets thérapeutiques combinés, celui-ci étant déjà intrinsèquement anti-

inflammatoire. Dans ce cas, des études cinétiques seraient également à mener afin d’évaluer 

le profil de libération de substances actives à partir des CoPEC fonctionnalisés pour mieux 

cibler les applications biomédicales envisageables. Il serait de plus intéressant d’évaluer les 

capacités thérapeutiques des versions poreuses de CoPEC formulées au cours de cette thèse. 

En effet, la surface de contact plus importante dans le cas de ces matériaux poreux devrait 

engendrer des effets accrus de ces CoPEC. Il serait aussi avantageux de confirmer la stratégie 

d’inclusion de molécules non hydrophobes dans les matériaux, notamment en utilisant la 

molécule de cholestérol contenant une fonction maléimide synthétisée lors de ces travaux. De 

nouveaux CoPEC biosourcés, par exemple à base d’associations de protéines ou d’autres 

polymères d’origine naturelle, pourraient également élargir encore le champ d’application de 

ces matériaux avec éventuellement d’autres effets thérapeutiques propres. Enfin et à plus 

longue échéance, des évaluations in vivo des diverses formes de CoPEC fonctionnel 

développées permettraient de valider définitivement le potentiel d’application de ces 

biomatériaux. 

 

 A terme, ce type de CoPEC pourrait trouver de nombreuses applications en tant que 

biomatériau, dans le cadre du traitement de maladies pour lesquelles plusieurs effets 

thérapeutiques simultanés seraient bénéfiques, comme dans le cas du cancer par exemple. La 

diversité de formes pouvant être présentées par le biomatériau final (implant, microparticules, 

membrane) constituerait alors un avantage permettant d’adapter le CoPEC à chaque 

application thérapeutique envisagée. D’autres types d’application pourraient également 

émaner de ce matériau, notamment dans le domaine du support cellulaire 3D. En effet, la 

porosité pouvant être présentée par ces CoPEC ainsi que sa capacité à contenir divers 

éléments, comme par exemple un peptide d’adhésion de type RGD cyclique contenant une 

fonction thiol pouvant réagir avec les fonctions maléimides contenues dans les matériaux, 

sont des propriétés particulièrement propices à la colonisation cellulaire de ces édifices. 
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