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Liste des abréviations et symboles

A : Absorbance

Azo : Azobenzene

C* : Concentration critique de recouvrement

C** : Concentration critique d’enchevétrement

CD : Cyclodextrine

CDCls : Chloroforme deutéré

6 : Déplacement chimique

D : Dispersité des masses molaires

D,0 : Eau deutérée

DDL : Diffusion dynamique de la lumiére

DMSO : Diméthylsulfoxide

DMF : N,N-Diméthylformamide

DOSY : ‘Diffusion Ordered SpectroscopY’

DPpox : Degré de polymérisation du greffon de polyoxazoline
DP, : degré de polymérisation

DS : Degré de substitution

EDC : 1-Ethyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide
FTIR : Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
HA : Acide hyaluronique

Hydrogel ¢ : Hydrogel physique

Hydrogel x : Hydrogel chimique

Ka : Constante d’affinité

LiNOs : nitrate de lithium

M, : Masse molaire moyenne en nombre

M. : Masse molaire moyenne en masse

NaOD : Deutéroxyde de sodium

NaH,PO,: phosphate de sodium monobasique
Na;HPO,: Hydrogénophosphate de sodium

NHS : N-hydroxysuccinimide



PBS : Tampon phosphate salin

PiPrOx-co-PnBuOx : Poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-co-Poly(2-n-butyl-2-oxazoline)
PMeOx : Poly(2-méthyl-2-oxazoline)

PnPrOx : Poly(2-n-propyl-2-oxazoline)

POx : Polyoxazoline

Rg : rayon de giration

Rn : rayon hydrodynamique

RMN : Résonance magnétique nucléaire

SEC/MALLS/UV/DRI/VD : Chromatographie d’exclusion stérique couplée a un détecteur a
diffusion statique multi-angle de la lumiere, un détecteur ultraviolet, un détecteur
réfractométrique et un détecteur viscosimétrique

T3P® : Anhydride propylphosphonique
TBAOH : hydroxyde de tétrabutylammonium
Tep : Température de point trouble

TEA : triéthylamine

Tirans : température de croisement G’/G”
UV-visible : Spectroscopie ultraviolet-visible
[n] : viscosité intrinseque

[n]w : Viscosité intrinseque moyenne en masse
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Les hydrogels sont des matériaux mous constitués d’un réseau tridimensionnel de
polyméres hydrophiles réticulés physiguement ou chimiquement et capables de retenir un
volume important d’eau. On les retrouve couramment dans de nombreuses applications tels les
absorbants a base d’acide polyacrylique présents dans les produits hygiéniques a destination
des nourrissons, les lentilles de contact a base de polyméthacrylate d’hydroxyéthyle réticulé,
les pansements a base d’alginate de calcium, les agents gélifiants pour I'industrie
agroalimentaire comme la gélatine, les carraghénanes ou I'agar-agar. Malgré les nombreuses
utilisations précitées qui pourraient laisser présager que le sujet a été largement traité, les
hydrogels présentent toujours un intérét certain pour la recherche : ils sont utilisés dans de
nombreux projets portant sur le développement de systémes de rétention pour la libération
localisée et controlée de principes actifs dans I'organisme ou d’hydrogels injectables pour
I'ingénierie tissulaire, par exemple. A titre d’illustration, I'agence nationale de la recherche a
financé 84 projets concernant le développement d’hydrogels depuis sa création et 26 projets

entre janvier 2018 et décembre 2021.

Les hydrogels sont communément classés en deux catégories selon le type de
réticulation dont ils sont constitués, ces derniéres ayant un impact conséquent sur leurs
propriétés (Figure 1). On parle ainsi d’hydrogels chimiques (x) lorsque les réticulations inter-
chaines sont de nature covalente. Elles permettent I'obtention d’une structure stable, mais
irréversible, I'énergie nécessaire a rompre les réticulations étant alors du méme ordre de
grandeur que celles du squelette et des fonctionnalités du polymere servant de base a la
structure. lls sont appliqués par exemple pour produire des lentilles de contact souples. La
seconde catégorie est celle des hydrogels physiques (¢$), dont les réticulations sont a l'inverse
plutdt basées sur des liaisons de type ionique ou ionotropique (alginate de calcium), Van der
Walls, ou encore liaisons Hydrogéne (exemple : complexe de Polyéthyléne glycol et d’acide
polyméthacrylique), entre autres. Etant donné qu’elles sont de plus faible énergie que les
liaisons covalentes, elles sont plus faciles a rompre et a se reformer conduisant a des structures
dynamiques dont les temps de relaxation peuvent étre trés variables en fonction des systéemes
envisagés. Ainsi les réticulations physiques présentent I'avantage d’étre réversibles. Leur
propriété d’association/dissociation dépendra en grande partie de leur environnement physico-
chimique, a savoir la force ionique, le pH, la température ou encore la polarité du milieu. Les
hydrogels physiques permettent donc de constituer des systémes auto-réparant (qui pourront

se réassocier apres rupture). Pour certains systemes, il est possible de controler les conditions
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de formation des associations sous |'effet de parametres extrinseques variés. On parle alors
d’hydrogels stimuli-sensibles, dont il est possible d’adapter les propriétés physicochimiques. En
particulier, il est possible de concevoir des transitions sol/gel réversibles obtenues par le biais
de stimuli adaptables pour convenir a I'application ciblée. Ces derniers constituent I'objet de

cette étude qui a pour but de développer des systemes thermosensibles et photosensibles.

Hydrogels ¢ Liaisons non covalentes
C>C*
Chaine stimull dynamiques)
polymére S
cNI GEL
Fonctionnalité +—
Transition sol-gel réversible
C>C* Hydrogels Structure forte irréversible

Réticulation chimique

so. ——— P GEL

Liaisons covalentes

Figure 1 Représentation des hydrogels physiques (haut) et des hydrogels chimiques (bas).

Les hydrogels peuvent étre composés de polymeres naturels (ex : alginate de calcium)
ou de polymeres synthétiques (ex : acide polyacrylique). Si des applications dans le domaine
biomédical ou en cosmétique sont visées, il y a un intérét évident a les baser sur des matériaux
biocompatibles d’origine naturelle, issus de ressources renouvelables comparées aux dérivés
synthétiques qui sont la plupart du temps pétrosourcés. Les polysaccharides, tels I’alginate ou
les carraghénanes, sont particulierement utilisés dans ce domaine. Cependant, les propriétés
des polymeres d’origine naturelle sont limitées a leurs structures intrinseques et n’offrent pas
les possibilités de controle et d’optimisation que I'on va retrouver chez les polyméres
synthétiques. L'idée premiere de ce projet de thése est donc de partir d’un polysaccharide,
I'acide hyaluronique, produit dans I'organisme humain et déja trés utilisé dans le domaine
biomédical et de le fonctionnaliser avec des composés synthétiques pour lui conférer des
propriétés adaptatives stimuli-sensibles dont il ne dispose pas nativement, qui lui permettront
de présenter des transitions sol/gel physiques par le biais d’un stimulus (température ou
lumiere). Ce polysaccharide présente en outre I'avantage d’avoir une structure bien définie

présentant une alternance d’unités acides glucuroniques (GIlcA) avec des unités N-
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acétylglucosamines (GIcNAc) par des liaisons B 13 (GlcA = GlcNAc) et B 14 (GIcNAc - GlcA)
(Figure 2). Il peut présenter des masses molaires tres élevées, de I'ordre du million de daltons.
L’acide hyaluronique présente des fonctionnalités de type alcool, acide carboxylique, acétal et
amide qui peuvent étre utilisées pour sa modification chimique. Parmi ces derniéres, I'acide
carboxylique présente I'avantage de n’étre présent qu’en un seul exemplaire sur l'unité
disaccharide (ce qui permet une fonctionnalisation localisée) et de pouvoir étre converti en
divers groupes fonctionnels (esters, amides) en conditions relativement douces. Les
polysaccharides sont en effet généralement fragiles, ce qui empéche I'utilisation de conditions
trop rudes lorsqu’ils sont employés dans une réaction de synthése et I'acide hyaluronique ne

constitue pas une exception a cette tendance.

Figure 2 Structure de I'acide hyaluronique.

L’essentiel de ce manuscrit sera consacré a la fonctionnalisation d’acide hyaluronique
de masses molaires variables avec des polymeéres thermosensibles présentant des propriétés de
type LCST (‘lower critical solution temperature’). La LCST est une température au-dela de
laquelle la chaine macromoléculaire passe d’un état soluble a insoluble dans un solvant donné,
I’eau dans notre cas. Dans un premier temps, un polyétheramine commercial, la Jeffamine®
M2005, sera greffé sur I'acide hyaluronique par le biais d’'une méthode développée au préalable
au sein du laboratoire. Cette derniere est basée sur I'utilisation d’'un agent de couplage pour
activer la fonctionnalité acide carboxylique du polysaccharide en vue de former une liaison
amide par réaction avec I'amine terminale de la Jeffamine® M2005. Dans une seconde approche,
le greffage d’'une autre famille de polymeéres, les poly(2-alkyl-2-oxazoline), a propriétés LCST
modulables, sur I'acide hyaluronique sera abordé en plusieurs étapes. Tout d’abord, I'impact de
la composition monomérique de copolyméres de poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-co-poly(2-n-
butyl-2-oxazoline) sur leurs propriétés thermosensibles sera étudié. Puis, la fonctionnalisation

originale en une étape de I'acide hyaluronique avec cette famille de polymeéres sera proposée
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dans un premier temps avec le poly(2-méthyl-2-oxazoline), non thermosensible, qui présente la
structure la plus simple et dont le monomere est disponible a un prix relativement peu élevé.
Cette réaction sera ensuite étendue aux poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-co-poly(2-n-butyl-2-
oxazoline). Les transitions sol/gel des dérivés élaborés a base d’acide hyaluronique

fonctionnalisé seront ensuite évaluées notamment par mesures rhéologiques.

Dans la derniére partie de cette étude, plus prospective, nous nous sommes intéressés
au contréle des propriétés physicochimiques de dérivés a base d’acide hyaluronique sous
I'influence d’une photostimulation. Dans cette approche, l'acide hyaluronique sera
fonctionnalisé avec un groupe chromophore, I'azobenzéne, qui peut passer d’une conformation
trans a une conformation cis selon la longueur d’onde a laquelle il est irradié, ce qui entraine un
changement de polarité de la molécule. Un dérivé azobenzéne sera tout d’abord modifié de
facon a présenter une fonction amine permettant de le greffer sur I'acide hyaluronique.
L’évolution des propriétés de I'acide hyaluronique ainsi modifié sera évaluée par
spectrophotométrie UV/visible, par chromatographie d’exclusion stérique couplée a un
détecteur de diffusion statique de la lumiére multi-angle (SEC/MALLS) ainsi que par rhéologie.

Enfin, dans le cadre d’études préliminaires et pour améliorer I'amplitude des transitions

envisagées, |" a-cyclodextrine (CD) a été utilisée pour former des complexes d’inclusion sélectifs
avec I'azobenzene selon I'état conformationnel de ces derniers (possible en trans mais pas en

cis).
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OH HO
OHHO
NH
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OHHO
DHHO
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=N
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Figure 3 Représentation des différentes fonctionnalisations de I'acide hyaluronique qui seront

entreprises au cours de cette these.
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1 Les hydrogels

1.1 Historique

Les hydrogels sont des matériaux mous constitués d’'un réseau de polymeéres
hydrophiles réticulés capables de retenir un volume important d’eau sans étre dissouts™™. Ils
rencontrent des applications dans de multiples domaines tels le biomédical, les produits
hygiéniques, I'industrie agroalimentaire et I'agriculture®. Ils constituent une classe particuliére
de gels, une catégorie de matériaux colloidaux définis pour la premiere fois par Thomas Graham
en 1861, a une époque ou la notion de macromolécule, introduite par Hermann Staudinger en
1920, n’existait pas encore®’. lls sont nhotamment étudiés en vue d’étre utilisés dans des
applications au contact de tissus vivants, que ce soit comme revétement dans les cathéters ou
comme remplacement de I'humeur vitrée, car ils permettent de surmonter certains
inconvénients des polyméres rigides du point de vue de la biocompatibilité, a savoir une tension
superficielle non usuelle pour les tissus biologiques, une imperméabilité aux métabolites et une
tendance a provoquer une irritation mécanique®®. Wichterle et Lim ont ainsi défini les propriétés
gue doivent posséder les matériaux polymeres destinés a étre en contact avec les tissus
biologiques, a savoir une structure pouvant contenir de I'eau (et donc la présence de domaines
hydrophiles), ne pas étre affecté par les procédés biologiques usuels (encore que cela puisse
étre tourné en avantage dans le cas de systéme a libération contrélée®) et une perméabilité aux
métabolites, tous ces criteres étant potentiellement remplis par les hydrogels. lls ont conclu que
les méthacrylates de glycol étaient particulierement attractifs du fait de leur hydrophilie et
pouvaient étre utilisés dans des applications telles que les lentilles de contact, un systéme a base
de méthacrylate de 2-hydroxyéthyle (HEMA) copolymérisé avec du diméthacrylate d’éthylene
(afin de former les réticulations) se révélant suffisamment prometteur pour permettre une
production industrielle de ces matériaux offrant une alternative souple aux lentilles dures a base
de polyméthacrylate de méthyle connues depuis les années 30 ou en verre®!%12 Elles sont en
effet plus facile a poser et mieux tolérées mais sont plus fragiles, se déforment plus facilement
provoquant alors une modification de la correction visuelle et sont moins perméables a
I’'oxygéne que les lentilles dures (ce qui peut poser probléme pour la cornée). Ces défauts ont

entrainé de nombreuses études ultérieures visant a améliorer leurs propriétés mécaniques**3,

De nombreuses études pionniéres dans le domaine des hydrogels se sont focalisées sur

des systemes synthétiques, méme si les matériaux d’origine naturelle étaient également étudiés.
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En 1975, les familles principales d’hydrogels ont ainsi été définies comme suit: les
polyméthacrylates d’hydroxyalkyle; les polyacrylamides, les polyméthacrylamides et dérivés; les
Poly(N-vinyl-2-pyrrolidone); les hydrogels cationiques et anioniques; les complexes a base de

polyélectrolytes et les alcools polyvinyliques?.

Figure A-1 Polyméres super-absorbant a I'état sec (gauche) et 3 I'état humide (droite)*

Parmi les applications les plus connues des hydrogels synthétiques, on peut notamment
citer les polymeres super-absorbants a base d’acide polyacrylique (PAA) réticulé, découverts par
Kuhn et coll. a la fin des années 40, mais surtout développés pour une exploitation industrielle
au cours des années 80. lIs sont capables de retenir un volume trés important d’eau (pres de
1000 grammes par gramme de polymere, voir Figure A-1) du fait de la présence de charges issues
du PAA, ce qui entraine une forte hydrophilie de la structure!*?°, Les hydrogels de PAA sont ainsi
utilisés dans des produits d’hygiene individuelle courants comme les couches culottes et les
serviettes périodiques méme si les quantités de liquides physiologiques absorbées sont un peu
plus faibles que I'eau pure en raison de leur force ionique et du caractere polyélectrolyte des

hydrogels?®. Ils sont industrialisés entre autres par la société BASF.
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La plupart des premiers hydrogels a base de polymeéres synthétiques étaient basés sur
des réticulations covalentes, obtenues notamment par l'incorporation de monoméres
contenant plusieurs double-liaisons (des agents de réticulation)®. Une exception notable
provenait des complexes a base de polyélectrolytes, qui sont issus de l'association de
polycations et de polyanions. L'un des premiers exemples, le loplex® 101, est composé de
poly(vinyl benzyltrimethylammonium chloride) (polycation) associé a du poly(styréne sulfonate)
de sodium (polyanion). Il semblait prometteur pour des applications biomédicales en tant que
revétement destiné a limiter le risque de thrombose dans les vaisseaux sanguins en limitant
I’'adhésion et la déformation de plaquettes sanguines sur le matériau®>'®’ et par la suite,

d’autres complexes de polyélectrolytes ont été développés?®.

Plus récemment, I'émergence de systemes polymeéres thermosensibles comme le
poly(N-isopropylacrylamide) PNIPAM ou les polyéthers de glycol, qui deviennent insolubles dans
I'eau au-dela d’une certaine température, a permis le développement d’hydrogels
thermosensibles. Hoffman et coll. ont par exemple étudié en 1986 I'évolution des propriétés
d’hydrogels formés a partir de PNIPAM réticulé, qui passaient d’un état gel translucide a un état
insoluble et opaque du fait que les chaines polyméres se recroquevillaient par augmentation de

la température?®,

Il convient cependant de noter que la biocompatibilité des polymeres synthétiques sera
souvent plus limitée que celle de matériaux naturels®. Bruck avait proposé en 1973 une liste de
critéres a satisfaire pour qu’un implant médical puisse étre qualifié de biocompatible : il faut que
le matériau ne soit pas altéré de facon délétere au sein de I'organisme, qu’il n"endommage pas
les tissus vivants, qu’il ne soit pas toxique ni ne provoque de développement de cancer ou de
réaction allergique, qu’il ne détruise ni n’altére les protéines et enzymes du plasma ou les
éléments présents dans le sang en cas de circulation dans ce dernier, qu’il n’amenuise pas la
présence d’électrolytes au sein des tissus et qu’il ne se dégrade pas au cours de sa stérilisation*.
Il'y a donc un fort intérét a substituer les polyméres synthétiques par des polymeéres naturels,
comme les protéines ou les polysaccharides, qui sont plus proches de la composition de la
matrice extracellulaire?®. Ces derniers sont d’ailleurs les premiéres macromolécules que
I’'homme ait exploitées de fagon industrielle avec notamment la cellulose et ses dérivés semi-
synthétiques?!. Cependant, le fait que leur structure soit plus complexe et moins évidente a
modifier que les dérivés synthétiques explique sans doute qu’ils aient initialement connu moins

d’entrain que leurs homologues synthétiques (on constatera par exemple que la structure d’un
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polysaccharide comme I'alginate n’était pas encore pleinement élucidée au cours des années
1940%22%), Pour autant, certains hydrogels naturels sont connus depuis longtemps : on citera
notamment |’agar-agar, un polysaccharide qui aprés avoir été dissout dans I'eau a une
température supérieure a 95 °C forme un gel physique tres fort dans I'eau au cours du
refroidissement de la solution. Les chaines d’agar-agar passent, en refroidissant, d’une
conformation pelote a une conformation hélice, puis s’agrégent, ce qui aboutit a la formation
d’une structure tridimensionnelle?. Si le mécanisme de sa gélification fait encore I'objet
d’études récentes, 'utilisation de ses propriétés gélifiantes remonte au 17°™ siécle au Japon ou
il a permis le développement de certaines patisseries comme le ‘yokan’ encore consommeées de
nos jours et a été employé en science au 19%™ siécle pour la conception de milieux de culture
en microbiologie et est, la-aussi, toujours utilisé dans ce domaine?®. On peut mentionner de
méme la gélatine, une protéine issue de la dénaturation du collagéne qui gélifie également en
solution aqueuse par refroidissement d’une solution préalablement chauffée. Le gel se forme
quand la température baisse en-dessous de 30 °C par un mécanisme de changement de
conformation similaire 3 I'agar-agar®. Les hydrogels a base d’alginate, un polysaccharide issu
des algues brunes sont également connus depuis longtemps. Le mécanisme de gélification est
ici différent, il ne passe pas par un changement de conformation induit par la température, mais
résulte d’une réticulation physique provoquée par I'action d’ions multivalents comme le calcium
ou I'aluminium??27, Ces gels sont réversibles et peuvent perdre leur structure 3D par I'action
d’une solution contenant du chlorure de sodium?®. Il est utilisé comme pansement (ex:
pansements NU-GEL™)? ou comme additif alimentaire®°. On peut aussi mentionner comme
autres exemples historiques d’hydrogels obtenus a partir de dérivés naturels, les dextranes
réticulés chimiquement®®!, les k et les (-carraghénanes, les pectines, la gomme gellane ainsi que
certains dérivés semi-synthétiques de la cellulose thermo-gélifiants, a savoir la méthylcellulose
et I’hydroxypropylmethylcellulose®. Ces derniers, étant composé de polyméres biologiques et

synthétiques, constituent donc des hydrogels hybrides®®.

Les structures de certains polymeéres présentés sont résumées Figure A-2.
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Figure A-2 a) Hydrogels synthétiques. b) Polysaccharides naturels gélifiants.

1.2 Propriétés physico-chimiques des hydrogels

1.2.1 Degré de gonflement

Du fait de son affinité avec I'’eau et de sa structure tridimensionnelle, un hydrogel est
capable de retenir un certain volume d’eau, ce qui va entrainer un gonflement de sa structure.
Ce gonflement peut étre modélisé par les théories de Frenkel, Flory et Rehner, bien que ce

modeéle soit discuté®3%33

. Le gonflement d’un hydrogel est issu d’un équilibre entre deux
phénoménes opposés, a savoir la solvatation du polymere hydrophile qui va tendre a se
répandre en solution aqueuse avec laquelle il a une forte affinité (mélange) et I'élasticité du
réseau macromoléculaire réticulé qui va a l'inverse entrainer la rétractation des chafnes afin de
ne pas rompre les noeuds de réticulation®33. Cet équilibre peut se traduire par une équation

faisant intervenir I'expression de I’enthalpie libre :
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AGiotar = AGiastique + AGmélange (A-1)

AGgiastique cOrrespond a la contribution de I’élasticité de I’hydrogel a I’enthalpie libre et AGmeiange
a celle du mélange3**3, AGita devenant nul a I'équilibre3*. AGmeiange peut s’exprimer selon la
théorie de Flory-Huggins qui modélise le comportement de chalnes polymeéeres en

solution3%343% ;
AGmgiange = RT[Ny In(@1) + N In(@2) + x12N192] (A-2)

N; et N, correspondent respectivement aux nombres de molécules du solvant et du polymere,
1 et ¢, sont respectivement les fractions volumiques du solvant et du polymeére, R la constante
des gaz parfaits, T la température en Kelvin et 12 le paramétre d’interaction solvant-polymére
de Flory-Huggins®****. McKenna et coll. ont montré que contrairement a ce qui était admis, x12
dépend de la densité de réticulation du polymére32. En étudiant des hydrogels de PVA, ils ont
notamment observé que ce parameétre était plus élevé pour le gel que pour le polymere
équivalent non réticulé en solution aqueuse et qu’il pouvait étre exprimé en fonction de la
concentration en polymére pour seule variable32. x1, peut étre déterminé en mesurant la
pression osmotique de I’hydrogel et son module élastique issu de la loi de Hooke?2. AGgiastique
peut étre déterminé en utilisant la théorie de I’élasticité des élastomeéres®. Cependant, dans le
cas ou I'hydrogel contiendrait des fonctionnalités ioniques, I'expression de AGtotal S€ cOMplique
du fait des répulsions électrostatiques présentes au sein de la structure, ce qui se traduit par
I'apparition d’'un nouveau terme AGionique. L'expression de ce parametre fait intervenir la
contribution de Donnan sur la pression osmotique issue de la solvatation des ions par le solvant.
Elle dépendra notamment de la force ionique et de la nature des ions présents dans le

milieu®33:36,

Dans la pratique, beaucoup de groupes mesurent principalement le degré de
gonflement de leur hydrogel, noté Q, cette mesure étant facile a mettre en application. A ce
sujet, il n’y a pas de définition universelle et il est important de se référer a celle donnée par la

publication étudiée. Certains utilisent I'équation suivante :

Q — Mgel gonflé (A-3a)

Mgel sec

Mgel gonfls FEPrésente la masse de I’hydrogel, et mgeisec celle mesurée quand il est sec'*”. D’autres
préférent utiliser une formule similaire en remplacant la masse par le volume correspondant®38,

Dans cette approche, la mesure peut se faire par sédimentation d’un gel a I’équilibre dans des
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cellules d’ultracentrifugation et la valeur obtenue peut permettre par la suite d’estimer la masse
molaire moyenne du polymére entre deux nceuds de réticulation M. Dans les deux cas, la
valeur de Q en solution aqueuse est nécessairement supérieure ou égale a I'unité. C’est la raison
pour laquelle certains préferent utiliser la formule suivante qui donnera une valeur minimale

théorique nulle3*! ;

Q _ Mgel gonflé—Mgel sec (A-3b)
Mgel sec

Il convient de noter que le gonflement des hydrogels physiques est plus complexe que
pour les hydrogels chimiques du fait de la nature dynamique de leurs réticulations qui peuvent
s’associer et se dissocier en permanence. Les jonctions peuvent en effet se rompre sous I'impact
de la pression osmotique entrainant a terme la dispersion des chaines polymeéres sous forme

d’agrégats ou en solution®.

D’une maniere générale, le gonflement sera inversement proportionnel a la densité de

réticulation.

1.2.2 Densité de réticulation

La densité de réticulation, qui peut étre définie comme la concentration en nceuds de
réticulation par unité de volume ou de masse, a une importance déterminante sur les propriétés
mécaniques de I'hydrogel formé ainsi que sur le degré de gonflement dans I’eau. Plus le nombre
de jonctions est élevé, plus la structure sera contractée et forte mais aussi plus cassante ce qui
peut étre indésirable342, A I'inverse, moins il est élevé, plus la structure sera expansée®® mais
avec des propriétés mécaniques amoindries. La densité de réticulation peut étre évaluée par la
masse molaire moyenne du polymere entre chaque liaison inter-chaine M. ou par le degré de
polymérisation moyen équivalent P. qui peut aussi étre déterminé par la théorie de Flory et

Rehner selon I'équation suivante3338

e

- @2+ In(1-2)+x1203

(A-4)

[

- est la fraction volumique du polymeére, x12 le paramétre d’interaction solvant-polymere de

Flory-Huggins et f la fonctionnalité des sites de réticulation,
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1.2.3 Longueur de corrélation §

Le maillage du gel correspond a la distance entre deux réticulations et sert a évaluer la
porosité de I’hydrogel, qui peut étre macro-poreux, micro-poreux, voire nano-poreux®, La taille
des pores est souvent estimée par |'utilisation de la longueur de corrélation €, qui a d’abord été
introduite comme étant la distance entre deux points de contact au sein d’une chaine
macromoléculaire en régime semi-dilué*® avant d’étre étendue aux hydrogels, ou ce paramétre
représente alors la distance entre deux nceuds de réticulation*. Des études ont montré que §
était inversement proportionnel a la fraction volumique du polymeére dans le solvant ¢, selon
une loi de puissance également appelée loi d’échelle, qui ne s’exprimera pas de la méme facon

selon la concentration du gel ou si le polymére en solution est a I'état semi-dilué ou gel*.

1.2.4 Propriétés rhéologiques des hydrogels

La rhéologie est le domaine relatif a I'étude des propriétés d’écoulement et de
déformation des fluides. Elle est notamment appliquée aux polymeres qu’ils soient a I'état fondu
ou en solution. Le chimiste étatsunien Eugene Cook Bingham en est le pionnier avec ses études
sur les fluides présentant un seuil d’écoulement, ne pouvant se déformer qu’apres avoir vaincu
sa cohésion interne et par la création en 1929 de la ‘Society of Rheology’ ou le terme de
rhéologie est adopté**®. La rhéologie a longtemps été appliquée a I'étude de la viscosité dite
cinématique d’un fluide v (exprimant la viscosité dynamique ramenée a la masse volumique du
fluide, en m2.s?), souvent obtenue en mesurant sa vitesse d’écoulement dans un capillaire. Ce
dispositif présente I'inconvénient de dépendre de la gravité, qui constituera la force permettant
la mise en mouvement du fluide et ne permet pas d’appréhender les propriétés de déformation
élastique des fluides, ce qui nécessite I'application de faibles contraintes n’entrainant pas de
déformation permanente du réseau de chaines polyméres. D’autres viscosimetres sont basés
sur une autre méthodologie, qui repose sur l'application d’une contrainte laminaire de
cisaillement horizontale précise sur le fluide a étudier, ce qui permet de s’affranchir de I'impact
de la gravité (Figure A-3). Les premiers exemples sont les modéles de Margules, qui a introduit
I'utilisation de cylindres concentriques en 1881 et de Couette, qui a développé un viscosimetre
rotationnel basé sur les cylindres concentriques doté d’'un moteur électrique permettant de
controdler la vitesse du cylindre externe. Il a notamment pu mesurer la viscosité de |'eau avec
une erreur de seulement 10 %*. L’essor de I'informatique dans les années 80 a permis de
perfectionner les systemes basés sur les contraintes de cisaillement en permettant un controle

tres précis sur les contraintes appliquées.
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Figure A-3 Représentation d’une contrainte laminaire de cisaillement®.

On distingue deux types de mesure, en écoulement ou en oscillation. Le premier
implique I'application d’une contrainte de cisaillement exercée dans un mouvement de rotation,
ce qui entraine une déformation permanente du fluide. Il est ainsi adapté a la mesure de sa
viscosité dite dynamique n (en Pa.s), qui est liée a la viscosité cinématique v par la formule

suivante :
n

v =-(A-5
T (A5)

Ou p est la masse volumique du liquide en g.mol™.

Le second type de mesure consiste en |"application d’une contrainte sinusoidale (mode
dynamique). Il est adapté a I'’étude des propriétés viscoélastiques du fluide, a savoir la capacité
de ce dernier a restituer (contribution élastique) ou non (contribution visqueuse) I'énergie de la
déformation pour une contrainte non déstructurante. Ce mode de mesure permet de mesurer

le module de cisaillement G du fluide selon la loi de Hooke :
G==<(A6
® (A6)

Ou G est le module de cisaillement en Pa, T est la contrainte en Pa et y la déformation en
pourcentage. Du fait de la nature oscillatoire de la contrainte, la déformation résultante
s’effectue également de fagon sinusoidale avec un déphasage 6 par rapport a la contrainte
(Figure A-4). En cas de déphasage nul, le fluide a des propriétés exclusivement élastiques, tandis
qu’il est exclusivement visqueux pour un déphasage de 90°. Les tests en oscillation permettent

ainsi de remonter aux contributions élastiques et visqueuses de I'échantillon, les fonctions
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sinusoidales pouvant s’exprimer avec des fonctions complexes. On définit ainsi le module

complexe G” de la fagon suivante :

G* = ;— (A7)

Ou T° est la contrainte complexe :

T* = 1o[cos(wt) + isin(wt)] (A-8a) ou T* = 14e!®t (A-8b)

Ou 1 est 'amplitude de la contrainte en Pa et w la vitesse angulaire en rad.s™.
Et y" est la déformation complexe :

¥* = yolcos(wt — &) + isin(wt — §)] (A-9a) ou y* = y,el(@t=%) (A-9b)
Ou yo est 'amplitude de la déformation.

G" est un nombre complexe pouvant ainsi s’écrire sous la forme suivante :
G*=G'+iG" (A-10)

Avec G' = ;—2005(5) (A-11a) et G = ;—Zsin(é‘) (A-11b)

Ou G’ est le module de conservation (ou module élastique) en Pa et G” le module de perte (ou
module visqueux) en Pa. G’ correspond a la contribution élastique du module complexe tandis
que G” correspond a la contribution visqueuse*#.

On obtient ainsi :

tan(§) = GG— (A-12)
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Figure A-4 Représentation du déphasage entre I'application de la contrainte et la déformation

de I’échantillon.

Les tests rhéologiques en oscillation sont ainsi particulierement appropriés a I’étude des
hydrogels. En effet, ces derniers ont une certaine capacité a conserver leur structure sous
contrainte faible du fait de la présence de réticulations®** comme déja évoqué dans la partie
1.2.1. lls présentent donc des propriétés élastiques qui prédominent sur les propriétés
visqueuses, ce qui se traduira expérimentalement par une valeur de G’ mesurée supérieure a
celle de G”’1. On peut ainsi définir un point de gel qui marque la transition d’un liquide visqueux
vers un solide élastique®. Ce point n’est pas nécessairement obtenu a G’ = G”” comme souvent
indiqué dans la littérature. Les travaux de Winter et coll. ont montré en effet qu’au point de gel,
les modules G’ et G” ne varient pas I'un par rapport a I'autre quelle que soit la fréquence de la
contrainte oscillante, ce qui revient a ce que le paramétre tan(8) (Eq. A-12) soit indépendant de
la fréquence®°. Cette méthode est particulierement utilisée pour la détermination du point gel
lors de cinétique de réticulations chimiques, ce qui permet d’évaluer I'évolution de tan(8) dans

la durée au cours de mesures oscillatoires en mode multifréquences (Figure A-5).
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Figure A-5 Détermination du temps d’obtention du point de gel lors de la réticulation chimique

de pullulane avec du trimétaphosphate de sodium®.

1.3 Hydrogels chimiques et hydrogels physiques

La majorité des hydrogels synthétiques présentés dans la partie précédente sont
réticulés par des liaisons covalentes. A I'inverse, la plupart des hydrogels naturels qui ont été
abordés forment un réseau tridimensionnel par agrégation des chaines selon des mécanismes
impliquant des changements de conformation induits par la chaleur ou par la modification de
I’environnement salin. Au-dela de leur origine, Il est donc relativement aisé de définir deux types
d’hydrogels, a savoir, les hydrogels chimiques, dont les réticulations sont de nature covalente et

les hydrogels physiques, dont le réseau est structuré par des liaisons faibles3**%,

1.3.1 Hydrogels chimiques x

1.3.1.1 Synthese
Les hydrogels chimiques peuvent étre obtenus de plusieurs maniéres®: la
copolymérisation d’'un monomere avec un agent de réticulation a déja été évoquée avec
I’'exemple du HEMA copolymérisé avec le diméthacrylate d’éthyléne®. D’autres méthodes sont

évidemment possibles, la post-fonctionnalisation de polymeres linéaires hydrophiles avec des
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groupements chimiques adéquats permettant d’établir des ramifications entre chaines. Par
exemple, I'utilisation de molécules multivalentes, pouvant réagir avec plusieurs groupes
fonctionnels du polymére est une pratique courante et était déja employée dans les années 50
par Kuhn et coll. sur leurs hydrogels a base de PAA : les fonctions acide carboxyliques du
composé étaient alors estérifiées avec des polyols comme le glycérol en présence d’acide?. Ce
type de procédé permet aussi d’obtenir des hydrogels chimiques avec des polymeres d’origine
naturelle ainsi que le montrent les nombreux exemples dans la littérature®?. Citons par exemple
la réticulation du pullulane et de I'acide hyaluronique, deux polysaccharides, par le
trimétaphosphate de trisodium®> ou de la gélatine par le glutaraldéhyde®*. Ce procédé peut
également étre réalisé en deux temps, avec une premiére fonctionnalisation du polymére avec
une molécule multivalente qui réagiront ultérieurement avec un autre agent de réticulation. On
peut citer a ce sujet la post-fonctionnalisation de I'acide hyaluronique avec de I’acide adipique
dihydrazide suivi par I'ajout d’un diester activé®>. Les stratégies de fonctionnalisation sont trés
larges et I'on peut envisager d’utiliser des réactions d’addition, de condensation, de substitution
ou d’ouverture de cycles adaptées aux groupes fonctionnels que I'on trouve régulierement sur
les polymeres hydrophiles qui formeront le squelette de I’'hydrogel, a savoir principalement les

alcools, les acides carboxyliques, voire les amines®*2,
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Figure A-6 Principe de la réticulation du dextrane fonctionnalisé par du HEMA en polymérisant
ce dernier suivi par la dégradation du réseau obtenu par hydrolyse des liaisons entre le

dextrane et ’'HEMA?®L.

Une autre méthode de post-fonctionnalisation consiste a incorporer un monomeére au
sein de 'unité de répétition d’une macromolécule hydrophile, puis de le polymériser, ce qui
aboutira a la formation de branchements®'. Cette technique a notamment été développée sur
le dextrane, qui a été fonctionnalisé avec du glycidylacrylate3!*®, La technique a ensuite été
adaptée afin de fonctionnaliser le dextrane avec de I'HEMA par le biais de liaisons carbonates
hydrolysables. L’hydrogel obtenu lors de la polymérisation du HEMA se dégradait ainsi au cours
du temps (Figure A-6)*’. Cette voie nécessite cependant I'utilisation d’un amorceur, souvent
toxique, qui devra étre éliminé du gel. Une alternative consiste a employer des rayonnements
de forte énergie (gamma ou faisceau d’électrons) mais elle ne fait que déplacer le probleme, ces
rayonnements pouvant potentiellement dégrader ou altérer le principe actif a séquestrer au

sein du gel, voire le polymére squelette lui-méme, ce qui implique que cette méthode est trés
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peu employée avec des polymeéres naturels, mais plutét avec des polyacrylates, des polyalcools

vinyliques ou des poly(éthyléne glycol)*2.

1.3.1.2 Propriétés mécaniques

L'un des avantages des hydrogels chimiques provient de leurs propriétés mécaniques
généralement supérieures a celle des hydrogels physiques et plus faciles a ajuster. La capacité
de I'hydrogel a retenir de I'eau a une influence capitale sur ses propriétés mécaniques : plus il
est hydraté, plus ces derniéres seront faibles et plus la structure résultante sera gonflée®3. Ce
degré d’hydratation peut étre ajusté comme par exemple dans le cas de polymeéres synthétiques
avec la modification de la balance hydrophile-lipophile de la structure, par le biais d’'une
copolymérisation avec un monomeére hydrophobe®®. Kolafik et coll. ont ainsi copolymérisé du
HEMA avec des comonoméres hydrophobes de faible température de transition vitreuse Tg
comme l'acrylate d’éthyle, I'acrylate de n-butyle et le méthacrylate de dodécyle. Ceci a abouti a
une augmentation du module de Young, de la contrainte maximale et de I'étirement a la rupture
des hydrogels, la faible T, assurant que le matériau ne soit pas trop rigide®. A l'inverse,
I'incorporation de comonomeres pouvant porter une charge selon le pH, comme ['acide
méthacrylique (anionique en milieu basique) ou le méthacrylate de diéthylaminoéthyle
(cationique en milieu acide), au sein du squelette d’un hydrogel a base de PHEMA réticulé neutre

entraine I'augmentation du taux de gonflement de I’hydrogel®®.

Une autre solution consiste a modifier le degré de réticulation i.e. la masse molaire
moyenne de la chaine macromoléculaire entre deux nceuds de réticulation (M), qui est un
parameétre clef influant sur les propriétés du réseau hydrogel. Une M. faible correspond a une
rigidité accrue et & un gonflement par absorption d’eau réduit*3°° Plus récemment, en
prenant I'exemple de polyacrylamides et de poly(2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine),
une étude a suggéré que les hydrogels fortement réticulés étaient friables et qu’il suffisait de
réduire le nombre de réticulation covalentes au sein d’un réseau hydrogel fortement enchevétré

(C >> C**) pour obtenir des structures a la fois dures et étirables*2.

De fagon alternative, les propriétés mécaniques de I’hydrogel peuvent étre améliorées
par I'ajout de renforts, comme des fibroines de soie, ce qui aboutit au développement d’une

structure composite!>60,
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(a)

Figure A-7 a) Hydrogel de poly(2-acrylamido-2-methylpropanesulfonique) PAMPS découpé
avec une contrainte de cisaillement de 0.2 MPa b) Hydrogel composé de deux réseaux
enchevétrés de PAMPS et de PAAm pouvant résister a des cisaillements allant jusque 25

MPa®,

Une autre méthode visant a renforcer les propriétés mécaniques d’hydrogels chimiques
a émergé au début des années 2000. Gong et son équipe ont en effet développé un hydrogel a
double réseau, le premier étant constitué d’acide de poly(2-acrylamido-2-
methylpropanesulfonique) PAMPS (polyélectrolyte) fortement réticulé au sein duquel un
second polymeére a base de polyacrylamide PAAmM (polymeére neutre) faiblement réticulé est
synthétisé, ce qui aboutit a la formation de deux réseaux polyméres enchevétrés I'un dans
I’autre®!. Ce matériau a présenté des propriétés de résistance au cisaillement largement accrues
comparé a un hydrogel composé seulement de PAMPS fortement réticulé (Figure A-7). Le
PAMPS constitue un réseau rigide et friable la ou le PAAmM faiblement réticulé sera mou et ductile.
La théorie derriere le fonctionnement de ce double-réseau est que le PAMPS servira a dissiper
I’énergie recue au cours d’une contrainte (cisaillement, traction, compression, etc.) en
fournissant des liaisons sacrificielles tandis que le PAAm se déformera de fagon élastique®2.
Ces hydrogels présentent un potentiel pour étre utilisés comme cartilage articulaire artificiel®.
Ce principe est maintenant utilisé par d’autres groupes, dont certains ont utilisé un hydrogel

naturel a base d’alginate de calcium (réticulations physiques) pour constituer I'un des deux
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réseaux (et du PAAm réticulé chimiquement pour le second réseau)®® mais le systéme original a

base de PAMPS et de PAAm semble difficile a surpasser®?.

Les hydrogels chimiques présentent donc l'avantage par rapport aux hydrogels
physiques d’avoir des propriétés mécaniques supérieures. On peut aussi ajouter que leur
structure est plus stable, car les réticulations sont constituées de liaisons covalentes de forte
énergie. lls ont aussi certains inconvénients, le principal d’entre eux étant qu’ils nécessitent
d’étre purifiés aprés leur formation afin d’éliminer les agents de réticulation, qui sont souvent
toxiques et peuvent altérer les composés a incorporer au sein de I’hydrogel®%4%¢_ De plus, si leur
structure est stable, elle est irréversible en raison des liaisons covalentes qui assurent les nceuds
du réseau®’. Dans le cas ou les réticulations sont pensées pour &tre aisément rompues, comme
dans I'exemple du PHEMA greffé sur du dextrane par des liaisons carbonates hydrolysables, ces
derniéres ne peuvent se reformer ce qui entraine la déstructuration irréversible de I’hydrogel®™.
Enfin, ils sont moins bien adaptés pour des systémes injectables, la ou les hydrogels physiques
rhéofluidifiants et souvent thixotropes permettent d’obtenir des systemes ou le gel pourra se

reformer in situ®%%%8,

1.3.2 Hydrogels physiques ¢

1.3.2.1 Syntheése
Les hydrogels physiques présentent une structure non permanente avec une dynamique

d’association-dissociation continue®®!

. En effet, au contraire des hydrogels chimiques, leurs
réticulations sont composées de liaisons non covalentes de plus faible énergie. Elles peuvent
étre de type ionique, comme dans le cas de I'alginate de calcium (Figure A-8)% ou engendrées
par des liaisons H37%, Elles peuvent également étre obtenues par agrégation de structures

6,26

hélicoidales, comme dans le cas de la gélatine, de I'agarose ou du k et (-carraghénane®<®, par

cristallisation de polyméres tel I’alcool polyvinylique PVA®Y7! ou par la formation de complexes

d’inclusion’?73

. Il est également possible d’obtenir des hydrogels par le biais de structures
macromoléculaires amphiphiles, a savoir des copolymeres blocs ou en peigne. Le réseau est
alors formé en régime semi-dilué enchevétré par les associations de type hydrophobe qui
s’établissent en milieux aqueux®747¢, Le caractére amphiphile, et donc les propriétés de gels
physiques peuvent également étre modulés via des stimuli tels que la température. On peut

citer par exemple lincorporation de greffons a LCST, comme les Jeffamines®, des

polyétheramines, sur un squelette polymére qui formera alors des hydrogels thermosensibles
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par élévation de la température’®’’. Des hydrogels physiques ont également été produits par

ingénierie protéique ou par exploitation des interactions antigéne — anticorps°>787°,
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Figure A-8 Représentation de la structure « boite a ceuf » de I’alginate de calcium. L’alginate
est composé de deux épimeres, I'acide mannuronique (M) et I'acide guluronique. Les

réticulations sont établies principalement entre unités G,
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Figure A-9 lllustration du mécanisme de gélification de copolyméres blocs thermosensibles par

agrégation des domaines hydrophobes?.
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Figure A-10 Structure chimique de divers polymeres thermosensibles (A a E) ou sensibles au

pH (F et G)®&,

Nous avons vu précédemment que I'on pouvait réticuler chimiquement le PNIPAM, un
polymeére a LCST pour obtenir des hydrogels thermosensibles, qui vont précipiter lorsqu’ils sont
exposés a des températures supérieures a la LCST. Une alternative consiste a le copolymériser
avec du poly(éthyléne)glycol (PEG), un polymeére hydrophile, en une structure de type
copolymeére a bloc qui sera en solution a basse température (5 °C) et passera rapidement a un
état gel a 37 °C pour une concentration massique de 20 %28, Selon la structure du copolymére,
le mécanisme de gélification peut étre d{ a du recouvrement micellaire (qui se forment a haute
température du fait du caractere amphiphile que le matériau y acquiert) ou a I'agrégation des

blocs PNIPAM au-dessus de la LCST®®8! (Figure A-9). Il existe de nombreuses autres combinaisons
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de copolymeres blocs, certaines étant méme commercialisées comme les Pluronic® (BASF),
composés de triblocs poly(éthylene)glycol-b-poly(propylene)glycol-b-poly(éthylene)glycol (PEG-
b-PPG-b-PEG). On peut également citer les copolymeéres a base de polyéthers de vinyle comme
les poly(2-(2-éthoxy)éthoxyéthyle éther de vinyle)-b-poly(2-méthoxyéthyle éther de vinyle)
(PEOEOVE-b-PMOVE) ou ceux a base de poly(éthyléne)glycol-b-acide polylactique (PEG-b-PLA)%
(Figure A-10, structures A a E). Les structures de type copolymere a bloc permettent aussi
I’obtention de structures sensibles au pH, plut6ét qu’a la température. Ainsi, un tribloc constitué
de poly(2-(diisopropylamino)ethyl methacrylate)-b-poly(2-methacryloyloxyethyl
phosphorylcholine)-b-poly(2-diisopropylamino)ethyl  methacrylate  (PDPAEMA-b-PMPC-b-
PDPAEMA, Figure A-10F) sera en solution a pH 2 (les blocs PDPAEMA ayant leurs fonctionnalités
amines chargée a ce pH) mais formera un gel a pH 9 (les blocs PDPAEMA étant neutre et
hydrophobes a ce pH) pour des concentrations massiques de I'ordre de 10 %. La formation du

gel s’effectue par la formation d’un réseau réticulé de structures micellaires en fleur®®82,

1.3.2.2 Propriétés réversibles

Du fait de la nature non covalente de leurs réticulations, les hydrogels physiques sont
trés sensibles a leur environnement physico-chimique, avec des paramétres comme la force
ionique du milieu, la nature des sels en solution, le pH ou la température influant fortement sur
la formation ou la déformation de la structure hydrogel ainsi que sur ses propriétés. Par exemple,
les hydrogels a base d’alginate de calcium sont tres sensibles au pH et au milieu salin : en effet,
ce polysaccharide devient insoluble lorsque ses fonctionnalités acides carboxyliques sont sous
la forme acide non chargée®3. De plus, un environnement riche en cations monovalents, comme
le sodium ou le potassium, va entrainer la substitution du calcium, qui permet |'établissement
de réticulations (Figure A-8), par ces derniers, entrainant ainsi la perte de la structure gel®.

De méme, la température aura un impact déterminant sur la structure d’un hydrogel
physique. Elle va en effet impacter la conformation des chaines macromoléculaires en solution,
son augmentation favorisant I'établissement de structures moins ordonnées, associées a une
entropie plus élevée, ce qui satisfera au second principe de la thermodynamique (le cas des
polyméres thermosensibles a LCST est particulier et sera expliqué plus en détail section 3.1.).
Ainsi, dans le cas de gels a base d’agar-agar, le polysaccharide passera de fagon réversible de
conformation pelote & hélicoidale en baissant la température?* (Figure A-11). Dans le cas du

greffage de polymeres a LCST sur un squelette hydrophile, I'élévation de la température
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favorisera les interactions intermoléculaires entre les greffons au détriment de celles qu’ils

établissent avec I'eau, ce qui entrainera la formation d’un réseau tridimensionnel”®.
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Figure A-11 Représentation du processus réversible de gélification de I’agar-agar dans I'eau
induit par le passage d’une conformation pelote a une conformation hélicoidale agrégative lors

du refroidissement de la solution®*

666884 | existe des

Si les stimuli basés sur la température et le pH sont les plus usités
alternatives. Par exemple, certains hydrogels physiques sont photosensibles et sont notamment
basés sur [I'établissement réversible de complexes d’inclusions. L’incorporation de
fonctionnalités azobenzenes et d’ a-cyclodextrines au sein de structures macromoléculaires est
un exemple bien connu. L'azobenzéne passe en effet de conformation trans a cis et inversement
en fonction de la longueur d’onde a laquelle il est irradié. Or, il peut former un complexe
d’inclusion 1:1 avec une a-cyclodextrine en conformation trans mais pas en conformation cis,
ce qui implique que ce processus peut étre déclenché par irradiation lumineuse®. Ainsi,
Tamesue et coll. ont fonctionnalisé un polymere synthétique, I'acide polyacrylique, avec des
azobenzenes et un polymere naturel, le curdlane, avec des a-cyclodextrines, puis ont étudié la

réversibilité des hydrogels physiques obtenus par irradiation (Figure A-12)73,
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Figure A-12 Formation réversible d’hydrogels par établissement photo-sensible de complexes
d’inclusion entre des chaines de curdlane et de PAA fonctionnalisées respectivement avec des

a-cyclodextrines et des azobenzénes’

1.3.3 Hydrogels basés sur des liaisons covalentes dynamiques

Brievement, on peut également mentionner les hydrogels qui sont obtenus par la
formation de réticulations covalentes dynamiques, a savoir des jonctions fortes basées sur la
mise en commun d’un doublet d’électrons entre deux atomes a la maniére d’un hydrogel
chimique, mais qui présentent également une dynamique d’association-dissociation a la
maniére d’un hydrogel physique®®288, Les liaisons covalentes dynamiques présentent un domaine
d’application bien plus large que les seuls hydrogels : elles sont notamment a la base des
matériaux vitrimeres, des polymeres similaires aux thermodurcissables du fait de la présence de
réticulations mais qui peuvent étre mis en forme a la maniere de thermoplastique du fait de la
nature dynamique de ces jonctions et qui présentent une variation de leur viscosité similaire a
celle du verre a leur transition vitreuse, ce qui a inspiré leur nom?8:%,

Dans le cas des hydrogels, les réticulations font généralement intervenir I'établissement
de liaisons imine (base de Schiff), hydrazone et acylhydrazone, oxime, ester de boronate,
thioester, de ponts disulfure ou sont basées sur la réaction de Diels-Alder®”®, Ils permettent
I'obtention de structure pouvant s’auto-réparer a la maniere d’hydrogels physiques (Figure A-

13).
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Figure A-13 Exemple de propriétés d’auto-réparation d’un hydrogel basé sur des liaisons

covalentes réversibles d’ester de boronate®?.

Il convient cependant de noter que leur domaine d’application est fortement dépendant
des propriétés de leurs réticulations. Le pont disulfure par exemple se dissociera en présence de
réducteur. Les esters de boronate sont sensibles au pH du milieu et nécessitent d’étre
fonctionnalisés afin d’ajuster leur pKa®2. Quant aux réticulations basées sur les réactions de
Diels-Alder, elles nécessitent d’employer des températures relativement élevées de plus de

60 °C%%,

1.4 Autres classifications des hydrogels

Nous venons de voir que les hydrogels pouvaient étre principalement classifiés par la
nature de leur liaison. Il existe cependant d’autres critéres comme la présence ou non de charges
sur la chaine polymere, la structure physique, I'origine naturelle ou synthétique de I'hydrogel,
s’il est obtenu par un réseau homopolymére ou copolymeére, etc. (Figure A-14)1%3395 On notera
en particulier la distinction de I’hydrogel selon sa dimension, qui aura une influence cruciale sur
ses propriétés et son domaine d’application. On distingue ainsi les macrogels des microgels et
des nanogels de la méme maniére que les matériaux classiques. La taille réduite des nanogels
les rend plus facilement injectables et leur confere une plus grande superficie que les macrogels.
Ils sont cependant également éliminés plus rapidement, ce qui peut étre un inconvénient lors
des injections intravasculaires par exemple®. Les nanogels sont ainsi étudiés pour la
séquestration et la libération de principes actifs mais sont moins utilisés pour leurs propriétés

rhéologiques®®.
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Figure A-14 Classification des hydrogels®

1.5 Domaines d’application des hydrogels

Les applications historiques des hydrogels en tant que composants des lentilles de
contact souples, des produits absorbants ou des pansements ont déja été évoquées dans la
section 1.1. On peut également mentionner des domaines de pointe comme la séquestration de
principes actifs ou la régénération tissulaire. En effet, la proximité des propriétés des hydrogels
avec celles des tissus biologiques et leur capacité a permettre la diffusion de métabolites tout
en conservant leur structure en font des composés tout a fait adaptés pour ce type
d’applications, pour lesquelles ils sont employés au méme titre que les liposomes, les

nanoparticules ou les membranes®°2097,

Pour des applications en séquestration de principes actifs, il est primordial pour le
matériau de permettre la diffusion du composé séquestré sur une période de temps prolongée :
il faut donc qu’il soit retenu au niveau des pores de la structure. Ces derniers ne doivent
cependant pas totalement s’opposer a son passage. Dans le cas des hydrogels, leur grande
hydrophilie conduit souvent a une diffusion trop rapide du principe actif sur des périodes allant
de seulement quelques heures a plusieurs jours, surtout dans le cas de médicaments ne

présentant pas de structure macromoléculaire®?°,

Certaines stratégies ont donc été
développées pour améliorer Iaffinité entre I’hydrogel et le composé a retenir?. Les hydrogels a
base de polyélectrolytes sont employés pour retenir des principes actifs chargés par interaction
ionique qui seront libérés par I’action de I'environnement salin et/ou du pH du lieu d’injection

du gel®?°989 | e composé a délivrer peut également étre lié de facon covalente sur le polymére
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constitutif du gel, le probléme étant alors que cette liaison doit étre facile 8 rompre®?. D’autres
stratégies se focalisent sur I'amélioration des propriétés de rétention du réseau
macromoléculaire enchevétré du gel, par 'inclusion d’autres polymeéres en son sein (réseau
semi-interpénétré) ou d’un réseau secondaire (réseau interpénétré)®. Une autre possibilité
vient de la fonctionnalisation de la surface de I'hydrogel par un composé stimuli-sensible,
comme le PNIPAM qui passe de conformation pelote hydrophile a une conformation globule
hydrophobe par élévation de température. La conformation hydrophile permettra le passage du
principe actif tandis que la conformation hydrophobe s’y opposera (Figure A-15)206%100 D’autres
équipes se sont plutét penchées sur I'inclusion au sein d’hydrogel de composés plus volumineux
comme des liposomes, des nanoparticules ou des microgels, qui peuvent eux-mémes retenir les
principes actifs en leur sein?®. Dans ces systémes, la libération peut alors entre envisagée par

érosion de la matrice (dégradation enzymatique par exemple)®°L,
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Figure A-15 Principe d’un hydrogel fonctionnalisé en surface avec un polymeére stimuli-sensible

afin d’ajuster la diffusion du principe actif séquestré en son sein selon I'environnement

physico-chimique?®

Le probléeme que constitue la diffusion trop rapide des principes actifs au sein des
hydrogels concerne surtout les dérivés hydrophiles de faible masse molaire. Les macromolécules
comme les acides nucléiques ne présentent pas cet inconvénient. Quant aux molécules
hydrophobes, elles ne sont miscibles ni avec les liquides biologiques ni avec les hydrogels. Une
solution consiste alors a utiliser un hydrogel amphiphile dans le dessein de renforcer la
compatibilité matrice/principe actif>?, Les stratégies communément employées dans ce sens
consistent a fonctionnaliser des hydrogels avec des greffons hydrophobes, qui peuvent dés lors
avoir un double emploi, a savoir I'établissement de réticulations et la rétention du principe actif.
Une alternative vise a incorporer des fonctionnalités permettant de former des complexes

d’inclusion avec le principe actif, un exemple bien connu est celui des cyclodextrines®.
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Figure A-16 A) Principe des équilibres de I'acide boronique entre forme non chargée et
chargée (acido-basique) et avec le glucose ; B) Composition monomérique de I’hydrogel et
renfort employé ; C) principe de fonctionnement du patch a réservoir d’insuline basé sur

I'hydrogel de structure décrite en B®°,

Les hydrogels ont également été appliqués pour séquestrer des macromolécules,
comme des acides nucléiques pour la thérapie génique®, des protéines comme l'insuline, voire
méme des cellules comme les flots de Langerhans, situées dans le pancréas qui produisent
I'insuline par le biais de leurs cellules béta. Dans ce dernier exemple, des applications ont été
envisagées pour lutter contre le diabéte de type 1, dit insulino-dépendant (une maladie auto-
immune aboutissant a la destruction des cellules béta par le systeme immunitaire, empéchant
la production d’insuline par I'organisme)'%. Le seul traitement actuel consiste en I'injection
d’insuline (hormone hypoglycémiante) d’origine animale par le patient qui doit dés lors
constamment réguler sa glycémiel®2, Des études ont donc été menées en vue de développer un
pancréas artificiel en encapsulant des ilots de Langerhans dans un hydrogel, afin de protéger ces
derniers du systéme immunitaire!®-1%, Cependant, il est encore difficile de protéger les cellules

ainsi séquestrées pour de longues périodes, des gels a base d’alginate ayant jusqu’ici permis
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d’obtenir un délai de survie des cellules de I'ordre d’une centaine de jours®. Il y a beaucoup de
contraintes a surmonter pour séquestrer des cellules dans un hydrogel, a savoir que la porosité
du gel ne doit pas permettre leur diffusion tout en autorisant celui des nutriments et de
I’oxygéne transporté par le sang, qui sont indispensables a la survie des cellules. De plus, dans
le cadre de la lutte contre le diabéete de type 1, il doit permettre a ces dernieres d’étre exposées
a la glycémie afin qu’elles régulent leur production d’insuline'®>1%, Matsumoto et coll. ont utilisé
une autre approche visant a I'élaboration de patchs synthétiques pour la libération cutanée
d’insuline en fonction de la glycémie®. Leur hydrogel est constitué de PNIPAM (thermosensible)
copolymérisé avec un acrylamide fonctionnalisé avec un dérivé fluoré d’acide phénylboronique
(gluco-sensible) de pKa 7.2 et un diacrylamide (agent de réticulation) (Figure A-16B). L’acide
phénylboronique est en équilibre acido-basique entre une forme chargée et une forme neutre.
La présence de glucose (plus prononcée en cas d’hyperglycémie), qui peut s’associer avec la
forme chargée de I'acide boronique, va entrainer un déplacement de I'équilibre de ce dernier
en faveur de la forme chargée (Figure A-16A), ce qui va entrainer un gonflement et une meilleure
hydratation de I'hydrogel, favorisant la libération de l'insuline, qui aura été préalablement
séquestrée en son sein (Figure A-16C). A I'inverse, un faible taux de glucose va moins favoriser
la présence de la forme chargée de I'acide boronique, entrainant de ce fait un abaissement de
la température de transition de conformation pelote - globule du PNIPAM a la surface du gel
et donc la formation d’une couche superficielle étanche a I'insuline contenue dans le gel. Par la
suite, ils ont voulu réaliser un patch a partir de cet hydrogel. Ce patch est constitué de
microaiguilles contenant I’hydrogel au niveau de la pointe. Afin qu’elles puissent pénétrer la
peau et que la structure soit suffisamment solide, ils ont semi-interpénétré leur hydrogel avec

des fibroines de soie cristallisées par traitement au méthanol®%% (Figure A-16B et C).

Les hydrogels sont également employés pour la séquestration de cellules dans des
applications visant a la régénération des tissus endommagés des os et des cartilages notamment,
qui font usuellement intervenir un support qui contient des cellules ainsi qu’un facteur de

croissance (Figure A-17)%7,
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Figure A-17 Hydrogel injectable pour la régénération des tissus des os et des cartilages'®’.

Le principal défi lié a ces applications dans le domaine biomédical est associé a la
nécessité pour I’hydrogel d’étre injectable, faute de quoi il faudrait le transplanter au cours
d’une intervention chirurgicale®. Certains hydrogels chimiques sont congus pour réticuler aprés
I'injection, cependant cette méthode est difficile a mettre en ceuvre car elle nécessite souvent
I'utilisation d’agents réticulants ou de fonctionnalités fortement réactives comme des aldéhydes
utilisés pour la formation de bases de Schiff avec des amines®?’. L'utilisation d’hydrogels
physiques offre plus de flexibilité d’utilisation, du fait de leur comportement rhéo-fluidifiant
réversible les rendant plus facilement injectable®%, Ce comportement peut étre renforcé avec
des systémes thermosensibles, liquides a température ambiante mais gélifiant au-dela d’une

9,107,109,110

température cible étant particulierement étudiés Il faut toutefois rappeler que

I'inconvénient des hydrogels physique tient de leurs propriétés mécaniques moindres.

Les hydrogels sont également utilisés comme revétement sur des capteurs employés in
vivo afin d’éviter le déclenchement d’une réaction immunitaire quand ils ne sont pas eux-mémes
employés comme capteurs!'?. On peut citer par exemple un hydrogel chimique fonctionnalisé
avec de I'acide boronique sensible a la présence de glucose qui va provoquer I'apparition de
charges sur le gel, qui seront détectées par I'électrode sur laquelle il aura été placé comme

revétement (Figure A-18)!2. On les retrouve aussi dans I'industrie agro-alimentaire, ou ils sont
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utilisés pour impacter la texture des aliments, dans les produits cosmétiques'!! ou comme

biomatériaux, utilisés par exemple en rhinoplastiel®!1?,
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Figure A-18 Principe d’un hydrogel fonctionnalisé avec de I'acide boronique sensible a la

présence de glucose placé comme revétement sur une électrode!?

Enfin, les hydrogels font I'objet d’études visant a élaborer des actionneurs mécaniques
avec en ligne de mire la conception de muscles artificiels'!!. Takashima et coll. ont ainsi réalisé
un hydrogel a base de poly(acrylamide) réticulé chimiquement comportant également des
fonctionnalités azobenzene et a-cyclodextrine ayant la possibilité de former des complexes
d’inclusion ou non selon que I'azobenzéne est en conformation trans (plus stable) ou cis
(pouvant étre obtenue par irradiation UV), ce qui aboutit a la formation de réticulations
supplémentaires, cette fois de nature physique, entrainant une contraction de I'hydrogel
comme cela a déja été évoqué en section 1.2.2. ou 1.3.1.2. de ce manuscrit!'®. L’avantage de ce
contrdle de la formation de complexe d’inclusion par rayonnement est qu’il permet de focaliser
Iirradiation du gel sur certaines zones uniquement, ce qui va entrainer des déformations
réversibles de sa structure macroscopiquel®®. Uirradiation par UV (365 nm) sur une face de
I’échantillon entraine le basculement de I'azobenzene en conformation cis conduisant a la
rupture de réticulations physiques sur la face irradiée qui va avoir plus d’affinité pour 'eau, ce
qui va entrainer une déformation de I’hydrogel vers la direction opposée a l'irradiation (Figure
A-19). Cette déformation est réversible par basculement de la fonction azobenzéne en

conformation trans par irradiation dans le visible (430 nm) de la face correspondante
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Figure A-19 Irradiation d’un hydrogel a base de polyacrylamide constitué de réticulations
chimiques et physiques a base de complexe d’inclusion entre des fonctionnalités azobenzénes

en conformation trans et des fonctionnalités a-cyclodextrine!®3.

2 Les polysaccharides

2.1 Historique

Les polysaccharides, polyméres naturels issus de la polycondensation des oses, font
partie des premiers polymeéres étudiés, et ce avant que Staudinger n’expose ses théories sur la
structure macromoléculaire. lls entraient dans la composition de remedes ancestraux basés sur
des préparations a base d’extrait de plantes médicinales'*11®, Les végétaux contenant de la
cellulose étaient utilisées comme combustible (bois), comme composant des cordages (fibres
de chanvre) et comme textile (coton, chanvre, lin)*6. Il aura fallu attendre le XIX®™® siécle pour
que les premiers polysaccharides soient isolés a partir de sources végétales ou animales. Ainsi
les parois végétales peuvent contenir de la cellulose, des pectines, les graines quant a elles sont
riches en amidon (composé d’amylose et d’amylopectine). Certaines graines renferment aussi
de la gomme de guar, de caroube ou de tara, divers algues contiennent de I'alginate, de I'agar-
agar ou encore des carraghénanes. Les exsudats de certains arbres peuvent étre composés de
gomme arabique ou de gomme karaya. On trouve des polysaccharides également au sein des

cellules animales, tels I’acide hyaluronique ou la chitine, ou produits par des bactéries, voire des
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champignons, comme le xanthane, le dextrane, le pullulane ou encore la gomme gellane’#114117,
L’acide hyaluronique a été isolé au sein de I"humeur vitrée par Meyer et Palmer en 193411,
L’alginate, quant & lui, est extrait depuis la fin du XIX®™ siécle de certaines algues brunes (du
type laminaria sp., Macrocystis sp., Eklonia sp. ou Ascophyllum nodosum) par traitements
successifs en milieux acides et alcalins selon des procédés qui jouent sur son caractere insoluble

quand il est sous forme acide et soluble quand il est chargé (Figure A-20)14119-121,

Na,CO -
Alginic acid e al;ﬁate
HCI
Alginic | Na,CO,
Ca,Mgand |\~ | " a6id  |orNaOH | Na-
Sr-alginate in Wash, alginate
algal particles filtration
Ca'2| = Na,CO
: I -
‘Ca-algrnate}M Alginic acid }# alg:iate
Pre-extaction Neutralization Precipitation

Figure A-20 Schéma explicatif du procédé d’extraction des alginates contenus dans certaines

algues!®,

Si les oses constituant les polysaccharides ont assez rapidement pu étre identifiés par
dégradation, il aura fallu attendre les travaux de Staudinger au cours des années 1920 sur les
macromolécules pour que se développe la recherche sur la nature des liaisons glycosides
constitutives des polysaccharides!®. Les progrés réalisés en cristallographie aux rayons X a

122-124

également permis d’étudier leur structure cristalline . De nombreuses structures de

polysaccharides ont été déterminées dans les années 1960 sur la base d’études antérieures

incomplétes?'®

, avec notamment |’élucidation de la succession de liaisons glycosides 13 et
1->4 entre les deux unités saccharides respectives des carraghénanes, des glycosaminoglycanes
et de I'agarose**1?6128 gy de I'alternance d’unités acides mannuroniques et acides guluroniques

qui constituent I'alginate!?0129-131,

La cellulose, dont le motif de répétition est constitué de glucose, a un statut particulier
au sein des polysaccharides et de leur histoire, car elle est le polymeére naturel le plus abondant
de la biomasse, présente dans certaines structures cellulaires et dans les fibres des végétaux.
La cellulose a été I'un des premiers polyméres modifié chimiquement par ’homme en vue de

concevoir des matériaux semi-synthétiques aux propriétés inédites vers la fin du XIX®™® siécle, a
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une époque ou la bakélite, premier polymeére artificiel a base de formol et de phénol n’avait pas
encore été découvert (il le sera en 1907)%%. Sous forme native, la cellulose représente plus de
80 % de la structure du lin et du chanvre et de 88 a 96 % de la structure du coton, utilisé
notamment dans l'industrie textile, ou son traitement par la soude la rend parfaitement adaptée
a la pose de teinte. Elle est un composé essentiel du papier?.. Si elle a été isolée dés 1837 par

Anselme Payen!!®

, elle ne sera synthétisée qu’en 1964 par voie enzymatique par I'équipe de
William Hassid?'32, Sa modification chimique a entrainé I'émergence de composés semi-
synthétiques aux propriétés tres différentes du composé naturel, telle la nitrocellulose, un
explosif plus puissant que la poudre a canon, découverte de facon fortuite par Henri Braconnot

en 1832 par action de l'acide nitrique sur des substances végétales?®

, le procédé ayant
postérieurement été amélioré par Christian Schonbein en 1846, qui d’aprés I'anecdote aurait
enflammé le tablier de coton de sa femme en essuyant un mélange d’acide nitrique et d’acide
sulfurique qui s’était déversé dessus?. Additionné de camphre pour le stabiliser, ce composé a
par la suite conduit a développer la premiere matiére plastique, le celluloid, utilisé comme
matériau des balles de tennis de tables ou des anciennes pellicules (brevet déposé en 1870 par
les fréres Hyatt). La cellulose régénérée, dite rayonne de viscose, obtenue par traitements
successifs de la cellulose native en milieu alcalin puis acide, est utilisée comme soie artificielle
dans lindustrie textile ou comme membrane de filtration et a permis I'obtention de la
cellophane, utilisé notamment pour les emballages alimentaires, en étant comprimée entre
deux rouleaux au cours du processus d’extraction de la viscose?!. D’un autre c6té, les éthers de
cellulose, tels que la carboxyméthylcellulose, I’hydroxyéthylcellulose, la méthylcellulose par
exemple, constituent une large gamme de polysaccharides semi-artificiels hydrosolubles aux
multiples propriétés en particulier dans le domaine des épaississants tres largement utilisés en

formulation aqueuse®3313¢,

Pour ce qui est des autres polysaccharides, les premieres applications concernaient

137

également l'industrie textile™’ ou l'industrie agroalimentaire. Ainsi, outre I'agar-agar déja

évoqué, les alginates ont été utilisés dans les années 1930 comme stabilisateur pour creme

glacée'?, Les polysaccharides ont aussi été employés comme milieu de culture (a base d’agar-

137

agar), comme promoteur de cicatrisation des plaies**’, comme coagulants pour les procédés de

137

floculation®®” ou comme substituant du plasma®3,
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2.2 Structure chimique et propriétés

Les polysaccharides sont des polymeéres naturels composés par des unités oses, aussi
appelés glucides. Les oses de base comme le glucose sont caractérisés par une formule brute de
type Cn(H20),, n étant généralement compris entre 3 et 91390 d’ou le terme anglais
‘carbohydrate’ utilisé pour les désigner. Ils sont répartis entre les aldoses, comprenant une
fonction aldéhyde en forme ouverte comme le glucose (I’ose le plus abondant dans la nature!'’),
et les cétoses, qui présentent eux une fonction cétone en forme ouverte. Les autres groupes
chimiques de la molécule sont toutes des fonctions alcools. Les carbones sont généralement
énumérés en fonction de leur position dans la structure moléculaire, avec respectivement le
carbone de la fonction aldéhyde des aldoses et celui non asymétrique en a de la cétone des
cétoses définissant la position 1 (Figure A-21a). Un autre point trés important dans la
dénomination d’'un ose provient de la distinction entre deux énantiomeres D ou L selon la
conformation du carbone asymétrique en a du carbone le plus éloigné de I'aldéhyde ou de la

cétone (ex: position 5 d’'un hexose) et de son orientation dans la représentation de Fischer

(Figure A-21b). Trés souvent, I'un des énantiomeéres est majoritaire a I’état naturel, comme le D-
glucose pour le glucose, ce que I'on retrouve également chez les acides aminés, a ceci pres que
c'est la forme L qui est privilégiée chez ces derniers. Enfin, on peut noter I'équilibre
conformationnel des oses en une forme ouverte telle que représentée Figure A-21 et une forme
cycliqgue s"accompagnant par la conversion de la fonction aldéhyde des aldoses en hémiacétal
et de la fonction cétone des cétoses en cétal (Figure A-22). Il y a deux possibilités de formes
cycliques : la forme furanosique, composée d’un cycle a cing liaisons sur le modéle du furane (a
partir des tétroses) et la forme pyranosique, composée d’un cycle a six liaisons sur le modéle du
pyrane (3 partir des pentoses) (Figure A-22). Les oses pouvant passer a la fois en forme
furanosique et pyranosique privilégient généralement I'une des deux, donnant la structure la
plus favorable énergétiquement. Par exemple, le glucose privilégie la forme pyranosique. Ces
deux formes cycliques peuvent étre en conformation o ou B selon I'orientation du groupe
fonctionnel en C; par rapport a celui en C4 (forme furanosique) ou Cs (forme pyranosique) (Figure
A-22). Il est a noter que le passage de la conformation a a B et réciproquement se fait de facon
continue, du fait que les oses peuvent passer en forme ouverte. Cela n’est plus le cas quand la
fonction C; a été modifiée au niveau de son groupe alcool ou au sein d’un polysaccharide (sauf

au niveau de son unité terminale présentant une fonction hémiacétal ou cétal libre). Ces deux
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conformations revétent donc une importance cruciale sur la structure du polysaccharide comme

nous le verrons par la suite.
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Figure A-21 a) Principe de la numérotation des carbones au sein d’un ose. b) Représentation

du D-glucose et de son énantiomere, le L-glucose. (Représentation de Fischer)
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Figure A-22 Représentation de I'équilibre du glucose entre une forme ouverte et des formes

cycliques de type pyranosique ou furanosique.

Il convient de noter qu’il existe également de nombreux glucides modifiés incorporant

des hétéroatomes au sein de leur structure, tel le N-acétylglucosamine, ou ne respectant pas le

modele de la formule présentée, comme les acides uronique, issus de I'oxydation d’oses simples.
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Plusieurs exemples de glucides sont représentés en forme cyclique (celle présente dans les

polysaccharides) Figure A-23.
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Figure A-23 Représentation de la structure de divers sucres (aldoses et cétoses) ainsi que de

dérivés incorporant des hétéroatomes.

Les oses composant le motif de répétition des polysaccharides sont en forme cycliques
et sont liés entre eux par une liaison de type glycoside C;-O-C, obtenue par réaction de
condensation'®. Ils présentent donc une conformation a ou B fixe (la forme ouverte n’étant
accessible que pour le dernier ose de la chaine appelé aussi sucre réducteur) qui va impacter la
structure et les propriétés du polysaccharide. Ainsi, la cellulose et I'amylose (I'un des
composants de I'amidon) sont des polysaccharides tous deux constitués de glucose. La seule
différence est que les unités sont en conformation B dans le cas de la cellulose et en
conformation a dans le cas de I'amylose. Il en résulte que la cellulose a une structure linéaire
rigide, la ou I'amylose est hélicoidale. Cette derniere est assimilable par I'homme par
dégradation enzymatique avec I'amylase et est soluble dans I’eau au contraire de la cellulose,

non digeste et insoluble.

Les polysaccharides peuvent étre linéaires (cellulose, alginate, chitine, acide
hyaluronique) ou ramifiés (glycogéne, amylopectine, dextrane). lls peuvent avoir une structure

neutre, comme la cellulose, le dextrane ou encore le pullulane ou anionique, comme I'alginate
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ou l'acide hyaluronique, qui disposent de fonctions acide carboxylique. Il y a trés peu de
polysaccharides cationiques, le plus répandu et le plus utilisé est le chitosane, mais il n’existe
pas a |’état naturel, il est donc un polysaccharide artificiel de la chitine!®. Plusieurs structures

de divers polysaccharides sont représentées Figure A-24.
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o O HO HO o o S HO
HO o S NH o/, HO o S
OH n oH NH, n

OH o OH

Cellulose Chitine Chitosane
OH _OH
g ﬁ AN
Acide hyaluronique Alginate Agar-agar

Figure A-24 Représentation de la structure de divers polysaccharides.

La structure et les fonctionnalités des différents polysaccharides impactent fortement
leurs propriétés de méme que leur solubilité dans I'eau. Ainsi, les polysaccharides chargés
(polyélectrolytes) peuvent généralement étre dissouts en milieu aqueux quand le pH
correspond a un état ol ils sont chargés. A l'inverse, au sein d’'un milieu ou ils ne sont pas chargés,
certains seront solubles (acide hyaluronique en milieu acide) et d’autres non (alginate en milieu
acide). Le degré de désacétylation de la chitine en chitosane aura un impact important sur sa
solubilité!*2, En outre, chaque polysaccharide a des fonctions mécaniques ou biochimiques qui
lui sont propres au sein des organismes dont ils sont issus. Ainsi, la cellulose est un élément
essentiel de la paroi cellulaire des végétaux, la chitine est le composant principal de la carapace
des crustacés, I'acide hyaluronique est impliqué dans les processus de prolifération et de

motilité cellulaire et le glycogene sert au stockage du glucose dans le foie et les muscles.

Les polysaccharides sont des composés généralement assez biodégradables, tres
souvent du fait d’'une action enzymatique spécifique : les chitinases pour la chitine (un

)13, 'amylase pour I'amidon, la cellulase

polysaccharide autrement trés résistant a I’hydrolyse
pour la cellulose ou encore la hyaluronidase pour I'acide hyaluronique®*. Il convient cependant

de noter que ces enzymes ne sont pas produites par tous les organismes : ainsi, I'organisme
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humain ne génére pas de cellulase et ne peut donc pas digérer la cellulose. Cette
biodégradabilité a été exploitée dans le domaine des matériaux avec I'élaboration de plastiques
ou de mousses a base d’amidon, un polysaccharide pouvant étre mis en forme par extrusion*.
Cependant, les matériaux basés sur ce composé présentent I'inconvénient d’étre trés sensibles
a 'humidité pour ce qui est de leur tenue mécanique, ce qui demeure un défi de taille!®. Par
contre, les polysaccharides sont particulierement adaptés a des applications dans le domaine
biomédical du fait de leur plus grande assimilabilité par rapport aux polyméres synthétiques**,
Il'y a un intérét certain a utiliser ceux qui ont la plus grande compatibilité avec 'homme. A ce

titre, I'acide hyaluronique, un glycosaminoglycane de la matrice extracellulaire chez I'animal,

semble particulierement approprié.

2.3 L’acide hyaluronique (HA)

2.3.1 Structure et propriétés

L’acide hyaluronique est un glycosaminoglycane, non sulfaté ou lié a une protéine*. Il

est synthétisé au sein de la membrane plasmique, d’ou il est extrudé, contrairement aux autres
glycosaminoglycanes qui sont produits par I'appareil de Golgi'*®. Pour rappel, il a été isolé en
1934 au sein de ’humeur vitrée par Meyer et Palmer!®®, || est un constituant essentiel de la
matrice extracellulaire chez les vertébrés et quelques bactéries, ce qui laisse supposer qu’il a été
développé de facon précoce au cours de I'évolution naturelle*’. On le retrouve notamment au
sein de ’humeur vitrée (~100-400 pg.g?), du fluide synovial au niveau des articulations (a une
concentration d’environ 2 mg.mL?), de la peau (50 % de la masse de HA du corps s’y trouve),
des cartilages et du cordon ombilical (¥4 mg.mL?)#4146148149 " Qriginellement sa production
industrielle se réalisait essentiellement a partir de I’lhumeur vitrée d’origine bovine ou de créte
de coq, mais elle est maintenant de plus en plus obtenue par croissance bactérienne au sein de
streptococci*®1591%1, Par rapport & d’autres polysaccharides comme les pectines ou I'alginate,
présentant des structures variables selon la source d’ou ils ont été extraits, I'acide hyaluronique
a une structure réguliere. Il est composé d’acide D-glucuronique (GlIcA) alterné avec de la N-
acétylglucosamine (GIcNAc) par des liaisons B 13 (GIcA = GlcNAc) et B 14 (GIcNAc - GlcA)

sur une chaine macromoléculaire linéaire (Introduction générale, Figure 2, page 4).

Du fait de la présence d’unités acides glucuroniques au sein de sa chaine
macromoléculaire et donc de fonctionnalités acides carboxyliques, le HA est un polyélectrolyte

anionique et présente une forte affinité a I'eau. Il est également associé a une forte pression
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osmotique, cette derniere augmentant de facon exponentielle pour des concentrations
croissantes en HA®152153 | 3 présence de groupes donneurs et accepteurs de protons sur la
structure du HA entraine la possibilité de formation de liaisons hydrogene, qui sont
principalement de nature intramoléculaire avec des ponts constitués par des molécules d’eau
dans le cas de solutions aqueuses (Figure A-25)147:15% Ce glycosaminoglycane dispose également
de zones relativement hydrophobes au sein de sa structure secondaire. Ces deux propriétés
entrainent I'arrangement des chaines de HA en une structure tertiaire en double hélice en milieu
aqueux, qui ont la particularité non usuelle d’étre particulierement rigides, ce qui conduit a une
forte augmentation de la viscosité et affecte leur réactivité!*’-1>, Le HA est ainsi plus résistant a
I’'oxydation de son unité GIcA par le périodate par rapport a d’autres polysaccharides'¥. ||
convient de noter qu’une étude a montré que I'addition de fragments de HA de faible masse
molaire a une solution contenant des fragments de plus forte masse molaire entraine une

diminution de I'élasticité ainsi que de la viscosité de cette solution?3154,

GlcA GlcNACc GlcA GIcNAC

Figure A-25 Représentation des liaisons hydrogéene intramoléculaires avec présence de ponts

constitués par des molécules d’eau au sein de la structure du HA en solution aqueuse¥.

L’acide hyaluronique a un réle important dans les mécanismes de prolifération et de

149

motilité cellulaire, ainsi que lors des réponses inflammatoires'®. Certaines protéines, les

hyaladhérines, peuvent en effet se lier spécifiquement a ce polysaccharide, ce qui va entrainer
des réactions spécifiques®. Il peut ainsi se fixer sur les récepteurs CD44 des lymphocytes!®1%,
cette interaction jouant un réle essentiel dans le processus de dégradation du HA qui se déroule

155 1 peut aussi étre

au sein de la cellule par action de la hyaluronidase aprés endocytose
internalisé au sein des cellules du foie par endocytose aprés s’étre lié avec des récepteurs HARE
(HA receptor for endocytosis)'®**>, A ce sujet, le HA est remplacé au sein de l'organisme a

hauteur d’un tiers de sa masse par jour'#&14915815 || peut aussi se lier spécifiguement a d’autres
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récepteurs cellulaires, les RHAMM (‘Receptor for hyaluronan-mediated motility’)**®°, qui sont

impliqués dans la motilité cellulaire®>3,

Il a également des propriétés en solution rappelant celles d’un tamis, laissant passer les
molécules de faible masse molaire et retenant les larges particules'®. Son renouvellement
rapide au sein de I'organisme peut laisser penser qu’un de ses roles est de maintenir le liquide
synovial non souillé par des particules qu’il retiendrait et qui pourraient étre éliminées avec le

HA153.

L’acide hyaluronique est présent dans le milieu extracellulaire avec des masses molaires
de I'ordre de plusieurs millions de daltons!#¢14%161 || 3 tendance 3 étre dégradé au cours d’une
réaction inflammatoire par oxydation ou par I'action d’enzymes libérées par des cellules mortes

149162 par interaction avec les

et les fragments de HA propagent la réponse inflammatoire
lymphocytes. Il est a noter que I'on ne sait pas si les HA de faibles masses molaires (< 100 kDa)
sont pro-inflammatoires en tant que tel'®%1®3 et que la structure des fragments de HA lors des

réactions inflammatoires n’est pas totalement élucidée’®.

Des études ont montré que les récepteurs CD44 sont surexprimés chez certaines cellules
cancéreuses (sein, ovaires, poumon, colon, cesophage), ol ils provoquent une augmentation de
la migration cellulaire par interaction avec le HA%®1%4, Ce dernier a ainsi été utilisé dans le cadre
de projets visant a éliminer les cellules cancéreuses en le fonctionnalisant avec des principes

actifs utilisés en chimiothérapie, comme le taxol6415,

Au sein du liquide synovial, il a un réle de lubrification des articulations. Le
développement de I'arthrose est d’ailleurs associé avec la présence de HA dégradé au sein des
jonctions articulaires, ce qui limite sa viscoélasticité ainsi que ses propriétés mécaniques®. L'un
des traitements contre I’arthrose consiste donc en I'injection réguliére d’acide hyaluronique de

forte masse molaire.

Du fait de ses propriétés hydratantes associées a une forte pression osmotique, I'acide
hyaluronique est également utilisé dans de nombreuses formulations cosmétiques visant a

I'atténuation des rides sur la peau®®’. Il est également utilisé comme adjuvant pour

162,165

I"'administration de médicaments ophtalmiques, dans la régénération tissulaire , oucomme

gélifiant dans des formulations contenant des liposomes pour la libération de principes actifs!®.
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Enfin, I'acide hyaluronique a une structure plutot fragile, pouvant étre dégradée dans
de nombreuses conditions. Outre les diverses hyaluronidases dégradant le polysaccharide sur
une zone qui leur est spécifique, la chaine est particulierement sensible a des conditions
basiques, ou elle sera dégradée de facon aléatoire par B-élimination. Elle est également
dégradable aux conditions acides, méme si sa susceptibilité est moindre qu’avec les bases. Le
HA est également sensible aux ultrasons, qui vont dégrader la chaine de facon non aléatoire,
résultant en une distribution bimodale. La température peut également entrainer une réduction
de la taille de la chaine, le traitement en autoclave a 128 °C entrainant par exemple une forte
dégradation de cette derniere. Le stress oxydant a également un effet délétére sur I'intégrité de

la chaine de HA™,

2.3.2 Moadification chimique

L'acide hyaluronique peut étre modifié chimiquement en vue de lui conférer des
propriétés dont il ne dispose pas naturellement et ce pour des applications principalement a
destination du domaine biomédical. Il dispose en effet de plusieurs fonctionnalités sur lesquelles
des réactions peuvent étre réalisées, comme des alcools secondaires, un alcool primaire, un

amide ainsi qu’un acide carboxylique.

Le HA a, par exemple, été réticulé en émulsion par du trimétaphosphate de sodium afin
d’obtenir des microparticules pouvant séquestrer du bleu de méthyléne®. L’avantage de cette
méthode est qu’elle emploie un agent de réticulation peu toxique et permet de s’affranchir des
dérivés plus usuels tels que le glutaraldéhyde ou des bisépoxydes®, par contre le milieu
réactionnel, tres fortement alcalin, peut induire une sensible dégradation du HA. D’autres
méthodes de réticulation impliquent une fonctionnalisation préalable avec du dihydrazide
adipique, suivie par la réaction avec une molécule bifonctionnelle entrainant la formation de
liaisons covalentes intermoléculaires!®?1>, Cette voie de synthése a par exemple été employée
afin de réticuler du HA avec des molécules de polyéthylene glycol téléchéliques comprenant des
fonctions aldéhydes terminales!®. Une voie assez utilisée pour modifier le HA consiste en
I'incorporation de fonctions thiols au sein de la structure. Cette méthode permet par exemple
de former des hydrogels ou nanogels chimiques réversibles a base de ponts disulfure!®®1°, Ce
type d’hydrogel est trés sensible aux conditions réductrices que I'on peut rencontrer au sein des

cellules du fait de la présence d’antioxydants’®. Du fait de leur réactivité avec des disulfures, les
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thiols permettent des réactions de post-fonctionnalisation, les dérivés de dithiopyridine étant

trés employés dans ce but!7%171,

Il est possible de fonctionnaliser le HA en générant une fonction amine au sein de ses
unités disaccharides par désacétylation a la maniere du chitosane. Cette méthode a été
employée pour lui greffer de la tyramine-cellobiose labélisée avec de I'iode 125 afin d’étudier
son métabolisme par I'organisme?’2. Elle présente cependant plusieurs inconvénients, a savoir
la nécessité de réacétyler les fonctions amines n’ayant pas réagi pour ne pas altérer outre-
mesure les propriétés physico-chimiques du HAY? ainsi que la dégradation de la chaine

polysaccharide par B-élimination du fait des conditions de réaction dures utilisées!®?,

Il est également possible d’oxyder I'acide hyaluronique par I'action du périodate, malgré
la relative lenteur de la réaction par rapport a d’autres polysaccharides!*’13, Cette réaction,
appliquée aux polysaccharides, aboutit généralement a |'ouverture du cycle ose au niveau des
carbones C2 et C3, les fonctions alcools situées sur ces positions étant alors converties en
aldéhyde, trés réactives et pouvant aisément étre fonctionnalisées. Dans le cas du HA, la
réaction se produira principalement sur 'unité acide glucuronique, la présence d’une fonction
amide en position 3 au sein de l'unité N-acétylglucosamine empéchant I'ouverture de cycle au
sein de cette derniére (Figure A-26)3174, Cette réaction présente néanmoins un inconvénient
du fait que la structure du HA sera fortement altérée de fagon irréversible en cas d’oxydation
poussée, qui doit donc rester limitée. Il existe des possibilités alternatives d’obtenir des
fonctions aldéhydes au sein de 'unité disaccharide du HA sans provoquer d’ouverture de cycle
qui consistent soit a réduire la fonction acide carboxylique de 'unité GIcA, soit a oxyder
sélectivement I'alcool primaire de I'unité N-acétylglucosamine. Dans le premier cas, le réducteur
employé est le 9-borabicyclo[3.3.1]nonane et dans le second, le systeme oxydant employé est
le périodinane de Dess-Martin (un oxydant spécifique des alcools primaires) qui présente
I'inconvénient de pousser |'oxydation vers la formation d’acide carboxylique comme sous-
produit!’>178, Les fonctions aldéhydes peuvent alors étre utilisées pour la formation de bases de
Schiff par réaction avec les amines. Cependant, leur forte réactivité constitue également un
probléeme potentiel, obligeant a prendre des précautions lors de la manipulation du HA ainsi
modifié, en évitant notamment de I'exposer a la lumiére sous peine de fortement altérer sa
structure. Par conséquent, il convient de préter une attention particuliere a ce que toutes les

fonctions aldéhydes aient bien réagi aprées la réaction de fonctionnalisation.
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Figure A-26 Oxydation de I'acide hyaluronique par le périodatel”’.

Le HA comprend également plusieurs fonctions alcool qui peuvent étre fonctionnalisées
en les faisant réagir avec des anhydrides par exemple, afin de former des esters®®74, || est
également possible de former des éthers par réaction avec des époxydes ou des hémiacétals
par réaction avec des aldéhydes'’®. L'inconvénient est que les réactifs impliqués sont souvent

toxiques et ne doivent pas demeurer comme impureté au sein du matériau.

La derniére possibilité consiste a fonctionnaliser le HA au niveau de son acide
carboxylique, ce qui présente I'avantage de nécessiter des conditions généralement moins
drastiques que pour les autres groupes fonctionnels. La méthode la plus couramment utilisée
est la conversion de I'acide carboxylique en fonction amide par une réaction de condensation
avec une amine, les amides ainsi formés présentant I'avantage d’étre des fonctions peu
réactives et ne risquent donc pas de s’hydrolyser. Pour ce faire, il convient dans un premier
temps d’activer I'acide carboxylique par le biais d’'un agent de couplage qui va introduire un
groupe partant favorisant I'attaque nucléophile de I'amine. Il existe une pléthore d’agents de
couplage, qui ont principalement été développés dans le cadre de la synthese peptidique. Dans
une revue de 2008, Eric Valeur et Mark Bradley en ont dénombré plus de 170, aux acronymes
tres variés tels le DepODhbt (diethyl 4-oxobenzo[d][1,2,3]triazin-3(4H)-yl phosphate) ou encore
le TAPipU (1-(2-pyrrolidinyl-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b] pyridin-1-yImethylene)pyrrolidinium
tetrafluoroborate N-oxide). lls ont conclu que la différence d’efficacité de ces divers agents de
couplages était généralement minime et que pour des applications autres que la synthese
peptidique en phase solide pour lesquels ces dérivés ont été optimisés, il valait mieux s’en tenir
aux recettes éprouvées en utilisant les molécules les plus simples et les plus connues, qui
présentent I'avantage d’étre adaptées a un large éventail de réactions'’®. Les agents de
couplages les plus répandus sont des dérivés de benzotriazole, des sels de phosphonium ou

d’uronium, des carbonyldiimidazoles ainsi que des carbodiimides’®1’°. Ces derniers présentent
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I’'avantage de pouvoir étre utilisés dans des conditions variées selon leur groupe fonctionnel, y
compris en milieu aqueux, avec I'EDC (1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide), ou en
milieu organique, avec le DCC (dicyclohexylcarbodiimide) ou le DIC (diisopropylcarbodiimide).
Du fait de la tendance des acides carboxyliques activés sous forme d’O-acylurée a se réarranger
en N-acylurée non réactive, les carbodiimides sont souvent employés en conjonctions d’autres
molécules, comme des hydroxysuccinimides, qui vont réagir avec |I'O-acylurée avant le
réarrangement, ce qui aboutira a la formation d’un acide activé secondaire qui ne présente pas
de risque de réarrangement’#62180 || est 3 noter qu’en cas de réarrangement, la N-acylurée
pourra étre repérée par analyse RMN ol ses groupes N-méthyles sortiront vers 2,18 ppm (Figure
A-27)*°, En fait, il est assez délicat d’empécher la formation de ce dérivé : on peut au choix
travailler avec une faible quantité d’agent de couplage par rapport a l'unité disaccharide de
I'acide hyaluronique afin d’avoir une bonne efficacité de la réaction avec un taux de greffage
proche du taux maximal théorique’? ou on peut le supprimer au cours de I'étape de purification.
Pour ce faire, Virginie Dulong et coll. ont développé une méthode basée sur des étapes de dialyse
successives en milieu basique et acide lors de travaux portant sur le carboxyméthylpullulane, un

autre polysaccharide avec des fonctions acides carboxyliques’.
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Figure A-27 Détection de la présence résiduelle d’EDC greffé sur du HA par RMN H2°,

2.3.3 Application des HA modifiés

L’acide hyaluronique peut ainsi étre fonctionnalisé de multiples fagons, avec des finalités

variées.Une protéine, I'anti-FIt1, lui a été conjuguée afin de former des nanoparticules
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micellaires pouvant séquestrer des principes actifs utilisés pour traiter la néovascularisation
rétinienne®®!. Du fait de la surexpression des récepteurs CD44 ou RHAMM au sein de certaines
cellules cancéreuses, des stratégies visent également a conjuguer des médicaments

anticancéreux sur le HA afin qu’ils ciblent plus efficacement ces derniéres®®®,

L'un des
anticancéreux les plus connus, le Paclitaxel a ainsi été greffé sur le HA par le biais de
I’établissement de liaisons esters avec un degré de substitution évalué vers 20 %. Le composé
obtenu a ensuite été appliqué in vitro sur des cellules cancéreuses de la vessie, au sein
desquelles il a été correctement internalisé®. D’autres principes actifs ont été greffés au HA,

comme l'ibuproféne, un anti-inflammatoire, le méthotrexate ou I’hydrocortisone, une hormone

stéroide utilisée pour traiter les insuffisances en cortisol®.

Trés souvent, le HA est réticulé afin de former des hydrogels chimiques, présentant une
meilleure durabilité dans I'organisme que le HA natif qui y est trés rapidement dégradé?®. Iis
pourront étre utilisés comme traitement antiride ou pour étre injectés au sein des
articulations®®®. Les agents de réticulation les plus employés pour obtenir les hydrogels destinés
a la commercialisation sont I'éther diglycidylique de butanediol, le divinylsulfone ainsi que le
glutaraldéhyde. Ils présentent cependant tous I'inconvénient d’étre toxiques®:. Les hydrogels
chimiques a base de HA peuvent aussi servir a transporter des facteurs de croissance pour la
régénération des cartilages. Un hydrogel a base d’acide hyaluronique comportant des fonctions
aldéhydes a ainsi pu étre réticulé in-situ par la formation de bases de Schiff avec de I'alcool

polyvinylique doté de groupes hydrazides afin de séquestrer des chondrocytes (cellules du

cartilage)®®,

L'acide hyaluronique peut également étre utilisé comme vecteur de petit ARN
interférant (siRNA), ce dernier étant utilisé afin d’inhiber spécifiquement I’expression de certains
génes en protéines'®®. Le HA a ainsi pu étre directement fonctionnalisé avec du petit ARN
interférant par I'établissement de ponts disulfures’?, ou avec des liposomes qui vont contenir
le SiRNA, Le HA a également été complexé avec du chitosane pour former des nanoparticules
pouvant contenir de I’ARN messager, qui a une bonne affinité pour le chitosane (polycation), la
ou l'acide hyaluronique (polyanion) permet aux nanoparticules d’étre internalisées par les

cellules'®.

Enfin, le HA a également été fonctionnalisé avec des polymeéres thermosensibles afin de

former des hydrogels, nanogels ou structures micellaires par élévation de la température. On
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peut citer I'exemple du PNIPAM avec une fonction amine terminale, qui a été greffé sur le HA
en milieu organique par le biais du couplage au carbonyldiimidazole, ce qui a donné des
structures devenant des hydrogels par élévation de la température!”. Un copolymére a base de
méthacrylate de diéthylene glycol et d’oligoéthyléne glycol, obtenu par polymérisation
radicalaire controlée RAFT (reversible addition fragmentation), a également été greffé sur le HA
par le biais d’une réaction de type thiol-éne, le thiol étant généré par aminolyse de I'agent RAFT
terminal du copolymere, et I'alcéne ayant été incorporé au sein du HA par estérification avec un
anhydride. Le composé obtenu pouvait former des nanogels pouvant séquestrer des molécules

hydrophobes®®.

3 Les polymeéres thermosensibles

3.1 Principe et propriétés

La plupart des polymeéres ont une solubilité dans un solvant donné qui dépend de la
température. Il est possible de distinguer deux cas de figures : le plus intuitif correspondant aux
polyméres qui ne se solubilisent qu’au-dela d’une certaine température et celui plus surprenant
des chaines macromoléculaires qui vont devenir insolubles au-dessus d’une certaine
température. Dans le premier cas, on parle de polymeres a UCST (‘Upper Critical Solution
Temperature’) et dans le second, on parle de LCST (‘Lower Critical Solution Temperature’). On
peut représenter ces deux propriétés sur un diagramme de phase (Figure A-28). Dans les deux
cas, I"'UCST et la LCST correspondent a un point bien précis sur le diagramme de phase, a savoir
respectivement la température minimale au-dela de laquelle le polymeére devient soluble ou la
température maximale au-dela de laquelle le polymeére précipite, ces deux points étant obtenus
pour une concentration en polymeére bien précise'®1%, La transition est généralement attribuée
a un changement de conformation, ou la chaine macromoléculaire sera en solution sous forme
de pelote bien solvatée et précipitera en passant en conformation globule plus compacte (Figure

A-28).
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Figure A-28 Diagrammes de phase respectifs d’un polymeére en solution avec LCST (gauche) ou

avec UCST (droite)®®,

Le phénomene de I'UCST peut aisément se comprendre d'un point de vue
thermodynamique en utilisant la théorie de Flory-Huggins®®?. Si I'on considére I'expression de

I’enthalpie libre de mélange, on a:
AGme = AHypgp — TAS g (A-13)

OU Gme est I'enthalpie libre de mélange, Hme I'enthalpie de mélange et Snwa I'entropie de
mélange. Un AGm¢ négatif correspondra a un mélange favorable et inversement pour un AGmg
positif. L'enthalpie de mélange correspond a I'énergie a apporter pour rompre les interactions
moléculaires solvant-solvant et polymere-polymere et former les liaisons solvant-polymeére, ce
qui constitue globalement un phénomeéne endothermique dans le cas d’un polymere a UCST
(nécessitant un apport de chaleur). L’entropie de mélange est un terme positif, la dispersion des
chaines polymeres au sein du solvant étant associée a une augmentation du désordre du
systeme. Ainsi, on peut voir a partir de I'équation A-13 que lI'augmentation de la température
va favoriser la contribution entropique au détriment de celle de I'enthalpie libre, ce qui résultera

en la solvatation du polymére dans le solvant.

Le cas de la LCST est plus complexe, ce phénomeéne n’étant pas prédit par la théorie de
Flory-Huggins. Ici, 'augmentation de la température provoque la démixtion du polymere en
solution, ce qui contredit ce qui vient d’étre présenté pour I'UCST. Le phénomene de la LCST
n’est en fait pas encore bien élucidé. Les mesures en calorimétrie différentielle a balayage
indiquent toutes qu’il s’agit d’'un phénoméne endothermique, associée donc a une variation

positive de I'enthalpie’#1791921% Afin que la démixtion se produise, il faut donc d’un point de

58



Chapitre A : Etude bibliographique

vue thermodynamique qu’elle soit associée a une augmentation du désordre, ce qui est contre-
intuitif. Plusieurs explications ont été avancées selon la nature du polymere étudié : dans le cas
du PNIPAM, le systéme a LCST dans I'eau le plus étudié, 'augmentation de la température est
associée a une rupture des liaisons H que cette macromolécule établit au niveau de sa fonction
amide avec les molécules d’eau, liaisons qui étaient associées a une augmentation de I'ordre du
systéme (Figure A-29)%1% Des observations sur des solutions aqueuses de polyéthers de glycol
ont mené a I’hypothése de la présence locale de molécules d’eau dans un état ordonné autour
des zones hydrophobes du polymere. L'élévation de la température entraine la fusion de ces
zones ordonnées, ce qui provoque la formation d’associations polymeres-polyméres au niveau

des zones hydrophobes®41%,
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Figure A-29 Représentation des interactions préférentielles PNIPAM-H,0 ou PNIPAM-PNIPAM

selon la température de la solution®>.

Dans le cadre de cette these, les polyméres a LCST seront exploités car I'idée est ici
d’obtenir des dérivés de HA qui gélifieront au-dela d’une certaine température. Des hydrogels
ont en effet déja été obtenus en fonctionnalisant des polysaccharides, dont le HA, avec des
polyméres a LCST, principalement le PNIPAM®8179197 Deux approches principales sont possibles,

a savoir la méthode ‘grafting from’ ou la méthode ‘grafting to’ (Figure A-30).

Dans le cas de la grafting from, le monomeére a polymériser est greffé sur le
polysaccharide, quiva servir d’amorceur pour la réaction. L'un des premiers articles se focalisant
sur la fonctionnalisation du HA avec le PNIPAM a été rédigé par Ohya et coll.*” lls ont opté pour
cette stratégie grafting from en greffant un dithiocarbamate de type iniferter (a la fois amorceur,
agent de transfert et de terminaison) sur la fonction alcool primaire de Il'unité N-
acétylglucosamine du HA, a partir de laquelle le NIPAM a été polymérisé par amorcage

photonique. La longueur de la chaine PNIPAM a pu étre variée, avec des M, allant de 5 a 84 kD3,
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ces valeurs ayant pu étre déterminées apres hydrolyse basique du HA. Les HA-g-PNIPAM
obtenus avaient tendance a précipiter autour de 34 °C (contre 32 °C pour le PNIPAM libre)

('étude ne se focalise pas sur la gélification éventuelle du composé)'®’.

In-situ Side polymer chains

polymerization
of monomers

Pendant functional groups

® @ o
@ o
@ NN —
Chitin/chitosan Chitin/chitosan grafting from copolymers
End-functionalized Side polymer chains

polymer chains

Pendant functional groups /
e

Chitin/chitosan Chitin/chitosan grafting onto copolymers

(b)

Figure A-30 Représentation des méthodes ‘grafting from’ (a) et ‘grafting to’ (b)**.

Dans le cas de la grafting to, le polymére LCST sera greffé sur le polysaccharide via
I'utilisation de fonctionnalités chimiques compatibles intrinsequement présentes ou
préalablement apportées. Du PNIPAM avec une fonction amine terminale a par exemple été
greffé sur du HA de différentes masses molaires (1500 kDa et 300 kDa) au niveau de sa fonction
acide carboxylique en utilisant le carbonyle diimidazole comme agent de couplage. Dans les
deux cas, une augmentation des propriétés viscoélastiques des dérivés de HA (HA-g-PNIPAM) a
été constatée autour de 30 °C'”. Des nanogels a base de HA-g-PNIPAM ont également été
obtenus avec une stratégie de greffage légerement différente, impliquant la cycloaddition de
Huisgens, aussi appelée réaction click de par sa grande efficacité. Le PNIPAM était doté d'une
fonction azoture —N3 terminale, et le HA d’une fonction dibenzocyclooctyne, qui permet de se
dispenser de I'utilisation d’un catalyseur au cuivre au contraire des fonctions alcynes qui sont

couramment utilisées pour cette réaction®®,

Des hydrogels thermosensibles ont également pu étre obtenus par I'établissement d’un
simple réseau interpénétré, sans nécessiter de greffage du polymere thermosensible. Si ce type
d’hydrogel serait probablement impropre a une utilisation biomédicale du fait de la probable

diffusion du polymere thermosensible qui en résulterait, il peut intervenir dans d’autres
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applications. Ainsi, les propriétés d’absorption de I’"humidité ambiante d’un hydrogel d’alginate
de calcium a I'état sec interpénétré avec du PNIPAM, puis la libération sous forme d’eau en
passant la température de 27 °C a 50 °C, ont été évaluées. Le systéme a ainsi permis de réaliser
la condensation de I'humidité contenue dans I'atmosphére sans nécessiter un fort apport en
énergie, ce qui pourrait se révéler utile pour développer des échangeurs de chaleur?.
Malheureusement, le rendement de la condensation ne s’élevait qu’a 20 % et nécessite d’étre

amélioré.

Si le PNIPAM reste le polymeére le plus utilisé pour obtenir des hydrogels/nanogels, il
existe des alternatives, d’autant plus que ses limites en termes de biocompatibilité sont de plus
en plus évoquées. Le PNIPAM n’est en effet pas biodégradable et ne peut étre éliminé par voie
rénale que si sa masse molaire est suffisamment basse®*>?% De méme, I'hydrolyse de sa
fonction amide entrainerait la libération non désirée de cette derniere au sein de I'organisme

sous forme d’un amide primaire, composé généralement toxique?®*.

Des alternatives existent. Ainsi, la Jeffamine® M2005, un polyétheramine commercial, a
été greffée sur du carboxyméthylpullulane, un dérivé de pullulane comprenant des fonctions
acides carboxyliques, sur lesquelles la réaction a été effectuée avec des taux de substitution
pouvant atteindre 20 %’%. Une température de gélification aux alentours de 25 °C a ainsi été
obtenue. Dans une autre approche, des copolymeres a base de polyméthacrylate de
polyéthylene glycol avec une fonction thiol terminale ont été additionnés par réaction thiol-ene
sur du HA modifié chimiquement afin de contenir des groupes alcénes®® ou par synthése thiol-
Michael sur du HA comportant une fonction maléimide greffée au niveau de l|'acide
carboxylique?®, Le composé thermosensible obtenu formait des nanogels par élévation de la
température et a été utilisé pour séquestrer des molécules hydrophobes. D’autres types de
polyéther de glycol couramment utilisés sont les Pluronics®, des triblocs de polyéthyléne glycols
(PEG) et de polypropylene glycol (PPG) (PEG-b-PPG-b-PEG) commercialisés par BASF. Un
Pluronic® téléchélique doté de fonctions thiols terminales a ainsi été greffé sur du HA contenant
un groupement catéchol au niveau de son acide carboxylique, ce qui a partiellement abouti a la
formation de réticulations covalentes, toutefois insuffisantes pour empécher la solution
contenant le composé de s’écouler. L'élévation de la température a entrainé la formation

d’associations entre les chaines de Pluronic®, ce qui a conduit a la gélification de la solution?®,
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Parmi ces autres possibilités de polyméres thermosensibles, cette these adaptera le
protocole de greffage de la Jeffamine® M2005 sur le HA et se focalisera ensuite sur la piste
prometteuse que constituent les polyoxazolines, des polymeres qui présentent la particularité
intéressante de voir leurs propriétés physico-chimiques étre modifiées en fonction de leurs

groupes fonctionnels ainsi qu’étre aisément ajustables par copolymérisation?°4205,

3.2 Les poly(2-oxazoline)s

Les poly(2-oxazoline)s ont été découverts en 1966 par trois équipes différentes?’®-208,

Les monomeéres constitutifs de ces chaines macromoléculaires sont des molécules
hétérocycliques a cinq atomes, dont trois de carbone, un d’azote et un d’oxygene. L'un des
atomes de carbones est situé sur le cycle entre les deux hétéroatomes et comprend un groupe
fonctionnel, généralement une chaine alcane (Figure A-31). Les 2-oxazolines sont synthétisées
a partir d’aminoéthanol avec qui I'on peut faire réagir soit un acide carboxylique, un chlorure
d’acyle, ou un nitrile?®>?1%, Leur polymérisation se fait par ouverture de cycle cationique,
d’acronyme CROP (pour ‘cationic ring opening polymerization’). L’amorceur utilisé est un
électrophile, généralement du para-méthyltoluene sulfonate, du triflate de méthyle, du
bromure de benzyle ou de I'iodure de méthyle?°4?11, Le triflate de méthyle entraine I'amorcage

204

le plus rapide*™, mais le para-méthyltoluéne sulfonate est souvent utilisé du fait qu’il est moins

)212—214

cher et moins dangereux (le triflate de méthyle est mortel par inhalation , et que laréaction

204 ’ouverture de cycle n"est pas

peut étre moins contrélée en employant du triflate de méthyle
déclenchée par le relachement de la tension de cycle, mais plut6t par la stabilité accrue de la
fonction amide formée par rapport a I'iminoéther initial?*®. Lors de la propagation, la chaine est
terminée en son extrémité a par I’électrophile issu de I'amorceur (souvent une fonction méthyle
ou benzyle) et en son extrémité w soit par une fonction oxazolinium (mécanisme ionique), soit
par le contre-ion issu de I'amorceur qui a ouvert I'oxazolinium terminal par attaque nucléophile
(mécanisme covalent)?'®. Plus le contre-ion est nucléophile, plus le mécanisme covalent sera
privilégié et plus la cinétique de la réaction sera faible?®*, La terminaison peut étre effectuée par
I'ajout d’un nucléophile, comme une fonction amine, hydroxyle ou acide carboxylique, qui va
effectuer selon le cas une attaque nucléophile sur I'oxazolinium terminal ou une substitution du
contre-ion de I"amorceur si ce dernier est greffé en bout de chaine?®. La réaction s’effectue
généralement dans un solvant organique polaire aprotique, comme le diméthylacétamide, le

nitrobenzéne ou 'acétonitrile, ce dernier étant le plus utilisé depuis quelques années?®, Elle

peut étre réalisée soit de facon conventionnelle, par voie thermique, en chauffant le milieu
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réactionnel sous gaz inerte a 70-80 °C (dans le cas ou le solvant est de I'acétonitrile), soit dans
un micro-onde sous pression, ce qui permet d’employer des températures plus élevées de
I'ordre de 140 °C. La réaction est ainsi considérablement accélérée, passant de I'ordre d’une

journée a une quinzaine de minutes?’2%,

R
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Figure A-31 Schéma général de |la polymérisation des oxazolines (E : électrophile; X : contre-

(“vm

ion; Nu : nucléophile).

Les polymérisations ioniques permettent en général un meilleur contréle sur la taille de
la chaine et des réactions de transferts bien moindres que leur pendantes radicalaires. La
premiere polymérisation « vivante » avait d’ailleurs été obtenue avec la polymérisation
anionique du polystyréne?!®, Dans le cas des poly(2-oxazoline)s, la polymérisation est contrdlée
uniquement pour des chaines courtes, avec des dispersités inférieures a 1,3 (DP < 100)#%*22°, Dés
lors que I'on approche d’un DP de 100, il convient d’effectuer la réaction a une température
réduite a 40 °C (au lieu de 70-80 °C), ce qui entraine une augmentation considérable de la durée
de la synthése, qui peut alors se dérouler sur environ une semaine?'®. Des protocoles ont été
développés pour obtenir des chaines de faible dispersité avec des degrés de polymérisation
supérieurs a 100, mais ils sont restreints a certains polyoxazolines comme le poly(2-éthyl-2-

221 ou le poly(2-méthyl-2-oxazoline) PMeOx?%. Ce dernier n’a d’ailleurs pas pu

oxazoline) PEtOx
étre directement polymérisé de fagon contrblée et a nécessité de synthétiser une chaine PEtOx
de la taille désirée, puis de la désacétyler par hydrolyse acide, obtenant ainsi une chaine
polyéthylene imine, avant de la réacétyler avec de I'anhydride acétique afin d’obtenir du PMeOx,

ce qui semble fastidieux.

On voit donc ici qu’il peut étre intéressant de combiner les propriétés de chaines
polyoxazolines de faible taille en les greffant sur un polymere biocompatible de plus grande taille.
Outre le contréle de leur polymérisation, cela permettrait d’augmenter leur temps de circulation
au sein de l'organisme et les fragments de polyoxazolines pourraient étre éliminés par voie

rénale, le polymére n’étant pas biodégradable tout comme le PNIPAM?%,
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Figure A-32 Classement de poly(2-oxazoline) par LCST décroissante (adapté de la référence

188)

La longueur de la chaine alcane de l'oxazoline va affecter ses propriétés une fois
polymérisé. Ainsi, si le PMeOx est hydrophile, des que I’on passe a une chaine a deux carbones,
il acquiert une LCST, qui va aller en décroissant avec I'augmentation du nombre de carbones de
la chaine latérale, jusqu’a devenir totalement insoluble a partir de quatre carbones. Il est a noter
que les isomeéres de chaines n"auront pas le méme impact sur la LCST : ainsi, le poly(2-isopropyl-
2-oxazoline) PiPrOx a une LCST plus faible que le poly(2-n-propyl-2-oxazoline) PnPrOx!&223 (voir
Figure A-32). Il est possible d’ajuster cette LCST en synthétisant des copolyméres?'3223, |3
transition est réversible et, au contraire du PNIPAM, ne présente pas d’hystérésis, ce qui
constitue un avantage en terme de contrdle des propriétés du polymére!®224 || est important
de noter que, pour les homopolymeéres de polyoxazolines, la transition d’'un état soluble a
insoluble par élévation de la température perd son caractere réversible si la macromolécule est
maintenue dans son état insoluble pour une période prolongée: un phénomene de
cristallisation irréversible s’opére en effet!®225, Cette propriété dépend de la cristallinité des

polyoxazolines, qui va fortement varier selon leur groupe fonctionnel. Des études ont

notamment étudié I'impact de la longueur de chaine de diverses fonctions alcanes sur la
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température de transition vitreuse T, et de fusion Ts. Elles ont notamment montré que les
chafnes courtes (< 4 carbones) avaient la cristallinité la plus faible, avec notamment le PEtOx qui
est quasi-amorphe??%2? (il cristallisera tout de méme s’il est placé en solution au-dela de sa LCST,
cette transition pouvant prendre plus d’une semaine??). La température de fusion varie peu
avec la chaine alcane et se situe vers 150 °C ou 200 °C selon les études considérées, qui n’ont
pas employé les mémes méthodes de synthése et de mesure??®??’, La T, diminue avec la
longueur de la chaine alcane et peut étre ajustée en réalisant des copolymeéres, ce qui confere

donc une certaine polyvalence aux polyoxazolines?®.

Les polyoxazolines peuvent également étre fonctionnalisées aux extrémités de la chaine
en fonction de l'amorceur et/ou de I'agent de terminaison utilisés afin d’ajuster leurs
propriétés?®. Certaines équipes ont ainsi étudié des systémes micellaires & base de
polyoxazoline qui a été polymérisée en utilisant un amorceur contenant une chaine lipidique
(lipid-b-POx) ou une longue chaine d’alcane Cis (Cis-b-POx) pour former des structures
amphiphiles de type copolymére & blocs?'7230-232_ || est possible de moduler les propriétés
thermiques de ces micelles sans utiliser de copolymere, en utilisant simplement des systemes
mixtes : le point trouble de micelles mixte a base de lipid-b-PiPrOx et de lipid-b-PEtOx a ainsi pu
étre varié de facon linéaire jusqu’a une certaine teneur en lipid-b-PEtOx, a partir de laquelle
deux points troubles étaient repérés, ce qui indiquait que le mélange micellaire était devenu
hétérogéne?. Des micelles mixtes de Cis-b-PMeOx et de phospholipides ont été utilisées pour

231,233

encapsuler un antioxydant, la quercétine pour des applications topiques Elles ont

également été comparées a des micelles commerciales a base de PEG, I'un des buts étant de

remplacer ce composé®1233,

En effet, les PEG sont tres utilisés au sein des biomatériaux du fait de leur approbation
par la FDA (food and drug agency) étatsunienne pour un usage médical, de leur hydrophilie qui
ne déclenchera pas de réaction immunitaire et de leur production a grande échelle®4, IIs sont
ainsi souvent utilisés pour fonctionnaliser la surface de particules dites furtives, pour les
dissimuler du systéme immunitaire'®*?**, Cependant, ils sont de plus en plus critiqués du fait de
leur synthese nécessitant I'emploi d’époxydes toxiques, de leur tendance a s’oxyder dans des
conditions douces, de leur haute viscosité, de leur tendance a s’accumuler dans les organes et
de leur susceptibilité a déclencher des réactions allergiques dans de rares cas comme la récente
campagne de vaccination contre la COVID 19 a pu le rappeler, les PEGs étant utilisés comme

adjuvants dans certains vaccins?%®233-237 Des alternatives ne seraient donc pas inutiles et, a ce
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sujet, des études ont montré que la cytocompatibilité ainsi que I’hémotoxicité des
polyoxazolines était prometteuse?3323, e PEtOx est d’ailleurs déja approuvé par le FDA comme
additif indirect pour des utilisations en contact avec les aliments (il peut étre présent a |'état de

). Des copolyméres de polyoxazolines (constitués

traces pour ce type d’applications
majoritairement de PEtOx) ont été récemment employés comme vecteur de rotigotine, un
traitement contre la maladie de Parkinson et ont passé la phase 1 des essais cliniques®’. Il
convient cependant de nuancer que la grande majorité des études de biocompatibilité
concernent le PMeOx ou le PEtOx du fait de leur solubilité en solution aqueuse, ce qui limite les
connaissances sur les dérivés plus hydrophobes, qui doivent étre intégrés au sein de structures

plus complexes?3,

Les polyoxazolines ont déja été greffés sur des polysaccharides, les premiéres études sur
le sujet remontant aux années 90. Dans la plupart des cas, I'approche retenue consistait a utiliser
le polysaccharide comme agent de terminaison au cours de la polymérisation de I'oxazoline, ce
qui présente I'avantage de limiter les étapes de réactions. Le chitosane a tout d’abord été
employé pour terminer la polymérisation de PMeOx et de PEtOx amphiphiles?®®, du fait de la
présence de fonctions amines au sein de son unité, puis la réaction a été étendue a des
copolyméres amphiphiles de poly(2-phényl-2-oxazoline)-b-poly(2-méthyl-2-oxazoline)?*.
Cependant, ces études ne visaient pas a doter le chitosane ainsi modifié de propriétés
thermosensibles. Par la suite, une autre équipe a utilisé divers polysaccharides comme le B-
glucane ou le glycogeéne (des chaines de D-glucose), ou des carraghénanes pour terminer des
chaines  copolyméres de  poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-co-poly(2-n-butyl-2-oxazoline).
Contrairement au chitosane, aucun de ces composés ne comporte de fonction amine. Les
fonctions alcools de ces polysaccharides ont donc été converties en alcoolates par le biais
d’hydrure de sodium afin de devenir suffisamment nucléophiles pour réagir sur le groupe
oxazolinium terminal?*®2%3, Les composés obtenus présentaient des points troubles, et dans le
cas du carraghénane, la formation d’agrégats en présence de sels de potassium (une
caractéristique native de ce polysaccharide), mais leurs propriétés rhéologiques n’ont pas été
240-243

étudiées , ce qui aurait permis d’observer si les composés pouvaient former des hydrogels

ou non.

Une partie de cette these s’inspirera de ces protocoles et les adaptera afin de

fonctionnaliser I'acide hyaluronique avec des polyoxazolines thermosensibles. Ceci ne constitue

66



Chapitre A : Etude bibliographique

pas notre unique stratégie pour former des hydrogels stimuli-sensibles: nous avons en effet

prévu de greffer également des groupes chromophores (photosensible) sur le HA.

4 Les fonctionnalités photosensibles

4.1 Deux catégories principales

Les matériaux photosensibles constituent une catégorie intéressante pour des
applications dans le domaine biomédical, de par la possibilité de déclencher leurs propriétés par
I'application d’un rayonnement, qui peut aisément &tre focalisé sur une zone précise®. Par
exemple, certains groupes chimiques, comme I'anthracéne, la coumarine ou encore la thymine
se dimérisent sous l'effet d’un rayonnement UV, ce qui a pu étre utilisé pour obtenir des

244247 - p’autres fonctionnalités voient leur structure

hydrogels par réticulation chimique
chimique étre modifiée sous I'action d’un rayonnement, de facon réversible ou non, ce qui
conduit a un changement de leur polarité. Ces fonctions peuvent ainsi étre greffées sur des
chaines macromoléculaires afin de faire varier leur balance hydrophile/lipophile. Elles ont
notamment été utilisées sur des systémes micellaires, afin de pouvoir renforcer leur structure
ou au contraire les dégrader (Figure A-33)%, Certains groupes fonctionnels sont en fait des
groupes partants et entrainent des modifications irréversibles de la chaine polymere sur
laquelle elles sont greffées. L'exemple le plus connu est celui des o-nitrobenzoyles, qui sont
greffés sous la forme d’une structure ester qui sera hydrolysée sous I’action d’un rayonnement

UV ou en proche infrarouge a deux photons?®2%_ Les esters de coumarine ont une réactivité

similaire et ont été utilisés sur des systémes micellaires a base de HAZ®,
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Figure A-33 Représentations des diverses possibilités de modification des propriétés de

systémes macromoléculaires micellaires par stimulus photosensible2*,

D’autres molécules, sous l'action d’'un rayonnement incident, passent de fagon
réversible d’une conformation stable & une conformation de plus haute énergie®®. Cette
transition entraine une forte variation de leur spectre d’absorption de la lumiere et I'on parle
ainsi de groupes photochromiques®'?*2, Ce phénoméne a été découvert en 1867 sur une
solution de tétracene qui se décolorait lorsqu’elle était exposée a la lumiere du jour et se
recolorait dans le noir?®2, Ce domaine d’étude s’est ensuite développé au cours des années 40-
60 de facon concomitante avec les techniques d’analyses usuelles de caractérisation des liaisons
chimiques et des structures cristallines (IR, RMN, UV, rayons X), I'un des défis étant de
développer des molécules ne s’altérant pas de fagon irréversible lorsqu’elles sont soumises a
plusieurs cycles d’irradiation, ce qui sera résolu dans les années 80 avec |'apparition des dérivés

252 | existe actuellement cing groupements principaux de ce

de spiroxazine et de chromenes
type a étre employés au sein de polymeres, les azobenzenes, les spiropyranes, les spirooxazines,
les diaryléthylénes ainsi que les fulgides (Figure A-34). Les mécanismes d’isomérisation different
selon le groupe considéré : ainsi, les azobenzenes passent d’une conformation trans apolaire a
une conformation cis plus polaire et les spiropyranes passent d’une forme fermée non chargée

a une forme ouverte zwitterionique par un mécanisme d’ouverture de cycle électrocyclique®.
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Figure A-34 Groupes fonctionnels photochromiques communément utilisés au sein de

polymeéres®,

4.2 Applications des molécules photochromiques

Ces structures rencontrent des applications diverses: elles sont par exemple
incorporées au sein de cristaux liquides afin de déclencher un changement d’alignement
réversible de ces derniers vers un état isotrope (favorisé par la conformation cis) par simple
irradiation lumineuse, la température de transition de la phase nématique vers la phase
isotropique se trouvant réduite’®. La demande la plus forte pour les molécules
photochromiques provient de I'industrie optique, qui utilise des composants héliochromiques
pour développer des verres correcteurs pouvant noircir s’ils sont directement exposés au
s0leil®>252254255 | eyr utilisation pour des applications visant au stockage optique 3-D de données

256257 Les matériaux photochromiques peuvent altérer I'indice de

est également étudiée
réfraction du matériau au sein duquel ils sont dispersés lors de leur changement de
conformation, ce qui a pu étre utilisé dans I'élaboration de guides d’ondes photo-ajustables au

sein de fibres optiques?®.
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4.3 Les azobenzénes
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Figure A-35 Mécanismes proposés pour le changement de conformation de I'azobenzéne?*®,

Parmi les molécules photochromiques, I'azobenzéne est un composé intéressant de par
la simplicité de sa structure, symétrique et associée a un relativement faible encombrement
stérique. Le mécanisme de son isomérisation n’est pas totalement élucidé, quatre possibilités
ayant été proposées (Figure A-35)%°. Elle se produit selon une cinétique de premier ordre que
ce soit de la forme trans vers la forme cis ou réciproquement®®, Sa rapidité dépendra de la
longueur d’onde et de l'intensité du rayonnement incident, mais également du solvant
employé®!, La forme trans présente un maximum d’absorption & 320 nm, qui correspond a la
transition entre deux orbitales liantes et antiliantes nt-1'"2%%, ainsi qu’a 230 nm?%2, L’absorption
d’un rayonnement incident de longueur d’onde similaire entrainera le passage de la
conformation trans a la conformation cis, qui présente elle un maximum d’absorption a 440 nm,
correspondant & une transition d’une orbitale non liante a une orbitale liante n- %%}, et un autre
vers 254 nm?® (Figure A-36). Le retour a la conformation trans peut se faire spontanément par
action de la chaleur ou par 'action d’un rayonnement a 440 nm?®! |e plus couramment utilisé,

voire & 254 nm (d’énergie supérieure)?3254,

70



Chapitre A : Etude bibliographique

0.6

0.5

0.4

0.3

Absorbance

0.2

0.1

200 250 300 350 400 450 500

Wavelength/nm

Figure A-36 Spectre d’absorption typique d’un dérivé d’azobenzene. Les fleches indiquent le

passage d’une conformation trans en une conformation cis?®.

Les azobenzenes ont pu étre employés afin de fonctionnaliser des polysaccharides en
vue de leur conférer des propriétés photosensibles. Ainsi, de I’hydroxypropyl methylcellulose,
un dérivé thermosensible de la cellulose, a été fonctionnalisée avec des dérivés d’azobenzénes
comportant un groupe chlorure d’acyle. Le composé obtenu a une LCST qui varie d’environ 10 °C
selon I'état conformationnel du groupement azobenzéne?®®. De plus, la LCST pouvait étre
augmentée par I'ajout d’a-cyclodextrine (a-CD), un oligomere cyclique composé de 6 molécules
de D-glucose dont la cavité est hydrophobe et peut former des complexes d’inclusion?®. L’a-CD
forme en effet un complexe d’inclusion avec la forme trans alors que la forme cis présente moins
d’affinité et est exclue de la cavité’>?67:268 Des hydrogels photosensibles ont ainsi également pu
étre synthétisés sur cette base : un dérivé d’azobenzene a été greffé sur du HA au niveau de sa
fonction acide carboxylique avec un taux de greffage de I'ordre de 3,4 %. Afin d’obtenir
I’hydrogel, ce dérivé de HA a ensuite été associé a un bactériophage M13 fonctionnalisé avec de

la B-cyclodextrine (B-CD), ce qui, aux dire des auteurs, permettait d’obtenir une transition sol-
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gel par irradiation UV, |l convient toutefois de noter qu’ils ont employé de la B-CD, qui
comprend une molécule supplémentaire de D-glucose par rapport a I'a-CD et dispose donc
d’une cavité plus large, ce qui modifie ses interactions avec les azobenzénes. Les complexes
d’inclusions entre la B-CD et les dérivés d’azobenzenes en conformation trans sont toujours
possibles, mais il y a également une certaine affinité avec la fonction cis, qui, d’aprés des
mesures en dichroisme circulaire, ne serait pas totalement incluse au sein de la cavité, mais
interagirait au bord de la molécule?®>?’%, |’a-CD, formant des complexes uniquement avec la
conformation trans des azobenzénes, est donc plus sélective que la B-CD et est donc a priori plus

appropriée pour la formation d’hydrogels photosensibles.

5 Conclusion

Le but de cette thése est de concevoir des hydrogels stimuli-sensibles basés sur I'acide
hyaluronique qui pourraient étre utilisés comme systémes injectables.

Au cours de ce chapitre, la notion d’hydrogels ainsi que leurs applications ont été
introduites : ils consistent en des réseaux tridimensionnels de polyméres hydrophiles réticulés
capables de retenir et d’absorber une quantité importante d’eau, ce qui leur confére des
propriétés physico-chimiques semblables aux tissus biologiques. Ils sont ainsi parfaitement
appropriés pour étre utilisés dans des applications biomédicales car ils n’entrainent pas de
réaction inflammatoire ni de thrombose par accumulation de plaquettes des vaisseaux sanguins
sur leur surface contrairement aux plastiques usuels, de structure plus rigide. Il existe deux types
principaux d’hydrogels : les hydrogels chimiques et les hydrogels physiques. Les hydrogels
chimiques sont constitués de liaisons covalentes au contraire des hydrogels physiques qui eux
sont obtenus par |'établissement de réticulations non covalentes. Ces derniers sont donc
réversibles et peuvent aisément étre congus de facon a étre stimuli-sensibles en jouant sur des

parameétres comme le pH, la température ou encore l'irradiation lumineuse.

Afin d’améliorer la biocompatibilité des hydrogels, il vaut mieux qu’ils soient basés sur
des matériaux naturels, assimilables par I'organisme, plutét que sur des matériaux synthétiques
qui sont trés souvent non-biodégradables (a I’exception des polyesters). Les polysaccharides
constituent un choix intéressant de par leur abondance naturelle, la diversité de leurs groupes
fonctionnels, de longueur de chaine et de structure spatiale. L’acide hyaluronique, en particulier,
est un polysaccharide de la famille des glycosaminoglycanes produit au sein de la matrice

extracellulaire chez les vertébrés (dont 'homme) et certaines bactéries. Il est de ce fait

72



Chapitre A : Etude bibliographique

parfaitement assimilable, sa dégradation se produisant par I'action d’enzymes. Il est en outre
impliqgué dans de nombreux mécanismes cellulaires, du fait de ses interactions avec des
récepteurs. 1l est constitué par une alternance d’unités acide glucuronique et N-
acétylglucosamine, deux dérivés du D-glucose. L’acide glucuronique, en particulier, comprend
une fonction acide carboxylique, sur laquelle il est possible de réaliser des réactions de greffage,

notamment en vue d’obtenir des fonctions esters ou amides.

A I'état natif, I'acide hyaluronique ne présente pas la possibilité d’établir des
réticulations réversibles et nécessite donc d’étre fonctionnalisé. Afin de réaliser des hydrogels
thermosensibles, il est possible de lui greffer des polyméres présentant une LCST dans l'eau,
c’est-a-dire une température au-dela de laquelle ils deviendront fortement associatifs et se
désolvateront. Si le PNIPAM et les polyéthers de glycol sont les polyméres a LCST de référence,
les polyoxazolines présentent une alternative émergeante a ces systémes, du fait de I'aisance a
contréler leur thermosensibilité par la synthése de copolymeéres, de I'absence d’hystérésis lors
de leur transition thermique et de leur potentielle meilleure biocompatibilité par rapport aux
polyéthers de glycols qui sont de plus en plus décriés a cause de leur mauvaise stabilité.
L'avantage d’un tel systéme de copolymeéres en peigne HA-g-POx est que la longueur de la
chaine latérale ne nécessite pas d’étre tres longue, ce qui lui permettrait donc étre éliminée de
I'organisme par voie rénale, d’autant qu’il devient compliqué d’obtenir des chaines

polyoxazolines de dispersité faible au-dela d’'un DP de 100.

Pour ce qui est des molécules photosensibles, dont la structure peut étre modifiée sous
I'action d’un rayonnement, il en existe deux types. Certaines vont subir des modifications
irréversibles quand d’autres vont passer d’un isomére de conformation a un autre, ce qui
constitue une transition réversible. Parmi ces molécules, les azobenzénes présentent I'avantage
d’une structure simple relativement peu encombrée stériquement avec de nombreux dérivés
commerciaux disponibles. lls peuvent en outre former des complexes d’inclusion au sein d’a-
cyclodextrines, ce qui permettrait la formation d’hydrogels photosensibles si ces derniéres sont

greffées sur des chaines HA.
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1 Liste des produits chimiques employés

Quatre acides hyaluroniques de masses molaires différentes ont été utilisés: I'un
provenait de Sigma-aldrich (France), le HA100k (Mn: 1200 kg.mol™?) et les trois autres ont été
gracieusement offerts par la société Givaudan France SAS (Pomacle, France), le HAggok (990
kg.mol™), le HA1ok (140 kg.mol™?) et le HAsg« (38 kg.mol™?). Ceci nous a permis d’étudier I'impact
de la longueur de la chaine principale lors de la formation d’hydrogels. La Jeffamine® M2005 a
quant a elle été gentiment offerte par Huntsman Holland BV (Botlek Rotterdam, Pays-Bas). Les
échantillons HA1200k €t HAggok 0Nt des propriétés tres proches comme nous le verrons par la suite
(section 4.1.1). Le 2-méthyl-2-oxazoline (MeOx), le 2-n-isopropyl-2-oxazoline (iPrOx), le 2-n-
butyl-2-oxazoline (nBuOx), le 2-n-propyl-2-oxazoline (nPrOx), le p-toluénesulfonate de méthyle,
le diméthylsulfoxyde (DMSO) (anhydre), I'acétonitrile (anhydre), le n-butanol, le chloroforme
(dénaturé avec de I'éthanol), le chlorure de sodium, le 1-Ethyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC), le N-hydroxysuccinimide (NHS), I'hydroxyde de
tétrabutylammonium (54,0-56,0 % dans I’eau) (TBAOH), les tablettes de tampon phosphate salin
(PBS) (pour obtenir des solutions de pH 7,4 de concentrations 0,137 M en NaCl, 0,0027 M en KClI
et 0,01 M en phosphate, soit 0,15 M en sels), le phosphate de sodium monobasique
monohydraté (NaH,P04.H,0), le chlorure de 4-(Phénylazo)benzoyle, I'éthyléne diamine, I'oxyde
de deutérium (D20), la solution de deutéroxyde de sodium (30 % en masse dans le D,O) (NaOD),
le chloroforme deutéré (CDCls) et I'acétone-d6 ont été acquis auprés de Sigma-Aldrich. L’acide
chlorhydrique a 36,5 %, les pastilles de soude, la résine amberlite échangeuse d’ions (IRN77,
type cationique, H*), le carbonate de sodium, I'acétone, le N,N-Diméthylformamide anhydre
(DMF) et I'éthanol absolu (96 %) ont été obtenus auprés de VWR. L'anhydride
propylphosphonique (T3P®, 50 % en masse dans le DMF) et le nitrate de lithium ont été obtenus
chez ACROS Organics™. La triéthylamine (TEA) a été achetée chez Fluka et
I’'hydrogénophosphate de sodium dihydraté (Na,HPO4.2H,0) a été acquis chez Merck. L'eau a

été purifiée avec le systeme de purification Milli-Q®.
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2 Méthodes de caractérisation chimique

2.1 Spectroscopie de résonance magnétique nucléaire

(RMN)

La spectroscopie de résonance magnétique (RMN) est une méthode d’analyse basée sur
le moment magnétique de spin des atomes'?. En effet, les noyaux des atomes sont dotés d’un

spin qui va s’orienter s’il est placé au sein d’'un champ magnétique.

Selon leur composition nucléaire, a savoir le nombre de nucléons (protons et neutrons)
gu’ils contiennent, les atomes n’auront pas la méme réponse au sein du champ magnétique. En
effet, les protons et les neutrons possedent eux-mémes un spin. Le nombre quantique de spin
global (I) de I'atome dépend donc de sa composition nucléaire selon trois cas. Si le nombre de
masse A d’un atome (nombre de nucléons) est impair, | est un demi-entier (ex: 1/2 pour
I’hydrogéne H et le carbone 13 *3C, ou 5/2 pour 'oxygéne 17 Y0). Dans le cas ou A est pair, il y
a deux possibilités selon le numéro atomique Z (ou nombre de charge, correspondant au nombre
de protons) de I'latome : s’il est impair, | est un entier (ex : 1 pour 'azote *N), par contre, dans
le cas ou il serait pair, | est nul, 'atome ne dispose donc pas de moment de spin et n’est ainsi
pas aimanté. Il ne pourra donc pas interagir avec un champ magnétique et n’est donc pas
analysable par RMN. C’est notamment le cas du carbone *2C et de I'oxygéne °0. Il reste possible
de les analyser en utilisant leurs isotopes 3C et 70, cependant, leur abondance naturelle trés
réduite (1,1 % pour le 1*C et 0,037 % pour le 1’0) diminue nettement la sensibilité de la technique

pour ces deux éléments.

Bo
/{’/ A Etat antiparallele
e L L
* 86
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/ T |App|ication champ B AE = hy = X220
® £
T 1111
. o TTTTT
Etat parallele

Spins orientés aléatoirement

Figure B-1 Orientation des spins au sein d’'un champ permanent Bo.
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Les éléments couramment étudiés en RMN sont I’hydrogéne H (également nommé
proton du fait de la structure de son noyau), le carbone 13 13C, le fluor °F et le phosphore 3!P.
Tous ont un nombre de spin de 1/2, qui va correspondre avec la présence de deux possibilités
d’orientation de leur spin par rapport a un champ magnétique permanent, parallelement ou
antiparallelement (effet Zeeman). A chacune des deux orientations est associé un niveau
d’énergie, I'orientation parallele étant celle de plus basse énergie et donc la plus stable (Figure
B-1). L’écart d’énergie entre les deux niveaux dépendra du champ appliqué et sera associé a une

fréquence de résonance vy, spécifique a chaque isotope, telle que :
YBo
v = — (B1
0 =22 (81)

Ou By est I'intensité du champ magnétique en T et y le rapport gyromagnétique en C.kg™. Dans
le cas du H, cette fréquence vaut 100 MHz pour un champ de 2,35 T. Les appareillages RMN
sont d’ailleurs désignés par la valeur fréquence de la précession du 'H plutdt que par celle de
leur champ. Les modeles les plus courants affichent des fréquences de 300 MHz ou 400 MHz. Si
une perturbation est appliquée sur I'atome, écartant son spin de sa position d’équilibre, ce
dernier va se mettre a tourner autour de I'axe représenté par le champ a la maniére d’'une toupie
avec une fréquence de rotation égale a celle de résonance vo: c’est le phénomene de la

précession de Larmor (Figure B-2).

A A
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Figure B-2 Représentation du phénomene de la précession de Larmor.
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L'intérét de la spectroscopie RMN réside dans le fait que cette fréquence de résonance
variera légerement selon I'environnement électronique de I'atome qui est notamment tres
influencé par les liaisons covalentes avoisinantes, résultant de la mise en commun d’un doublet
d’électrons entre deux atomes. L’environnement électronique de I'atome va en effet induire un

écrantage local du champ By, ce qui va se traduire dans I'expression de vo de la fagon suivante :

— yY(1-0)Byg
21

Vo (B2)

Ou o est la constante d’écran. Afin de s’affranchir de la valeur de vo qui varie selon Bo, une autre

grandeur, le déplacement chimique §, a été définie comme suit :
§ = LVr¢f 106 (B3)
Vo

Ou v est la fréquence de précession de I'atome étudié, v celle d’'un méme atome dans un
environnement électronique de référence et vo celle de I'atome ol le champ n’aurait pas été
altéré. § s’exprime en ppm du fait du facteur 108 appliqué au sein de la formule (B3), qui sert a
obtenir des valeurs modérées. 6 ne dépend ainsi pas du champ du spectrométre employé. Par
contre, il faut garder a I'esprit que plus le champ appliqué sera fort, plus I'écart entre les
fréguences des atomes sera important, ce qui améliorera la résolution du spectre quand bien
méme les valeurs de déplacement chimique affichées ne sont pas modifiées. Ainsi, selon le

groupe chimique ou ils se situent, les atomes auront des déplacements chimiques différents.

Les spins des atomes qui sont reliés par une ou plusieurs liaisons covalentes vont
également interagir entre eux par le biais d’interaction indirecte faisant intervenir I'orientation
de leurs spins par rapport a ceux des électrons impliqués dans les liaisons. Dans le cas des spins
1/2, ce phénoméne va se traduire par 'apparition de deux états énergétiques, associés a une
fréquence de couplage J. Selon I'état dans lequel se trouvent les deux atomes, leur fréquence
de résonance respective sera décalée de plus ou moins J/2, ce qui va se traduire par un
dédoublement des deux pics sur le spectre RMN correspondant (Figure B-3). Dans le cas ou le
spin 1/2 d’un atome interagirait avec plusieurs atomes de spin 1/2, on verrait apparaitre un
multiplet. Dans le cas du *H, les couplages spin-spin peuvent étre géminaux, ol les deux H sont
sur le méme carbone, noté 2] (a condition que les deux protons ne soient pas équivalents,
comme au sein d’un carbone asymétrique, insaturé ou compris dans un cycle), ou vicinaux, ou
les deux H sont sur des carbones différents, souvent voisins (couplage 3J), ils sont en effet

rarement observables au-dela de trois liaisons.
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N , N
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Figure B-3 Impact du couplage entre les spins 1/2 de deux atomes sur le spectre RMN?.

Le déplacement chimique qui varie selon le groupement ou se situe un atome d’une
molécule donnée et la multiplicité des pics par couplage spin-spin permettent d’identifier de
facon tres précise la structure d’'une molécule, I'un des premiers exemples donnés étant celui
de I’éthanol®. Des tables ont ainsi pu étre constituées qui facilitent grandement

I'interprétation des spectres.

Pour ce qui est de la pratique, les composés sont dissouts dans des solvants deutérés,
ou les hydrogénes ont été substitués par des deutériums, afin de minimiser la présence de pics
dus au solvant sur les spectres H (il reste des *H résiduels au sein du solvant, le prix augmentant
avec le pourcentage de deutération). L’échantillon est ensuite placé dans un tube RMN qui sera
placé dans la sonde de mesure au sein du champ permanent B, généré par le spectrometre par
le biais de bobines supraconductrices. L’échantillon est mis en rotation grace a un flux d’air
comprimé, ce qui améliore la résolution du signal. Afin de générer ce dernier, une bobine
émettrice applique pendant une courte période (quelques ps) un champ incident B;
perpendiculaire a By, tournant dans le méme sens que le spin a étudier. Si la vitesse angulaire w
de ce champ B; est égale a 2mvy, les spins des protons de la molécule a étudier vont entrer en
résonance et s’orienter selon un certain angle par rapport au champ incident qui peut étre ajusté
avec I'impulsion : dans le cas ou cet angle est de 90°, on parle d’une impulsion /2 (en radian).
Une fois I'impulsion achevée, les spins vont retourner a leur état d’équilibre au cours d’une
étape de relaxation. Cette relaxation va se traduire par une diminution progressive selon une loi
sinusoidale exponentiellement amortie de I'intensité du courant induit par les spins au sein de

la bobine générant le courant incident (Figure B-4). Ce signal, appelé ‘free induction decay’ (FID),
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est recueilli par une bobine réceptrice puis est enregistré par I'appareil et permet de remonter

au spectre RMN de la molécule par I'application d’une transformée de Fourier®.

90
g -clzml .

Figure B-4 Représentation d’une séquence d’analyse RMN du proton avec une impulsion /2

suivi de I'enregistrement du signal FID>.

Outre des acquisitions permettant de retrouver le spectre d’un type d’atome donné au
sein de I'analyte (*H, 13C), il est possible de réaliser des spectres en deux dimensions en réalisant
plusieurs impulsions séparées par des temps donnés avant de récupérer le signal obtenu, ce qui
permet de faire intervenir des variables temporelles supplémentaires au temps d’acquisition du
FID. lls permettent de rendre compte des interactions entre mémes atomes (correlation
spectroscopy COSY), entre atomes différents (heteronuclear single-quantum correlation HSQC
pour les atomes séparés par une liaison covalente et heteronuclear multiple-bond correlation
spectroscopy HMBC pour les couplages de plus longue distance). D’autres méthodes ont
également été développées pour détecter les interactions entre deux atomes situés a proximité
I'un de l'autre sans étre directement liés de facon covalente (Nuclear Overhauser Effect
SpectroscopY NOESY). Toutes ces méthodes permettent une analyse plus fine de la structure

moléculaire.

Dans le cadre de cette thése, la majorité des spectres acquis seront des séquences *H.
L'appareil utilisé est un spectrometre 300 MHz Avance 300 de chez Bruker (MA, USA), mis a
disposition par Jean-Frangois Briere (COBRA, équipe Hétérocycles) que nous tenons a remercier
ici. Les séquences appliquées seront donc de routine, avec I’'emploi d’'une impulsion de type zg30
décalant les spins de 30° par rapport au champ Bo. 8 scans sont alors effectués a 298 K. Les
échantillons de 2-alkyl-2-oxazolines, poly(2-alkyl-2-oxazoline)s et azobenzénes ont été préparés
dans du chloroforme deutéré CDCls; et ont été analysés dés que possible. Tous les dérivés d’acide
hyaluronique ont été préparés par dissolution dans de I'eau deutérée D,O pendant une nuit.
Puis de la soude deutérée NaOD a 30 % en masse a été ajoutée dans la solution de fagon a

obtenir une concentration en NaOD de 0,125 mol.L™? et en HA de 5 g.L™%. Cet ajout se justifie par
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le fait que la force ionique de la solution est ainsi augmentée, ce qui aura pour effet de diminuer
la viscosité de la solution de HA en écrantant les charges de ce polyélectrolyte, et améliorera
donc la mobilité des protons de la structure moléculaire, entrainant ainsi une hausse de la
résolution du spectre obtenu®. De plus, le nombre de scans a été porté de 8 a 64, afin d’améliorer

la sensibilité du spectre.

Des analyses de ‘Diffusion Ordered SpectroscopY’ (DOSY) ont également été réalisées
sur les HA fonctionnalisés avec des chaines de poly(2-méthyl-2-oxazoline)s en complément des
analyses de chromatographie par exclusion stérique. La DOSY est une technique RMN 2D un peu
particuliére, au sens ou elle relie les pics des atomes du spectre 1D a leur coefficient de diffusion
dans le solvant : dans le cas d’'une réaction de greffage réussie, tous les atomes du copolymére
doivent étre associés a un unique coefficient de diffusion. Brievement, un gradient de champ
pulsé est appliqué aprés I'impulsion initiale et va entrainer un déphasage de I'aimantation des
spins selon leur position au sein du gradient. Un deuxiéme gradient de champ pulsé va remettre
les spins en phase (Figure B-5). Cependant, ces derniers se seront déplacés entre temps dans le
tube selon leur coefficient de diffusion, par conséquent, il subsistera un léger décalage au niveau
des spins et 'aimantation totale associée a un méme atome sera atténuée. Plus la molécule est
petite, plus elle diffuse et I'atténuation de son intensité sera d’autant plus prononcée. Elles
peuvent donc étre séparées en fonction de leur coefficient de diffusion. En ce sens, la DOSY est
une technique discriminante selon la taille de I'analyte de la méme facon que Ila

chromatographie d’exclusion stérique.

Echo de spin
90° 180°
° Delai d g
elai de FID
PFG diffusion PFG
(codage) (decodage)

Figure B-5 Représentation d’'une séquence d’impulsion basique pour mesurer la diffusion en
RMN. L'impulsion a 180° entre les deux gradients de champ pulsé va inverser les spins et

constitue une étape nécessaire pour leur rephasage’.
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Pour les acquisitions DOSY, I'appareil utilisé est un spectrometre 500 MHz Avance 500
de chez Bruker (MA, USA). Une séquence de type ledbpgp2s a été employée en utilisant 16
incréments de durée t; sur un total de 32 000 points. La durée d’acquisition était de 1,7 s et le
temps de relaxation D1 était de 3,0 s. Le temps de diffusion était de 1,5 s (durée adaptée au
solvant utilisé, le D,0) et la durée des gradients de champ pulsés (rectangulaires) était de 2,5 ms
(P30), apres lesquels un délai de 0,2 ms était observé. Les données ont été accumulées pour 16
incréments de gradients de champ pulsés en variant de facon linéaire les gradients codant de
diffusion sur une portée de 2 a 95 %. Les échantillons ont été préparés dans du D,0 a des
concentrations respectives de 5 g.L'* (HA et HA-g-PMeOx) et 10 g.L'* (PMeOx). Il n’y a pas d’ajout
de soude deutérée pour les échantillons contenant du HA afin d’éviter I’hydrolyse des liaisons
esters entre le HA et le PMeOx. Un mélange physique d’acide hyaluronique et de PMeOx a
également été préparé en ajustant le ratio massique entre les deux polyméres afin de les
comparer avec le HA-g-PMeOx. Les acquisitions ont été réalisées par I'équipe de Hassan Oulyadi

(COBRA, équipe analyse et modélisation), que nous tenons a remercier ici.

2.2 Spectroscopies d’absorption de la lumiere

Les deux méthodes qui vont suivre, a savoir la spectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier et la spectrophotométrie ultraviolet-visible sont toutes deux basées sur I'absorption
de la lumiere par les molécules a analyser. Pour autant, ces deux techniques donnent des
informations différentes car elles emploient des rayonnements de longueurs d’onde différentes

et donc de niveaux d’énergie différents, liés selon la formule :
E = hv (B4)

Les rayonnements proches ultraviolet et visible (200 — 800 nm) seront plus énergétiques que les
infrarouges (800 nm — 1000 pum) et ne provoqueront pas les mémes transitions au sein de la

molécule (Figure B-6).
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Figure B-6 Représentation du spectre de la lumiére®,

2.2.1 Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

(FTIR)

La spectroscopie infrarouge est associée aux transitions vibrationnelles au sein des
liaisons covalentes d’une molécule®*°. Ainsi, les liaisons reliant deux atomes ont un mouvement
de vibration qui va faire osciller la distance entre les deux atomes autour de sa position
d’équilibre de moindre énergie. Les niveaux d’énergie associés a la vibration d’une liaison sont
quantifiés (Figure B-7), ce qui signifie qu’elle pourra absorber I'énergie de photons lui
permettant de passer a un état excité. Les niveaux d’énergie impliqués correspondent au
domaine de I'infrarouge moyen (2,5 — 25 pum, soit 400 — 4000 cm™). Il faut toutefois préciser que
pour qu’il y ait absorption, le moment dipolaire de la molécule doit varier au cours de la vibration.
Ainsi, le diazote ne donnera aucun signal en infrarouge, son dipole demeurant nul. A l'inverse,
le dioxyde de carbone présente un dipole induit par la vibration, il pourra donc étre analysé par
IR (Figure B-8a). Les longueurs d’ondes absorbées sont spécifiques aux liaisons reliant deux
atomes donnés. En effet, ces liaisons peuvent étre assimilées a des ressorts qui présenteraient
des constantes de raideurs spécifiques, ce qui aura un impact sur I'énergie a apporter pour les
faire passer a un état excité (la masse des atomes étant I'autre parameétre déterminant). Par

exemple, les liaisons triples auront les raideurs les plus importantes, suivies des liaisons doubles
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puis des liaisons simples. Il faut donc apporter plus d’énergie pour qu’une liaison triple passe a
un état excité, elle absorbera donc a une longueur d’onde plus faible (et donc a un nombre
d’onde plus élevé). Une liaison triple de type alcyne absorbera ainsi vers 2100 cm™ tandis qu’une
liaison double de type alcéne absorbera vers 1600 cm™. La fréquence de la longueur d’onde
absorbée correspond a la fréquence de vibration de la molécule. Il est donc possible d’identifier
la nature des liaisons covalentes au sein d’'une molécule a partir d’'un spectre d’absorption (ou
de transmission) des infrarouges. Il existe plusieurs modes de vibration classés en deux types :
d’élongation (symétrique ou asymétrique, la longueur des liaisons varie pour un angle constant)
et de déformation (cisaillement, rotation plane, balancement et torsion, I'angle des liaisons varie,

la longueur reste constante) (Figure B-8b).
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Figure B-7 Représentation des états d’énergie de vibration d’une liaison entre deux atomes

selon le modeéle de I'oscillateur harmonique (gauche) et selon le cas réel (droite).

Les vibrations de la liaison entre deux atomes étant similaire a celles d’un ressort, elles
peuvent étre modélisées a la maniére d’un oscillateur harmonique (Figure B-7). Ce modéle
représente I'énergie de la liaison associée a la distance intermoléculaire par une courbe

parabolique d’équation :
1
E = Ek(d — deq) (BS)

Ou k est la raideur de la liaison, d la distance entre les deux atomes et deq la distance optimale

entre les deux atomes, d’énergie minimale.
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L'oscillation, quant a elle, est représentée par une fonction sinusoidale dont la fréquence v est

décrite par la relation :

1 k
V= 2_\/E (B6)

T

OuU p est la masse réduite du systeme composé par les deux atomes A et B (Figure B-7), telle

que:

_ mygmp

(7)

myp+mp

OU may est la masse de I'atome A et mg la masse de I'atome B. Des atomes lourds vont donc
entrainer des fréquences de résonance de plus faibles valeurs. On retrouve dans cette formule
la variabilité de la fréquence de résonance en fonction de la constante de raideur et de la masse

des atomes impliqués dans la liaison. Les niveaux d’énergie de vibration sont équidistants

(Figure B-7).
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Figure B-8 a) Représentation des moments dipolaires au sein du dioxyde de carbone et du

diazote et b) Représentation des modes de vibration d’un groupement méthylene.

Cependant, en réalité I'oscillation de la vibration est anharmonique et I'évolution de

I’énergie de liaison est représentée par une courbe asymétrique appelée courbe de Morse. L'une
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des caractéristiques notable de cette courbe est la présence d’une limite énergétique pour les
distances interatomiques importantes. Elle correspond en fait a I'énergie de dissociation des
deux atomes. Les niveaux d’énergie sont de plus en plus rapprochés (Figure B-7). Le modele de

I’oscillateur harmonique n’est donc valable que pour les niveaux les plus bas.

Au cours de la présente these, les spectres infrarouges ont été acquis sur un
spectrometre Nicolet IS50 FT-IR (Thermo Scientific, USA). Les échantillons ont été analysés tels
quels (solides ou liquides) en transmission avec le logiciel OMNIC de 500 4 4000 cm™ en réalisant

32 scans avec une résolution de 2 cm™.

2.2.2 Spectrophotométrie ultraviolet-visible (UV-vis)

2.2.2.1 Principe

Les rayonnements ultraviolets-visible (200 — 800 nm, seuls les UV proches sont
utilisables) sont plus énergétiques que les infrarouges®’. lls vont générer des transitions au
niveau des couches électroniques des molécules. L'apport énergétique sera suffisant pour que
les électrons de valence passent a une orbitale d’énergie plus élevée. Plusieurs types de
transitions peuvent étre observées : on distingue ainsi le passage d’une orbitale liante m a une
orbitale anti-liante 1", que I’on observe au sein des molécules présentant des liaisons doubles
conjuguées (ex : caroténes) ou des cycles aromatiques (ex : azobenzéne); le passage d’une
orbitale non liante n & une orbitale anti-liante ", que I'on observe au sein des composés
comprenant un hétéroatome (O, N, S, halogéne) appartenant ou conjugué a un systeme insaturé
et le passage d’une orbitale non liante n a une orbitale anti-liante ¢*, que I'on observe au sein
des composés comprenant un hétéroatome (O, N, S, halogene). Les électrons des couches d des
métaux de transition peuvent également générer des bandes d’absorption (ex : permanganate
de potassium). Les transitions d’une orbitale liante o vers une orbitale anti-liante ¢* (ex : chaine
alcanes) nécessitent plus d’énergie que ne peuvent en fournir les ondes dans le proche UV. Pour
les autres transitions, elles sont normalement plutot visibles dans I’'UV mais la présence de
conjugaisons de type m-o-mt va tendre a réduire I'énergie de transition et donc a déplacer la

bande d’absorption vers le visible (Figure B-9).
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Figure B-9 Représentation des différents types de transitions orbitalaires.

Dans le cadre de cette thése, l'instrument utilisé est un Cary 100 UV-Vis
Spectrophotometer de chez Agilent Technologies (CA, USA) muni d’un contréleur de
température (Cary Temperature Controller), permettant de réaliser des mesures en rampe
thermique. Une source lumineuse (lampe a arc au deutérium pour les UV, lampe halogene au
tungsténe pour le visible) émet un rayonnement qui est décomposé par un monochromateur
puis orienté par un jeu de miroirs réfléchissants et semi-réfléchissants vers deux cuves (en
quartz pour une transmission totale ou en polystyréne au cas ol la mesure ne nécessite pas de
descendre en-dessous de 340 nm), I'une contenant I'analyte et I'autre une référence, qui vont

retenir une partie du rayonnement selon la loi de Beer-Lambert :
A = ¢lC (B8)

OU A est I’'absorbance, ¢ le coefficient d’extinction molaire (en L.mol™t.cm™) et | la largeur de la
cuve en cm™. Les intensités des rayonnements transmis respectivement par I’échantillon et par

la référence sont ensuite mesurées avec un détecteur (Figure B-10).
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Figure B-10 Schéma du principe de fonctionnement d’un spectrophotométre UV-vis'2,

2.2.2.2 Mesure de points troubles

L'apparition du point trouble des polymeéres thermosensibles utilisés au cours de cette
these a pu étre déterminée par spectroscopie UV-vis. En effet, étant donné que certains des
polyméres étudiés précipitent ou s’agregent au-dela de cette température, ils auront tendance
a fortement réduire l'intensité du rayonnement lumineux incident. La longueur d’onde n’est
donc pas ici un parametre déterminant et a été fixée a 600 nm. A titre d’exemple, les
copolymeéres de PiPrOx-co-PnBuOx ont été dissouts soit dans I'eau MQ, soit dans une solution
de NaCl a 0,15 M a des concentrations de 10 g.L'* ou de 2 g.L™. L’évolution de "absorbance des
solutions au cours d’une rampe de montée en température de 0,5 °C.min? a été collectée a
hauteur d’un point par °C. Le point trouble a été déterminé comme l'intersection de la ligne de
base avec la tangente au point d’inflexion de la courbe d’absorbance. L'évolution de
I’'absorbance des HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) a été suivie de fagon similaire, certains échantillons

présentant également des points troubles.

2.2.2.3 Cinétique de 'absorbance d’un dérivé d’azobenzéne
soluble en milieu acide
Un dérivé de I'azobenzéne, le N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide (Figure B-11) synthétisé au
cours de cette thése est soluble en milieu acide du fait de la présence d’une charge sur la

fonction amine (le détail de la synthése sera présenté section 4.4).
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Figure B-11 Solubilité du N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide en solution aqueuse selon le pH.

L’étude cinétique a été réalisée sur une solution contenant 0,015 g.L'! de N-(2-
aminoéthyl)-4-azoamide dans 0,05 M de HCI (la concentration a été déterminée de telle sorte
que 'absorbance soit proche de 'unité vers 323 nm (maximum d’absorption transition m->m").
La dissolution a pris plusieurs jours. L'échantillon a d’abord été placé 10 min sous irradiation UV
a 254 nm (lampe 4W, ~0,2 mW/cm? (seuil de détection), utilisée pour la chromatographie sur
couche mince) afin d’étre totalement converti en conformation trans. Une premiére acquisition
de spectre est lancée juste aprés sur un domaine de 500 nm a 200 nm (en ordre décroissant)
avec un balayage a 1000 nm/min. La transition de la lampe visible a la lampe UV a été fixée a
390 nm, au lieu de la grandeur par défaut de 350 nm, afin de se trouver au sein d’un creux ou
I’échantillon absorbe tres peu. L’échantillon est ensuite placé sous une lampe UV a 365 nm (100
W, ~5,0 mW/cm?) pendant 7 min au cours desquelles des acquisitions de spectres sont
effectuées avec les mémes parametres décrits précédemment toutes les 5 s jusque 30 s, puis 45
s, 60 s, puis toutes les 30 s jusque 240 s, puis toutes les minutes jusque 7 min, ol un dernier scan
est effectué pour la courbe aller aprés avoir bien vérifié qu’il n’y ait plus de variation du spectre
obtenu. L’échantillon est ensuite immédiatement placé sous la lampe UV a 254 nm et, a nouveau,
des spectres sont acquis toutes les 5 s jusque 30 s, puis 45 s, 60 s, puis toutes les 30 s jusque 4

min et vérification que le spectre ne varie plus et a retrouvé ses valeurs initiales.

3 Méthodes de caractérisation physico-chimique

3.1 Chromatographie d’exclusion stérique (SEC) couplée

MALLS

La chromatographie d’exclusion stérique est une technique d’analyse des
macromolécules, basée sur la séparation de ces derniéres par rapport a leur volume
hydrodynamique. Cette technique permet, a I'aide d’'un étalonnage adapté, notamment la

détermination des masses molaires moyennes en nombre (M,), en masse (My,) et en viscosité
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(M,), ainsi que la dispersité des masses molaires D d’un polymere, cette derniere étant définie

par la relation suivante :
M

b =—*(B9), avec
My

an

M, =Y;" zl Mg - (B10) et My, = 3,2~ (B11).

M . - s N . . N N
M—W est forcément supérieur ou égal a I'unité, qui serait atteinte pour des chaines entierement

n

monodisperses, ce qui est impossible dans la pratique (au mieux D est compris entre 1,01 et 1,1

dans le cadre de certaines polymérisations controlées).

La séparation s’effectue concretement sur des colonnes contenant une structure matricielle a
base de polymeére réticulé macroporeuse constituant la phase stationnaire. Le polymére a
analyser est placé en solution dans un éluant et les macromolécules le constituant seront plus
ou moins retenues selon leur taille par les pores de la structure matricielle. Celles de plus faible
taille seront les plus retenues, du fait de leur plus grande facilité a pénétrer les pores. A l'inverse,
celles de grande taille pénétreront moins au sein des pores et élueront donc plus rapidement.

L’élution se fera donc des chaines de plus forte taille vers celles de moindre taille (Figure B-12).

I =
=
[1[ [=T4] i
® 5 .
X 1 2| 3
| @ o .
Phase stationnaire 2 |ci
macroporeuse e
s
=
(V]
o
c
o
O Fraction i

Temps ou volume d’élution

Figure B-12 Principe de la séparation de chaines macromoléculaires en chromatographie

d’exclusion stérique®®

Cette méthode de séparation dépend donc de la taille des macromolécules et donc de
leurs masses molaires, qui sont directement liées a leur degré de polymérisation. Cependant,

un autre parameétre exerce une influence primordiale sur I’élution, a savoir la conformation de
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la chaine. En effet, selon que la chaine présente une conformation pelote (expansée) ou globule
(contractée), le rapport du volume hydrodynamique a la masse molaire sera alors tres différent.
Ainsi des polymeéres de méme masse molaire mais de conformations différentes dans un solvant
donné ne présenteront pas le méme volume hydrodynamique et seront donc élués a des
volumes différents. Comme évoqué au début de cette section, les macromolécules sont
séparées en fonction de leur volume hydrodynamique, qui représente le volume de la sphére
équivalente a la chaine polymeére. La détermination des masses molaires nécessite donc de
connaitre la conformation du polymeére en solution ou sa viscosité intrinseque, le produit de la
viscosité intrinseéque et de la masse molaire étant proportionnel au volume hydrodynamique
(étalonnage de Benoit). La solution la plus couramment utilisée est d’étalonner I'instrument
avec des standards de calibration de masses molaires connues. Dans |'idéal, il faudrait des
étalons adaptés pour chaque type de polymére a analyser, ce qui est peu commode.
L’alternative consiste donc a déterminer la masse molaire absolue de chaque fraction éluée par
I'installation d’un systéme de diffusion statique multi-angle de la lumiere (‘multi-angle laser light
scattering’ (MALLS)) en sortie de colonne. Cette technique consiste a mesurer l'intensité de la
diffusion de la lumiere d’un échantillon a divers angles, ce qui permet de remonter a la My, mais
également au rayon de giration Rg selon I'équation suivante :

KC 1
AR(O) ~ My,

(1+ L6 P22 (3)+ ) +24,C + - (B12)

322 79

OuU AR(B) est la variation de I'indice de Rayleigh a I'angle 6 (ce facteur est lié a I'intensité diffusée
par le polymeére a cet angle 8), Ao la longueur d’onde du rayonnement incident, A, le second
coefficient du viriel, C la concentration massique en polymére et K est une constante optique

définie par I’équation :
_4m?nd dn., 1
k= PE: (dC) Na (B13)

OU ng est I'indice de réfraction du milieu, dn/dC I'incrément d’indice de réfraction et Na le
nombre d’Avogadro. L'équation (B9) permet d’obtenir la courbe de Zimm, ou M,, peut étre
déduit par extrapolation des courbes a concentration et angle nuls. Le rayon de giration peut
étre obtenu par extrapolation a concentration nulle dans le cas d’une diffusion anisotrope,
obtenue pour des objets de taille supérieure a Ao/20 (~20 nm) dans le cas de I'utilisation d’un

laser rouge comme rayonnement incident.
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Le couplage SEC/MALLS permet ainsi de s’affranchir de I’étalonnage, la SEC conduisant
a la séparation stérique de I'échantillon et la MALLS déterminant directement les masses
molaires. Le couplage utilisé au cours de cette thése comprend également un détecteur
viscosimétrique (VD), un réfractometre différentiel (DRI) et un détecteur UV (I'un ou l'autre
nécessaire a la détermination de la concentration des fractions éluées). L'extrapolation a angle
nul des fractions éluées, de concentrations si faibles qu’elles sont généralement associées a une
concentration nulle, permet l'accés a la distribution des masses molaires et des rayons de
giration. L’exploitation de ces résultats permet alors de déterminer les masses molaires et
rayons de giration moyens en nombre et en masse. Le viscosimétre permet de son coté et sur le
méme principe de remonter a la viscosité intrinseque de I’échantillon. Ainsi avec la
connaissance des masses molaires des fractions éluées, il est possible de remonter aux

parameétres de Mark-Houwink, obtenus par la relation suivante :
[n]; = KM (B14)

Ou [n]; est la viscosité intrinseque de la fraction i, M; la masse molaire de la fraction i et K et a
les deux parametres de Mark-Houwink. En particulier, a est associé a la conformation du
polymére dans I'éluant, une pelote statistique étant obtenue pour une valeur de a comprise
entre 0,5 et 0,8; au-dessus de 0,8, la chaine adopte une conformation en batonnets; pour a =
0,5, on parle de condition théta (conformation sphérique a la limite de la précipitation). Le
détecteur DRI permet quant a lui de déterminer la concentration massique de polymere au sein
de la fraction éluée. Enfin, le détecteur UV permet de détecter les composés qui absorbent a
certaines longueurs d’onde. Dans le cadre de cette these, il sera employé pour les dérivés de
type HA-g-azobenzene en utilisant une onde incidente a 320 nm (correspondant au maximum
d’absorption de la conformation trans). La viscosité intrinseque permet également de

déterminer le rayon hydrodynamique du polymere en utilisant I’équation de Einstein-Simha :

_ 3/3[nliM;
Ry = /—WNA (B15)

Ou Ry est le rayon hydrodynamique de la fraction éluée i, [n]i la viscosité intrinseque et M;la
masse molaire de cette méme fraction, u est un parametre de conformation (de valeur 2,5 dans

le cas d’une spheére) et Na est le nombre d’Avogadro.

Au cours de cette thése, le systéeme employé était composé d’unités SEC/MALLS/VD/DRI

en série. L’éluant employé était du nitrate de lithium LiNO3 0,1 M, préféré au chlorure de sodium
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usuel du fait qu’il empéche la croissance bactérienne au sein de la phase stationnaire des
colonnes immergées dans I'éluant. Le LiNOs; est en outre moins corrosif pour les parties
métalliques de l'instrument (notamment les pistons de la pompe). L'éluant est filtré par une
unité de filtration a 0,1 um, dégazé par passage au sein d’une unité dédiée (DGU-20A3,
Shimadzu, Japon) et élué usuellement avec un débit de 0,5 mL.min (avec une pompe LC10Ai

de chez Shimadzu, Japon).

Les solutions a analyser ont été préparées dans I’éluant en ajustant la concentration
selon le composé a analyser : 0,5 g.L! pour les dérivés de HA1z00 0u HAggok (qu’il s’agisse du
matériau brut, converti en sel de tétrabutylammonium, ou fonctionnalisé avec de la Jeffamine®
M2005, des polyoxazolines ou des azobenzénes), 1 g.L' pour les dérivés de HAgox et de HAssy,
et 10 g.L'? pour les polyoxazolines. Les composés ont été dissouts pendant une nuit puis ont été
filtrés avec un filtre de 0,45 um et placés dans des piluliers. 100 pL de la solution ont été injectés
avec un injecteur automatique (SIL-20A, Shimadzu). Dans le cas des dérivés de HA, deux
colonnes OHPAK SB-806HQ et SB-804HQ (adaptées pour les masses molaires comprises entre
10 kg.mol! et 1000 kg.mol?) ont été utilisées (Shodex Showa Denko K.K., Japon). Pour les
polyoxazolines, des colonnes OHPAK SB-804HQ et SB-802.5HQ ont été privilégiées (la SB-
802.5HQ est adaptée pour les masses molaires comprises entre 1 kg.mol? et 10 kg.mol?). La
phase stationnaire au sein des colonnes était composée de gel de polyméthacrylate de 2-
hydroxyéthyle. Le détecteur MALLS était un DAWN Heleos-Il de chez Wyatt Technology Inc. (CA,
USA) contenant une cellule K5 de 50 pL et 18 photodiodes calibrées relativement au détecteur
a 90° en utilisant de I'albumine de sérum bovin. Le détecteur viscosimétrique était un ViscoStar
Il de chez Wyatt Technology Inc. (CA, USA). Les données collectées ont été analysées avec le
logiciel Astra® version 6.1.7.16. Les masses molaires ont été obtenues avec la méthode de Zimm
a I'ordre 1. La concentration massique de chaque fraction éluée a été déterminée avec un DRI

(RID 10A shimadzu, Japon).

La détermination des incréments d’indice de réfraction dn/dC, paramétre indispensable
pour réaliser la courbe de Zimm (voir équations B12 et B13), a été effectuée en injectant
directement le polymeére a analyser dans le détecteur DRI a diverses concentrations massiques
dans une solution de LiNO3 a 0,1 M. L'intensité de la détection est proportionnelle a la
concentration massique avec une pente égale a dn/dC. Dans le cas du PMeOx, par exemple, les
concentrations utilisées ont été de 5 g.L%, 2.5 g.L't, 1.25 g.L'?, 0.625 g.L'? et de 0.3125 g.L?!

(échantillon : PMeOx,s). Nous avons obtenu une droite, dont le coefficient directeur correspond
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a l'incrément d’indice de réfraction, de 0.16 mL.g* (Figure B-13), soit une valeur trés proche de
celles obtenues par Alice Gontier au cours de sa thése au sein du laboratoire PBS avec d’autres
chaines de polyoxazolines!®. Ces valeurs sont elles-mémes trés proches de la valeur du dn/dC

connue du HA de 0.15 mL.g™.

9,E-04

8,E-04
7,E-04
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" y=0,1582x - 4E-07
5,E'O4 RZ = 1
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Figure B-13 Détermination du dn/dC du PMeOx,s par détection DRI (merci a Christophe

Rihouey pour les conseils et I'opération de I'instrument).

Il y a eu au cours de cette these un cas ou I'éluant en solution aqueuse de notre ligne
n’était pas adapté pour I’échantillon a analyser, a savoir pour I'analyse des masses molaires des
polyoxazolines thermosensibles. Dans ce cas, nous avons utilisé une autre ligne SEC dédiée en
solvant organique, ici le dichlorométhane. L'instrument était un Varian PL-GPC50, équipé d’une
précolonne (Polymer Laboratories, PL gel 5 um Guard, 50 x 7,5 mm), de deux colonnes (Polymer
Laboratories, PL gel 5 um MIXED-C, 300 x 7,5 mm). Le débit d’élution était de 1 mL.min™.
L'instrument ne disposant pas de détecteur MALLS, une calibration a été effectuée avec des
standards de polyméthacrylate de méthyle, les masses molaires obtenues ne seront donc pas
absolues. Le réfractometre était un RID-10A de chez Shimadzu. Les mesures ont été réalisées

par Alice Gontier et Catherine Legrand que nous tenons a remercier ici.
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3.2 Viscosimétrie a faible cisaillement

La viscosimétrie est la mesure de la viscosité d’un fluide. On distingue la viscosité
cinématique, qui est obtenue par mesure de la vitesse d’écoulement du systeme a étudier a
travers un capillaire (la valeur dépend donc de la gravité), de la viscosité dynamique, obtenue
en réalisant les mesures par I'application d’une contrainte ou d’'un gradient de cisaillement
(aucune influence de la gravité). Au cours de cette thése, nous mesurerons la viscosité

dynamique.

Le viscosimetre LOW SHEAR LS 400 de Lamy Rheology (France) utilisé au cours de cette
these est un viscosimeétre a rotation suivant le principe de Couette : le liquide a analyser est
versé dans une cuve, au sein de laquelle est placé un cylindre de dimensions légerement
inférieures a celles de la cuve. Le fluide occupe ainsi une surface importante. Le cylindre est
immobile et la cuve suit un mouvement de rotation (Figure B-14). La vitesse est ajustée afin
d’étre dans les conditions d’un cisaillement laminaire. L’appareil permet de fixer des gradients
de cisaillement faibles (typiquement de 102 & 10% s?) et est adapté pour la mesure de faibles
viscosités et/ou des mesures de viscosité dans le régime newtonien. La géométrie utilisée était
une LS11 (rayon : 5,5 mm; longueur : 8 mm). Le gradient de cisaillement était adapté en fonction

de I'échantillon (lecture stable sur I'appareil).

4

Figure B-14 Représentation d’un viscosimetre en rotation selon Couette.

Cet instrument a été utilisé pour déterminer la concentration critique de recouvrement
C* des différents échantillons d’acide hyaluronique. Cette concentration correspond au passage
des chaines polymére d’un état dilué ou les molécules sous forme de pelote sont isolées les unes
des autres a un état semi-dilué ol elles commencent a entrer en contact, puis a un état

enchevétré ou elles commencent a se recouvrir (C**) (Figure B-15). En raison de la dispersité
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des masses molaires, Il arrive que I'on ne parvienne pas a déterminer avec précision C* et C**,
on obtient alors une concentration critique moyenne située entre ces deux concentrations
caractéristiques Ces mesures nous ont ainsi surtout permis d’estimer a quelle concentration il
fallait se placer afin de travailler avec des chaines semi-diluées enchevétrées pour former des

hydrogels.

C<C*

e meag =

Figure B-15 Représentation de I’évolution de la conformation d’un polymére en solution en

fonction de sa concentration®>.

3.3 Rhéologie

La rhéologie a déja été abordée dans la partie bibliographie section 1.2.4 de ce manuscrit
car il fallait introduire la notion de module de conservation G’, de module de perte G” et de
tan(6) ainsi que leur utilisation pour caractériser un hydrogel, avec G’ qui est supérieur a G”” du
fait de la prépondérance de la réponse élastique sur la réponse visqueuse au sein de ces
matériaux. La section présente développera davantage les géométries pouvant étre utilisées

ainsi que les méthodes employées au cours de cette these.

Le rhéometre employé était un Discovery HR-2 hybride de chez TA Instruments (U.K.),
contrdlé avec le logiciel TRIOS v4.1.1.33073. Les supports destinés a recevoir les échantillons
étaient un Peltier plan et un Peltier pour cylindres concentriques (TA Instruments, U.K.). lls
permettent de contréler trés précisément la température (chauffage ou refroidissement) par
I"application d’un courant entre deux types différents de matériaux conducteurs par effet Peltier.
Divers systemes de mesure peuvent étre utilisés : les géométries cone-plan, caractérisées par
leur surface conique tronquée sont les plus courantes et sont destinées a étre utilisées sur des

surfaces planes. Elles peuvent étre utilisées dans un grand nombre d’applications et elles
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répondent a la norme ISO 3219. Leur forme conique permet en effet d’homogénéiser la
contrainte de cisaillement au sein de la surface de I'’échantillon. Le cone est légérement tronqué
a son sommet afin d’éviter qu’il y ait contact entre la géométrie et le support. Son autre avantage
est qu’elle nécessite seulement un faible volume de solution a analyser. Cependant, cette
géométrie n’est pas adaptée pour la mesure de dispersion contenant des particules de taille trop
importante par rapport a I'entrefer entre la géométrie et le plateau lors d’'une mesure (valeur
fixe dépendant des dimensions de la géométrie) ou pour des polymeres a I’état fondu (pour ces
applications, les géométries plan-plan sont privilégiées). Elle n’est pas non plus adaptée pour
des mesures sur des solutions peu visqueuses qui risquent de s’écouler hors de la surface de
contact qui ne sera alors plus entiéerement recouverte. Pour ce type d’applications, les
géométries cylindriqgues, comme les cylindres concentriques et les doubles-entrefers, sont
privilégiés car elles permettent de réaliser des mesures sur une surface d’échantillon plus
importante. Afin d’homogénéiser la contrainte appliquée sur I'échantillon, I'écart de dimensions
entre le cylindre externe et le cylindre interne est minimisé, avec le rayon externe devant valoir
au maximum 1,0847 (cylindres concentriques) ou 1,15 (double-entrefer) fois la valeur du rayon
internel®. Du fait que le fluide a analyser est en contact avec les deux parois d’'une géométrie
double-entrefer, cette derniére est plus appropriée encore que les cylindres concentriques pour

appliquer de faibles contraintes.

Figure B-16 Systémes Peltier utilisés au cours de cette thése : a) Peltier plan, b) Peltier

cylindres et diverses géométries : c) cone-plan (dessus), plan-plan (dessous), d) cylindre

concentrique (gauche) et double entrefer (droite)?’.

Au cours de cette thése, la géométrie double-entrefer (aluminium — gap : 500 um) a été
majoritairement utilisée car les HA thermosensibles en solution présentaient une viscosité
relativement faible (< 10 mPa.s) aux basses températures. Dans le cas de solutions concentrées

(>50g.LY), du fait de la forte consommation en matériau, la géométrie céne-plan (aluminium —
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gap : 50 um) aura toutefois été adoptée. Les dérivés thermosensibles du HA ont été dissouts soit
dans de I'’eau Milli-Q, soit dans des solutions salines de NaCl (0,15 M) ou de tampon PBS (0,15
M). Les concentrations massiques en HA ont été ajustées en fonction de la masse molaire du HA
de départ et seront détaillées au sein des sections dédiées. Afin d’observer la formation
d’hydrogels par élévation de la température, des mesures en mode dynamique (en oscillation)
a fréquence et contrainte constantes au cours d’'une rampe de température ont été effectuées.
La fréquence était de 1 Hz, la contrainte était généralement de 0,1 Pa (elle a pu étre ajustée en
fonction du domaine de linéarité viscoélastique ou de l'allure de la courbe de déformation
affichée par I'instrument au cours des mesures, qui doit étre sinusoidale du fait de I'application
d’une contrainte oscillante) et la température variait par incréments de 0,5 °C.min* (chauffage
et refroidissement). L'augmentation de température pouvant provoquer |’évaporation du
solvant au sein de I’échantillon, ce qui fausserait les mesures, la température a généralement
été conservée en-dega de 60 °C (seuil au-dela duquel I'’évaporation du solvant devient difficile a
endiguer) et un piege a solvant a été utilisé. Il consiste en la pose d’un couvercle au-dessus de
la géométrie et au remplissage d’une cavité au sein de la géométrie avec de I'eau distillée afin

de saturer la zone en vapeurs d’eau.

3.4 Diffusion dynamique de la lumiere (DDL)

La DDL consiste a irradier une cellule contenant I'analyte avec un rayon incident issu
d’un laser puis a mesurer les fluctuations temporelles sur des temps tres courts de I'intensité de
la lumiere diffusée a un angle donné par les particules de faible taille par rapport a la longueur
d’onde du rayon incident. L'ordre de grandeur de la taille des particules que I'on peut mesurer

est donné par la fonction d’'onde q :
g ="sin(3) (B16)

Ou A est la longueur d’onde du rayonnement incident et 6 I'angle d’observation. On parle de
diffusion dynamique car c’est la fluctuation temporelle de l'intensité diffusée du fait du
mouvement brownien des particules que I'on va mesurer sur des temps trés courts avec cette
méthode. Les particules de faible taille seront sujettes a des mouvements browniens plus
rapides par rapport aux particules de taille plus élevée, I'intensité diffusée fluctuera donc plus
rapidement. Grace a un traitement de fonction d’autocorrélation, on peut remonter ainsi au
coefficient de diffusion de la particule qui est relié a son rayon hydrodynamique Ry par la relation

de Stokes-Einstein :
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kT

R, =
H 6mnD

(B17)

Ou k est la constante de Boltzmann, n la viscosité du milieu solvant et D le coefficient de
diffusion. Les mesures sont réalisées a un angle de diffusion de 173° (rétrodiffusion), qui permet
d’éviter que le laser ne traverse tout I’échantillon, ce qui entrainerait I'apparition de diffusion
multiple, ou le rayon diffusé par une particule serait a nouveau diffusé par une autre particule
(Figure B-17). On peut ainsi travailler a des concentrations plus élevées. On minimise également

I'impact des poussieres que pourrait contenir I’échantillon.

Laser Zetasizer Optical arrangement
Nano S 173° @
9 Nano ZS 173 @
Nano S90 a0®
Nano ZS90 0° @

Attenuator I“ ﬂ
4] |_-| &>
~/ Detector

(3]
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L7 D B/ | Correlator . e
Cell
(3]

Figure B-17 Principe de fonctionnement de la DDL sur le Zetasizer®,

Les données obtenues peuvent étre analysées de plusieurs fagons (Figure B-18). La
méthode la plus proche de la réalité est celle basée sur I'intensité de la diffusion des différentes
populations de I’échantillon car elle repose sur I'exploitation des données brutes de I'instrument.
Cette méthode présente toutefois un inconvénient du fait de la plus forte intensité diffusée par

les particules de forte taille par rapport a celles plus petites (I'intensité est proportionnelle au
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diametre de la particule exposant 6 d’apres I'approximation de Rayleigh), ce qui peut conduire
a une mauvaise appréciation de la distribution des populations et entrainer un impact non
négligeable de la présence de poussiéres sur la qualité de courbe de distribution, ces derniéres
entratnant une forte diffusion. Il est possible de convertir cette distribution en intensité en une
distribution en volume par le biais d’algorithmes s’appuyant sur la théorie de Mie, puis en une
distribution en nombre, qui facilitera I'estimation de la taille des diverses population mais qui

peut étre faussée du fait de I'emploi d’algorithmes.
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Figure B-18 Représentation des échelles de réponses pour un méme échantillon en DDL selon

la méthode d’analyse employée®.

Au cours de cette thése, les mesures ont été réalisées sur un Zetasizer Nano ZS de chez
Malvern avec une détection a 173 ° en faisant varier la température. Les mesures ont été
répétées 5 fois a une température fixe (ajustée selon I"échantillon étudié). Les polymeres
thermosensibles étudiés, a savoir la Jeffamine® M2005 et les copolymeres de PiPrOx-co-PnBuOx
ont été dissouts a froid dans de I'eau Milli-Q, du tampon PBS olu du HCI 0,01 M a des
concentrations de 10 g.L%. Les solutions ont été filtrées a basse température (0,45 um) afin de
supprimer d’éventuelles poussiéres. Les distributions ont été analysées en volume et en

intensité.
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4 Caractérisation des composés employés

4.1 L’acide hyaluronique

4.1.1 Propriétés physico-chimiques
Les différents acides hyaluroniques (HAssk, HA140k, HAgaok de chez Givaudan et HA100« de
chez Sigma-Aldrich) utilisés au cours de cette thése ont tout d’abord été caractérisés par
SEC/MALLS et par viscosimétrie a faible cisaillement. Leur masses molaires et leur C* ont ainsi

pu étre déterminés. Les résultats sont regroupés dans le Tableau B-1 :

Tableau B-1 Propriétés physico-chimiques des HA employés au cours de cette these
M (g/mol)> My (g/mol)® D*  C (g/L, C (g/L, 0,15 [n](mLg")® [nlw

MQ)® M NaCl)® (0,15 M NaCl) (mL.g%)?

HAssx 38 000 64 000 1,68 8,5 31 75 150
HA10« 140 000 210 000 1,50 4.8 10 143 415
HAgsok 990 000 1300 000 1,36 0.8 1.9 1458 1574
HA1200« 1200000 1500 000 1,25 0.8 2.3 1045 1717

2valeurs obtenues par SEC/MALLS (éluant : 0,1 M LiNOs)
byvaleurs obtenues par viscosimétrie a faible cisaillement

La SEC/MALLS a permis de déterminer les valeurs des masses molaires des différents HA
mais également leur viscosité intrinseque en masse [n]w, qui s’accroit avec la longueur de la
chaine comme ce qui est attendu. La viscosimétrie a faible cisaillement permet la détermination
du C*, qui est la concentration a l'intersection des deux droites correspondant respectivement
au régime dilué et au régime semi-dilué sur la courbe log(nspe) = f(log([C]) (Figure B-19), ou C est

la concentration massique (en g.L) et nse la viscosité spécifique, définie par la relation :

_n-n
Nspe = 7700 (B18)

Ou n est la viscosité de la solution et ngla viscosité du solvant. La C* a ainsi été déterminée dans
I’eau Milli-Q et dans une solution de NaCl 0,15 M pour tous les échantillons. Nous n’avons
distingué qu’une seule intersection, il n’est donc pas possible dans ce cas de distinguer le C* du
C**. 'acide hyaluronique étant un polyélectrolyte, la présence de sel doit impacter les valeurs

obtenues. Le HA est un polyanion, les charges négatives présentes au sein de chaque unité vont
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tendre a maximiser la distance les séparant les unes par rapport aux autres et la chaine va donc
étre étendue. La présence de sel va apporter des charges positives et négatives supplémentaires
au sein de I'environnement, qui vont interagir avec celles du polyélectrolyte, qui seront ainsi
écrantées. Les répulsions électrostatiques au sein du polymeére sont ainsi amoindries et ce
dernier pourra adopter une conformation en pelote moins expansée. Lorsque la concentration
critique de recouvrement est atteinte, les chaines polymeéres isolées entrent en contact et
finissent par étre enchevétrées entierement au-dela de la concentration critique
d’enchevétrement C** (Figure B-15). Les polyélectrolytes sont plus étendus en I'absence de sel,
leur volume hydrodynamique sera donc plus important et ils se recouvreront a des
concentrations plus basses. C'est ce qui a été observé, avec une augmentation systématique du
C* en présence de sel pour chaque HA testé (Tableau B-1). On observe également de fagon

logique que la C* diminue lorsque la longueur de chaine du polysaccharide augmente.

1000 7
" y=3,0532x-1,7675
100 + .. R2=0,989
] &
& Domaine dilué
Domaine semi-dilué
y=1,8516x-0,5571 P
23 R?=0,9989 ¥
C:10gL?
1
1 10 100
Cha (g.L1)

Figure B-19 Mesure de la C* du HA10k dans une solution de NaCl 0,15 mol.L™.

Il est également possible de déterminer la viscosité intrinseque [n] a partir des mesures
viscosimétriques en tracant la courbe de Huggins, a savoir la représentation de I'évolution de la
viscosité réduite nrq en fonction de la concentration massique (Figure B-20). nred est défini par

la relation suivante :

Nspe
Nrea = g) (B19)
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Figure B-20 Mesure de [n] a partir de la courbe de Huggins (HA140x dans NaCl 0,15 mol.L2).

[n] s’obtient a partir de la courbe de Huggins en extrapolant la valeur de nreq a
concentration nulle (Figure B-20). Ces mesures sont effectuées en présence d’une force ionique
suffisante (ici NaCl 0,15 mol.L) pour éviter un effet électrovisqueux provoqué par les répulsions
électrostatiques des charges du polyélectrolyte aux faibles concentrations. Ce phénomene
conduit en effet a une détermination trés délicate de la viscosité intrinseque (nécessitant
d’employer la méthode de Fuoss ou de Fedors). On observe de facon attendue que la viscosité
intrinseque augmente avec la longueur de la chaine (Tableau B-1). La viscosité intrinseque en
masse [n]w a été quant a elle déterminée par SEC/MALLS et a également été reportée dans le
Tableau B-1. On observe la méme évolution, par contre, on peut constater un écart entre les
valeurs de [n]w et [n], avec des valeurs systématiquement plus élevées de [n]w. Il convient de
noter toutefois que la concentration en électrolyte était plus faible dans I’'éluant employé en
SEC/MALLS, qui consistait en une solution de LiNO3 0,1 M, de concentration plus faible donc, ce
qui va entrainer un effet d’écran moins marqué sur les chaines polyélectrolyte. De plus [n]w, liée
a My, n’est pas tout a fait équivalente a [n], liée a M, (masse molaire moyenne viscosimétrique).

Cette valeur est donc donnée pour indication.
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4.1.2 Conversion en sel de tétrabutylammonium

4.1.2.1 Contexte

Les fonctionnalisations de I'acide hyaluronique entreprises au cours de cette thése ont
été effectuées soit en milieu aqueux, soit en milieu organique aprotique polaire (DMSO, DMF et
acétonitrile). Sous forme de sel de sodium, le HA est parfaitement soluble en milieu aqueux,
bien que sa dissolution puisse prendre du temps dans le cas des dérivés de forte masse du fait
de la haute viscosité des solutions obtenues. Il est par contre insoluble dans les solvants
organiques et nécessite d’étre converti soit sous forme acide, soit sous forme de sel de
tétrabutylammonium pour pouvoir étre dissout en milieu organique aprotique polaire. La forme
de sel de tétrabutylammonium est plus avantageuse car les ions carboxylates seront a priori plus

nucléophiles que les acides carboxyliques.

4.1.2.2 Réaction
La conversion de I’acide hyaluronique sous forme de sel de tétrabutylammonium a été
effectuée en deux étapes: le HA a tout d’abord été acidifié avec une résine Amberlite
échangeuse d’ions cationique (H'), puis a été neutralisé avec de I'hydroxyde de

tétrabutylammonium (Figure B-21).

HHo 0 OHHo 0 o OHHo 0
%J@ZTW SEEN {Jgjoilﬁw 2, %ogo—f C%ﬁ/}
° ONa O:<CH3 " ° OH O:<CH3 " \—\O‘NH/ CHy "
Na-HA HA (forme acide) ))\T

Figure B-21 Conversion du Na-HA en TBA-HA en deux étapes : (1) acidification avec une résine

échangeuse d’ions (H*) et (2) neutralisation avec du TBA-HA.

A notre connaissance, peu d’études mentionnent le pH ol I'acide hyaluronique est
neutralisé (entierement sous forme de carboxylate) sans excés de base, qui serait alors présente
en temps qu’impureté et pourrait engendrer une dégradation du HA par B-élimination. Un
dosage d’une solution d’acide hyaluronique (0,099 mol.L, 10 mL), converti au préalable sous
forme acide, a ainsi été réalisé avec de la soude 0,1 M (merci a mes deux stagiaires, Bilel
Bennacer et Koceila Boundaoui pour leur initiative). La courbe de dosage est présentée Figure
B-22. Le pH a I’équivalence est situé vers 7,7. L'importance est donc de se placer a un pH proche

qui soit dans la zone du saut de pH (ou une tres faible variation de la quantité de base entrainera
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une forte variation du pH). (Note: le volume équivalent n’est que de 8,3 mL, mais peut
s’expliquer par la présence d’humidité au sein du HA employé ce qui a pu fausser les masses. Le

but était ici surtout de mesurer le pH a I'’équivalence et non d’effectuer un dosage précis).

pH

10

817,683

8,266

Figure B-22 Courbe de neutralisation de I’acide hyaluronique (0,099 mol.L?) par la soude (0,1

M).

Protocole de conversion du Na-HA en TBA-HA.

Acidification du HA (forme sel de sodium) :

Le protocole est identique pour tous les différents lots d’acide hyaluronique. 5 g de HA
sont dissouts pendant une nuit dans 830 mL d’eau distillée a température ambiante. La viscosité
des solutions de HA rend trés délicat leur acidification par passage sur une colonne. La résine
cationique échangeuse d’ions (H*) a donc été directement versée de la colonne vers la solution
de HA, qui a été laissée sous agitation pendant une nuit. La résine est ensuite retirée de la
solution par filtration sur verre fritté de porosité 2. La solution obtenue est ensuite directement

neutralisée en suivant le protocole ci-apres.

Neutralisation du HA (forme acide) par de I’hydroxyde de tétrabutylammonium :

La solution de HA acide est placée dans un grand bécher et mise sous agitation (agitateur
magnétique). Le pH de cette solution est alors mesuré : il est généralement compris entre 2.5 et
3 (sila valeur est plus élevée, il se peut que I'acidification n’ait pas été complete). La solution de
TBAOH (54.0-56.0 % en masse) est d’abord diluée 5 fois (8 mL +32 mL d’eau Milli-Q) afin d’éviter
les transitions de pH trop brutales. Elle est ensuite versée goutte a goutte jusqu’a environ pH 8.

Dans un premier temps, I'addition peut se faire rapidement car le pH n’évoluera que peu. Vers
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un pH compris entre 4,5 et 5, le pka est dépassé et il faut commencer a ajouter le TBAOH plus
prudemment, avant de devoir vérifier le pH aprés chaque goutte ajoutée (vers pH 6,5-7). Pour
le HAgsok et le HA1200k, l€S solutions sont trés visqueuses, ce qui rend I'addition de TABOH plus
délicate car 'lhomogénéisation de la solution prend alors plus de temps. L'utilisation d’un
agitateur mécanique au lieu de I'agitateur magnétique serait dans ce cas peut étre plus efficace,
elle n’a cependant pas été tentée. Une fois la neutralisation achevée, le contenu du bécher est
immédiatement versé dans des barquettes qui sont placées au congélateur a -20 °C. La solution
de TBA-HA est alors lyophilisée. Le rendement de la réaction est généralement trés élevé avec

des valeurs obtenues d’environ 90 %.

Note : la masse molaire de I'unité disaccharide du Na-HA est de 401.3 g.mol™ et celle du TBA-HA
est de 620.8 g.mol™.

Afin de vérifier la bonne conversion du HA sous forme de sel de tétrabutylammonium,
la RMN a été la méthode employée. Pour ce faire, le protocole de Ret et coll., présenté section
2.1 de ce chapitre, a été utilisé®. Pour rappel, le TBA-HA & analyser est d’abord dissout dans du
D,0 une nuit, puis du NaOD (30 % en masse dans le D,0) est ajouté de fagon a obtenir une
concentration en NaOD de 0.125 M. La concentration massique finale en TBA-HA est de 5 g.L™%.

Un exemple de spectre obtenu est présenté Figure B-23.
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Figure B-23 Spectre RMN du TBA-HAggk (5 g.L™, D,O, NaOD 0,125 M).
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La conversion en TBA-HA est compléte lorsque l'intégration totale des pics
correspondant aux protons Hp, Hc ou Hyq du tétrabutylammonium se situant respectivement a
3,14, 1,57 ou 1,29 ppm valent 8 et lorsque celle du pic correspondant au H, du TBA a 0,89 ppm
vaut 12 (pic de référence pour l'intégration : méthyle du HA a 1,93 ppm). C'est le cas sur le
spectre présenté. Le TBA-HA obtenu peut étre dissout dans du DMSO ou du DMF, ce qui va

permettre d’effectuer certaines réactions qui seront présentées par la suite.

4.2 Laleffamine® M2005

La Jeffamine® M2005 nous a été gracieusement fournie par Huntsman Holland BV. C’est
un copolymeére bloc de type polyétheramine et plus précisément de polypropylene glycol PPG
(29 unités) et de polyéthylene glycol PEG (6 unités), le bloc PPG étant terminé par une fonction

amine, tandis que le bloc PEG est terminé par une fonction méthyle (Figure B-24).

HENﬁ/\D)?/D}E

Figure B-24 Structure de la Jeffamine® M2005.

D’apreés les données du fabricant, la M2005 présente une LCST a 14 °C. Pour rappel, il
s’agit de la température de point trouble la plus basse du composé en solution a une
concentration donnée. Des mesures de points troubles ont été réalisées avec le
spectrophotométre UV-vis a des concentrations en M2005 de 0,1 g.L dans diverses solutions,
a savoir I'eau Milli-Q (pH : 10,5, du fait de la présence d’une fonction amine), le tampon PBS
(pH : 7,4 tamponné ; concentration saline : 0,15 mol.L}) et dans du HCl 4 0,01 M (pH : 2,5). La
rampe de chauffage a été effectuée 3 1 °C.minL. Le rayonnement incident était de 600 nm. Les
mesures ont été réalisées en absorption et les points troubles ont été définis comme la
température a l'intersection de la ligne de base et de la tangente au point d’inflexion de la
courbe d’absorbance. Les résultats sont présentés Figure B-25. On observe dans I'eau Milli-Q un
point trouble vers 18,7 °C, valeur qui est supérieure a 14 °C. Nous n’étions donc pas dans les
conditions de concentration ou I'on obtient la LCST. Sur la courbe de refroidissement, on
observe une légeére hystérésis avec une redissolution du composé a une température inférieure
a celle de précipitation. Dans le cas de la solution dans le PBS, la température de point trouble
est légerement inférieure que dans l'eau Milli-Q, avec une valeur de 16,8 °C. Ceci peut

s’expliquer par la présence de sels lyotropes, comme le NaCl, contenu dans le tampon PBS. Ses
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derniers ont en effet tendance a « accaparer » le solvant, provoquant ainsi la précipitation des
autres substances moins solubles présentes dans la solution par un phénomene de relargage,
déja observé sur d’autres polyméres thermosensibles comme le PNIPAM®%, La courbe de
refroidissement présente une pente nettement plus faible que la courbe de chauffage et peut
indiquer une sédimentation de I’échantillon. Dans le cas de la solution en milieu acide, le
comportement observé est surprenant, deux transitions étant visibles sur la courbe aller, avec
I’échantillon qui présente un point trouble vers 18,7 °C (la mesure est moins précise, car la pente
est moins marquée) et qui se redissout vers 35,5 °C. La courbe de refroidissement, quant a elle,
est superposée a la ligne de base et ne présente qu’une trés légere remontée de I'absorbance
vers 17 °C pour rediminuer juste aprés vers la ligne de base. Il est difficile de comprendre les
phénomeénes impliqués a cette échelle macroscopique d’observation méme si le réle des
fonctions amines protonées a ce pH est probablement impliqué. Il est a noter que les résultats
sont cohérents avec ce qu’avait observé Christophe Pottier au cours de sa thése au sein du

méme laboratoire avec la Jeffamine® D2000 thermosensible, composée uniquement de PPG, de

masse molaire similaire a la M2005 et présentant deux fonctions amines terminales?..
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Figure B-25 Détection des points troubles de diverses solutions de M2005 a 10 g.L (aller :
symboles pleins, retour : symboles vides, bleu : Milli-Q, vert : tampon PBS et rouge : HCI 0,01

M) avec le spectrophotometre UV-vis
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Afin de mieux comprendre les phénomenes observés avec le spectrophotomeétre UV-vis,

des mesures ont été réalisées en DDL avec le Zetasizer a I'échelle nanoscopique, qui peut révéler

des différences notables avec I'échelle macroscopique??. Les solutions ont été filtrées a basse

température (0,45 um) afin de supprimer d’éventuelles poussieres. Les résultats sont

représentés Figure B-26 (eau Milli-Q), Figure B-27 (tampon PBS) et Figure B-28 (HCI 0,01M). Aux

faibles températures, la M2005 est essentiellement présente sous la forme d’unimeres

d’environ 2,9 nm de diametre. On constate dans les trois cas I'apparition d’agrégats de plus de

100 nm a des températures inférieures au point trouble que ce soit en distribution en volume

ou en intensité, ce qui s’explique par la différence d’échelle d’observation, leur taille demeurant

inférieure au um a cette température. Comme il a déja été expliqué section 3.4 de ce chapitre,

il y a une disparité assez marquée entre les distributions en volume et en intensité, cette

derniere rendant les distributions de forte taille plus visibles par rapport a celles de faible taille.
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Figure B-26 Evolution des distributions de taille des particules de M2005 (dans I'eau Milli-Q)

avec la température (haut : distribution en volume, bas : distribution en intensité).
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Figure B-27 Evolution des distributions de taille des particules de M2005 (dans le PBS) avec la

température (haut : distribution en volume, bas : distribution en intensité).
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Dans le cas de la solution de M2005 dans du HCl a 0,01 M on observe une réduction de
la taille des particules au-dela de 35 °C, avec notamment la présence d’une population d’environ
11 nm prédominante lorsque I'on considére la distribution en volume. Cette taille a également
été observée en refroidissant le mélange a 30 °C (courbe non montrée pour ne pas surcharger
le graphique). Si le mélange est limpide a I'échelle macroscopique, il semble donc qu’il ny ait
pas présence d’'unimeres en solution, mais de structures plus complexes. En milieu acide,
I'amine terminale de la M2005 sera protonée et donc hydrophile, la ou la chaine polymeére est
rendue hydrophobe par action de la température. On peut donc supposer que ces structures
sont de nature micellaire. Lors du refroidissement, une augmentation de la taille des particules
au-dela de 100 nm a été observée vers 14 °C, ce qui coincide bien avec la |égére augmentation
de I'absorbance observée sur la courbe retour en spectroscopie UV-vis (Figure B-25, cercles

rouges vides).

Size Distribution by Volume

16°C 36°C Size Distribution by Volume

15°C Size Distribution by Volume

01 1 0 100 1000 10000 01 10 100 1000 10000

Intensity (Percent)
Intarisiy (Percent)

o —— Y A i
01 ' 10 100 1000 10000 1000 10000

Figure B-28 Evolution des distributions de taille des particules de M2005 (dans HCI 0,01 M)

avec la température (haut : distribution en volume, bas : distribution en intensité).

4.3 Les polyoxazolines

Les oxazolines utilisées au cours de cette thése ont été la 2-méthyl-2-oxazoline (MeOx),
la 2-isopropyl-2-oxazoline (iPrOx), la 2-n-butyl-2-oxazoline (nBuOx) ainsi que la 2-n-propyl-2-
oxazoline (nPrOx). La MeOx permet d’obtenir par polymérisation du PMeOx qui est trés
hydrophile et n’a aucune propriété thermosensible. Cependant, sa structure est la plus simple
du fait qu’elle a la chaine alcane la plus courte et elle est meilleur marché que les deux autres.
Elle a donc été retenue pour effectuer les premiers tests de greffage sur I'acide hyaluronique,
ce qui sera traité chapitre D. L'iPrOx donne la PiPrOx, qui est thermosensible avec un point
trouble estimé dans la littérature 3 47 °C 3 20 g.L' en solution aqueuse pour un DP de 25% et de

39 °C 310 g.L en milieu tampon PBS pour un DP de 882%. Ce point trouble peut étre abaissé si
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ce monomere est copolymérisé avec un comonomere plus hydrophobe, comme le nBuOx. Il a
été jugé plus intéressant que le nPrOx qui donne des points troubles inférieurs vers 24-25 °C une
fois polymérisé (DP : 25 a 20 g.L en solution aqueuse?® et DP : 88 4 10 g.L'! en milieu tampon
PBS?%). Ainsi les copolyméres de PiPrOx-co-PnBuOx (le PnBuOx est totalement hydrophobe)
donneront une plus large gamme de températures de points troubles dans le cadre de cette
étude par rapport a un copolymere de PnPrOx-co-PnBuOx. En outre, le systeme PiPrOx-co-
PnBuOx a déja été bien étudié, ce qui nous donne une bonne base de départ?*?>. Enfin, les
chaines alcane de I'iPrOx et du nBuOx n’ont qu’un seul atome de carbone d’écart, ce qui devrait
nous permettre de controler relativement aisément la température de point trouble avec la
composition monomérique du copolymere. En effet, I'incorporation d’une oxazoline encore plus
hydrophobe, de chaine alcane plus longue, telle la 2-nonyl-2-oxazoline, entrainerait une trop
forte variation du point trouble : une étude a ainsi montré I'incorporation d’une seule unité de
ce monomere au sein d’une chaine de PiPrOx de DP 25 a fait passer le point trouble de la chaine
de 47 °C 3 15 °C%. Dplus, pour des chaines aussi courtes, il y a une forte probabilité que le
copolymére le moins long ne soit pas présent au sein de toutes les chaines?. Ces derniéres

auront donc des propriétés fortement hétérogenes.

Pour rappel, la polymérisation des oxazolines est effectuée par ouverture de cycle
cationique (CROP). L'amorcage est effectué avec une molécule capable de générer un acide de
Lewis et, a l'inverse, la terminaison est effectuée avec une base de Lewis (Figure A-31)%. Deux
conditions de polymérisation ont été employées au cours de cette these : par irradiation micro-
onde ou par voie thermique. L'avantage du micro-onde est qu’il permet d’employer une
température et une pression plus élevées, ce qui accroit considérablement la cinétique de la
réaction, une polymérisation compléte pouvant étre réalisée en 30 min, au lieu d’'une journée
pour la voie thermique. L'inconvénient est que les tubes pouvant étre employés pour réaliser la
réaction ne permettent pas d’utiliser de grandes quantités de solvant, ce qui limite I'échelle de
la réaction. La polymérisation de copolymeéres de PiPrOx-co-PnBuOx a donc été réalisée dans un
premier temps au micro-onde sur de petites quantités en faisant varier la composition et la

longueur de chaine afin d’évaluer les propriétés thermosensibles de ces derniers. Les deux

monomeres ont été polymérisés simultanément afin d’obtenir des copolymeres statistiques.
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Polymérisation du PiPrOx-co-PnBuOx au micro-onde :

Le protocole est décrit pour obtenir un DP cible de 40 et pour un ratio iPrOx/nBuOx de
80/20. Il est basé sur des travaux antérieurs au sein de I"’équipe Matériaux Macromoléculaires
MM du laboratoire PBS*%:2°_ Du p-toluénesulfonate de méthyle (18,6 mg, 0,1 mmol) est dissout
dans 1,5 mL d’acétonitrile anhydre et introduit dans un tube adapté au micro-onde. L'iPrOx
(362,11 mg, 3,2 mmol) et le nBuOx (101,74 mg, 0,8 mmol) sont ensuite ajoutés dans le tube sous
agitation. On fait ensuite buller du diazote pendant environ 15 min au sein de la solution, puis
le tube est immédiatement transféré au sein du systéme micro-onde, ou la polymérisation est
effectuée pendant une demi-heure avec les parametres suivants : la température est fixée a
140 °C, la puissance du micro-onde a 150 W et la pression a 6 bars. Une fois la pression relachée
par I'appareil aprés que le programme ait été effectué, le tube est retiré, un trés léger volume
du milieu réactionnel est prélevé a la seringue afin d’étre analysé par la suite en RMN pour
vérifier le DP (Figure B-29). Le contenu du tube est ensuite placé dans un ballon monocol, mis
sous agitation a température ambiante, puis on y ajoute 800 pL d’une solution d’hydroxyde de
potassium KOH dans le méthanol (1 M). La solution est laissée sous agitation pendant 24 h. Elle
est ensuite évaporée sous vide, le précipité dissout dans de I'eau Milli-Q et dialysé pendant
plusieurs jours contre de I'eau Milli-Q dans des membranes de seuil de rétention de 500-1000
Da (Repligen, MA, USA), en changeant I'eau régulierement. Le contenu des membranes est
ensuite congelé puis lyophilisé. Du fait du changement trop fréquent de I'eau distillée (afin
d’avoir une conductivité des eaux de dialyse aussi proche de celle de I'eau Milli-Q que possible)
et de la faible M, théorique du polymére trop proche du seuil de rétention des membranes (3511
g.mol™? pour le cas décrit dans ce protocole), le rendement obtenu n’était que de l'ordre de 25-
30 %. Cela ne nous a pas empéché d’effectuer les analyses que nous souhaitions. Il serait délicat
a ce niveau d’essayer de réduire davantage le seuil de rétention des membranes car on se
rapprocherait de la masse molaire de certaines molécules employées (notamment celle du p-
toluénesulfonate de méthyle, qui est de 186,23 g.mol?l). Etant donné que par la suite, ces
polymeéres seront greffés sur une chaine de HA bien plus longue, ce n’est pas un probleme
majeur dans notre cas. Par la suite, les échantillons seront dénommés de la fagon suivante :
PiPrOxpp(piprox)-CO-PNBUOXpp(preuox), OU DP(PiPrOx) est le DP de la chaine PiPrOx et DP(nBuOx) et

le DP de la chaine PnBuOx.

Le DP ainsi que le ratio iPrOx/nBuOx peuvent étre déterminés par RMN (Figure B-29) a

partir du volume prélevé juste avant I'étape de terminaison. Les pics ont été attribués en
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s’aidant d’études déja existantes?*. Le solvant employé est le CDCls. On observe sur le spectre
RMN les pics caractéristiques du copolymere : les méthylénes (CH;) du squelette polymere a
3,43 ppm, le méthyle a I'extrémité a de la chaine a 3,05 ppm, le CH du PiPrOx a 2,64 et 2,87 ppm,
les deux méthyles du PiPrOx a 1,08 ppm, le méthyle du PnBuOx a 0,90 ppm et les méthylénes
du PnBuOx a respectivement 1,22 ppm, 1,57 ppm et 2,24 ppm. On observe également des pics
associés au tosylate provenant de I'amorceur, qui est présent sous forme de paire d’ions avec
I’oxazolinium terminal du polyoxazoline qui n’a pas été terminé par I'action d’un nucléophile a
ce stade de la réaction. Le méthyle du tosylate est ainsi visible sous forme de singulet a 2,33
ppm, et les protons aromatiques sont visibles sous forme de doublet a respectivement 7,15 ppm
(position ortho par rapport au méthyle) et a 7,68 ppm (en position méta par rapport au méthyle).
On notera qu’il n'y a qu’'une seule distribution de pics aromatiques, ce qui signifie que

I'amorceur est présent exclusivement sous la forme tosylate et a donc bien amorcé la réaction.
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Figure B-29 Spectre RMN *H du PiPrOx,s-co-PnBuOxs DP = 36 (solvant : CDCls).

Le degré de polymérisation peut étre estimé en comparant la valeur de I'intégration
d’un pic correspondant a une fonctionnalité présente au sein de l'unité de répétition a celle

d’une fonctionnalité présente en bout de chaine, a I'extrémité o (amorcage) ou w (terminaison).
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L'idéal serait de pouvoir se servir du méthyle a I'extrémité a, car ce dernier est présent en bout
de chaine. Cependant, le pic est présent sous plusieurs distributions (3,05 ppm et 3,01 ppm) et
est assez élargi, ce qui rendrait le calcul peu précis. De plus, dans le cas du PiPrOx-co-PnBuOx, il
est tres proche du pic associé au CH du PiPrOx, dont la valeur d’intégration est nettement
supérieure, ce qui va davantage diminuer la précision de la mesure. Notre choix s’est donc porté
sur les pics aromatiques du tosylate, nettement mieux résolus et sortant dans une zone dégagée
du spectre. Nous avons opté pour le pic a 7,68 ppm car il est le plus écarté du pic associé a la
fraction hydrogénée du solvant a 7,26 ppm (CHCIs). Pour ce qui est du pic associé a une
fonctionnalité du motif de répétition, notre choix s’est naturellement porté sur les méthylenes
du squelette polymére, qui sortent dans une zone relativement dégagée a 3,5 ppm et présentent
I'avantage d’étre présents au sein des deux unités du copolymére. Le DP est donc finalement
déterminé par la formule suivante :

DPpoy = 222m 5 2 (B20)

4 17, 68ppm

Ou I35p0m correspond a la valeur de I'intégration du pic associé aux méthylénes du squelette du
copolymeére et I7,63ppm cOrrespond a celle du pic associé aux protons aromatiques du tosylate en
position méta par rapport au méthyle. Dans le cas du spectre montré Figure B-29, le DPpox Vaut
donc 36. La polymérisation a été effectuée avec les valeurs du protocole décrit précédemment,
avec un degré de polymérisation théorique de 40. La valeur expérimentale est donc trés proche

de ce que I'on devrait obtenir.

Il reste maintenant a déterminer le ratio iPrOx/nBuOx. Pour ce faire, il faut a nouveau
comparer les valeurs de deux intégrations, cette fois-ci associées a des pics de fonctionnalités
présentes respectivement au sein de I'unité jPrOx et nBuOx. Notre choix s’est porté sur le pic
associé aux deux méthyles de I'iPrOx et a celui associé au méthyle du nBuOx, car ils donnent les

valeurs d’intégration les plus élevées. Les formules utilisées sont les suivantes :

I1,1ppm
iPrOx% = —11,1ppm_i10,9ppm (B21)
6 3
Io,oppm
nBuOx% = +———3-———(B22)

11,1ppm+ Io,9ppm
6 3

OU l1,1ppm correspond a la valeur de I'intégration associée aux deux méthyles de I'iPrOx et lo,9ppm

est associé a celle du méthyle du nBuOx. Dans le cas présenté Figure B-29, on a 79 % d’unités
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iPrOx et 21 % d’unités nBuOx, ce qui est trés proche de ce qui était visé (80 % iPrOx et 20 %
nBuOx). Les masses molaires des copolymeres ont ensuite été déterminées par SEC avec le

dichlorométhane pour éluant. Les résultats seront discutés par la suite dans cette section.

Une série de copolymeéres a ainsi pu étre synthétisée. Leurs points troubles ont été
étudiés par spectroscopie UV-vis. Une rampe de température de 0,5 °C.min™* a été appliquée. La
longueur d’onde du rayonnement incident était de 600 nm. Un exemple de courbe obtenue est
présenté Figure B-30. Le point trouble a été mesuré dans I’eau Milli-Q et dans une solution de

NaCl 0,15 M a des concentrations de 10 g.L et de 2 g.L .
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Figure B-30 Evolution de I'absorbance du PiPrOx,s-co-PnBuOxs dans I'eau Milli-Q (C : 10 g.L?

(noir) ou 2 g.L' (gris)) avec la température.

On peut voir sur la Figure B-30 que I'absorbance suit la ligne de base aux basses
températures avant d’augmenter brutalement a partir d’un certain seuil. Cette transition est
réversible : I'absorbance finit par rejoindre la ligne de base au cours du refroidissement. La figure
met en évidence I'impact de la concentration en polymére sur la réponse thermique : on peut
ainsi y voir que le point trouble est situé a une température plus élevée a une concentration de
2 g.L't par rapport a 10 g.L'! et que I"absorbance atteint des valeurs moins élevées du fait que la

solution est plus diluée et devient donc moins opaque. Les points troubles ont été déterminés
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de la méme maniéere que pour la Jeffamine® M2005 (section 4.2 de ce chapitre). Les résultats

ont été regroupés au sein du Tableau B-2. On peut y observer que la T, décroit lorsque I'on

augmente le ratio de nBuOx au sein du copolymeére. Ceci correspond au comportement attendu,

car le nBuOx est plus hydrophobe que I'iPrOx du fait de sa chaine alcane plus longue. Pour une

concentration a 10 g.L! dans I'eau Milli-Q, les valeurs de T, sont comprises entre 30 °C pour le

copolymeére le plus hydrophile (ratio iPrOx/nBuOx de 87/13) et 11 °C pour le plus hydrophobe

(ratio iPrOx/nBuOx de 50/50). Les données ont confirmé I'impact de la concentration, avec des

valeurs de T, augmentant de 4-6 °C lorsque I'on passe de 10 g.L' a 2 g.L'Y. A l'inverse, ni

I"utilisation d’un sel lyotrope (solution de NaCl 0,15 M), ni la modification du DP (de 17 a 36)

n’ont eu d’'impact sur le Ty, du moins dans le domaine étudié.

Tableau B-2 Evolution de la T, de copolyméres de PiPrOx-co-PnBuOx en fonction de la
composition monomérique et du DP.

iPrOx/nBuOx DPpox Tep (°C) T (°C) T (°C) (10 T (°C)(2g.L? Mn (g.mol” Mw (g.mol

ratio (10 gL' (2 gL! glLtin0,15M in 0,15 M 1) (GPC, Y (GPC,
in MQ) inMQ) NaCl) NacCl) DCM) DCM)

87/13 27 30 36 31 36 1017 2333

72/28 27 25 31 - - - -

58/42 27 14 18 13 18 2063 2364

50/50 27 11 15 11 16 2398 2724

78/22 17 28 32 27 32 1417 1931

79/21 36 28 32 26 31 2600 2972

L’évolution de la T, en fonction de la teneur en nBuOx au sein du copolymere est

représentée Figure B-31. Comme attendu, on voit qu’elle diminue au fur et a mesure que

I’hydrophobie du copolymére augmente. Il est donc possible d’ajuster la T, en faisant varier le

ratio entre les monomeéres.
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Figure B-31 Evolution de la température de point trouble de PiPrOx-co-PnBuOx avec le %

d’unités nBuOx au sein du copolymére (symboles noirs : DP 27; symboles bleus : DP 36 et

symboles rouges

26°C Distribution en volume des tailles 27°C Distribution en volume des tailles
30 25
25 4 20
%20 ] %15
£15 4 £
2 210
S10 4 )
54 5
0 +——rrrmr S T 0 T e
0,1 1 10 100 1000 10000 0,1 1 10 100 1000 10000
Diametre (nm) Diamétre (nm)
26 °C Distribution en intensité des tailles 27 °C Distribution en intensité des tailles
10 30
8 ] 25
] 61 ®20
@ 67 @
G ] 315
g 44 ]
. £10
21 5
0 +——rrrm— e 0 L AL R AL S A AR L e
0,1 1 10 100 1000 10000 0,1 1 10 100 1000 10000

Diametre (nm)

Diametre (nm)

27,5°C

30

Intensité (%)
BN N
ISERT IR

o w

:DP 17) a 10 g.L'* dans I'eau Milli-Q.

Distribution en volume des tailles

1 10 100
Diamétre (nm)

Distribution en intensité des tailles

T

1000 10000

0,1

e
1 10 100
Diametre (nm)

LA e R4 e

1000 10000

Figure B-32 Evolution des distributions de taille des particules de PiPrOx,s-co-PnBuOxs (10 g.L7?,

Milli-Q) avec la température (haut : distribution en volume, bas : distribution en intensité).

Les échantillons ont également été analysés par DDL au zetasizer. Des courbes de

distribution du PiPrOxas-co-PnBuOxs (DP : 36; ratio iPrOx/nBuOx : 79/21) en solution a 10 g.L?
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dans I'eau Milli-Q au niveau de la transition thermique sont représentées Figure B-32. Si la
distribution en intensité révele la présence d’agglomérats y compris a des températures basses
(20 °C), la distribution en volume montre une transition nette entre 27 °C et 27.5 °C, ce qui est

tres proche la Tcp, ayant été déterminée par spectroscopie UV-vis (28 °C).

On peut observer sur le Tableau B-3 que les transitions en DDL sont observées a des
températures trés proches des T, déterminés par UV-vis. Ces résultats sont différents de ceux
obtenus pour la Jeffamine® M2005 dans I’eau Milli-Q, ou I'on pouvait voir des particules de taille
moyenne comprise entre 100 et 1000 nm a des températures inférieures a la T, qui finissaient
par dépasser les 1000 nm en augmentant davantage la température. Dans le cas des
polyoxazolines, la transition est plus abrupte, la taille des particules augmentant brutalement
autour de la T,.

Tableau B-3 Comparaison des T, des copolyméres obtenues avec spectrophotométrie UV-vis et
DDL (10 g.L'%, Mmilli-Q)

Echantillon iPrOox/nBuOx  DPpox  Tep (°C) (UV-vis) T (°C) (DDL)®  Tep (°C) (DDL)®
ratio

PiPrOx19-co-PnBuOxs 72/28 27 25 26 24

PiPrOxi6-co-PnBuOx11 58/42 27 14 12 12.5

PiPrOxi4-co-PnBuOx13 50/50 27 11 115 115

PiPrOx2s-co-PnBuOxs 79/21 36 28 27.5 27

2 Estimée a la température du passage d’'une distribution en volume prédominante de faible
taille a une forte taille

Estimée 3 la température ou le diamétre moyen déterminé par l'instrument atteint 1000 nm

Les masses molaires des différents échantillons sont également reportées Tableau B-2.
Globalement, ces masses sont inférieures aux résultats théoriques qui auraient di étre obtenus
(les M, devraient étre supérieures a 3000 g.mol™ pour un DP 27). Si 'on compare les échantillons
de fagon relative, on voit que le copolymeére avec le DP le plus élevé (36) présente les masses
molaires les plus élevées et, a I'inverse, le copolymere avec le DP le plus faible (17) présente les
masses molaires les plus basses. L’échantillon PiPrOx,3-co-PnBuOx, (ratio iPrOx/nBuOx : 87/13,
DP : 27) est particulier, car sa dispersité est extrémement élevée et sa M, de 1017 g.mol?,
largement inférieure a la valeur théorique qui aurait d étre obtenue d’apres la RMN (3143
g.mol?). Il est & noter que cet échantillon, ayant un point trouble supérieur a 30 °C, a également

pu étre analysé en phase aqueuse au SEC/MALLS, ou il a donné une M, de 4400 g.mol?
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(supérieure a la valeur théorique) et une My, de 5500 g.mol?, pour une D nettement plus

raisonnable de 1,26.

Par la suite, la polymérisation a été effectuée par amorcage thermique afin de

polymériser des quantités plus importantes.

Polymérisation du PiPrOx-co-PnBuOx par voie thermique :

La procédure est décrite pour obtenir un DP cible de 30 et pour un ratio iPrOx/nBuOx de
60/40. La verrerie (ballon monocol, flacons...) est séchée a I’étuve la veille de la réaction a 170 °C.
Une fois retirée de I'étuve, elle est placée sous azote le temps qu’elle se refroidisse et maintenue
close (sauf en cas de besoin dans le cas des flacons olU sont réalisées les pesées). Du p-
toluénesulfonate de méthyle (124,15 mg, 0,67 mmol) est dissout dans 4 mL d’acétonitrile
anhydre dans un flacon et introduit dans un ballon monocol. L’iPrOx (1,358 g, 12 mmol) et le
nBuOx (1,017 g, 8 mmol) sont ensuite pesés dans des flacons et introduits simultanément au
sein du ballon sous agitation. 2 mL d’acétonitrile sont utilisés pour rincer les flacons et introduit
dans le ballon. On fait ensuite buller de I'azote au sein du ballon pendant environ 15 min, puis
ce dernier est placé dans un bain d’huile a 70 °C (le bain est préchauffé au préalable) et on laisse
sous agitation pendant 24 h. Une infime fraction du milieu réactionnel est prélevée avec une
seringue pour la RMN, puis la terminaison est effectuée en ajoutant au sein du ballon environ
3,4 mL de KOH a 1M dans le méthanol. Le solvant est ensuite évaporé sous vide et le précipité
est purifié par lavage a I'’eau Milli-Q, ce qui est rendu possible dans ce cas par son hydrophobicité

et permet de s’affranchir de I'étape de dialyse. Le rendement était aux alentours de 61 %.

Le ratio iPrOx/nBuOx obtenu était de 56/44 et le DP de 29. L’échantillon présentait une
M, de 2430 g.mol? et une M,, de 2930 g.mol(SEC avec le dichlorométhane comme éluant). La
méthode de polymérisation par voie thermique donne donc des résultats similaires a celle
effectuée au micro-onde. Du fait qu’elle permet d’utiliser de plus grandes quantités de
monomere, elle sera employée par la suite pour polymériser les chaines de PiPrOx-co-PnBuOx
avant leur greffage sur les chaines de HA qui sera effectué au cours de la terminaison (voir

chapitre D).
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4.4 Les azobenzénes

4.4.1 Modification chimique

Des essais préliminaires au sein de I’équipe ont porté sur la fonctionnalisation de 'acide
hyaluronique avec du 4-aminoazobenzéne (Figure B-33). Ce dérivé d’azobenzéne comporte en
effet une fonction amine et peut donc réagir avec la fonction acide carboxylique de I'acide
hyaluronique (activée avec un agent de couplage) pour former un amide. Cependant, la réaction
se heurte a deux obstacles : le 4-aminoazobenzéne est insoluble dans I'eau, ce qui nécessite
d’utiliser de I'’éthanol comme co-solvant et la nucléophilie de sa fonction amine est réduite du
fait de sa position en a du cycle azobenzéne, ce qui va aboutir a la délocalisation de son doublet
non liant par effet mésomere (Figure B-33). On peut aussi noter que le groupe azobenzene va
générer de 'encombrement stérique. Au final, le degré de substitution de la réaction est limité

a environ 1 %, déterminés par dosage UV-vis.
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Figure B-33 Représentation de certaines formes mésomeéres du 4-aminoazobenzene.

Une autre stratégie a donc été définie afin d’obtenir un dérivé d’azobenzene pouvant
étre greffé sur le HA. L'idée est d’ajouter un bras espaceur entre la fonction amine et le groupe
azobenzene et de procéder a la méme réaction de couplage sur le HA. Aucun dérivé commercial
d’azobenzene n’étant disponible, il a fallu modifier chimiquement un composé existant. L’idéal
est d’avoir a réaliser le moins d’étape de synthese possible. Un groupe a déja eu cette approche
en fonctionnalisant le 4-aminoazobenzéne avec de I'anhydride succinique (obtention d’une
fonction acide carboxylique terminale), puis avec de I’éthyléne diamine afin d’obtenir une amine

terminale (Figure B-34)%, Les inconvénients sont qu’il y a besoin de deux étapes de synthése et
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que les deux étapes ne semblent pas permettre d’obtenir des réactions totales, ce qui va
impliquer la nécessité de purifier les composés obtenus et de faibles rendements. En effet, le 4-
aminoazobenzéne est peu nucléophile pour la premiére étape et en ce qui concerne la seconde,
les réactions d’obtention d’un amide par réaction entre une amine et un acide carboxylique par
activation avec un carbodiimide peuvent présenter un faible taux de conversion y compris avec
les molécules de faible masses molaires®"32, D’autres stratégies en une étape visent a
directement greffer un dérivé d’azobenzene avec une fonctionnalité chlorure d’acyle ou acide
carboxylique sur un polysaccharide (hydroxypropyl methylcellulose ou acide hyaluronique) par
I’établissement de liaisons esters avec ses fonctions alcools®33*, La réaction est alors directe,
mais présente tout de méme des inconvénients, les liaisons esters étant plus hydrolysables que
les amines, les fonctions alcool des polysaccharides n’étant pas les plus réactives et du fait de la
difficulté de contréler sur quel alcool de I'unité saccharide la réaction aura lieu (I'alcool primaire

en Cs des polysaccharides basés sur le glucose et ses dérivés étant le site le plus probable, mais
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groupe azobenzéne et la fonction amine terminale3°.

Dans le cadre de cette thése, nous avons donc plutét opté pour la modification du
chlorure de 4-(Phénylazo)benzoyle, qui constitue un choix intéressant du fait de sa tres forte
réactivité. Il présente en effet une fonction chlorure d’acyle facile a modifier avec des
nucléophiles. L'utilisation d’une diamine permettrait ainsi d’obtenir un azobenzéne avec une
amine en une étape de moins que pour la stratégie présentée Figure B-34, en utilisant de surcroit
une réaction qui serait potentiellement totale en employant un large exces de diamine. La

stratégie ainsi retenue est résumée Figure B-35.
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Figure B-35 Synthese de N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide a partir de chlorure de 4-

(Phénylazo)benzoyle.

Cette voie de synthése n’a toutefois pas été aussi évidente a mettre en place qu’il
pouvait le sembler de prime abord. L'idée de départ, inspirée par les travaux de Chen et al.
(Figure B-34), était d’effectuer la réaction directement dans I’éthyléne diamine qui est présente
a l'état liquide a température ambiante et est plus volatile que les diamines de chaine
aliphatique plus longue et donc plus aisée a éliminer par évaporation. Cependant, le chlorure de
4-(Phénylazo)benzoyle n’est pas soluble dans I'éthyléne diamine et il est peu commode
d’effectuer une réaction en milieu hétérogene quand c¢a peut étre évité. Nous avons donc
finalement opté pour I'acétonitrile comme solvant. La purification n’a pas été aisée non plus. En
effet, les dérivés d’azobenzéne en conformation trans (la plus stable) sont généralement
insolubles en milieu aqueux. L’éthyléne diamine, au contraire, est trés hydrophile et
hygroscopique. Il suffirait donc a priori d’effectuer une extraction liquide-liquide, I'éthylene
diamine serait dans la phase aqueuse et la N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide irait plutét dans la
phase organique. Cependant, il se trouve que ce composé acquiert en fait une certaine
hydrophilie et peut donc aller dans la phase aqueuse en plus de la phase organique. De plus, la
réaction s’"accompagne de la formation trés rapide d’un précipité qui est difficile a redissoudre.

Au final, il a fallu optimiser les solvants employés pour réaliser I’extraction liquide-liquide.

Protocole de synthése de la N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide :

45 mL d’acétonitrile anhydre sont placés dans un ballon mis sous agitation. 4,10 mL (61,3
mmol) d’éthyléne diamine et 1,424 mL (10,2 mmol) de triéthylamine sont ajoutés au ballon, qui
est ensuite placé dans un bain de glace. Le chlorure de 4-(Phénylazo)benzoyle (500 mg, 2,043
mmol) est ensuite dissout dans 50 mL d’acétonitrile anhydre. La solution est ensuite ajoutée
goutte-a-goutte au ballon contenant la solution d’éthyléne diamine. Un précipité se forme au
cours de I'addition. 5 mL d’acétonitrile anhydre sont ensuite utilisés pour rincer le récipient

ayant contenu la solution de chlorure de 4-(Phénylazo)benzoyle et également ajouté goutte-a-
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goutte dans le milieu réactionnel (volume total de solvant : 100 mL). Au bout de 5-10 min apres
I’'addition, le bain de glace est 6té et la dispersion laissée sous agitation pendant 24 h. Puis, le
milieu réactionnel est versé dans une ampoule a décanter. On y introduit ensuite 200 mL de n-
butanol et 100 mL de solution de carbonate de sodium Na,COs saturée. On agite bien 'ampoule
a décanter, ce qui aboutit a la formation de trois phases : la phase organique, moins dense, au-
dessus (couleur orange), la phase aqueuse, plus dense, au-dessous (incolore) et une émulsion
située entre les deux (couleur jaunatre). Il y a aussi une précipitation relativement importante
de sel lors de la premiére extraction. Afin de dissoudre le sel et de casser I'’émulsion, de I'eau
Milli-Q est ajoutée petit a petit, prudemment (il faut éviter que la phase aqueuse ne commence
a se colorer). La phase aqueuse est ensuite vidée, puis I'extraction est répétée deux fois avec
100 mL de solution de carbonate de sodium saturée et une fois avec une solution de NacCl
saturée. Il est difficile de totalement supprimer I’émulsion : elle est donc vidée lors du dernier
retrait de la phase aqueuse dans un récipient séparé. Elle peut alors étre réextraite au besoin
avec du n-butanol et une solution de Na,COs saturée. La phase organique, de couleur orange
légerement trouble est alors évaporée sous vide. Un précipité hétérogeéne est récupéré : il reste
des sels. Le protocole d’extraction est alors recommencé en remplacant cette fois-ci le n-butanol
par du chloroforme. La phase organique, plus dense dans ce cas, se retrouve au fond de
I'ampoule, elle est donc vidée puis replacée dans cette derniére aprés vidange de la phase
aqueuse a chaque fois. Le solvant est ensuite évaporé sous vide, puis le précipité orange
homogene obtenu est séché sous vide généré par une pompe a palette une nuit avant d’étre

analysé. Le rendement massique de la réaction est généralement compris entre 50 et 60 %.

Si I'on observe les deux réactifs impliqués (Figure B-35), on peut voir qu’il est possible
que la réaction s’effectue sur les deux fonctionnalités amine de I'éthylene diamine. Afin d’éviter
cela, cette derniére a été utilisée en large excés (30 équivalents par rapport a 'azobenzéne) et
I'azobenzéne a été ajouté goutte-a-goutte dans la solution contenant la diamine, elle-méme
placée dans un bain de glace. Pour ce qui est de |'extraction, le premier solvant organique
sélectionné, a savoir le n-butanol, semblait le plus compatible avec le produit de la réaction au
cours de tests. Ce solvant présente I'avantage d’étre polaire en plus d’étre immiscible a I'eau.
Or, le N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide formé au cours de la réaction présente une partie apolaire
(I'azobenzene) et une partie polaire (la N-aminoéthylamide), ce qui explique sa compatibilité
avec le solvant. De plus, contrairement a d’autres solvants moins polaires, le butanol n’est pas

totalement incompatible avec les sels formés, qui sont fortement colorés et contiennent donc
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une partie du produit qui doit en étre extraite. La solution de carbonate de sodium saturée
permettait d’éviter que le N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide ne se répande en phase aqueuse en
jouant sur deux plans. Le fait que cette derniere soit saturée entraine un effet de relargage, les
molécules d’eau étant accaparées par le sel. De plus, cette solution est basique, ce qui va
diminuer la compatibilité du N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide avec elle. La réaction d’'une amine
sur un chlorure s’accompagne en effet de la libération de proton, ce qui va acidifier le milieu. Il
se trouve que ces protons peuvent étre captés par la fonction amine du N-(2-aminoéthyl)-4-
azoamide formé. C'est ce qui explique la formation du précipité coloré en début de réaction
alors que tous les réactifs pris séparément étaient solubles/miscibles avec le solvant de la
réaction (I’acétonitrile). De plus, la formation d’une fonction ammonium chargée va renforcer
I"affinité du N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide pour I’eau. L'utilisation d’une phase aqueuse basique
va donc neutraliser 'ammonium et contribuer a extraire le produit du précipité, ce qui va aboutir
a la formation de I’'émulsion observée. Une fois le produit purifié de la sorte, il est plus aisé de
recommencer |'extraction avec un solvant moins polaire, le chloroforme, afin d’éliminer les

impuretés observées lors de I'évaporation du butanol (probablement des sels).

4.4.2 Caractérisation

Le produit est ensuite analysé par RMN en utilisant I'acétone-d6 comme solvant (Figure
B-36). Les pics aromatiques ont été attribués a I'aide de tables RMN. On peut y voir les pics
associés aux deux méthylenes de la fonction N-aminoéthylamide a respectivement 3,45-3,40 et
3,65-3,61 ppm. Par rapport a I'éthyléne diamine, ils ne sont maintenant plus équivalents et
donnent bien deux distributions distinctes de méme valeur d’intégration, signe que la réaction
s’est bien produite et que I'éthylene diamine a bien été extraite par la phase aqueuse. On peut
voir également les pics aromatiques associés a I'azobenzene, avec les deux protons en ortho de
la fonction amide a 8,11-8,08 ppm, les deux protons en méta de I'amide ainsi que les deux autres
en méta de I'azo a 7,99-7,97 ppm et finalement les deux protons en ortho de I'azo ainsi que celui
en para de I'azo a 6,91-6,87 ppm. Les valeurs des intégrations entre les protons amenés par
I’éthyléne diamine et ceux amenés par I'azobenzéene concordent, il semble donc également ne

plus rester de chlorure de 4-(Phénylazo)benzoyle initial.
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Figure B-36 Spectre RMN *H du N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide obtenu (solvant : acétone-d6).

Le N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide est soluble dans I'eau sous sa forme protonée. Afin
d’étudier sa cinétique de transition trans—>cis par spectrophotométrie UV-vis, nous avons
travaillé dans une solution d’acide chlorhydrique a 0,05 M. La concentration de la N-(2-
aminoéthyl)-4-azoamide était de 0,015 g.L?, ajustée afin d’obtenir une absorbance aux
alentours de l'unité en conformation trans au maximum d’absorption a 323 nm (voir
section 2.2.2.3 pour le protocole détaillé). Le composé est d’abord passé en conformation trans
par irradiation de la solution a 254 nm. Une premiére acquisition est alors réalisée. Puis la
solution est placée sous une lampe UV a 365 nm, ce qui va entrainer le passage de la molécule
a la conformation cis, et des spectres sont alors acquis a des intervalles réguliers. Les résultats
sont représentés Figure B-37. On constate qu’ils sont tres similaires a ce qui avait déja été
observés dans d’autres études sur des dérivés d’azobenzéne (voir Figure A-36)%. On retrouve
notamment les maxima d’absorption de la conformation trans a 323 nm (transition m>m’) et a
230 nm, pour lesquels les valeurs d’absorbance tendent a diminuer au cours de la transition avec
disparition du pic une fois celle-ci achevée, ainsi que les maxima associés a la conformation cis
a 423 nm (transition n>1’) et a 253 nm, pour lesquels les valeurs d’absorbance tendent a

augmenter au cours de la transition avec apparition progressive du maximum a 253 nm. On peut
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également parfaitement observer la présence de points isobestiques a 223 nm, 239 nm, 280 nm
et 387 nm ol I'absorbance restera constante au cours de la transition. Avec la lampe utilisée

(365 nm, 100 W, ~5.0 mW/cm?), la transition est compléte au bout d’environ 4 min.
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Figure B-37 Evolution du profil de I'absorbance d’une solution de N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide

(0,015 g.Lt dans du HCI 0,05 M) lors de la transition trans—>cis.

Directement aprés la mesure finale, la cuve contenant la solution est cette fois-ci placée
sous la lampe UV a 254 nm afin d’effectuer la transition inverse cis>tans, de fagon beaucoup
plus rapide et controlée que si la cuve était laissée a I’abri de la lumiére ou elle devrait s’effectuer
spontanément (ce qui est plutot long dans les faits, une nuit n’ayant pas suffi dans notre cas).
Des spectres ont été acquis a des intervalles réguliers et les résultats sont représentés Figure B-
38. On peut constater que I'on retrouve bien I'évolution inverse a la transition trans—>cis et que
I'on finit par retourner a I'état initial. Cette fois, avec la lampe utilisée (254 nm, 4W, ~0.2
mW/cm?), de puissance trés inférieure a celle de 365 nm, la transition est compléte au bout
d’environ 2 min et est donc plus rapide. La transition nécessite donc moins d’apport d’énergie
pour étre effectuée (il convient également de noter que la lampe de 365 nm n’irradie pas a la

longueur d’onde optimale pour la transition trans—>cis, qui serait de 323 nm).
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Figure B-38 Evolution du profil de I'absorbance d’une solution de N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide

(0,015 g.L'* dans du HCI 0,05 M) lors de la transition cis—>trans.

Il a fallu irradier au préalable la solution de N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide a 254 nm afin
que le composé soit entierement en conformation trans, ce qui semble indiquer qu’a I'équilibre,
le composé est en réalité présent a la fois en trans (de fagon majoritaire) et en cis. Il est possible
d’estimer cet équilibre en comparant I'absorbance a 323 nm de I’échantillon avant traitement
sous UV avec celles ou il est entierement dans I'une des deux conformations en utilisant la

formule suivante :

A—Acis

%trans = x 100 (B23)

Atrans—Acis

Ou %trans est le pourcentage de molécules en conformation trans, A est 'absorbance a 323 nm
de la solution de N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide a I'équilibre, A.s celle de cette méme solution
lorsque I'échantillon est totalement en conformation cis, et Asqns celle de la solution lorsque
I’échantillon est en conformation trans. Les valeurs respectives de A, A et Ayans €tant de 0,81,

0,22 et 0,97, on obtient un ratio trans/cis de 79/21.

L’étude cinétique des transitions trans->cis et cis>trans a été réalisée dans les deux cas

avec les valeurs des absorbances obtenues a une méme longueur d’onde (323 nm ou 428 nm).
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Pour les dérivés d’azobenzéne, elle est normalement d’ordre 1 d’aprés les études
antérieures®3°, En prenant I'exemple de la transition trans->cis, elle suit donc une formule du

type :

—d[trans] _

" k[trans] (B24)

Ou [trans] est la concentration du N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide en conformation trans et k, la

constante de vitesse.

Cette formule aboutit a I'expression suivante :

n ([”“"S]") — kt (B25)

[trans];

Ou [trans]o est la concentration initiale du N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide en conformation trans
et [trans]: celle a I'instant t. N’ayant pas directement accés a la concentration lors des mesures
spectrophotométriques, il est plus simple de reformuler I'expression en fonction de
I'absorbance grace a la loi de Beer-Lambert (voir équation B8 page 108). On a en effet [trans]o
x (Ao - A~), ou Ao est I'absorbance initiale a une longueur d’onde donnée du N-(2-
aminoéthyl)-4-azoamide en conformation trans et A.. I'labsorbance résiduelle mesurée lorsque
le N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide a été entierement converti en conformation cis, et, de fagon
similaire, [trans]; < (A¢ - A-), ou A; est I'absorbance a une longueur d’onde donnée de la

solution mesurée au temps t, ce qui permet d’aboutir a la formule suivante :

([trans]o) _ (M) (B26)

[trans]; Ar—Aw

La loi cinétique de premier ordre devient donc :

In (%) = kt (B27)

A=A

En reprenant les valeurs d’absorbances obtenues précédemment, on obtient la courbe

suivante :
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Figure B-39 Cinétique de la transition trans->cis d’une solution de N-(2-aminoéthyl)-4-
azoamide (0,015 g.Lt dans du HCI 0,05 M) au cours d’une exposition aux UV (365 hm)

(gauche : vue d’ensemble; droite : zoom aux temps courts).

Que la mesure ait été réalisée a 323 nm ou 428 nm, on peut observer dans les deux cas
que la droite est linéaire aux temps courts, ce qui est compatible avec une cinétique du premier
ordre, qui est ainsi confirmée. De plus, la longueur d’onde sélectionnée n’a aucun impact sur la
pente de la courbe, ce qui est le comportement attendu. Dans les conditions utilisées, nous

obtenons donc une constante de vitesse k de 0.02 s.

De la méme maniére, nous avons obtenu la courbe suivante pour la cinétique de transition

cis—>trans :

In((A0-Acs)/(At-Ace))
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Figure B-40 Cinétique de la transition cis=>trans d’une solution de N-(2-aminoéthyl)-4-

azoamide (0,015 g.L! dans du HCI 0,05 M) au cours d’une exposition aux UV (365 nm)

(gauche : vue d’ensemble; droite : zoom aux temps courts).

On observe le méme comportement que pour la transition trans—>cis avec une

constante de vitesse k de 0.04 s}, soit une cinétique deux fois plus rapide que précédemment.
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1 Introduction

Nous avons vu dans le chapitre A que la Jeffamine® M2005 a déja été greffée sur des
polysaccharides comme le carboxyméthylpullulane!, mais également sur I’acide hyaluronique?3.
Si son greffage sur le carboxyméthylpullulane a bien permis I'obtention d’hydrogels physiques
par élévation de la température, dans le cas du HA, le bilan est plus contrasté. En effet, la
publication de D’Este et coll. a conclu que le greffage de Jeffamine® M2005 ou M600 ne
permettait pas d’obtenir une augmentation satisfaisante des modules de conservation G’ et de
perte G” par élévation de la température. L'étude de Trojer et coll. a requis I'utilisation d’un
large exces d’EDC de 15 fois la quantité d’amine a greffer. Or, cet agent de couplage est connu
pour induire des réactions secondaires, I'intermédiaire activé de type O-acylurée pouvant se
réarranger en N-acylurée non réactive®. Dulong et coll. ont mis au point une méthode pour

éliminer 'EDC restant par traitement avec des solutions basiques et acides.

Il convient de noter que la plupart des méthodes de greffage de la Jeffamine® ont été
réalisées avec 'EDC en phase aqueuse. Il existe cependant davantage d’agents de couplage en
milieu organique. Schleeh et coll. ont par exemple utilisé I'anhydride propylphosphonique T3P®
afin de fonctionnaliser I'alginate avec des amines aliphatiques, avec des taux de greffage
proches de 100 %°. Ce polysaccharide a une structure proche du HA, il est en effet constitué
d’unités acide mannuronique, issues de I'oxydation du mannose, un épimére du glucose, ainsi
que d’acide guluronique, un épimere de l'acide mannuronique. Il comprend donc des
groupements acides carboxyliques. Il n’est pas soluble en milieu organique et doit donc d’abord
étre converti sous forme de sel de tétrabutylammonium, un agent de transfert de phase, afin de

pouvoir étre dissout en milieu aprotique polaire.

Au cours de ce chapitre, nous étudierons deux voies de fonctionnalisation de la
Jeffamine® M2005, I'une en milieu aqueux en adaptant le protocole développé par Dulong et
coll. et I'autre en milieu organique aprotique polaire. L'impact des deux méthodes sur les taux
de greffage ainsi que sur les propriétés des hydrogels obtenus seront comparées. Ce chapitre
est réalisé a partir d’un article publié sur les résultats obtenus. Les HA utilisés sont le HA1500¢ de
chez Sigma-Aldrich (utilisé pour les premiers essais) ainsi que les HAsg et HAuoc offerts par
GIVAUDAN (le HAgsox gu’ils nous ont également fourni a des propriétés tres similaires au HA1200k

comme nous avons pu le voir chapitre B).
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Abstract: Hyaluronic acid (HA) of different molar masses (respectively 38,000, 140,000 and 1,200,000
g.mol™) have been functionalized with a commercial poly(etheramine), Jeffamine® M2005, in order
to devise physical thermo-responsive hydrogels. Two routes have been studied, involving the use
of either water for the first one or of N,N’-Dimethylformamide (DMF), a polar aprotic solvent, for
the second one. In the case of the water route, the reaction was performed using a mixture of N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N"-ethylcarbodiimide (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS) as coupling
reagents. The reaction was optimized while making sure no free M2005 remained in the final
material, leading to M2005 grafting degrees of about 4%, which enabled the formation of hydrogels
by increasing the temperature. In the case of the organic solvent route, propylphosphonic anhydride
T3P® was used as a coupling reagent in DMF, resulting in a M2005 grafting degree of around 8%
with better thermo-responsive properties of HA-g-M2005 compared to those obtained when the
reaction was performed in water. However, the reaction systematically led to covalent cross-linking
in the case of the HA, with the highest starting molar masses resulting in a very different rheological
behaviour and with higher gel strength retaining thermo-responsive behaviour but being only
poorly soluble in water.

Keywords: hyaluronic acid; hydrogel; thermo-responsive; Jeffamine® M2005

1. Introduction

Hydrogels are soft materials made of a three-dimensional hydrophilic
polymeric network able to swell in water [1,2]. They are increasingly studied in order to
design complex materials for applications in the biomedical field, with applications in
wound dressing, drug delivery, scaffolds for tissue engineering or magnetic hydrogels
[3-5]. Hydrogels are divided into two categories: physical and chemical hydrogels.
Physical hydrogels have their cross-links made of dynamic non-covalent bonds, such as
hydrogen bonds [4], ionic cross-linking [6] or Van der Walls interaction [7]. These cross-
links are reversible, and their association or dissociation dynamics are dependent on the
physical and chemical environment of the material, such as the temperature [8], the pH
[7], the saline environment [6], etc. Oppositely, chemical hydrogels are made through the
formation of covalent cross-linking. Such cross-linking leads to stronger structures
compared to physical hydrogels; however, they are not reversible and are therefore not
as versatile as physical hydrogels. Devising hydrogels for biomedical applications
requires of course to use biocompatible raw materials, with biotic materials being the
preferred option [9].

Hyaluronic acid is a glycosaminoglycan found within tissues of vertebrates and some
bacteria as a major component of the extracellular matrix and of connective tissues such
as the synovial fluid, where it helps lubricating articulations or umbilical cord [10,11]. It
is a linear polysaccharide made of glucuronic acid units alternating with N-
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acetylglucosamine units [12]. Among glycosaminoglycans, it is the only non-sulfated one
and is not bound to a protein [13].

HA is very hydrophilic [10] and though it is already used for its viscoelastic
properties in the cosmetic industry [13,14], it needs to be functionalized to acquire
hydrogel properties. In particular, grafting a thermo-responsive moiety displaying a
lower critical solution temperature (LCST) will result in a material able to undergo a sol-
gel transition by raising the temperature. Some polymers do indeed display a LCST,
which is the minimum temperature above which they will go from a soluble state in a
given solvent (mostly water in the studied cases) to an insoluble state. It has to be stressed
that the transition temperature will change according to the polymer concentration in the
solvent, the LCST being the minimum temperature above which the polymer will
undertake a transition. In general, the transition temperature is referred to as a cloud point
[15]. There are many polymers displaying a LCST, most of them synthetic, like poly(N-
isopropylacrylamide) PNIPAM, the one that is most studied, which is due to its LCST
being around 32 °C in water, which is perfect for biomedical application [16]. Moreover,
its transition temperature is not very dependent on the polymer concentration compared
to other systems [16]. Other examples of thermo-responsive polymers are poly(N-
vinylcaprolactam) [16], polyoxamers made of poly(ethylene oxide)-b-poly(propylene
oxide)-b-poly(ethylene oxide) block copolymers [8], and hydroxypropyl cellulose
(obtained through the functionalization of a natural material) [17].

HA has already been functionalized with polymers displaying a LCST. For instance,
PNIPAM has been grafted either on HA using either “grafting from” [18] or “grafting to”
approaches [19,20]. Another polymer, Jeffamine® M2005, a poly(etheramine), with a LCST
of 14°C in water, is being increasingly used as a functional group. It has a block copolymer
structure consisting of 6 units of ethylene oxide EO and 29 units of propylene oxide PO
ended with an amine at the PPO block end, a functionality that makes this polymer quite
suitable for grafting on other polymeric structures, especially the ones displaying
carboxylic acid moieties through the formation of an amide bond. Therefore, Jeffamine®
M2005 has first been grafted on carboxymethylpullulan by Dulong et al. [8] before the
reaction was adapted to HA by Eglin et al. [20] and more recently by Trojer et al. (who
also did the reaction on carboxymethylcellulose) [21]. Eglin et al. functionalized HA with
both Jeffamine® M2005 and M600 (with a different composition than M2005, the chain
being notably much shorter), using the method they developed to graft amino terminated
PNIPAM to HA in DMSO with carbonyl diimidazole as a coupling reagent. However,
their HA-g-M2005 did not display any thermo-responsive properties and their HA-g-
M600 gave only very limited increase of storage modulus G’ upon heating, contrary to
their HA-g-PNIPAM, for which they had far more interesting results that were
subsequently used by this group for their following studies [22,23]. In the case of Trojer et
al., they did the coupling reaction using the well documented procedure involving N-(3-
Dimethylaminopropyl)-N"-ethylcarbodiimide ~ (EDC) in conjunction with N-
hydroxysuccinimide (NHS) as the coupling reagent in water. Their resulting materials
were responsive to temperature; however, their rheological studies did not include
oscillation measurements, which would have helped to definitely confirm the presence of
a gelation point by comparing the evolution of the storage modulus G’ and the loss
modulus G” during a temperature ramp.

Here, we are going to adapt to HA the methodology from Dulong et al., developed
for grafting Jeffamine® M2005 to carboxymethylpullulan in water using EDC/NHS as the
coupling reagent (Scheme 1).

This protocol, in particular, puts a strong emphasis on sample purification, with short
dialysis steps in acidic and alkaline media to efficiently remove the EDC (which would
otherwise be attached to HA as a N-acylurea as described by Kuo et al. [24]) as well as
longer dialysis steps in a mixture of ethanol and water and washing of the final material
in acetone to remove unreacted M2005, which was found out to be difficult to remove
using only dialysis. As the obtained degrees of substitution (DS) were low, with values
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below 5%, we have adapted a protocol developed by Schleeh et al. who grafted simple
aliphatic amines to alginate, another polysaccharide with carboxylic acid moieties, using
the coupling reagent propylphosphonic anhydride T3P® in N,N’-Dimethylformamide
(DME), for which they reported DS of around 100% [25] (Scheme 2). The structure of the
modified HAs has been determined through FTIR, NMR and SEC/MALS, while its
thermo-gelling properties have been assessed through rheology.

OH OH \\NH{\N_)
o=
\60 0 Hoﬂ A \/N§C§N/\/\N/ pH: 4.7 fo OH
HO o —_ 0=
A | JCO

HA EDC o=

o o CR L
R: Na, or HN M o, M2005

HA-g-M2005

Scheme 1. Mechanism of the grafting of M2005 to HA (water route).

(a)

\f:f a -cﬁ’]- Mﬁ:’;.élo —_—
A " DMF

e, T3p® / . =I<-: Hy
R

HA-g-M2005

Scheme 2. Proposed mechanism of the grafting on M2005 to HA (organic solvent route). (a)
Conversion of Na-HA to its TBA salt through two steps: (1) acidification with a DOWEX cationic
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ion exchange resin overnight (the resin is then filtered off the solution) and (2) neutralization of the
resulting hyaluronic acid with TBAOH. (b) Activation of TBA-HA with T3P® followed with
nucleophilic substitution with M2005, resulting in HA-g-M2005.

2. Results and Discussion
2.1. Synthesis of HA-gwepc-M2005 in Water

M2005 was grafted to HA1200, HA140 and HAss using EDC/NHS as a coupling reagent
for 24 h at 4 °C, the mechanism is detailed in scheme 1. The reaction was done under mild
acidic conditions and at 4 °C in order to have M2005 in the sol state [8]. The reaction of the
HA carboxylic acid moiety led to the formation of an activated O-Acylurea intermediate
(Scheme 1), which can rearrange itself into an unreactive N-Acylurea. It has been reported
the use of NHS in catalytic quantities helps to prevent this by inducing the formation of a
second activated intermediate which is more stable. Both intermediates will eventually
lead to the formation of an amide bond with M2005. In order to fully remove EDC and
unreacted M2005, extensive purification steps had to be undertaken, using first dialysis
against various solutions of NaOH, HCl or water (see section 4.2.1 for details). These steps
are needed to make sure no EDC remains in the final material. In order to fully remove
unreacted M2005, dialysis against a mixture of ethanol and water (ratios 33/67 v/v) was
performed, followed by dialysis against water, and the resulting material received after
freeze-drying was then washed several times in acetone until no more M2005 grafting
degree variation was observed through NMR (Figure S1). The resulting functionalized
HAs using this route were coded as follow: HAwmn(kg.mo™)-g€pc)-M2005-DS%.

The successful grafting could be qualitatively assessed through FTIR, with bands
corresponding to M2005 appearing at 2875 cm™ and 2970 cm™ (corresponding to the
stretching of, respectively, C-Hz and C-Hs from the etheroxide backbone) and at 1375 cm™!
(corresponding to the bending of C-H: from the etheroxide backbone). Moreover, a slight
increase of the band at 1565 cm™ (corresponding to N-H bend from amide) can be
observed, suggesting the formation of additional amide bonds (Figure 1) on the structure

of HA.
a b
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[ R ™ —TT Y .
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Figure 1. (a) FTIR spectrum of HAss (top), HAss-gEpc)-M2005-3.6% (middle), and M2005 (bottom) and (b) HA10 (top),
HA140-gep0)-M2005-3.9% (middle), and HA140-g(r3p»-M2005-8.3% (bottom).

The grafting reaction efficiency was low in all the cases, none of the samples having
a degree of substitution of more than 5 % (Figure 2).

Nonetheless, some differences between the different HA materials can be
spotted (Table 1): the grafting reaction was indeed slightly less efficient for HA, which
had the highest starting molar mass with a DS of 2.7 %, while the other two batches had a
grafting degree between 3.5 % and 4 %. Moreover, the reaction led to some polymer
degradation for HA1200, with the molar mass values becoming around half the starting
values, while HAs3s and HA10 were almost unaffected by the reaction (Figure S2). This
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could be due to the dialysis step, which was partly performed against 0.1 M NaOH to
remove EDC from the material (which will induce HA degradation as it is well known
that this polysaccharide is prone to $-elimination when exposed to alkaline solution) [26].
The grafting degree could be improved for HA1200 by using an excess of M2005 compared
to HA. When going for a ratio of M2005 chains compared to HA units of 5:1 instead of 1:1,
the resulting DS was found to be 4.5%.
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Figure 2. '"H NMR spectrum of HA1200-g&pc)-M2005-4.5% in D20.

Table 1. Reaction conditions and resulting grafting degrees and molar mass of the different HA-¢g-M2005. EDC/NHS were
used with a ratio of 1/0.04 compared to Na-HA units.

Sample NM2005/NHA NT3P/N TBA-HA NTEA/NTBA-HA DS
HAss-g&pc)-M2005-3.6% 1 - - 3.6 %
HA38-g(13p)-M2005-8.3% 2 2 1 8.3 %P
HA140-g(epc)-M2005-3.9% 1 - - 3.9 %2
HAu140-g(r3r-M2005-5.5% 2 0.3 0.3 5.5 %P
HA110-g(r3»-M2005-8.3% 2 2 1 8.3 %P

HA1200-g(Epc)-M2005-2.7% 1 - - 2.7 %
HAu1200-g(r37)-M2005-3.7% 2 0.3 0.3 3.7 %P
H A1200-g(Epc-M2005-4.5% 5 - - 4.5 %

2 DS is calculated according to Eq. 1a;* DS is calculated according to Eq 1b.

2.2. Synthesis of HA-g(rsp-M2005 in polar aprotic solvent

The reaction was performed in DMF with T3P® as the coupling reagent at room
temperature. Grafting degrees of 8.3% were reached after functionalization of HAss and
HAuo (Figure 3). The resulting functionalized HAs using this route were coded as follows:
HAMnkgmo!)-g(13p)-M2005-DS%. The higher degree of substitution could be qualitatively
assessed through FTIR, as the bands corresponding to M2005 were more pronounced
(Figure 1). However, it should be noted HA140-g3r-M2005-8.3% prepared in this way
displayed hydrogel behaviour at a 60 g.L-! solution in water, even at low temperature,
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and was looked like a colloidal suspension at 30 g.L-1,which implies the formation of
cross-links. Trying to reduce the amount of coupling reagent for functionalizing HA140 and
HAu1200 (resulting in samples HAu0-gsp-M2005-5.5% and HA1200-g(r3r-M2005-3.7%) also led to
hydrogel behaviour in water in the case of HA140 and to a colloidal suspension in the case
of HA1200.
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Figure 3. '"H NMR spectrum of (a) HAss-g(r3p)-M2005-8.3% and (b) HA10-g(r3p)-M2005-8.3% in D20.

The synthesis in DMF using T3P® as the coupling reagent proved therefore to be more
efficient than the one performed in water, with DS above 5% being reachable. However,
it is linked to unexpected behaviour in the case of both HAs with the highest starting
molar masses, HA 140 and HA1200, which is probably linked to cross-linking formation. The
impact on the material behaviour will be investigated in the next section.

2.3. Physicochemical properties of HA-g-M2005
2.3.1. Conformational Properties extracted from SEC/MALS

Reaction with EDC/NHS in Water

The physicochemical parameters of the various HA-¢g-M2005 were determined
through SEC/MALS and rheology. As shown in table 2, at first glance, the reaction
performed in water with EDC/NHS as a coupling reagent did not impact the molar mass
of the material obtained from HAss and HAuo, as the grafting degree is rather low
(between 3.5% and 4%). In fact, when the results are looked at closely, a slight material
degradation can be evidenced: the degree of polymerisation (DPx) of the chain has been
determined according to Eq. (52), and it can be seen that the DPx of functionalised HAssk
and HAuwok is equal to 84 % of its initial value. Moreover, the intrinsic viscosity [1] is found
to slightly decrease in both cases, going from 150 mL.g to 120 mL.g™ in the case of HAss
and from 410 mL.g™" to 390 mL.g™" in the case of HAuwo. This can be attributed both to the
grafting of M2005 to HA, leading to the disruption of the many intermolecular H-bonds
between HA chains and to the slight HA-¢-M2005 degradation [10,13,19]. Conversely, the
“a” parameter from the Mark Houwink equation does not change much with the grafting
reaction, being always around 0.7, suggesting that the resulting materials all display a
random coil conformation in good solvent (they were not determined in the case of HA1200
due to the challenging analysis). In the case of HA1200, as described earlier, the reaction
leads to material degradation, with resulting molar masses being half the initial values.
This degradation is further indicated by a drop of both the hydrodynamic radius, R, and
the gyration radius, Rg (Table 2). However, it can be seen HA1200-gEpc-M2005-2.7% and
HA1200-gEp0)-M2005-4.5% have very similar molar masses, with Mn values of respectively
430,000 g.mol'and 540,000 g.mol", thus making the comparison of their properties with
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the different grafting degree possible. It can indeed be seen that despite having the highest
molar mass, HA1200-gEpc)-M2005-4.5% has a lower [n] and Rz compared to HAuz00-g-
M2005-2.7%, which can be expected due to the higher grafting degree leading to higher
intermolecular interaction disruption. This result is in agreement with a previous study
on the grafting of M2005 on carboxymethylpullulan [8].

Table 2. Molar mass analysis and macromolecular data (intrinsic viscosity [n], hydrodynamic radius (Rh), gyration radius
(Rg), and Mark-Houwink parameters (a and K)) of the obtained samples through SEC/MALS (at 25°C, in LiNOs 0.1M).

Sample Mn (g.mol’) Mw(g.mol) P DPn Mass Recovery [n]lw (mL.g") Rhw (nm) Rgw (nm) a (Mark Houwink)
HAss 38,000 64,000 1.68 95 68 % 150 11 -a 0.76
HAss-gEpo)- o .
M2005.3.6% 38,000 63,000 1.64 80 61 % 120 10 - 0.72
HAss-g(r3p)- o
M2005-8.3% 60,000 250,000 4.18 106 35 % 140 14 37 0.79
HA10 140,000 210,000 1.50 349 63 % 410 23 44 0.71
HAu40 (T3P)P 190,000 550,000 2.89 473 41 % 450 30 68 0.72
HA140-gEDC)- o
M2005-3.9% 140,000 190,000 1.39 294 77 % 390 22 39 0.62
HAu0-g(r3p)- o
M2005-5.5% 180,000 430,000 2.39 354 47 % 320 25 46 0.76
HA0-g(t3p)- o
M2005-8.3% 200,000 540,000 2.76 355 21 % 290 26 48 0.77
HA1200 1,200,000 1,500,000 1.25 2990 65 % 1700 73 147 -
HA1200-g(EDO)- o
M2005-2.7% 430,000 500,000 1.15 947 78 % 1300 46 102 -
HA1200-g(13p)- ) ) ) ) 0 ) ) ) )
M2005-3.7% ’
HAzo-geno- 540,000 710,000 132 1105  49% 840 44 84 -

M2005-4.5%

MHS coefficient (a) has been determined by integrating the most linear part of bilogarithmic representation of intrinsic
viscosity vs molar mass; SEC/MALS/VD/DRI data accuracy: Mn £ 9%; Mw + 6%; B + 10%; [n]w = 0.5%; Rhw + 2%; Rgw +
6%; 2Out of the range of the MALS detector (isotropic diffusion for lower masses fractions); * Sample reacted with T3P®

only.

Reaction with T3P® in DMF

The chromatograms obtained for HA-gsr-M2005 revealed a different behaviour
than for HA-gepc)-M2005. First of all, while mass recovery after filtration as detected from
DRI was high (>60 %) for almost all samples modified in Milli-Q water with EDC/NHS, it
was below 50% for all samples modified with T3P® in DMF, with HA1200-g(137)-3.7% being
fully retained by the filter. Moreover, the molar masses were higher than the
corresponding HA (e.g. HAss-g13r-M2005-8.3% displayed respectively a Mn of 60,000
g.mol™ (38,000 g.mol! for starting HAss) and a Mw of 250,000 g.mol (64,000 g.mol for
starting HAss)) and the dispersities (D) were increased (4.18 for HAss-g(rsp-M2005-8.3%
versus 1.68 for HAss). In all cases, the LS signal main peak is shifting to the higher values
(Figure 4a), indicating the formation of aggregates.

In order to investigate the impact of the coupling reagent T3P®, the coupling reaction
was performed on HAwo as stated in the material section without adding Jeffamine®
M2005. The resulting material, not fully soluble in Milli-Q, displays the same molar mass
values compared to functionalized HA140-g(r3r)-M2005, similar chromatograms (see Figure
4b) and also significant mass loss upon filtration with a mass recovery of only 41 %, all of
which are hinting toward cross-linking of the sample. It is known coupling reagent that
can trigger cross-linking of polysaccharide chains: 2-chloro-1-methylpyridinium iodide
(CMPI) has already been used to cross-link HA of high molar masses [27] for instance.
Trisodium trimetaphosphate, which has a chemical structure akin to T3P?, is also a well-
known cross-linker of HA in water [28]. This side-reaction was still unexpected, as no
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cross-linking induced by T3P® was observed on alginate of low molar mass (30,000
g.mol) by Schleeh et al., as evidenced by their SEC-MALS data [25]. Moreover, the cross-
linking occurred in spite of the reaction conditions, where the starting concentration of
HA was reduced with increasing initial molar mass (see section 4.2.2). Furthermore, it is
interesting to notice HA1w which was cross-linked with T3P® without adding any
Jeffamine® M2005 displayed higher [n]w, Rhw or Rgw than HA10-g3r-M2005 in 0.1 M
LiNOs solution, indicating the polymer functionalized with the polyetheramine is less
swollen than the corresponding material which was only cross-linked with the coupling
reagent.
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Figure 4. (a) Molar mass distribution of HAss (blue), HAss-gep0)-M2005-3.6% (red), and HAss-g(rsr)-M2005-8.3% (green) (b)
Molar mass distribution of HA1o0 (blue), HA140 after reticulation with T3P® (red), and HA140-g(r3r)-M2005-8.3% (green); full
lines: DRI; dotted lines: LS; full circles: molar mass distribution.

Rheological properties and temperature induced hydrogel formation

The thermal transition of the samples was assessed through rheological
measurements in water. It was determined as the crossing between the storage modulus
G/, corresponding to the fluid elastic behaviour, and the loss modulus G”, corresponding
to the fluid viscous behaviour [8,29]. As the temperature rises, M2005-M2005 interactions
are favoured over M2005-water ones, thus creating non-covalent cross-linking between
HA-g-M2005 chains through the grafted moieties. The material will therefore go from an
initial state at the lower temperature where G” is over GG, indicating the viscous behaviour
of the sample is predominant to a state where G’ is over G”” and a gel-like behaviour, the
structure being able to recover its initial shape after a slight deformation. However, the
transition will only be observed if the cross-linking is made through an intermolecular
process, which requires the sample solution to be above its C* (Figure S3). The solutions
were therefore prepared at a concentration 12.5 times above the C* of starting HA, and the
results are displayed in Figure 5 and Table 3.

Rheological properties of HA-g&pc-M2005

The temperature ramps were applied from 25 °C to 60 °C. The rheological response
of HA1200-gEp0)-M2005-4.5%, prepared as a solution in Milli-Q water at 1 wt%, was taken
as an example in Figure 5a. In a first step, at between 25°C and 29°C, the complex viscosity
N is slightly decreasing, as it would be the case with non-thermo-sensitive material, even
though the temperature is higher than the LCST of M2005. Although M2005
intermolecular associations will be promoted, as they are grafted to a very hydrophilic
HA backbone, their temperature-induced hydrophobicity is not yet strong enough for
triggering network formation. However, when the temperature reaches 28-29 °C, as cross-
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links are starting to enfold, G, G”, and 1" start to increase as the temperature rises. The
crossing of G" and G”” was reached at 41.5 °C, and all parameters were still rising as the
temperature of 60 °C was reached, indicating the cross-linking formation was still
strengthening. However, the measurement was stopped at this temperature, as water
would start to evaporate above, even when using a solvent trap.
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Figure 5. Rheological profile of (a) HA1200-gEpc-M2005-4.5% at 1 wt% in water and (b) HA1200-g(pc)-M2005-2.7% at 1 wt%
in water. Heating ramp: G’ (blue square), G’ (red rhombus), 1" (green triangle) vs temperature; measurement in oscillation
mode (parameters: shear stress: 0.1 Pa; frequency: 1 Hz; rate: 0.5°C.min™).

Table 3. Rheological properties of the different HA-g-M2005 samples.

Sample C (Wt%) Turans (°C) G’ (Pa) 25°C) G’ (Pa) (60°C) ﬁz;’z
HAss-g&pc)-M2005-3.6% 11 >60 °C 0.1 Pa 78.4 Pa 784
HAss-g(r3p-M2005-8.3% 11 <25°C 25 Pa 230 Pa 9.2
HAss-g(r3»-M2005-8.3% 3 33.7 °C 0.2 Pa 12.6 Pa 63
HA140-g(epc)-M2005-3.9% 6 51.6 °C 1 Pa 296 Pa 296
HAu140-g(r3r-M2005-5.5% 6 - 176 Pa 810 Pa 4.6
HA110-g(r3»-M2005-8.3% 6 - 435 Pa 3200 Pa 7.4

HA1200-g(ep0)-M2005-2.7 % 1 43.7 °C 0.5 Pa 14.8 Pa 30
H Ai1200-g(Epc)-M2005-4.5% 1 41.5°C 0.026 Pa 23 Pa 885

Temperature ramp measurements were performed with an oscillation frequency of 1 Hz.

As can be seen from Table 3 and Figure 5 (a and b), the grafting degrees did not
impact the transition temperature for HA-gEpc-M2005 much, as observed when
comparing HA100-gEp0-M2005-2.7% and HA1200-gEp0-M2005-4.5%, their transition
temperature being respectively found at 43.7 °C and 41.5 °C. This is most probably
because the achievable DS are still too close to each other. All the HA-gepo)-M2005
obtained have therefore sufficiently close DS to be compared according to the starting HA
batch. It is clear from table 5 that the transition temperature increases with decreasing
starting HA molar mass, with HAss-gEpc)-M2005-3.6% displaying the highest value, just
above 60 °C, despite the chains being in an entangled state.

We also compared the G’ value at 60 °C, which gives an indication of the gel strength,
as according to the Hooke’s law, the higher it is, the higher the required strength to strain
the material to a set value will be. Among all HA-g&pc)-M2005 samples, the material with
the highest G” at 60 °C is HA140-gpc)-M2005-3.9% with 296 Pa. The behaviour is actually
difficult to predict, as it is the consequence of several parameters, such as the material
conformation in solution, the entanglement and the viscosity. However, it should be noted
that a high variation of G” during the thermal transition, corresponding to a component
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going from a very fluid state to a highly rigid one, is useful when devising materials for
injection applications. The transition reversibility was also studied by applying a cooling
ramp right after the heating ramp with the same general parameters, and all materials
were giving a similar response as during the heating ramp, with only slight shifts of the
temperature transition (<3 °C) (Figure 54).

Rheological properties of HA-g(rsr)-M2005

In the case of HA-grsp»-M2005, only HAss-gr3r-M2005-8.3% was soluble in water,
with HAuo derivatives behaving like a gel and HA1200 derivatives behaving like a colloidal
suspension. Focusing first on HAss-gsr-M2005-8.3%, the material was already displaying
a G’ value above the G”” when working under the same conditions as HA3s-g&pc)-M2005-
3.6% (11wt% solution in Milli-Q water) (Figure 6a), with all moduli values increasing over
the whole temperature range. In order to see a transition, another solution was prepared
with a concentration of only 3 wt% (Figure 6b). The transition was seen at 33.7 °C only,
the lowest observed during this study, with G’ values at 25 °C and 60 °C similar to the
ones of HA1200-g-M2005-2.7% at 1 wt%. In the case of the HA140-g(r3r-M2005 samples, both
of them were displaying a hydrogel behaviour at a concentration of 60 g.L-1 (G’ > G” over
the whole range) (Figure 6c,d) and a colloidal suspension behaviour at 20 g.L- (Figure
S5). Nonetheless, the materials were still displaying thermo-responsive behaviour, with
G’ and G” values both increasing during the heating ramp (Table 3). The magnitude of G’
increase between 25 °C and 60 °C was between 4.6 and 9.2 (Table 3), which is far below
the values found for materials starting with a predominant viscous behaviour (G” > G’),
with G’erc being at least 60 times higher than G’2sc. However, the strongest gels were
obtained in this way, with G’so°c values being all above 230 Pa. The functionalization with
T3P® is therefore more suited to obtain chemical hydrogels which are strengthening their
network through the rise of temperature, which induces the establishment of additional
reversible physical cross-links. In case a material displaying a thermo-responsive
hydrogel transition behaviour is needed, it is better to work with low molecular weight
HA as HAss-g(r31-M2005-8.3% displayed an interesting G’/G” crossing at 33.7 °C.
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Figure 6. Rheological profile of (a) HAss-g3r)-M2005-8.3% at 11 wt% in water (b) HAss-g3p)-
M2005-8.3% at 3 wt% in water (c) HAu140-g(r3r)-M2005-8.3% at 6 wt% in water and (d) HA140-
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g(3p-M2005-5.5% at 6 wt% in water. Heating ramp: G’ (square), G” (thombus), 0’ (triangle) vs
temperature; measurement in oscillation mode (parameters shear stress: 0.02 Pa (a and b), 0.1
Pa (c) or 0.5 Pa (d); frequency: 1 Hz; heating rate: 0.5 °C.min™").

3. Conclusion

Jeffamine® M2005 was grafted to hyaluronic acids of various molar mass using two
different synthesis approaches with varying grafting degrees. The route using water as
the solvent and a combination of EDC and NHS as coupling reagents did not allow to
reach a degree of substitution of more than 5%. However, it was sufficient to induce a
transition to a gel-like structure around 40 °C, with functionalized HA1200 at only 1 wt%
concentration. On the other hand, with this range of grafting degree, HAss-gpc)-M2005
and HA140-gepo)-M2005 did not reach a gel-like structure with a reasonable concentration
of the material in water, the transition happening at more than 50 °C for already high
concentrations of respectively 11 wt% and 6 wt%. In general, the protocol in water is
straightforward to use and compatible with green chemistry principles, with the only
drawback arising from the need to carefully purify the resulting material with several
washings in acetone, as dialysis was not efficient to fully remove unreacted M2005.
Moreover, although HAss and HAiswremained intact from the reaction, HA1200 was slightly
degraded, avoiding degradation would most probably lead to material with even better
sol-gel transition properties.

In the approach that used DMF as the solvent and T3P® as the coupling reagent,
higher grafting degrees of around 8% were achieved compared to the protocol in water.
However, poorly soluble materials were obtained for HAwo and HAi00 due to cross-
linking formation, even when reducing the amount of coupling reagent. Still, the materials
were also displaying thermo-responsive behaviour because of the formation of additional
physical cross-links upon a chemical hydrogel network. Only HAss led to soluble samples,
which displayed improved properties compared to the approach with water, with a high
tendency to aggregate and a transition to a gel-like behaviour at only 33.7 °C with a
concentration of only 3 wt% in water. This material would be promising for devising
injectable hydrogels for biomedical applications [30].

4. Materials and Methods
4.1. Materials

Hyaluronic acid sodium salt from Streptococcus equi (Mn : 1,200,000 g.mol™,
abbreviated as HA1200) was purchased from Sigma-Aldrich (France), and two sodium
hyaluronate batches with lower molar masses were kindly provided by Givaudan France
SAS (Pomacle, France): BASHYAL with Mn: 140,000 g.mol~ (HA10) and RENOVHYAL
with Mn: 38 000 g.mol? (HAss) (absolute molar masses were determined through
SEC/MALS measurements as detailed in section 4.3.3.). Jeffamine® was kindly provided
by Huntsman. EDC, NHS, sodium phosphate monobasic monohydrate (NaH2PO4.H20),
and tetrabutylammonium hydroxide 54-56 wt% (TBAOH) were purchased from Sigma-
Aldrich (France). Propylphosphonic anhydride (T3P®) solution 50 wt% in DMF was
purchased from Acros Organics (Germany). Anhydrous DMF, sodium chloride, sodium
hydroxide, hydrochloric acid, sodium hydrogenophosphate (Na:HPOs), and amberlite
ion exchange resin (IRN77, cationic type, H*) were purchased from VWR (France).
Triethylamine (TEA) was purchased from Fluka (United Kingdom) and sodium
phosphate dibasic dihydrate (NazHPO4.2H20) was purchased from Merck (NJ,USA).
Water was purified with the Milli-Q water reagent system (Millipore, MA,USA).

4.2. Synthesis of HA-g-M2005
4.2.1. Synthesis in water with EDC/NHS

The reaction was adapted from Dulong et al. [8] and typically done following the
procedure described with eventual adjustments (see Scheme 1 for the mechanism). HA
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(500 mg, 1.25 mmol) was dissolved overnight in 87.5 mL Milli-Q water. At the same time,
M2005 (2.47 g, 1.25 mmol) was dissolved overnight in 9 mL Milli-Q water at 4 °C, as its
LCST is 14 °C. The day after, the HA solution was placed at 4 °C while the pH of the M2005
solution was adjusted to 4.7 using both 1 M and 0.1 M HCI and NaOH solutions. As the
pH adjustment of the M2005 solution was performed at room temperature, the solution
sometimes precipitated due to the increasing temperature; it was therefore placed back at
4 °C for a while to dissolve again, this step being more straightforward due to the presence
of positively charged ammonium induced by the pH decrease. The M2005 solution was
then added to the HA solution (5 mL Milli-Q water were used for rinsing), and the pH
was once more adjusted to 4.7 M using HCI and NaOH, as previously described, with the
resulting mixture placed back at 4 °C immediately afterwards. An EDC/NHS solution was
then prepared with 238.8mg EDC (1.25 mmol) and 5.7 mg (0.05 mmol) NHS dissolved in
2.5 mL water (the NHS should remain in catalytic quantities in order for the reaction not
to lose its efficiency as stated by Dulong et al) [8]. It was then added to the HA/M2005
solution to start the reaction, which was left to proceed for one day at 4 °C. The day after,
the reaction mixture was placed in a dialysis membrane (cut off: 12-14 kDa for HA140 and
HA1200; 3.5kDa for HAss) and several cycles of dialysis were performed: one hour against
0.1 M NaOH, followed by neutralization against water for two days (changing water
several times within each day); one hour against 0.1 M HCI, followed by neutralization
against water for two days (changing water several times within each day); one hour
against 0.1 M NaOH, to convert back the carboxylic acid moieties to sodium carboxylate,
followed by neutralization against water for two days, then two days against a mixture of
EtOH/H:O (ratios: 33/67, v/v), and finally, against water until conductivity was as close to
Milli-Q water as possible. In order to completely remove the unreacted Jeffamine® M2005,
the material was washed several times in acetone until no variation of the 'H NMR peaks
corresponding to M2005 was observed (Figure S2).

4.2.2. Synthesis of HA-g-M2005 in Organic Solvent

e  Conversion of sodium hyaluronate to tetrabutylammonium hyaluronate: 5 g of HA
were dissolved overnight in 830 mL at room temperature. Then the cation exchange
resin (H*) (45 g) was introduced in the solution, which was left to stir overnight. The
resin was subsequently filtered off the solution through a sintered glass filter, whose
porosity was adjusted depending on the viscosity of the HA solution. The obtained
filtered hyaluronic acid solution was then neutralized with TBAOH for getting
tetrabutylammonium hyaluronate TBA-HA as follows: Tetrabutylammonium
hydroxide (TBAOH) 54-56 wt% in water was diluted fivefold with water prior to the
reaction. It was subsequently added drop-wise to the previously prepared
hyaluronic acid solution until the pH reached 8. The solution was then freeze-dried
and the resulting solid kept in a freezer until further use.

e M2005 grafting on TBA-HA in DMF with T3P®: The grafting on reaction was adapted
from Schleeh et al. [25], with an example given as follows: 2.5 g TBA-HA (4.03 mmol,
from batch HAss) were dissolved in 30 mL anhydrous DMF at room temperature in
a three-neck flask which was thereafter put under nitrogen. Then, 4.7 mL of T3P® (50
wt% in DMF) were added to the mixture, which was left to stir for one hour at room
temperature. Meanwhile, 15.96 g M2005 were dissolved in 15 mL anhydrous DMF.
After TBA-HA was activated by T3P® for one hour, 568 puL of TEA were added to the
solution, immediately followed with the M2005 solution (the flask was rinsed with
2.5 mL DME). The final TBA-HA concentration was 50 g.L-!, which was respectively
adjusted to 10 g.L for HAwuo and to 6 g.L- for HA1wby increasing the amount of
DMEF used to dissolve TBA-HA. The reaction was left overnight at room temperature.
The day after, 25 mL of a 2.5 M solution of NaCl were added drop-wise to the reaction
vessel, which was subsequently left to stir for 30min before being poured in 250 mL
acetone to precipitate the modified hyaluronic acid. The material was then recovered
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through filtration, dissolved in 350 mL 0.1 M phosphate buffer (pH: 7.5) and then
dialyzed against water until the resulting conductivity of water was found to be as
close as Milli-Q as possible, indicating removal of the impurities; this was followed
eventually by freeze-drying of the material. In order to completely remove the
unreacted M2005, the material was washed several times in acetone until no more
variation of the '"H NMR peaks corresponding to M2005 was observed.

4.3. Characterisation Methods
4.3.1. Infrared Spectroscopy

Infrared spectra were acquired on a spectrometer Nicolet IS50 FT-IR (Thermo
Scientificc, MA, USA). The samples were analysed with the OMNIC 8.0 software by
transmission from 500 to 4000 cm™ (32 scans with resolution 2.).

4.3.2. 'INMR Spectroscopy

H NMR spectra were acquired on a Bruker Avance 300MHz spectrometer (MA,
USA). The PMeOx homopolymer samples were prepared in deuterated chloroform
CDCls, while HA derivatives were prepared in deuterium oxide D20 containing 0.125 M
sodium deuteroxide NaOD [11].

The M2005 grafting degree (DS) on HA was evaluated by 'H NMR using either Eq.
1a for HA-gEpo-M2005 (using HA methyl protons as a reference) or Eq. 1b for HA-gsp-
M2005 (using HA anomeric protons as a reference in case there were peaks overlapping
with HA methyl protons).

_ IMenrz00s 3

DS = ax29) IMey Eq. Ia D
Where Iye,,,,,s cOrresponds to the integration of the duet of the methyl group from the
propylene oxide units of the M2005 moieties found at about 1.10 ppm (the small duet at
0.95 ppm was also included in the integration, as it corresponds to the propylene oxide
unit in o of the terminal nitrogen of M2005). Iy, , corresponds to the integration of the
methyl group from the N-acetylglucosamine unit (Figure 4).

DS = Memzo0s o 2 Eq. 1b @)

(3%29) THanom

Where I, . corresponds to the integration number of the HA two anomeric protons

were found at 4.47-3.38 ppm. The results of the various experiments have been combined
in table 1.

4.3.3. SEC/MALS/DRI/Viscometer

The absolute average molar mass and molar mass distribution of the polymers were
determined at 25°C on a system coupling on-line a size-exclusion chromatograph (SEC),
a multi-angle light scattering system (MALS), a viscometer and a differential refractive
index detector (DRI). The carrier was a 0.1 M LiNOs solution which was filtered through
a 0.1 pum filter unit (Millipore, MA, USA), degassed on-line (DGU-20A3, Shimadzu,
Japan), and eluted at a 0.5 mL.min™" flow-rate (LC10Ai Shimadzu, Japan). The solutions
to analyse were prepared in 0.1M LiNOs at a concentration of respectively 0.5 g.L- (HA1200
based materials) and 1 g.L-! (HA140 and HAss based materials) and were passed through a
0.45 um filter prior to injection which was performed on 100 pL of the solution with an
automatic injector (SIL-20A Shimadzu, Japan). The SEC line consisted of an OHPAK SB-
G guard column for protection and two OHPAK SB 806 and 804 HQ columns (Shodex
Showa Denko KK, Japan) in series. The column packing was a
polyhydroxymethylmethacrylate gel. The MALS detector was a DAWN Heleos-1I (Wyatt
Technology Inc., CA, USA) fitted with a 50 pl K5 cell and 18 photodiodes (normalized
relative to the 90° detector using bovine serum albumin). The viscometer was a ViscoStar
IT (Wyatt Technology Inc., CA, USA). The collected data were analysed using the Astra
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6.1.7.16 software package (Wyatt Technology Ins, CA, USA). Molar masses were obtained
with the Zimm order 1 method. The concentration of each eluted fraction was determined
with DRI (RID 10A Shimadzu, Japan) according to the known values of dn/dC (0.150
mL.g™ for HA and derivatives).

4.3.4. Rheology

Rheological measurements were performed on a Discovery Hybrid Rheometer HR-2
from TA Instruments (United Kingdom). Samples were prepared in Milli-Q water as a
solvent at a concentration 12.5 times higher than starting HA overlapping concentration
C". Geometries used for measurements were either double concentric cylinders
(aluminium—gap: 500 pm) or cone-plate (aluminium—gap: 50 pm). Oscillation
measurement were mostly performed with a set frequency of 1 Hz (for measurement other
than frequency sweep) and a set stress of 0.1 Pa (for measurement other than stress
sweep). Temperature ramps were performed from 25 °C to 60 °C (and vice-versa) with a
heating/cooling rate of 0.5 °C/min. A solvent trap was used to prevent the evaporation of
water at the highest used temperatures. The data were processed using the Trios software
v4.1.1.33073 from TA Instruments (United Kingdom).

Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/xxx/s1, Table S1:
Summary of the properties of the different HA batches, Figure S1:HA1200-gEpc)-M2005-4.5% DS
evolution with the number of washes in Acetone,, Figure S2: Molar mass distribution of a) HA 120,
HA1200-g(Epc)-M2005-4.5% and b) HA140 and HAu10-gEpc)-M2005-3.9%, Figure S3: Dilute and semi-
dilute domains of HA 1200 in Milli-Q water as determined through low shear viscosity measurements,
Figure S4: Rheological profile of HA1200-genc)-M2005-4.5% at 1 wt% in water (with cooling ramp),
and Figure S5: Rheological profile of HA140-g(13r-M2005-8.3% at 2 wt% in water (with cooling ramp).
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Supplementary Materials

HA functionalization with Jeffamine® M2005: a comparison of the thermo-
responsiveness properties of the hydrogel obtained through two different synthesis

routes.
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1.  Characterisation of the starting HA batches

HAGss, HA140 and HA 1200 dilute and semi-dilute domains were determined through
low shear viscometry measurements using a Low Shear 400 Rheometer from Lamy
Rheology (France). Samples were prepared in Milli-Q water. Measurements were
performed in the Newtonian domain at low shear rate (< 5 s7, after having screened the
starting solution at different shear rates) with a LS11 geometry. The HA solution was
gradually diluted from the starting solution (whose concentration depended on the
probed HA batch), so the dilution domains and the critical overlapping concentration C*
could subsequently be determined by plotting the evolution of the specific viscosity 1spe
as a function of the HA mass concentration using a logarithmic scale. nsee was
determined using formulae. S1:

= Eq. Sl

Nspe o

with 1 the measured viscosity of the solution and no the viscosity of the solvent. The

results of both SEC/MALS and C" measurements are summed up in table 1.
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Table S1 Summary of the properties of the different HA batches

Samples Mn (g/mol) (SEC/MALS) Muw (g/mol) (SEC/MALS) C (g/L, MQ)
(Lowshear)

HAss 38 000 64 000 8.5
HAuwo 140 000 210 000 4.8
HA1200 1200 000 1 500 000 0.8

2.7

25 ’

/"/
2.3

log(nepe)
R
=
I O T T S Ty T T T

1.9
_________ - Semi-dilute domain
1.7 -
Dilute domain X
C:0.8g/L
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log(Cyale-L ™))

Figure S1. Dilute and semi-dilute domains of HA1200 in Milli-Q water as determined
through low shear viscosity measurements. The crossing of the two linear domains is

giving the C'.
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2. Synthesis of HA-g&pc)-M2005 in water.
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Figure S2. HA1200-g(enc)-M2005-4.5% DS evolution with the number of washes in Acetone

(DS was determined through '"H NMR measurements).
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Figure S3. Molar mass distribution of a) HA1woo (blue), HA1200-gEp0)-M2005-4.5% (red)
and b) HAwo (blue), HA110-gEpc)-M2005-3.9% (red); full lines: DRI; dotted lines: LS; full
circles: molar mass distribution.

The DPx values of HA-g-M2005 samples reported in Table 2 were calculated using
Eq. (S2)
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Mn

DPn = (52)
DSX(Mp2005 +Mupga—Mpy)+(1-DS)XMungHA

Where M, is the corresponding HA-g-M2005 average molar mass in number determined
through SEC/MALS/VD/DRI measurements. Mwm2oos is the Jeffamine® M2005 molar mass, DS the
grafting degree of M2005 on HA obtained from Eq. (1a) (HA-g(pc-M2005) or Eq. (1b) (HA-g(13p)-
M2005) with *H NMR spectroscopy (Fig. 3), Muua the molar mass of the acid form of HA
disaccharide unit, My the molar mass of hydrogen and Mynaua the molar mass of the sodium
form of HA disaccharide unit. Concerning Munana, for the sake of simplification, HA was assumed
to be in its sodium salt form for this calculation. It is actually in equilibrium with the lithium salt
form, also SEC/MALS/VD/DRI is only taking into account the fraction of condensed counter-ions
[1]. Considering sodium or lithium salt will barely affect the calculated values, and more

importantly, the observed tendencies will remain unaffected.

3. Conversion of Na-HA to TBA-HA
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Figure S4. '"H NMR spectrum of TBA-HAss in D20.
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HA (sodium salt) had to be converted to a TBA salt in order to become soluble in

DME. The conversion was done in two steps: Na-HA was first acidified using a cationic

exchange resin before being neutralized with tetrabutylammonium hydroxide (scheme

2a). The full conversion of sodium ions to tetrabutylammonium ones could then be

assessed through 'H NMR (Figure S4).

4.  Rheological properties of HA-g-M2005
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Figure S5. Rheological profile of HA1200-gEp0)-M2005-4.5% at 1 wt% in water (with

cooling ramp). Heating ramp: G’ (full square), G” (full rhombus), 1" (full triangle) vs

temperature; cooling ramp: G’ (empty square), G’ (empty rhombus), n* (empty triangle)

measurement in oscillation mode (parameters: shear stress: 0.1 Pa; frequency: 1 Hz; rate:

0.5 °C.min").
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Figure S6. Rheological profile of HA140-g(r3r)-M2005-8.3% at 2 wt% in water (with cooling
ramp). Heating ramp: G’ (full square), G” (full rhombus), 1" (full triangle) vs
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measurement in oscillation mode (parameters: shear stress: 0.1 Pa; frequency: 1 Hz; rate:

0.5 °C.min™).
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3 Causes de la dégradation du HA1,00x €n milieu aqueux

En milieu aqueux, la réaction conduit a une dégradation des chaines de HA1200k, qui ont

perdu environ la moitié de leur longueur, tandis que les dérivés de HA1s0c sont a peine dégradés

et ceux du HAsgc ne le sont pas du tout. Cette dégradation est due a la fois a la réaction et a

I’étape de dialyse en milieu basique. Un essai de dialyse directe du HA1200k dans les conditions

employées (blanc) lors du protocole de greffage a montré une dégradation plus limitée de

I’échantillon par rapport aux HA1200k-g-M2005 (Figure C-1 et Tableau C-1). Par contre, Iutilisation

de solutions tamponnées a la place de la soude et de I'acide chlorhydrique a également montré

gue des conditions pH plus douces permettaient également de limiter la dégradation de

I’échantillon. On peut en effet constater Figure C-1 et Tableau C-1 que I’échantillon en solution

au sein de tampons de pH respectifs de 8 (phosphate) et 6 (phosphate) est le moins dégradé,

suivi de I’échantillon en solution dans des tampons de pH respectifs de 9 (carbonate) et 5 (MES).
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Figure C-1. Chromatogrammes du HA1,00« avant (courbes rouges) et apres dialyse dans des

solutions de soude et d’acide 0,1 M (courbes vertes) ainsi que de HA1200c-g-M2005 apres

dialyse dans des solutions de soude et d’acide 0,1 M (courbes bleues foncé), dans des tampons

carbonate (pH 9) et MES (pH 5) (courbes bleues) et dans des tampons phosphate (pH 8 et 6)

(courbes bleues clair) (éluant : LINO3 0,1 M).
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Tableau C-1. Impact du protocole de purification sur les masses molaires.

Echantillon Méthode de purification Mn (g.mol?)  Mw (g.mol?) )

HA1200k 1200 000 1500 000 1,25
HA1200k Dialyse dans NaOH et HCI 0,1 M 700 000 820 000 1,19
HA1200k-g-M2005°  Dialyse dans NaOH et HCI 0,1 M 360 000 440 000 1,44
HA1200k-g-M2005%  Dialyse dans carbonate et MES 500 000 560 000 1,40
HA1200k-g-M2005°%  Dialyse dans phosphate 600 000 710000 1,41

2 jssus de la méme réaction, séparée en plusieurs fractions pour la purification.

4 Conclusion

Nous avons étudié au cours de ce chapitre la fonctionnalisation de HA de diverses

masses molaires avec la Jeffamine® M2005 en milieu aqueux et en milieu organique.

Le taux de greffage obtenu en milieu aqueux n’a pas dépassé les 5 %, mais restait
suffisant malgré tout pour permettre la formation d’hydrogels physiques par élévation de la
température. Il faut cependant employer du HA de forte masse molaire, le HA1200k, qui bien que
dégradé apres réaction, est celui dont les dérivés permettent d’atteindre les Tians l€s plus basses,
avec des valeurs légerement supérieures a 40 °C. Ce protocole en milieu aqueux est plus
compatible avec les principes de la chimie verte, mais nécessite toutefois une étape de
purification prolongée avec I'utilisation de plusieurs milieux de dialyse et la nécessité d’exécuter

plusieurs lavages a I'acétone afin d’éliminer la Jeffamine® M2005 n’ayant pas réagi.

Le greffage en milieu organique permet d’améliorer les DS obtenus et d’atteindre les
8 %. Nous avons ainsi pu obtenir par exemple un HAsg-g-M2005-8,3% avec une Tirans de 33,7 °C
a une concentration de seulement 30 g.L%. Cependant, il faut noter que les composés obtenus
ont tous également été réticulés chimiquement par I'action du T3P® par formation de liaisons
esters, ce qui n"avait pas été constaté au cours de I’étude sur I’alginate utilisée comme référence
(Schleeh). De ce fait, les HA140c-g-M2005 et HA1200k-g-M2005 ne sont que faiblement solubles
dans I'eau. Toutefois, les hydrogels chimiques obtenus conservent des propriétés
thermosensibles, avec une augmentation de leur G’ pouvant se rapprocher d’une décade

lorsque I'on passe de 25 °C a 60 °C observée pour certains échantillons de DS de 8,3 %.

Au final, nous pouvons conclure que ce systéme de HA-g-M2005 manque de flexibilité :

le taux de greffage est difficile a augmenter, les Tirans difficiles a contréler et la méthode en milieu
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organique s’accompagne de la formation de gels chimiques qui nous éloigne de notre objectif

initial.

La Jeffamine® M2005 est un copolymere de polyéthylene glycol et de polypropyléene
glycol : la modification de sa composition monomérique permettrait d’ajuster ses propriétés
thermiques. Cependant, les dérivés commerciaux de Jeffamine® ne sont pas assez variés sur ce
point. De plus, la biocompatibilité des polyéthers de glycol est de plus en plus remise en question

du fait de leur tendance a s’accumuler dans les organes.

L'idéal serait donc de pouvoir synthétiser nous méme au laboratoire des copolymeéres
dont nous pourrions varier la réponse thermosensible par ajustement de leur composition. Les
polyétheramines ayant déja été bien étudiés, notre choix s’est porté sur un autre type de

polymére thermosensible, les poly(2-alkyl-2-oxazoline)s.
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1 Introduction

Nous avons vu dans le chapitre précédent qu’il était effectivement possible d’obtenir
des hydrogels thermosensibles a base d’acide hyaluronique en lui greffant un polymere
thermosensible commercial, la Jeffamine® M2005. Cependant, nous avons également pu
remarquer qu’il était difficile de contréler les propriétés thermiques du composé obtenu. Il y a
donc un intérét a synthétiser nos propres chaines thermosensibles dont nous pourrions ajuster
les propriétés. Nous avons vu au chapitre B que nous pouvions synthétiser des copolymeres de
PiPrOx-co-PnBuOx de point trouble variable selon la composition monomérique de la chaine
macromoléculaire, une augmentation de la teneur en nBuOx, plus hydrophobe que I'iPrOx,

entratnant la baisse du T,. Il faudrait donc maintenant pouvoir le greffer sur le HA.

Etant donné que les deux monomeres sont relativement chers (271 € les 5 g pour I'iPrOx
et 144 € les 5 g de nBuOx chez sigma-aldrich), il a été décidé d’utiliser dans un premier temps le
monomere de 2-alkyl-2-oxazoline le plus simple, a savoir le 2-méthyl-2-oxazoline MeOx, qui
présente la chaine alcane fonctionnelle la plus courte. Il est en effet nettement moins cher (76,7
€ les 100 g chez sigma-aldrich) et son hydrophilie facilitera les analyses en SEC/MALLS, car le

composé ne peut étre retenu par les colonnes.

Dans ce chapitre, nous traiterons donc dans un premier temps du greffage du PMeOx
sur le HA en expliquant la stratégie de synthése et les conditions de réaction choisies. Les HA-g-
PMeOx seront ensuite caractérisés. Puis, la réaction sera étendue aux copolymeres de PiPrOx-

co-PnBuOx et les propriétés thermiques des HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) obtenus seront étudiées.

2 Synthése du HA-g-PMeOx

2.1 Sélection de la stratégie de synthese

Il a tout d’abord fallu établir une stratégie de synthése en consultant la littérature. Pour
rappel, nous visons a effectuer le greffage par une voie ‘grafting to’, ou la chaine serait d’abord
polymérisée avant d’étre incorporée sur le HA, ce qui résulterait en la formation d’une structure
de type copolymére en peigne. Cette méthode a été privilégiée a la voie ‘grafting from’, ou le
monomere serait polymérisé a partir de la chaine ou il doit étre greffé. La premiere idée était de
fonctionnaliser le HA avec le PMeOx par I’établissement de liaisons amide comme cela avait été

le cas avec la Jeffamine® M2005. Pour cela, il faut que la chaine PMeOx ait une fonctionnalité
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amine terminale, en a ou en w. L'obtention d’'une amine en a implique d’utiliser un amorceur
qui en serait pourvu, ce qui serait compliqué, car 'amine est un nucléophile et peut donc
terminer la CROP du PMeOx. Il faudrait donc utiliser des groupes protecteurs des amines,
comme les tert-Butoxycarbonyle (BOC), ce quiimplique des étapes de synthese supplémentaires
dont une déprotection post-polymérisation, ce qui 6te tout intérét d’utiliser cette voie par
rapport a la fonctionnalisation en w, dont le principal inconvénient est de nécessiter d’effectuer
des réactions apres obtention de la chaine PMeOx. Cette approche est plus avantageuse car elle
permet de travailler avec des composés peu onéreux que I’on trouve chez les fournisseurs usuels.
Parmi ces méthodes, on peut citer la synthese de Gabriel qui permet d’obtenir des amines
primaires?. Elle se déroule en deux étapes, la premiére consiste en une addition nucléophile
d’un phthalimidate, qui se fera dans ce cas sur I'oxazolinium terminal du polyoxazoline. Le
phthalimide est ensuite converti en amide en ajoutant de I’hydrazine au milieu de réaction porté
a reflux (Figure D-1-1). La deuxieme méthode est I'utilisation de la réaction de Staudinger. Dans
un premier temps, la chaine polyoxazoline est terminée avec un azoture, puis ce dernier est
converti en amine en le faisant réagir avec de la triphénylphosphine (Figure D-1-2)3. Ces deux
méthodes aboutissent a la formation d’une amine terminale. Il en existe deux autres qui
reposent sur l'utilisation de diamines. Dans le cadre de la premiére, on utilise une pipéridine,
une amine secondaire cyclique, pour effectuer la terminaison, ce groupe étant couramment
utilisé pour terminer les chaines polyoxazolines®. La pipéridine employée est la 4-(N-BOC-
amino)pipéridine®. Elle comporte une fonction amine avec un groupe protecteur BOC, qui sera
retiré en ajoutant de I'acide trifluoroacétique au milieu de réaction porté a reflux (Figure D-1-3).
La derniére voie consiste a effectuer la terminaison directement avec de I’éthyléne diamine en
exces® (Figure D-1-4). La plupart de ces méthodes nécessitent plusieurs étapes. Il faut en outre
a chaque fois caractériser I'extrémité de chaine du polymeére, ce qui n’est pas aisé, des méthodes
indirectes devant étre utilisées comme de la HPLC par échange d’ion3. Il est en effet souvent
délicat d’utiliser la RMN pour repérer ces groupes. Une autre possibilité est de doser les
fonctions amines terminales par I'acide 4,6-trinitrobenzéne sulfonique (TNBS)’, cependant cette
méthode nécessite un étalonnage. De plus, il faut ensuite purifier le polymere obtenu, or, nous
avons constaté au chapitre B qu’il était délicat d’obtenir un bon rendement par dialyse avec les
DP relativement courts (de 15 a 50) que nous visions. Nous avons donc recherché une voie

alternative.

196



Chapitre D : Elaboration d’hydrogels thermosensibles a base de HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx)

O

i e
\
1) E‘( \/>\N *(’UN;D E(N\/j\ %Hvdrazme E{N\/ENHZ
!

o
Phthalimidate

O
(0]
X

2) { Vj\ NaN, N ,/.;.:Q YR ?Eph OYR
E N O E'< V} @ E{N\/>;N§P\Ph H.0 E{N\/>';NH2
Triphénylphosphine

(0]

YR J< OYR o _R
gy O ety ey
I J< NH,

(0] o

(0] R

Y /E OYR
N T
4) E{ vfmlﬂﬂ/?\jN/\/NHz - E‘(N\/jtnNH/\/NHZ

Figure D-1 Diverses stratégies de terminaisons d’une chaine polyoxazoline avec une fonction

amine en position w.

Nous avons vu chapitre A que certains groupes de recherche utilisaient directement des
polysaccharides pour effectuer la terminaison d’une chaine polyoxazoline. Une équipe a par
exemple utilisé la fonction amine du chitosane®®. En ce qui nous concerne, |l est possible de
générer une fonction amine au sein du HA par désacétylation, cependant, nous avons vu que
cela comportait deux inconvénients, a savoir la nécessité de réacétyler les amines qui n’auraient
pas terminé de chaine POx et que la réaction s’effectue dans des conditions qui risquent de
dégrader la chaine polysaccharide!®. Un autre groupe a activé les fonctions alcools de
polysaccharides constitués de glucose comme le glycogéne avec de I’hydrure de sodium dans le
DMSO pour effectuer la terminaison!. Cependant, cette méthode comporte aussi des
inconvénients dans notre cas, a savoir que I’"hydrure de sodium est une base forte et elle risque

donc de dégrader le HA par B-élimination.

Nous avons donc focalisé notre attention sur les fonctions acide carboxylique du HA. Ce
groupe fonctionnel a en effet déja été utilisé pour terminer des chaines de polyoxazolines, a

12,13

partir de molécules™", mais également, de fagon plus rare, a partir de polymeres comme le

PMMA par exemple!
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Dans cette partie, nous allons donc traiter de la terminaison directe du PMeOx en milieu
organique par le HA sous forme de sel de tétrabutylammonium, afin d’obtenir des copolymeéres
en peignes de HA-g-PMeOx. Nous avons varié le ratio de HA/PMeOx afin de voir I'impact sur le
degré de substitution DS, ainsi que le DP des chaines PMeOx (DPpneox). Les HA-g-PMeOx obtenus
ont été caractérisés par spectroscopies RMN et FTIR. Afin de vérifier que le PMeOx était bien
greffé sur le HA, des mesures de SEC/MALLS et de RMN DOSY ont été effectuées. Le schéma de

la réaction est décrit Figure D-2.

(a)
OHHO OHHO OHHO
—%
Na HA HA forme aude) ))
TBA-HA
(b)
(0]
H,C S—OCH
J\ 3 @6 3 OY
NEZe) Acétonitrile /<NM>\ /L 0
\ /' 1.70°c 24 N+O 3 <:>
MeOx
PMeOx Tosylate (contre-ion)
(c)

(I) DMSO, acetonltrlle

/< M)\N o=( (II)NaCI H,0, dialyse
Y
w\j R: Na, ou \/\NNN%
A

=
o
Figure D-2 Schéma global de la fonctionnalisation du HA avec le PMeOx : a) conversion du HA
sous forme de sel de tétrabutylammonium, b) CROP du MeOx et c) terminaison de la chaine

PMeOx avec le TBA-HA.

2.2 Synthese du PMeOx par voie thermique

Pour obtenir le PMeOx en quantité raisonnable, nous avons opté pour la polymérisation

du MeOx par voie thermique (permettant de synthétiser de plus grandes quantités). Nous avons
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tout d’abord réalisé des tests avec terminaison de la chaine avec du KOH dans le méthanol afin

de vérifier que la chaine se forme bien.

Protocole de polymérisation du PMeOx par voie thermique :

Le protocole est similaire a celui utilisé pour le PiPrOx-co-PnBuOx (chapitre B, section
4.3, page 140) jusque I'étape de purification, qui a été modifiée. Afin d’éviter de réaliser des
dialyses prolongées et d’améliorer le rendement de la réaction, 3 cycles de précipitation dans
I’éther diéthylique suivi de redissolution dans le dichlorométhane ont été réalisés dans des tubes
Falcon® de 50 mL, afin de pouvoir centrifuger le contenu lors des précipitations pour extraire
facilement le solvant (il n’était pas non plus possible de laver le composé dans I'eau distillée vu
gu’il n’est pas thermosensible). Le PMeOx est ensuite précipité une derniére fois dans I'éther
diéthylique, puis dialysé contre I'eau Milli-Q (seuil de rétention des membranes : 500-1000 Da)
pendant deux nuits et un jour en ne changeant I'eau que le matin et le soir. Nous avons obtenu
des chaines de PMeOx de DPs respectifs de 14 (PMeOxi4), 28 (PMeOxas) et de 44 (PMeOxa4), le
DP étant déterminé par RMN avec I'équation B20 (page 135) sur un prélevement du milieu
réactionnel juste avant I'étape de terminaison. Cette formule fonctionne également avec le
PMeOx, vu gu’elle repose sur I'utilisation des protons des groupes méthylénes du squelette
polymeére et sur les protons du tosylate issu de I'amorceur (voir Figure D-4 pour un exemple de
spectre RMN avant terminaison). Le rendement de la réaction était d’environ 45 % pour le
PMeOx,s et le PMeOxaa, ce qui constitue un progrées par rapport aux tests avec les copolymeéres
PiPrOx-co-PnBuOx pour lesquels le rendement était de 25-30 %. Par contre, il n’était que de 11 %
avec le PMeOxi4 malgré I'utilisation de membranes de seuil de rétention de 100-500 Da pour

cet échantillon particulier.

Les échantillons ont ensuite pu étre analysés par SEC/MALLS en utilisant le jeu de
colonnes 804-802,5 (Figure D-3). On peut voir que les volumes d’élution suivent I'ordre attendu,
avec le PMeOxas qui sort le premier de la colonne, suivi du PMeOx,s et enfin du PMeOxy4 (les
composés ont bien s(r été injectés séparément). On peut également observer que les valeurs
de D sont inférieures a 1,1, ce qui signifie que I'on a des échantillons quasi monodisperses. Les
valeurs de M, obtenues permettent de remonter a un degré de polymérisation DPsec selon
I’équation suivante :

DPgp = —Mn_(A;CMZZ:MOH) (D1)
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OU Mcns est la masse molaire du groupe méthyle a I'extrémité a de la chaine PMeOx (15
g.mol?), Mon celle de la fonction hydroxyle a I'extrémité w de ce méme polymére (17 g.mol?),

et Mwveoxla masse molaire du monomeére MeOx (85,1 g.mol™).

Ces dernieres sont nettement plus élevées que les valeurs obtenues par RMN. Si I'on
correle ces valeurs élevées de DP, les dispersités extrémement faibles obtenues et les
rendements massiques faibles observés apres I'étape de dialyse, on peut déduire que seules les
fractions de plus fortes masses molaires du PMeOx ont été retenues par la membrane. Ceci peut
expliquer en partie les différences observées car nous ne disposons pas des distributions de
masses molaires avant la terminaison. Par la suite de ce manuscrit, nous continuerons donc
d’utiliser les valeurs de DP obtenues par RMN avant la terminaison (équation B20, page 135),
qui permettent de comparer les deux échantillons et sont les plus proches de la valeur théorique

devant étre obtenue.

Tableau D-1 Masses molaires des PMeOx polymérisés par voie thermique (dn/dC : 0,158).

Echantillon M (g.mol?) Mw (g.mol?) b DPsec
PMeOxas 6400 6800 1,059 75
PMeOx29 3700 4000 1,090 43
PMeOx14 2000 2100 1,055 23
1,2 - 1,E+05
1 -~ LS F
1 i
0,8 ] L 16404 5
~ ] g £
S ] [ Lo
A [ o
z 0,6 - L s
[a] 7 [e)
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Figure D-3 Chromatogrammes respectifs du PMeOxas (bleu), du PMeOx,s (rouge) et du
PMeOxu4 (vert).
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2.3 Greffage du PMeOx sur le HA

2.3.1 Protocole de la réaction

Nous pouvons donc dorénavant tenter de greffer le PMeOx sur le HA. Les acides
hyaluroniques utilisés pour cette étude sont le HAsgk, le HA1qoc et le HAggok. Ils sont d’abord
convertis sous forme de sels de tétrabutylammonium comme expliqué au chapitre B (section
4.1.2.2 page 125) (Figure D-2). Le PMEOXx a été polymérisé par voie thermique avec le méme
protocole que pour la polymérisation du PiPrOx-co-PnBuOx (chapitre B, section 4.3, page 140) a
été utilisé sauf I'étape de terminaison ou la solution de KOH dans le méthanol a été remplacée
par une solution de TBA-HA dans le DMSO afin de réaliser un greffage ‘one-pot’, s’affranchissant

des pertes en polyoxazoline au cours de la purification.

Greffage du PMeOx sur le HA :

Le protocole est présenté pour un PMeOx de DP cible de 30 et pour un ratio molaire
théorique de PMeOx/TBA-HA de 1 ou 0,5. La verrerie est séchée a I'étuve la veille de la réaction
(170 °C). Le p-toluénesulfonate de méthyle (150 mg, 0,805 mmol) est dissout dans 4 mL
d’acétonitrile anhydre et est introduit dans un ballon placé sous agitation a température
ambiante. Le MeOx (2,056 g, 24,16 mmol) est ensuite introduit dans le ballon (2 mL
d’acétonitrile sont utilisés pour le rincage des flacons de facon a aboutir a une concentration en
monomeére dans le ballon de 4 mol.L'}). De I'azote est bullé pendant environ 15 min dans le
milieu réactionnel, a la suite de quoi le ballon est introduit dans un bain d’huile préchauffé a
70 °C (I'azote est maintenu dans le ballon avec un ballon de baudruche réservoir piqué dans le
bouchon septum fermant le ballon). La réaction est laissée 24 h. Avant la terminaison, un
échantillon est prélevé pour effectuer une analyse RMN (Figure D-4) afin de déterminer les

caractéristiques du PMEOXx (DP). L’allure est conforme a celle obtenue dans d’autres études®™?.
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Figure D-4 Spectre RMN du PMeOx,s dans le CDCls; (avant la terminaison).

Le principe de I'étape de terminaison est représenté Figure D-2-c. Afin d’ajuster la
quantité d’unité TBA-HA par rapport a celle de chaine PMeOx, on considére que cette derniere
est équivalente a la quantité d’amorceur employée. Le TBA-HA (500 mg, 0,805 mmol pour un
ratio molaire PMeOx/TBA-HA de 1 ou 1 g, 1,6109 mmol, pour un ratio molaire PMeOx/TBA-HA
de 0,5) est dissout dans du DMSO anhydre au sein d’un tricol. Pendant la dissolution, le tricol
est placé sous azote en faisant buller le gaz environ 15 min, et maintenu sous ce gaz par le biais
d’un ballon de baudruche rempli d’azote piqué dans un bouchon septum. La quantité de solvant
a été ajustée en fonction du polysaccharide employé afin d’obtenir une concentration de 50 g.L°
! pour le TBA-HAss, de 20 g.L'! pour le TBA-HA0k et de 12,5 g.L? pour le TBA-HAgok. La
dissolution était relativement rapide pour le TBA-HAss« et le TBA-HA40k. Par contre, elle a
nécessité une nuit a 60 °C pour le TBA-HAqqo. Dans tous les cas, la solution de PMeOx dans
I'acétonitrile est prélevée avec une seringue puis introduite au sein du tricol contenant la
solution de TBA-HA dans le DMSO, cette derniere étant placée a température ambiante sous
forte agitation. Le tricol est ensuite transféré dans un bain d’huile préchauffé a 60 °C. La réaction
de terminaison est laissée 24 h a 60 °C. Le récipient est ensuite laissé a refroidir a température

ambiante. Puis on introduit goutte-a-goutte une solution de NaCl 2,5 M a hauteur de 10 mL par
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gramme de TBA-HA employé. Cette solution sert a substituer les cations tétrabutylammonium
du HA par du sodium. Le polysaccharide fonctionnalisé est ensuite précipité dans de I'acétone
(le volume correspondait a 5x celui de DMSO employé). Il est ensuite filtré et placé dans une
solution de NaCl 0,2 mol.L? sous agitation pendant une nuit (100 mL par gramme de TBA-HA
employé au début de la réaction), afin de substituer les éventuels tétrabutylammoniums restant
sur la chaine. La solution est ensuite dialysée contre I'’eau Milli-Q avec des membranes de seuils
de rétention respectifs de 6-8 kDa pour le TBA-HAss¢ et de 12-14 kDa pour le TBA-HA140k €t le
TBA-HAggok. La solution contenant le HA modifiée est ensuite congelée a -20 °C, puis lyophilisée.
Le matériau obtenu, d’aspect cotonneux, est ensuite dispersé dans I'éthanol pendant une
journée puis récupéré par filtration (rincage a I’éthanol 3x 100 mL), cette opération étant
répétée trois fois afin d’éliminer les chaines de PMeOx libres restantes. Au cours de la derniéere
filtration, le HA est rincé avec de I'éthanol puis avec de I'acétone afin d’accélérer I'étape de
séchage qui va suivre, cette derniére s’effectuant a I'étuve sous vide a température ambiante

jusque I'obtention d’une masse constante.

Par la suite, les échantillons obtenus seront codés de la fagon suivante : HAwmn-g-
PMeOxpp-DS, ol M, est la masse molaire en nombre du HA de départ (ex : 140k pour 140 000
g.mol?), DP le degré de polymérisation du PMeOx et DS le degré de fonctionnalisation de la

chatne HA avec du PMeOx.

2.3.2 Caractérisation moléculaire

Les échantillons ont d’abord été caractérisés par FTIR et RMN afin de vérifier si la
réaction a bien fonctionné. Les courbes obtenues par analyse infrarouge sont résumées Figure

D-5.

Le spectre infrarouge du HA-g-PMeOx révele des bandes caractéristiques du HA de départ a
3610-2970 cm™ (élongation O-H), 2888 cm™ (étirement C-H), 1606 cm™ (étirement asymétrique
du C=0 du carboxylate), 1318 cm™ (étirement du C-O d’un carboxylate) et & 1033 cm™?
(élongation C-OH), ainsi que les bandes caractéristiques du PMeOx a 1620 cm™ (élongation du
C=0 d’un amide tertiaire), 1420 cm™ (élongation du C-N d’un amide) et & 1240 cm™ (élongation
du C-N du squelette)?”. Une bande additionnelle a8 1739 cm™ est également observée qui peut
correspondre a la présence d’une liaison ester entre le HA et le PMeOx. Le greffage semble donc
avoir eu lieu. De plus, nous nous attendions a ce qu’il soit effectué sur la fonction carboxylate

du HA et non sur les fonctions alcool (Figure D-2-c), vu que ces derniéres sont moins réactives
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et n‘ont pas été activées contrairement a ce qui a été effectué dans d’autres études'®. Nous
pensons donc que le mécanisme est similaire a une réaction d’estérification sur un
polysaccharide comportant des fonctions carboxylates, comme cela a déja pu étre réalisé sur

I’alginate ou le HA avec des halogénures d’alcanes®® ou de benzyle®.

PMeOx DP : 29
g | P N
C
4‘3 ———_‘-\/\/—f
£ [HA45g-PMeOx,q
c
l(‘_e /
X C=0 (ester)

1739 cm™?

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figure D-5 Spectres FTIR du PMeOxys (haut, courbe gris clair), du HA1ok (milieu, courbe noire)

et du HA140-g-PMeOx15-0,13 (bas, courbe gris foncé).

Un spectre RMN typique est représenté Figure D-6. On retrouve les pics associés au HA
avec les protons anomériques (1 et 1’) a 4,40-4,50 ppm, le proton en position a de I'amide (2’)
vers 3,9 ppm, les autres protons du cycle saccharide entre 3,44 et 3,71 ppm et le groupement
méthyle de la N-acétylglucosamine a 1,94 ppm, ainsi que les pics associés au PMeOx, avec les
protons des méthylénes a 3,44 ppm, le méthyle en bout de chaine a a 3,04-3,08 ppm et le groupe
méthyle a 2,1 ppm. A partir de ce spectre, il est possible de déterminer le DS en utilisant la
formule suivante :

2X(Ipmethy1—3)
DS = Sl
3XDPppmeox*IHanom

(D2)

OU Ivethy st la valeur de l'intégration des pics superposés entre 1,8 et 2,1 ppm associés a la fois

aux méthyles respectifs du HA et du PMeOXx. DPpmeox correspond au degré de polymérisation de
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la chaine PMeOx (équation B20 page 135). lhanom COrrespond aux protons anomériques (portés
par C; et Cy) de I'unité disaccharide qui se situent vers 4,5 ppm. Ces derniers ont été utilisés

comme pics de référence du spectre car ils ne se superposaient pas a d’autres distributions.

endgr

Me
L1

26.29

3.0
f1 (ppm)

Figure D-6 Spectre RMN du HA140-g-PMeOx29-0,13 dans le DO (contenant du NaOD a 0,125

mol.L).

2.3.3 Optimisation de la purification

Avant d’analyser plus en détail les résultats de la réaction, il convient de faire un aparté
sur la purification du HA-g-PMeOx. En effet, il n’y avait initialement pas eu d’optimisation de la
purification par une étape supplémentaire de dispersion de I'échantillon dans I’éthanol apres la
dialyse/lyophilisation, car I'échantillon était considéré comme pur. Cependant, les
chromatogrammes obtenus par SEC/MALLS montraient alors I'existence d’une deuxiéme
distribution tres intense en plus de celle associée au HA greffé, qui sortait avec un volume
d’élution d’environ 20 mL (Figure D-7). Ce pic a clairement été identifié comme étant du PMeOx,
en comparant notamment le volume d’élution avec celui d’un PMeOx seul de méme DP. Ce
résultat était surprenant pour deux raisons : seul le HA greffé était censé précipiter lorsque le

milieu de réaction a été versé dans I'acétone, étape qui devait éliminer le PMeOx libre. De plus,
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I’étape de dialyse a été effectuée dans des membranes de dialyse de seuil de rétention
nettement plus élevé (au moins 6-8 kDa) que lors de la polymérisation du PMeOx (500-1000 Da),
or nous avons vu lors de la polymérisation du PMeOx avec une terminaison au KOH dans le
méthanol que I'étape de dialyse entrainait une forte perte de masse en polymere (chapitre B,
section 4.3, page 133). Du fait de I'étape de dialyse prolongée dans le cas du HA-g-PMeOx,
durant généralement une semaine afin de réduire la conductivité de I'eau de la cuve au niveau
de celle de I'eau Milli-Q, on aurait pu s’attendre a ce que le PMeOx libre soit éliminé, ce qui n’est
manifestement pas le cas. Pour ce qui est de I'étape de précipitation, il se trouve que I'acétone
n‘est pas un bon solvant pour le PMeOx, au contraire du PiPrOx-co-PnBuOx étudié
préalablement, ce qui a été constaté de facon fortuite. L’acétone semble ne pas étre assez
polaire pour ce polymére, ce qui est surprenant car ce dernier est soluble dans le CDCls. Quant
a I'étape de dialyse, il se peut que le PMeOx libre soit retenu par affinité avec le PMeOx greffé
sur le HA, qui lui est retenu par la membrane. Le PMeOx étant soluble dans I’éthanol, plus polaire
que l'acétone, nous avons donc décidé de purifier les produits obtenus en les dispersant dans

ce solvant. L'opération a été répétée a plusieurs reprises.

1,2 = 1,E+08
1--1s g
1 ° Distribution des masses molaires PMeOx LiN03 L
1 {—ODrI HA-g-PMeOx , .
4 ’ ; 7
] | a
1 I - =
0,8 - | [ 5
3 .' L 1LE406
S ] I jg
= 0,6 - | - ©
a i ! i g
2 ! - 1E+05 o
0,4 - . g 4
] . i 2
] | L
i ' - 1,E+04
0,2 - g
0 - - 1,E403
10 12 14 16 18 20 22 24

Volume d'élution (mL)

Figure D-7 Chromatogrammes obtenus par SEC/MALLS du PMeOxys (courbes bleues) et du
HA140-g-PMeOx29-0,13 avant purification (courbes rouges) et aprés purification par lavages a

I’éthanol (courbes verte).
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Un détail intéressant est que I'intensité de la détection DRI lors des analyses SEC/MALLS
est proportionnelle a la concentration massique du composé dans la fraction éluée. Il est donc
possible de déterminer la quantité de PMeOx libre contenue dans un échantillon et également
de déduire de ces analyses le degré de subtitution de PMeOx greffé sur le HA (Tableau D-2) en

utilisant I'équation D3 (voir le détail des calculs en Annexe 1).

M%pmeoxréelXMuNaHA
e0xree unNa D3)

DS, =
réelest
© m%pMeoxréel(MUNgHA— MNpMeox—MUpgA+Mp)+100X MNippeox

OU DSréelest st le DS réel estimé du HA-g-PMeOx analysé, m%pmeoxreel €St la fraction massique de
PMeOx greffé au sein du HA-g-PMeOx, Myua la masse molaire de I'unité disaccharide du HA sous
forme acide (379,3 g.mol?), My celle de I'hydrogéne (1 g.mol?), Munana celle de l'unité
disaccharide du HA sous forme de sel de sodium (401,3 g.mol?) et Mupmeox la masse molaire

moyenne en nombre du PMeOx.

Des exemples sont regroupés Tableau D-2.

Tableau D-2 Estimation du DS de I’échantillon pur a partir des données RMN et SEC/MALLS/DRI.

Echantillons Nemeox  DPpmieox DSexp®  M%pmeoxibre  M%pmeoxréel  DSreelest  DSreel®
(chaine)/
NHA(unité)”
HA110-g-PMeOxzo- 1,0 29 0,25 25,6 47,9 0,15 0,13
0,25
HAgook-g-PMeOxze- 0,5 29 0,16 14 42,1 0,12 0,12
0,16
HAgook-g-PMeOxzo- 1,0 29 0,24 31,2 42,7 0,12 0,11
0,24

?ratio molaire
®obtenu par RMN H avant purification dans I’éthanol (formule D2)
¢ obtenu par RMN H aprés purification dans I’éthanol (formule D2)

On peut observer que la surestimation initiale du DS était forte, avec des résultats deux
fois plus élevés que les valeurs réelles pour les échantillons préparés avec un ratio molaire de
chaines PMeOx par rapport au nombre d’unités HA de 1. On constate surtout une bonne
corrélation entre I'estimation du DS et sa valeur obtenue apreés purification des échantillons.

On peut voir sur la Figure D-7 que I'étape de purification dans I’éthanol conduit bien a une quasi-
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disparition du pic a 20 mL associé au PMeOx, qui n’est plus présent que sous forme de trace (<

2% de la masse totale de I'échantillon).

Il est également possible de vérifier le greffage du PMeOx sur le HA ainsi que la pureté
de I’échantillon en utilisant la spectroscopie RMN de diffusion DOSY (Figure D-8), qui est une
méthode de RMN 2D permettant d’attribuer des coefficients de diffusions aux divers pics d’un
spectre proton. Les coefficients de diffusions sont liés au rayon hydrodynamique de la molécule

par la relation de Stokes-Einstein® :

kT

- 6mn D¢

Ou Ry, est le rayon hydrodynamique, k la constante de Boltzmann, T la température, n la viscosité
du milieu solvant et D: le coefficient de diffusion. Le principe de séparation de cette méthode

est donc le méme que la SEC. Nous devrions donc normalement obtenir des résultats similaires.

g -OH
6’ OH 3 OHho
OH O HO 4’
HO 3 z Hloél 5'2'\1\ |04/ 52 /1°
o4 20 3’ NH o= ©
o= O:< n ONa CH m
O CH °
Q 3 Meya
b Meya
Meppeox
b
\,d Mepyeox
~
Meendgr
Meya

3,344

~ log(m2/s)

- 12

’ w Ho “n‘

T T T T T T T '8
4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 ppm

Figure D-8 Spectre RMN *H 2D DOSY du HA140-g-PMeOx29-0,13 dans le D,0 a 290 K (600 MHz).
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L’échantillon a été préparé uniquement dans le D0, sans ajout de NaOD, afin d’éviter
d’hydrolyser les liaisons entre le HA et le PMeOx. De plus le spectrometre utilisé était un Bruker
Avance Il 600 MHz, qui présente un champ magnétique plus puissant que le spectromeétre de
300 MHz utilisé pour les spectres H, ce qui a permis entre autre de compenser la perte de
résolution induite par I'absence d’électrolyte au sein de la solution (Figure D-8). Les pics du HA
sont tout de méme un peu plus élargis que lorsque du NaOD est incorporé a I’échantillon
(comparer avec la Figure D-6). Les pics du PMeOx sont donc comparativement plus prononcés,
et I'on peut constater que leur allure générale est un peu différente du spectre obtenu dans le
CDCls. Elle correspond a ce qui peut &tre observé dans le D,0 au sein d’autres études?”?%, Il est
important de considérer des pics associés a chacun des deux polymeéres (HA et PMeOx) qui ne
se superposent pas, sans quoi I'analyse n’est pas correcte. Les distributions majeures (cycle
saccharide, squelette du PMeOx et groupes méthyle) se superposent malheureusement les unes
aux autres. Cependant, les pics des protons anomériques de |'unité disaccharide du HA (portés
par C; et Cy) situés entre 4,38 ppm et 4,32 ppm sortent dans une zone dégagée. L’acquisition a
été effectuée a 290 K, au lieu de 295 K, afin de les espacer par rapport au pic du solvant (ce qui
explique le décalage de leur déplacement chimique par rapport aux autres spectres). De plus,
les protons du méthyle en bout de chaine a sortent aussi de fagon isolée entre 2,92 et 2,75 ppm.
On peut clairement voir que ces deux ensembles de pics ont le méme coefficient de diffusion
(Figure D-8), ce qui confirme les résultats de SEC/MALLS. A I'inverse, un mélange physique de
HA et de PMeOx (terminé avec une solution de KOH a 1 M dans le méthanol) donne clairement
deux distributions de coefficients de diffusion différentes, dont I'une correspond aux pics du HA
et I'autre a ceux du PMeOx (Figure D-9-d). On voit également que le HAusk diffuse plus
lentement que le PMeOxas, ce qui est le comportement attendu, le HA ayant une masse molaire
moyenne nettement supérieure (140 kDa contre 3 kDa). Les spectres DOSY du HAisor, du

PMeOxzs et du HA140c-g-PMeOxa9 sont également représentés Figure D-9 pour comparaison.
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Figure D-9 Spectres RMN 'H 2D DOSY (600 MHz, D,0, 290 K) du PMeOxas (a); du HA 140k (b); du
HA140k-g-PMeOx25-0,13 (c) et d’'un mélange physique de HA140« et de PMeOxzs (d).

2.3.4 Efficacité du greffage et analyse des propriétés des

échantillons

Les résultats de la réaction apres purification compléete sont regroupés dans le Tableau

D-3.

L'efficacité de greffage est comprise, a une exception prés, entre 8 et 16 %. On peut
observer notamment que d’une part I'augmentation du ratio de chaine PMeOx par rapport a
I'unité disaccharide HA et d’autre part I'augmentation du DPpmeox ONt conduit tous les deux a
une diminution de I'efficacité de greffage. Dans le premier cas, ce phénomeéne est fréquemment
observé lors de réaction de fonctionnalisation des polyméres?*%, Dans le second, cela peut
s’expliquer par l'augmentation de I'encombrement stérique des chaines a greffer. Le DS
augmente généralement avec le ratio Npmeox (chaine)/ NHa(unite), avec I’exception notable du HAggok-

g-PMeOx25-0,12, qui présente un DS quasi identique celui du HAggo-g-PMeOx35-0,11, alors qu'il
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a été synthétisé avec deux fois moins de chaine PMeOx par rapport a I'unité HA. L’efficacité de
la réaction est de ce fait trés supérieure aux autres échantillons (24 %). Si I'on revient au Tableau
D-2, on peut observer que cet échantillon présentait une fraction massique de PMeOx libre
étonnamment plus faible que les autres échantillons. Nous ne connaissons pas la raison de ce
phénoméne. Par ailleurs, la longueur de la chaine HA ne semble pas avoir une forte influence
sur les degrés de substitution obtenus. Il semble que I'on soit limité a des DS en PMeOx,s de
I'ordre de 11-13 %, ce qui correspond a un pourcentage massique en PMeOx au sein de
I’échantillon de I'ordre de 40-45 % (voir calcul en Annexe 1, formule A:1), ce qui est déja
considérable. Il n’est en effet pas intéressant d’avoir un échantillon avec une trop forte
proportion de polyoxazoline, auquel cas les propriétés du HA ne seraient pas exprimées au sein
du copolymeére. Le rendement massique de la réaction est compris entre 40 et 72 %, ce qui est
satisfaisant compte-tenu de la purification compléte.

Tableau D-3 Conditions expérimentales des réactions effectuées et résultats obtenus (HA-g-
PMeOx).

Echantillons NpMeox (chaine)/ DPpmeox DSe Efficacité du Rendement
NHA(unité)” greffage (%) massique (%)

HA3sk-g-PMeOx47-0,05 0,5 47 0,05 10 50
HAzsk-g-PMeOx,9-0,09 1,0 29 0,09 9 62
HA140-g-PMeOx47-0,04 0,5 47 0,04 8 62
HA140-g-PMeOx29-0,08 0,5 29 0,08 16 n.d.
HA140-g-PMeOx29-0,13 1,0 29 0,13 13 40
HAgs0k-g-PMeOx47-0,05 0,5 47 0,05 10 82
HAgg0k-g-PMeOx29-0,12 0,5 29 0,12 24 72
HAgg0k-g-PMeOx29-0,11 1,0 29 0,11 11 58

@ratio molaire

® déterminé par RMN *H d’aprés I'équation D2
DS

¢ défini comme
NpMeOx(chain)/ M HA(unit)

n.d. non déterminé

Les masses molaires et propriétés physico-chimiques des échantillons ont été

déterminées par mesures SEC/MALLS (Tableau D-4).
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Tableau D-4 Grandeurs macromoléculaires des échantillons déterminés par SEC/MALLS/VD/DRI

(25 °C, LiNOs, 0,1 mol.L).

Echantillon Mn My DP, b Mlw Rhw Rew a
(g.mol?) (g.mol?) (mLg?) (nm) (nm) (MHS)

HA3z« 38 000 64 000 95 1,7 145 11 b 0,76
HAzs-g-PMeOx47-0,05 46 000 78 000 77 1,7 130 11 b 0,78
HAzs-g-PMeOx29-0,09 60 000 103 000 96 1,7 130 12 b 0,72
HA140k 140 000 210000 350 1,5 410 23 44 0,71¢
HA140-g-PMeOx47-0,04 150000 210 000 270 1,4 350 22 38 0,66°¢
HA140k-g-PMeOx29-0,08 180 000 260 000 300 1,5 340 23 38 0,67¢
HA140k-g-PMeOx29-0,13 240 000 350 000 330 1,5 350 26 45 0,69¢
HAg90k 990000 1300000 2475 1,4 1600 68 147 -d
HAg90k-g-PMeOx47-0,05 640 000 940 000 1065 1,5 890 49 94 -d
HAgg0k-g-PMeOx29-0,12 470 000 650 000 675 1,4 570 38 66 -d
HAgg0k-g-PMeOx29-0,11 650 000 910 000 967 1,4 750 46 80 -d

Le coefficient ‘a’ de I'expression de MHS a été déterminé en intégrant la partie la plus linéaire

de la représentation bilogarithmique de la viscosité intrinseque en fonction de la masse molaire.

Précision des données SEC/MALLS/VD/DRI : M+ 9%; M\, £ 6%; D + 10%; [n]wt 0.5%; Rhy + 2%;

Rgwt 6%

2 taux de récupération massique compris entre 72 et 84 %.

® en dehors de la zone de détection du MALLS (la diffusion devient isotrope pour les faibles

masses).

¢ Voir Figure D-10 pour les courbes MHS

4Valeurs non déterminées du fait de la difficulté de I’analyse dans cette zone de masses molaires
Pour le HAssc et le HA140k, On peut voir que les masses molaires augmentent avec le DS.

Dans le cas du HAsg-g-PMeOx,9-0,09, par exemple, la M, et la My sont passées respectivement

de 38 kg.mol? et 64 kg.mol™? (HAss de départ) a 60 kg.mol™? et 103 kg.mol?. Ce résultat peut

s’expliquer par le fait que la masse molaire de I'unité de répétition devient beaucoup plus élevée

lorsqu’on lui greffe un polymeére, ce qui va impacter la masse molaire de la chaine globale?*. Du

fait que la masse molaire moyenne du polymere greffé peut étre déterminée par RMN, on peut

deés lors calculer le degré de polymérisation du HA-g-PMeOx, nommé DP,, avec la formule

suivante :

Mn

DPn =
DSX(MTLPMer'FMU,HA—MH)'F(1—DS)><MuNaHA

(D5)
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OuU M, est la masse molaire moyenne en nombre de I'échantillon de HA-g-PMeOx déterminée
par mesures SEC/MALLS/VD/DRI, Mppmeox celle de la chaine PMeOx, déterminée a partir des
mesures RMN 'H (voir Annexe 1), DS le taux de greffage du PMeOx sur le HA, déterminé avec
I’équation D2, Myua la masse molaire de 'unité disaccharide du HA sous forme acide (379,3
g.mol?), My celle de I’hydrogéne (1 g.mol?) et Munara celle de I'unité disaccharide du HA sous
forme de sel de sodium (401,3 g.mol ™). Pour ce qui est du Munana, dans un souci de simplification,
le HA a été considéré comme étant sous forme de sel de sodium. Cette derniére est en fait en
équilibre avec la forme de sel de lithium provenant des échanges avec le solvant LINO; 0,1M. De
plus, la SEC/MALLS ne tient compte que de la fraction condensée des contre-ions?. Les valeurs
obtenues ne seront que marginalement affectées par la prise en compte de la forme de sel de
sodium ou de lithium et, plus important, les tendances obtenues seront les mémes. On peut
alors observer que le DP, n’a pas beaucoup varié pour la série de HAss-g-PMeOx, seule une
légere dégradation de la chaine a été constatée pour le HAsg-g-PMeOx47-0.05, avec un DP,
diminuant de 95 a 77. Pour la série des HA110k-g-PMeOQOx, de masse intermédiaire, le DP, a cette
fois diminué pour tous les échantillons, passant de 350 pour le HAik précurseur a
respectivement 270, 300 et 330. Les masses molaires obtenues demeurent cependant
supérieures au HAugo précurseur du fait de I'impact du greffage de la chaine PMeOx. Cette
tendance a la dégradation est confirmée et méme amplifiée pour les échantillons obtenus a
partir du HAg, qui présente la plus forte masse molaire. Ces résultats indiquent une
dégradation de la chaine relativement importante, au point ou les masses molaires obtenues
pour les HAggox fonctionnalisés sont toutes inférieures au HAggok précurseur. Plus la chaine HA de
départ est longue, plus la chaine sera dégradée. Ceci peu s’expliquer par le fait que les chalnes
plus longues sont plus flexibles, et donc plus faciles a rompre?®. De plus, la température de la
réaction de 60 °C a pu favoriser cette dégradation. On constate par contre que la dispersité n’a

pas été affectée par la réaction quel que soit le HA considéré.

D’autres paramétres physico-chimiques ont pu étre déterminés par SEC/MALLS/VD/DRI
(Tableau D-4), a savoir le rayon de giration (Rgw), la viscosité intrinseque ([n]w), le rayon
hydrodynamique (Rhy) et le parametre ‘@’ de I'expression de Mark-Houwink-Sakurada
(équation B14 page 113). On constate que ces parametres n’évoluent pas ou peu lorsque I'on
greffe des chaines PMeOx sur le HAzg et le HA140c. On peut juste noter une trés légere baisse de
la viscosité intrinséque en masse, qui peut s’expliquer par le fait que la présence de chaines

latérales va amoindrir les interactions par liaisons H entre les macromolécules de HA. On notera
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que les rayons de giration du HAsg et de ses dérivés n’ont pu étre déterminés, car ils deviennent
trop faible (< 20 nm) et induisent une diffusion isotrope du faisceau lumineux incident émis par
le laser rouge de l'instrument: l'intensité de la diffusion ne variant plus avec I'angle
d’observation, il devient impossible de déterminer le Rg a partir de la courbe de Zimm. Dans le
cas des HAqgok fonctionnalisés, on peut observer une diminution des grandeurs caractéristiques
de la taille des macromolécules en solution (Rgw, [n]w et Rhy) qui confirment la dégradation de
la chaine. Par exemple, les valeurs du Rgw, du [n]w et du Rhy du HAggo-g-PMeOx25-0,11
(respectivement de 80 nm, 750 mL.g? et de 46 nm) étaient toutes plus basses que celles du
HAgsok de départ (147 nm, 1600 mL.g, 68 nm), ce qui est en accord avec la baisse du DP, de
2475 a 967. Pour ce qui est du parameétre ‘a’ de I'équation de MHS, les résultats montrent que
les HA-g-PMeOx présentent globalement la méme conformation que les HA précurseurs. Les
résultats obtenus indiquent des valeurs de ‘@’ situées aux alentours de 0,7, ce qui indique une
conformation en solution de pelote statistique en bon solvant, similaire a ce qui a été observé

dans d’autres équipes®. Des courbes MHS typiques obtenues sont représentées Figure D-10.
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Figure D-10 Courbes de Mark-Houwink-Sakurada du HA140« (ligne noire pleine), HA140k-g-
PMeOx25-0,08 (traits noirs), HA140c-g-PMeOx15-0,13 (ligne noire en pointillés) et du HA140c-g-
PMeOx47-0,04 (ligne grise pleine) obtenues par mesures SEC/MALLS/VD/DRI.
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La réaction de greffage du PMeOx sur le HA fonctionne donc, avec une efficacité
d’environ 10 %. |l est possible de cibler des degrés de substitution de I'ordre de 11-13 %, ce qui
correspond a un pourcentage massique en PMeOx de I'ordre de 40-45 %. Il semble que le
greffage se produise comme attendu sur la fonction carboxylate du HA comme ont semblé
I'indiquer les mesures de RMN 2D (voir Annexe 2). La purification a d( étre optimisée du fait de
la particularité du PMeOx de ne pas étre soluble dans I'acétone (contrairement au copolymere
thermosensible de PiPrOx-co-PnBuOx qui va étre utilisé par la suite). La pureté de I'échantillon
a pu étre confirmée par SEC/MALLS et également par RMN DOSY. Si la chaine de HA est
pratiqguement inchangée dans le cas des échantillons de plus faible masse molaire de départ,
elle est dégradée dans le cas du HAggk. Il est donc maintenant possible de transposer la réaction
aux copolymeres thermosensibles afin d’obtenir des acides hyaluroniques fonctionnalisés

pouvant acquérir des propriétés d’hydrogels physiques par élévation de la température.

3 Synthése du HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx)

3.1 Protocole de la réaction

La réaction est effectuée de facon similaire a celle avec le PMeOx avec de petites différences.

Greffage du PiPrOx-co-PnBuOx sur le HA :

Le protocole est décrit pour un copolymeére PiPrOx-co-PnBuOx de DP cible de 30 et de
ratio iPrOx/nBuOx cible de 69/31 ainsi que pour un ratio molaire de chaines de polyoxazolines
par rapport aux unités de HA de 1. On réalise la polymérisation simultanée des deux oxazolines
par voie thermique comme décrit lors du chapitre B avec 150 mg de p-toluenesulfonate de
méthyle (0,805 mmol), 1,89 g d’iPrOx (16,7 mmol) et 953 mg de nBuOx (7,5 mmol) dans 6 mL
d’acétonitrile anhydre (concentration totale en monoméres de 4 mol.L%). La polymérisation est
effectuée pendant 24 h sous azote a 70 °C. Cette durée est portée a 48 h dans le cas d’un DP
cible de 50, afin d’obtenir une conversion quasi-totale, I'iPrOx ayant une cinétique de
polymérisation plus lente que le MeOx ou le nBuOx. Nous avons observé en effet que le
monomere pouvant étre présent de fagon résiduelle sur le spectre RMN réalisé avant
terminaison si le temps de réaction n’est pas suffisant. Avant la terminaison, un échantillon est
prélevé pour effectuer une analyse RMN (Figure D-11) afin de déterminer les propriétés du
copolymeére PiPrOx-co-PnBuOx (Mn, DP, ratio iPrOx/nBuOx). Pour la terminaison, 500 mg de

TBA-HA sont dissouts dans du DMSO anhydre sous azote (avec des concentrations respectives
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de 50 g.L pour le TBA-HAss(, de 20 g.L! pour le TBA-HA 40« et de 12,5 g.L' pour le TBA-HAgg0k).
Si la dissolution est relativement rapide dans le cas du TBA-HAsg¢ et du TBA-HA1404, €lle est plus
délicate pour le TBA-HAqgq0k. Dans ce dernier cas, elle a été préparée la veille de la terminaison
en la laissant sous agitation une journée a 60 °C dans un bain d’huile. Le lendemain, la solution
est retirée du bain d’huile et placée sous forte agitation a température ambiante. L’addition de
la solution de PiPrOx-co-PnBuOx au sein du tricol contenant le TBA-HA a été effectuée a
température ambiante en maintenant la solution de TBA-HA sous forte agitation. Le tricol est
ensuite placé dans un bain d’huile a 60 °C pendant une journée aprés homogénéisation
compléte de la solution, ce dernier point étant important comme il sera discuté par la suite. Le
récipient est ensuite extrait du bain d’huile, laissé a refroidir a température ambiante, puis on
ajoute goutte-a-goutte une solution de NaCl & 2,5 mol.L (10 mL par gramme de TBA-HA de
départ) pour substituer le TBA par du Na sur les chaines de HA. Le polymere est ensuite précipité
dans de I'acétone (5x le volume de DMSQO), filtré puis dissout une nuit dans une solution tampon
phosphate 0,1 M (sel de sodium, pH: 7,5; 100 mL par gramme de TBA-HA de départ). Cette
solution a remplacé celle de NaCl car les échantillons de HA-g-PMeOx étaient légérement acides
en solution, aussi, le tampon avait également pour role de neutraliser I’échantillon. Puis la
solution est dialysée et lyophilisée de la méme maniére que pour le HA-g-PMeOx. Afin d’éliminer
le PiPrOx-co-PnBuOx résiduel, le HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) obtenu est dispersé trois fois dans
I’acétone (50 mL pour 100 mg de HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx)), avec une étape de filtration entre

deux lavages, avant d’étre séché sous vide.

Par la suite, les échantillons obtenus seront codés de la fagon suivante : HAwmn-g-
(PiPrOxpp(pirrox)-€O-PNBUOXpp(prauox))-DS, oU M, est la masse molaire moyenne en nombre du HA
en kg.mol™, DP(PiPrOx) le degré de polymérisation du PiPrOx, DP(PnBuOx) celui du PnBuOx et
DS le taux de greffage du PiPrOx-co-PnBuOx.
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Figure D-11 Spectre RMN H du PiPrOxss-co-PnBuOx1, dans le CDCl; avant terminaison.

3.2 Caractérisation moléculaire

L’échantillon a été analysé par spectroscopie FTIR (Figure D-12) et par RMN (Figure D-
13).

Eninfrarouge, on retrouve a nouveau les bandes caractéristiques du HA de départ a ainsi
que les bandes du (PiPrOx-co-PnBuOx) a 2970 cm™, 2935 cm™ et 2875 cm™® (élongations des C-
Hs, C-H, et C-H), 1620 cm™ (élongation du C=0 d’un amide tertiaire), 1474 cm™ (déformation C-
H,, dérivée seconde), 1420 cm™ (élongation du C-N d’un amide), 1380 cm™ (déformation C-Hs),
1200 cm™ (élongation C-N du squelette polymére). On observe également une bande
additionnelle & 1745 cm™, qui peut correspondre a la formation d’une liaison ester entre le HA

et le PiPrOx-co-PnBuOx.
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Figure D-12 Spectres infrarouges du HAgsok-g-(PiPrOxz0-co-PnBuOx7)-0,10 (dessus, courbe

noire), HAgsok (milieu, courbe gris foncé) et du PiPrOx,s-co-PnBuOxs (bas, courbe gris clair).

On peut également observer sur le spectre RMN les pics associés au HA avec les protons
anomériques (1 et 1’) a 4,50-4,40 ppm, le proton en a de la fonction amide (2’) a 3,9 ppm, les
autres protons du cycle saccharide entre 3,65 ppm et 3,30 ppm et les protons du méthyle (Mena)
a 1,97 ppm?¥, les pics associés PiPrOx avec les méthylénes du squelette polymére a 3,44 ppm,
les méthyles et le CH de la fonction isopropyle respectivement a 2,91-2,72 ppm et 1,03 ppm,
ainsi que les pics associés au PnBuOx avec les méthylénes du squelette polymere également a
3,44 ppm, les trois méthylenes et le méthyle de la fonctionnalité butyle respectivement a 2,35

ppm, 1,51 ppm, 1,30 ppm et 0,9 ppm?,
L’analyse RMN permet de déterminer le DS en utilisant la formule suivante :

_ 3X(Isquelette_10)
4XDPpoxXIMethyl

DS (D6)

OU Imethy correspond a la valeur de I'intégration du singulet a 1,97 ppm associé au méthyle de
I'unité HA, utilisé comme pic de référence. DPpox correspond au degré de polymérisation du
PiPrOx-co-PnBuOx (déterminé par RMN avant la terminaison avec I'équation B20 page 135).

Isquelette COrrespond a la valeur de l'intégration des protons des méthylénes du squelette du
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PiPrOx-co-PnBuOx a 3,44 ppm ainsi qu’aux 10 protons de l'unité HA entre 3,95 et 3,3 ppm (Figure
D-13).

T ‘b T T T T T 4_ T
— 5] < (e o © ™~ — n
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‘ : : —o : =, = e o Lo o o :
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Figure D-13 Spectre RMN *H du HAgso-g-(PiPrOxss-co-PnBuOx1,)-0,05 dans le D,0 (contenant
du NaOD 3 0,125 mol.L?).

On peut aussi se servir du spectre RMN pour déterminer a nouveau le ratio iPrOx/nBuOx
en reprenant les formules B21 et B22 (page 135) qui sont également applicables sur ce spectre.
Dans le cas présenté le ratio obtenu est de 85/15, ce qui est supérieur au ratio déterminé avant
la terminaison, qui était de 76/24 (ratio théorique : 78/22). Ce résultat est systématique pour
tous les échantillons et peut s’expliquer par la différence de solvant employé pour réaliser la
RMN : avant la terminaison, la chaine de PiPrOx-co-PnBuOx est analysée dans le CDCls ou elle
est soluble, tandis qu’elle est effectuée dans le D,O apres la terminaison vu qu’il s’agit du seul
solvant pouvant dissoudre le HA sous forme de sel de sodium. Or, le PnBuOx contenu dans le
copolymeére est hydrophobe, ces pics RMN seront donc moins visibles dans le D,0. Ce
phénoméne a déja été documenté pour d’autres systemes copolymeéres comportant une
fraction hydrophobe?. Nous avons donc systématiquement sélectionné les ratios obtenus avant

terminaison.
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Il est a noter qu’une fois de plus, une étape de purification par dispersion dans un solvant
a da étre incluse au protocole afin d’éliminer les traces de PiPrOx-co-PnBuOx libre pouvant

demeurer dans I'échantillon apres I'étape de précipitation (Figure D-14).
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HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx)
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Figure D-14 Chromatogrammes obtenus par SEC/MALLS du HAggok-g-(PiPrOx24-co-PnBuOXx3)-
0,12 avant (courbes rouges) et apres (courbes vertes) purification par dispersion dans

|’acétone (traits pointillés : LS, traits pleins : DRI, disques : distribution des masses molaires).

L’analyse a été conduite sur un échantillon avec un greffon de PiPrOxzs-co-PnBuOxs;
relativement hydrophile (ratio iPrOx/nBuOx de 88/12), qui aura donc un T, vers 30 °C (voir
figure B-31), ce qui permet donc son analyse au sein de la SEC/MALLS a température ambiante.
On constate que si I'on analyse I'échantillon aprés I'étape de lyophilisation, il reste un peu de
PiPrOx,4-co-PnBuOxs qui élue entre 20 et 22 mL. Le niveau d’impureté est toutefois nettement
plus bas que dans le cas des dérivés de HA-g-PMeOx (Figure D-7). Le fait de disperser
I’échantillon trois fois dans I'acétone permet de supprimer cette impureté résiduelle (Figure D-
14). Par mesure de précaution et afin d’obtenir les matériaux les plus purs possible, cette étape

a été incorporée au protocole.

Les différents échantillons synthétisés sont regroupés Tableau D-5. Le HAgqok a été utilisé

comme base de travail, car sa faible concentration critique de recouvrement/enchevétrement
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(valeur moyenne entre C* et C**) (Tableau B-1 page 122) permet d’obtenir des hydrogels en
consommant un minimum de produits. Il sera en outre plus facile d’obtenir des hydrogels a plus
basse température avec ce dérivé (voir plus loin dans le manuscrit). Le parametre le plus étudié
est la variation du ratio iPrOx/nBuOx au sein du copolymére, car nous avions vu qu’il nous
permettait d’ajuster aisément la T, (tableau B-2), ce qui devrait fortement influer sur les
propriétés thermosensibles de notre polymére. Autrement, les longueurs de chaine du HA et du
PiPrOx-co-PnBuOx ont également été variées. Enfin, un homopolymere de PnPrOx a été greffé
sur le HA du fait de sa T, qui est proche de celle des copolyméres employés®. Afin d’obtenir des
DS aux alentours de 10 %, les chaines de PiPrOx-co-PnBuOx ont été terminées exclusivement

avec une quantité stoechiométrique de HA au cours de cette étude.

Tableau D-5 Caractéristiques des HA-g-PiPrOx-coPnBuOx et résultats de syntheése.

Echantillons Ratio DPpox DS=  Efficacité du Rendement
iPrOx/nBuOx greffage (%)° massique
(%)
HAssi-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0,10  57/43 27 0,10 10 60
HA140k-g-(PiPrOxi17-co-PnBuOx10)-0,06  62/38 27 0,06 6 77
HA140k-g-(PiPrOxi19-co-PnBuOxs)-0,09  72/28 27 09 9 63
HAgsok-g-(PiPrOxs-co-PnBuOxs)-0,31 58/42 14 0,31 31 92
HAgook-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx1,)-0,12  56/44 27 0,12 12 -
HAgsok-g-(PiPrOxi7-co-PnBuOx10)-0,06  63/37 27 0,06 6 92
HAgsok-g-(PiPrOxi1s-co-PnBuOxs)-0,13  66/34 27 0,13 13 84
HAgsok-g-(PiPrOxi1s-co-PnBuOxo)-0,15  67/33 27 0,15 15 90
HAgsok-g-(PiPrOxa0-co-PnBuOx7)-0,10  75/25 27 0,10 10 79
HAgsok-g-(PiPrOx»,-co-PnBuOxs)-0,12  83/17 27 0,12 12 95
HAgsok-g-(PiPrOxa4-co-PnBuOx3)-0,12  88/12 27 0,12 12 82
HAgsok-g-(PiPrOxss-co-PnBuOx1,)-0,05 76/24 50 0,05 5 87
HAsook-g-PnPrOx,7-0,13 - 27 0,13 13 80

2 déterminé par spectroscopie RMN *H en utilisant I’équation D6

DS

bdéterminé comme
Npox(chain)/MHA(unit)
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Dans la plupart des cas, le DS obtenu est compris entre 0,06 et 0,15, avec I'exception
notable de I’échantillon de HAggok-g-(PiPrOxs-co-PnBuOxg)-0,31 qui présente un DS nettement
plus élevé de 0,31, ce qui peut étre expliqué dans ce cas par le fait que la chaine a greffer est
plus courte avec un DP de seulement 14 (comparé a 27 et 50), ce qui implique que la chaine est
stériguement moins encombrée. A I'inverse, le HAggok-g-(PiPrOxss-co-PnBuOx1,)-0,05 a un DS de
seulement 0,05, cette fois-ci du fait de la longueur accrue de la chaine a greffer. Les rendements
massiques sont tous supérieurs a 60 %, ceux étant obtenus avec le HAggok étant généralement
les plus élevés, du fait de leur longueur de chaine plus importante facilitant leur précipitation et

leur rétention par les membranes employées au cours de I'étape de dialyse.

Maintenant que nous avons obtenu un panel assez large de copolymeéres, nous pouvons
analyser leurs propriétés physico-chimiques, en commencant par les masses molaires,
dimensions et parametres de conformation que nous pouvons déterminer par

SEC/MALLS/VD/DRI.
3.3 Caractérisation physico-chimique

3.3.1 Grandeurs physico-chimiques obtenues par

SEC/MALLS/VD/DRI

Les différentes propriétés physico-chimiques des échantillons obtenues par
SEC/MALLS/VD/DRI sont représentées Tableau D-6. On retrouve beaucoup de tendances déja
observées avec les dérivés de HA-g-PMeOx, a savoir I'invariance du paramétre ‘a’ de I’équation
de Mark-Houwink-Sakurada pour un HA de départ donné et également I'invariance des rayons
hydrodynamiques et de giration pour les dérivés de HAss« et de HA1a0k (alors qu’ils baissent pour
le HAggok du fait de la dégradation de la chaine induite par la réaction). On observe aussi une
|égere baisse de la viscosité intrinséque aprés greffage et une tendance des masses molaires a
augmenter avec le taux de greffage de polyoxazolines, du fait de 'augmentation de la masse
molaire moyenne de l'unité saccharide. Enfin, le DP, .pp (degré de polymérisation apparent)
baisse légérement pour les dérivés de HA140k et de fagon plus prononcée pour les dérivés de
HAsgok, signe de la dégradation de la chaine polymére. La réaction produit donc les mémes effets
gue ceux observés précédemment. Des différences de comportement pouvant étre reliées au
caractere thermosensible de la chaine latérale ont toutefois été remarquées. Dans le cas du
HAssi, le dérivé HAsg-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0,10 obtenu présente un DP, a5, de 138 plus

élevé que celui du HA de départ (95). Le copolymeére greffé est assez hydrophobe (ratio
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iPrOx/nBuOx de 57/43), sa T¢p est donc inférieure a la température ambiante, ce qui entraine
probablement un comportement agrégatif des chaines en solution. On constate aussi que les
chaines de HAgsok-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) ont un DP,, plus élevé que leurs homologues de HAggok-
g-PMeOx, ce qui entraine I'observation de masses molaires parfois plus élevées que pour le HA
de départ. On constate également que certaines masses récupérées sont faibles (ex : 43 % pour
le HA140k-g-(PiPrOxi17-co-PnBuQOx10)-0,06), voire tres faible (6 % pour le HAsgok-g-(PiPrOxs-co-
PnBuOx)-0,31), et méme nulle dans le cas du HAgsok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx1,)-0,12. Ces
échantillons ont généralement des greffons qui deviennent trop hydrophobes a température
ambiante, et sont donc agrégés dans les conditions de la mesure : ils ne peuvent deés lors pas
facilement traverser le filtre a I'entrée de la colonne et une grande quantité est alors perdue.
Dans le cas du HAggok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0,12, I’échantillon était trop agrégé et n’a donc
pu étre analysé. On constate que les dérivés de HAggok aux greffons les plus hydrophiles (HAggok-
g-(PiPrOxa4-co-PnBuOx3)-0,12 et  HAoggok-g-(PiPrOxss-co-PnBuOx12)-0,05) ne  présentent
généralement pas ce probléme avec des taux de récupération tres corrects (89 % et 85 %). On
peut également remarquer que bien qu’ayant des greffons de composition similaire, le HAggok-
g-(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0,12 et le HAsg-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0,10 ont montré des
comportements tres différents lors de I'analyse, le premier n’ayant pu étre analysé, tandis que
le second, bien qu’agrégatif et préparé a une concentration supérieure (1 g.L contre 0,5 g.L%),
présente un taux de récupération de 63 %. On peut donc s’attendre a des propriétés

thermosensibles trés différentes selon le HA de départ utilisé.
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Tableau D-6 Grandeurs macromoléculaires des échantillons déterminés par SEC/MALLS/VD/DRI (25 °C, LiNOs, 0,1 mol.L).

Echantillons Mhn (g.mol* My (g.mol?) DPnapp ®  [n]w(mL.g?) Rhy(nm) Rgw(nm) a(MHS) Masse récupérée
HAszsk 38 000 64 000 95 1,7 145 11 2 0,76 68 %
HAss-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0.10 100 000 150 000 138 1,5 110 13 31 0,90 63 %
HA140k 140 000 210 000 350 1,5 410 23 44 0,71 63 %
HA140k-g-(PiPrOxi17-co-PnBuOx10)-0.06 190 000 220 000 314 1,2 265 20 47 0,93 43 %
HAu140k-g-(PiPrOxio-co-PnBuOxs)-0.09 200 000 260 000 290 1,3 280 22 36 0,75 75 %
HAgg0k 990 000 1300 000 2475 1,4 1600 68 147 b 78 %
HAgook-g-(PiPrOxs-co-PnBuOxg)-0.31 850 000 1100 000 930 1,3 940 53 93 0,68 6 %
HAgaok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx13)-0.12  -© -¢ -¢ L L -¢ -¢ -¢ -¢
HAgook-g-(PiPrOxi7-co-PnBuOx10)-0.06 730 000 990 000 1230 1,4 990 52 101 0,60 33%
HAgook-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0.13 980 000 1120000 1178 1,2 740 51 110 b 20%
HAgook-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0.15 1 170 000 1400 000 1262 1,2 770 54 110 P 20%
HAgook-g-(PiPrOxyo-co-PnBuOx5)-0.10 1 140 000 1700 000 1590 1,5 840 58 110 P 76 %
HAggok-g-(PiPrOx,2-co-PnBuOxs)-0.12 1 130 000 1 660 000 1437 1,5 1020 62 116 0,69 30 %
HAggok-g-(PiPrOxaa-co-PnBuOx3)-0.12 960 000 1440000 1240 1,5 760 53 101 P 89 %
HAgg0k-g-(PiPrOxas-co-PnBuOx1,)-0.05 990 000 1100 000 1444 1,1 810 52 104 P 85 %
HAgg0k-g-PnPrOx,7-0.12 2280000 2 480 000 2920 1,1 680 63 103 P 80 %

Coefficient ‘a’ de I'expression de MHS obtenu en intégrant la partie la plus linéaire de la représentation bilogarithmique de [n] = f(M)

Précision des données SEC/MALLS/VD/DRI : My 9%; My, = 6%; D £ 10%; [n]w* 0.5%; Rhy + 2%; Rgwt 6%
2 en dehors de la zone de détection du MALLS (la diffusion devient isotrope pour les faibles masses).
®n’a pas pu étre analysé car est resté bloqué dans le filtre.

® Valeurs non déterminées (analyse difficile).
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3.3.2 Analyse de la T, par spectroscopie UV-vis.

Avant d’analyser les propriétés thermosensibles de nos hydrogels par rhéologie, nous
avons cherché a observer les phénomenes qui pouvaient étre visible a I’ceil nu en préparant des
solutions de HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) en régime semi-dilué enchevétré dans des tubes. Nous
avons pu constater que les différentes solutions deviennent plus ou moins troubles en milieu
salin lorsqu’on les chauffe a des températures de 37 °C ou plus afin de visualiser la transition
vers un hydrogel (Figure D-15). Il est a noter que le comportement des copolymeres dans I'eau
Milli-Q est tres différent qu’en milieu salin (tampon PBS). En effet, le copolymére de HAsgok-g-
(PiPrOxis-co-PnBuOx1>)-0,12, qui est le plus hydrophobe au point de précipiter lorsque I'on
augmente la température en milieu salin (Figure D-15-a), forme visuellement un hydrogel
limpide dans I'eau Milli-Q & 10 g.L? (régime semi-dilué enchevétré) (Figure D-15-b) (il faut
rappeler que ce copolymére est le seul qui n’avait pu étre analysé par SEC/MALLS dans une
solution saline dans LiNO3 0,1 M, cf. Tableau D-6). A I'inverse, le HAsgok-g-(PiPrOxss-co-PnBuOx;5)-
0,05, ayant un greffon parmi les plus hydrophiles utilisés (ratio iPrOx/nBuOx de 76/24) a donné
un gel limpide dans le PBS (Figure D-15-c). Nous avons donc décidé de quantifier ce phénomene

en mesurant d’éventuels points troubles de nos échantillons au spectrophotométre UV-vis.

Figure D-15 Photos de diverses solutions de HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) : a) HAggok-g-(PiPrOx;s-

co-PnBuOx1)-0,12 (15 g.L? (gauche), 10 g.L'? (milieu), 5 g.L? (droite), 37 °C, PBS); b) HAgsok-g-

(PiPrOxis-co-PnBuOx1,)-0,12 (10 g.L%, Milli-Q, 50 °C) (gauche) et HAggok + PiPrOxis-co-PnBuOxis3

(droite) (total : 10 g.L'?, masses ajustées pour obtenir la méme composition que la solution de

HAgsok-g-(PiPrOx1s5-co-PnBuOx1,)-0,12 , Milli-Q, 50 °C); ¢) HAgsok-g-(PiPrOxss-co-PnBuOx12)-0,05
(15g.L%, 50 °C, PBS).
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Tableau D-7 Détermination de la T, des différents copolyméres de HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx).

Echantillons Ratio iPrOx/nBuOx  Te (°C) (50 g.L'h, T (°C)(158.L%PBS T (°C) (10 gL?, T (°C) (5 gL,
PBS 0,15 M) 0,15 M) PBS 0,15 M) PBS 0,15 M)

HAssk-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx1,)-0,10 57/43 A - - -
HA140k-g-(PiPrOx17-co-PnBuOx10)-0,06 62/38 22 - - -
HA140k-g-(PiPrOx19-co-PnBuOxs)-0,09 72/28 26 - - -
HAgsok-g-(PiPrOxs-co-PnBuOxs)-0,31 58/42 - 19 21 25
HAggok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0,12  56/44 - 15 17 19
HAsg0k-g-(PiPrOxi7-co-PnBuOx10)-0,06 63/37 - 23 - 29
HAgg0k-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxo)-0,13 66/34 - 25 28 33
HAgg0k-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0,15 67/33 - 24 28 31
HAgg0k-g-(PiPrOx20-co-PnBuOx7)-0,10 75/25 - 28 - -
HAgsok-g-(PiPrOx22-co-PnBuOxs)-0,12 83/17 - 34 38 41
HAgsok-g-(PiPrOx24-co-PnBuOxs)-0,12 88/12 - 42 - -
HAgsok-g-(PiPrOxss-co-PnBuOx12)-0,05 76/24 - 32 29 31
HAgg0k-g-PnPrOx;7-0,12 - - 29 31 36

9 Aucune transition observée.
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Les résultats sont regroupés au sein du Tableau D-7. Les mesures ont été effectuées a
des concentrations de 15 g.L%, 10 g.Lt et 5 g.L ! pour les échantillons a base de HAggok €t & 50 g.L°
L pour les échantillons a base de HA40« et de HAsgi, afin de reproduire les conditions qui seront
employées pour les mesures rhéologiques. La plupart des échantillons de HAggok-g-(PiPrOx-co-
PnBuOx) a 15 g.L voient leur absorbance augmenter, de facon pouvant étre abrupte (HAssok-g-
(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0,12) avec un comportement rappelant celui des copolymeéres de
polyoxazolines libres, ou plus modérée avec des pentes peu prononcées (HAgsok-g-(PiPrOxao-co-
PnBuOx7)-0,10, HAsgok-g-(PiPrOx24-co-PnBuOxs)-0,12), voire étre a peine visible pour certains
(HAgs0k-g-(PiPrOxss-co-PnBuOx1,)-0,05. Cette évolution est fonction de I’hydrophilie de la chaine
greffée : logiguement plus cette derniere est hydrophile, moins I’échantillon va se troubler

(Figure D-16).
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Figure D-16 Evolution de I'absorbance d’échantillons de HAgsok-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) par

élévation de la température (15 g.L?, PBS).
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L’effet du DS pour un ratio iPrOx/nBuOx similaire a également pu étre étudié (Figure D-
17). Si 'on compare les échantillons HAggok-g-(PiPrOx17-co-PnBuOx10)-0,06 et HAggok-g-(PiPrOx;s-
co-PnBuOxs)-0,13, on constate que |'absorbance commence a augmenter a la méme
température. Par contre, la pente de la courbe est nettement plus faible quand le DS est faible
(Figure D-17-a). Nous avons également pu comparer des échantillons comprenant des greffons
de composition et de DS similaires mais attachés sur des HA de masses molaires différentes.
Ainsi, le HAggok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx1,)-0,12 et le HAsg-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0,10 ont
montré des comportements macroscopiquement radicalement différents, le second ayant une
absorbance augmentant a peine lorsque la température augmente alors que le premier
précipite, avec un comportement proche des polyoxazolines avant greffage sur du HA (chapitre
B, Figure B-30 page 136), et présente méme une tendance a sédimenter aux températures
élevées comme on peut le voir avec la baisse de I'absorbance au-dela de 35 °C (Figure D-17-b).
Il convient également de noter que ce composé présente une absorbance augmentant a peine
quand il est dissout dans I'eau Milli-Q (Figure D-18-a), ce qui vient confirmer I'observation
visuelle (Figure D-15-b). Ce phénomene est bien connu, les effets de sels sur la balance

hydrophile/lipophile ont été déja reportés depuis une trentaine d’année3°31,
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Figure D-17 Evolution de I'absorbance d’échantillons de HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) par
élévation de la température a) en fonction du DS (rouge : HAggsok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0,13;
bleu : HAggok-g-(PiPrOx17-co-PnBuOx10)-0,06) (15 g.L?, PBS) et b) en fonction de la masse
molaire du HA de départ (rouge : HAgsok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxi2)-0,12 (15 g.L%, PBS); bleu :
HAass-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx1,)-0,10 (50 g.L?, PBS).

On peut également observer que le HAgoo-g-PnPrOx»7-0,12 (T, : 29,2 °C) (15 g.L?, PBS)
présente une T, comparable a celle du HAggok-g-(PiPrOxzo-co-PnBuOx;)-0,10 (T, : 28,1 °C)

(Figure D-18-b), mais que I'augmentation de son absorbance est plus marquée (son absorbance
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a 45 °C est presque deux fois plus élevée). La substitution du copolymeére de PiPrOx-co-PnBuOx,
qui comporte des unités nBuOx hydrophobes, par un homopolymére de PnPrOx, intermédiaire
entre I'iPrOx et le nBuOx en terme de point trouble, ne permet donc pas d’éviter que les HA

fonctionnalisés ne deviennent turbides par élévation de la température.
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Figure D-18 Evolution de I'absorbance d’échantillons a) HAggok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0,12 a
15 g.L't dans le PBS (courbe rouge) ou I'eau Milli-Q (courbe bleue) et b) HAggok-g-PnPrOx,7-0,12
(courbe rouge) et HAggok-g-(PiPrOxx0-co-PnBuOx7)-0,10 (courbe bleue) (15 g.L?, PBS).

3.4 Caractérisation rhéologique de la formation des
hydrogels par élévation de la température

3.4.1 Mesure de la transition hydrogel par rampe thermique

Nous avons cette fois essentiellement travaillé avec des solutions de HA-g-(PiPrOx-co-
PnBuOx) dans le PBS afin de reproduire le méme environnement salin que dans le corps humain.
Dans le cas des échantillons de HAggok fonctionnalisés, la concentration a été variée de 15 g.L?
(soit 1,5 % en masse), 10 g.L* et de 5 g.L. Dans le cas des HA140x et HAsgi, nous avons dii travailler
a une concentration plus élevée de 50 g.L! du fait de la C* plus réduite pour ces deux HA. Les
rampes de montée et de baisse en température étaient de 0,5 °C.min’%. La géométrie principale
employée était le double-entrefer, le cone-plan ayant également été utilisé de fagon ponctuelle.
Les mesures ont été réalisées en oscillation au sein du domaine de linéarité viscoélastique de
I’échantillon. Cette zone de linéarité peut étre déterminée par des balayages en amplitude de
contrainte a une fréquence donnée lors de mesures oscillantes effectuées a différentes
températures (Figure D-19). On peut observer sur les différentes courbes que les modules de

conservation élastique G’ et de perte G’ sont constants pour les faibles amplitudes de contrainte
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oscillante. Puis, les deux valeurs vont finir par diminuer une fois une certaine amplitude atteinte,
a commencer par le G’ (qui diminue toujours un peu avant le G”).

On peut voir que I'augmentation de la température finit par entrainer une hausse du G’ et du
G"”, avec G’ qui devient éventuellement supérieur a G” (Figure D-19). On observe alors que le
domaine de visco-élasticité linéaire devient plus large au fur et a mesure de 'augmentation de
la température. On peut déja observer un effet treés net de la température, avec le passage d’'une
solution avec un comportement visqueux prédominant a une solution avec un comportement
élastique prédominant par élévation de la température. De surcroit, le G” a atteint une limite,
la ol le G’ continue d’augmenter, ce dernier étant passé d’une valeur inférieure a 1 Pa (10-20 °C)
a une valeur supérieure a 100 Pa (50 °C). Par la suite, dans la majeure partie des cas, la contrainte

a été fixée a 0,1 Pa. La fréquence, quant a elle, a été fixée a 1 Hz.
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Figure D-19 Balayage en contrainte sur une solution de HAgook-g-(PiPrOx1s-co-PnBuOxs)-0,13
(15 g.L'%, PBS) a diverses températures (symboles pleins : G’; symboles vides : G”) (violet :

10 °C; bleu foncé : 20 °C; bleu clair : 25 °C; orange : 37 °C; rouge : 50 °C) (f : 1 Hz).
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Au cours de la rampe thermique, les valeurs des modules de conservation G’ et de perte
G” sont représentées en fonction de la température. Une rampe de température typique est
représentée Figure D-20. On peut voir a nouveau que G” est supérieur a G’ aux basses
températures. De méme, I'augmentation de la température se traduit d’abord par une baisse
de la valeur des deux modules, ce qui est le comportement attendu pour un polymére non
thermosensible, du fait de la baisse de la viscosité induite par I'agitation thermique de la montée
en température. Il n’y a a ce moment pas d’association entre les chaines polyoxazolines, comme
on peut le constater en superposant I'analyse UV a la courbe rhéologique (Figure D-20). A partir
d’une certaine température, qui coincide plutdt bien avec celle ou I'absorbance de la solution
commence a augmenter, les valeurs de G’ et de G” commencent a s’accroitre du fait de
I’établissement d’associations entre chaines latérales polyoxazolines. Puis les deux modules
finissent par se croiser a une température, qui sera appelée par la suite température de
transition Tiyans. Cette température correspond a un point remarquable qui permet la
comparaison entre nos systemes. Notons toutefois que celle-ci ne correspond pas au point de
percolation de notre hydrogel, ce qui sera discuté par la suite. Passé cette température, G’ est
supérieur a G”, la solution commence donc a présenter un comportement élastique
prédominant typique des hydrogels. La transition est réversible dans tous les cas (Figure D-20)

méme si parfois une hystérésis a pu étre observée.
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Figure D-20 Profil rhéologique et évolution de I'absorbance du HAgsok-g-(PiPrOxzo-co-PnBuOx7)-
0,10 (G’ : symboles bleus pleins; G” : symboles bleus vides; absorbance : symboles rouges) en
solution dans le PBS & 15 g.L'! au cours d’'une rampe en température (0,5 °C.min’%; contrainte :

0,1 Pa; fréquence : 1 Hz).

Les propriétés rhéologiques de chaque échantillon sont résumées dans le Tableau D-8.
Parmi les parametres étudiés, la concentration n’affecte que trés peu la Tirans. Une diminution
de 15 g.L't & 5 g.L'! a entrainé une augmentation de la Tyans de seulement 4-8 °C, & I'unique
exception du HAgsok-g-(PiPrOxs-co-PnBuOxg)-0,31, qui constitue un cas particulier du fait de la
chaine greffée plus courte qu’a I'accoutumé. Dans ce cas, une tres forte variation de 1a Tirans @
été observée (de 29,8 °C pour une concentration de 15 g.L ™2 4 51,4 °C pour une concentration de
5g.LY), qui résulte du fait d’associations plus faibles entre les chaines latérales en raison de leurs
tailles plus courtes et ce, malgré leur nombre plus élevé (DS : 31 %). Autrement, I'amplitude
faible du décalage vers les hautes températures induit par la baisse de concentration est
identique a celui déja observé avec la spectrophotométrie UV-vis (Tableau D-7). On peut en
conclure que tant que les chaines de polymeére sont enchevétrées, les greffons vont s’associer

vers la méme température.
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Tableau D-8 Propriétés rhéologiques expérimentales des échantillons de HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) en tampon PBS.

Echantillons Ratio Ttrans (°C) G'10°c G'37°c G'e0c N1o°c tan(6)eo-c
iPrOx/nBuOx |50g.L! 15g.L' 10gl?! 5g.L?t |(Pa) (Pa) (Pa) (Pa.s)

HAss - aucun aucun  aucun aucun |- - - - -
HAssc-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx1,)-0,10 | 57/43 42,4 - - - 0,01° 21° 198° 0,05? 0,54°
HA140k - aucun aucun aucun aucun |- - - - -
HA140-g-(PiPrOx17-co-PnBuOx10)-0,06 | 62/38 36,6 - - - 0,14° 1137 800° 0,75% 0,31°
HA140-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0,09 | 72/28 43,2 - - - 0,08? 18,8° 592° - 0,43?
HAg90k - aucun aucun aucun  aucun |- - - -
HAgg0k-g-(PiPrOxg-co-PnBuOxs)-0,31 | 58/42 - 29,8 45,9 51,4 0,41®° 4,3° 6,3° 0,27° 0,22°
HAgsok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0,12 | 56/44 - 16,5 18,3 20,8 0,014°> 9,2° 10° 0,056°  0,12°
HAggok-g-(PiPrOxi7-co-PnBuOx10)-0,06 | 63/37 - 29,3 29,1 35,0 1,3b 29 86° 0,60° 0,27°
HAggok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0,13 | 66/34 - 24,8 25,8 28,6 0,48° 77,9° 178° 0,30° 0,08°
HAggok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0,15 | 67/33 - 24,7 26,0 29,7 0,51° 68,9° 159° 0,23° 0,08°
HAggok-g-(PiPrOxz0-co-PnBuOx7)-0,10 | 75/25 - 36,2 37,6 41,4 0,95° 7,4° 70° 0,70° 0,29°
HAssok-g-(PiPrOxa:-co-PnBuOxs)-0,12 | 83/17 - 43,1 45,5 52,1 0,99*  0,38° 37° - 0,28
HAggok-g-(PiPrOxz4-co-PnBuOx3)-0,12 | 88/12 - 47,9 49,7 53,7 1,3 0,20° 47° 0,89° 0,33°
HAgs0k-g-(PiPrOxss-co-PnBuOx1,)-0,05 | 76/24 - 33,0 34,6 38,1 1,3° 28,9° 179° 0,68° 0,12°
HAgs0k-g-PnPrOx,7-0,13 - - 39,4 41,6 47,6 1,6° 3,21° 31° 0,68° 0,27°

2 valeur obtenue pour une concentration de 50 g.L!
® valeur obtenue pour une concentration de 15 g.L*!
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3.4.1.1 Influence du ratio iPrOx/nBuOx sur Tirans
Le paramétre principal de cette étude est le ratio iPrOx/nBuOx au sein du copolymeére greffé,
car nous nous attendions a ce qu’il permette de contréler facilement la température de
transition de nos hydrogels. Les rampes en température des échantillons HAggok-g-(PiPrOxis-co-
PnBuOxs)-0,13, HAgsok-g-(PiPrOxz0-co-PnBuOx7)-0,10 et HAggok-g-(PiPrOxzs-co-PnBuOxs)-0,12
sont regroupées Figure D-21. Comme pour la figure précédente, elles ont toutes trois une allure
similaire. Les deux modules, G’ et G”, diminuent dans un premier temps (G” > G’) avant
d’augmenter du fait de I'établissement d’associations entre les chaines latérales, puis G’ et G”
finissent par se croiser et G’ devient le module prépondérant. G” finit par atteindre un plateau,
similaire pour tous les échantillons, tandis que G’ continue d’augmenter a 60 °C, température
maximale atteinte, mais de facon nettement plus modérée qu’aux alentours de Tians, UN point
d’inflexion dans la courbe étant généralement observé peu avant le croisement G’'/G” (Figure
D-21). Les principales différences observées entre les courbes sont donc la température a partir
de laquelle les chaines latérales deviennent associatives. Comme attendu, la Tians st la plus
faibles pour le HAgsok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0,13, qui a la chaine greffée la plus hydrophobe,
et la plus élevée pour le HAsgok-g-(PiPrOxzs-co-PnBuOxs)-0,12, qui inversement présente la

chaine greffée la plus hydrophile.
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Figure D-21 Profils rhéologiques du HAggok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0,13 (courbe verte), du
HAsg0k-g-(PiPrOxz0-co-PnBuOx7)-0,10 (courbe rouge) et du HAggok-g-(PiPrOx24-co-PnBuOxs)-0,12
(courbe bleue) (G’ : symboles pleins; G” : symboles vides) en solution dans le PBS a 15 g.L't au

cours d’une rampe en température (0,5 °C.min’%; contrainte : 0,1 Pa; fréquence : 1 Hz).

Il'y a une exception a ce comportement qui provient de I'échantillon HAgsok-g-(PiPrOxis-
co-PnBuOx12)-0,12 (Figure D-22). Aux basses températures, cet échantillon présente un
comportement similaire aux autres jusqu’au croisement de G’ et G”, cependant, une fois ce
point franchi, on peut constater une forte inflexion des deux courbes G’ et G” qui finissent par
décroitre, avec G’ atteignant finalement un plateau autour de 10 Pa. On constate que ce
changement de comportement survient de facon concomitante avec la forte montée de
I'absorbance de I'échantillon. Cette derniere finit d’ailleurs elle aussi par décroitre de facon
irréversible a des températures supérieures a 35 °C, ce qui indique probablement un collapse
des chaines d{ a une trop forte association des groupes thermosensibles et une sédimentation
de I’échantillon. Ces phénoménes avaient d’ailleurs déja été constatés visuellement (Figure D-
15-a). On remarque d’ailleurs sur la courbe de refroidissement qu’aprés une étape de
décroissance, les deux modules G’ et G” finissent par augmenter de nouveau vers 20 °C au

moment ol |'absorbance décroit brutalement, signe que I'’échantillon repasse en solution. On
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retrouve ensuite a nouveau le comportement normal, avec G’ et G’ qui se remettent a diminuer

avant de se croiser.
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Figure D-22 Profils rhéologiques et évolution de I'absorbance du HAgsok-g-(PiPrOxis-co-

PnBuOx1,-0,12 (G’ : symboles bleus pleins, G”’ : symboles bleus vides, absorbance : symboles

rouges) en solution dans le PBS a 15 g.L'! au cours d’une rampe en température (0,5 °C.min’%;

contrainte : 0,1 Pa; fréquence : 1 Hz).

Si on compare des solutions de HAsgok-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) avec des chaines greffées

présentant le méme DP et avec des DS similaires, on constate que leur Tians Varie de fagon

linéaire avec le pourcentage d’unités iPrOx au sein du polymere greffé. Cette évolution a été

retrouvée quelle que soit la concentration étudiée (Figure D-23). On constate en outre que le

coefficient directeur est égal ou proche de 'unité. Les points issus de I"échantillon HAggk-g-

(PiPrOx1s-co-PnBuOx12)-0,12 s’intégrent bien a la courbe malgré le comportement irrégulier de

ce dernier : sa Twans Se situe en effet dans une zone ol I'échantillon n’a pas encore précipité

(Figure D-22). Le contrdle de la Tians €st donc facilement réalisable par ce biais. Ces observations

constituent un résultat majeur de notre étude et justifient notre stratégie.
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Figure D-23 Evolution de |a Tians de divers échantillons de HAggok-g-(PiPrOxm-co-PnBuOx;) (m +

n=27; DS~ 0,12) en fonction du pourcentage d’unités iPrOx au sein du copolymere greffé.

A ce stade, nous pouvons noter que les modules présentés par les solutions de HAggok-
g-(PiPrOx-co-PnBuOx) a basse température sont largement inférieurs a ceux affichés par le
HAsqok @ des concentrations massiques similaires (Figure D-24). Cependant, ce résultat s’explique
par deux facteurs: les HAgsok-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) présentent tous une dégradation de la
chaine HA (comme I'ont montré les DP, app) et il faut rappeler que 40-45 % de la masse de
I’échantillon sont en fait constitués de chaines polyoxazolines (formule A;1 en annexe 1 en
substituant la M, du PMeOx avec celle du copolymére PiPrOx-co-PnBuOx), qui n"auront pas la

méme contribution a la viscosité que le HA seul.

237



Chapitre D : Elaboration d’hydrogels thermosensibles a base de HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx)

100 100

© —
< 2
iD 10 ] C 10 E_“i
=S ] - =
0] | L
1 T T T T 1
10 20 30 40 50 60

Température (°C)

Figure D-24 Profil rhéologique du HAgsok (G’ : symboles rouges; G” : symboles bleus; n :
symboles verts) en solution a 15 g.L'* dans le PBS au cours d’une rampe en température

(0,5 °C.min’%; contrainte : 0,1 Pa; fréquence : 1 Hz).

3.4.1.2 Influence du DS sur Tirans
Parmi les autres parametres influencant la Tyans, NOUs pouvons également noter le DS
de I"échantillon. Lorsque I'on compare les échantillons HAgsok-g-(PiPrOxi7-co-PnBuOx10)-0,06
(Ttrans : 29,3 °C & 15 g.L'Y) et HAggok-g-(PiPrOx1s-co-PnBuOXs)-0,13 (Tirans : 24,8 °C & 15 g.L'}), de
chaine greffée de composition similaire, on constate que la Tians du composé avec le DS le plus
faible est la plus élevée, ce qui peut s’expliquer par la plus faible quantité de polyoxazoline greffé

sur le HA entrainant moins de possibilité d’associations inter-chaines.

3.4.1.3 Influence du DPpox
Un autre parametre étudié est le DPpox. Le diminuer de 27 a 15 pour des échantillons
avec un greffon hydrophobe (contenant plus de 40 % de nBuOx) a permis d’éviter le collapse du
copolymeére observé avec le HAggok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0,12 (Figure D-22) comme on peut
le constater avec le HAgsok-g-(PiPrOxs-co-PnBuOxs)-0,31 (Figure D-25-a). Cependant, des chaines
latérales plus courtes résultent en des interactions réduites, ce qui s’oppose a la formation du

gel (Figure D-25-b). A l'inverse, 'augmentation du DP de 27 a 50 (pour un méme ratio
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iPrOx/nBuOx) entraine une diminution de la Twans du fait d’associations renforcées, comme on
peut le constater en comparant le HAgsok-g-(PiPrOxa0-co-PnBuOx7)-0.10 avec le HAsgok-g-
(PiPrOxss-co-PnBuOx1,)-0.05, ce dernier présentant la Tyans la plus faible (33 °C a 15 g.L™ contre
36.2°C3a 15 g.L'Y) bien qu'ayant un DS plus bas (Figure D-26).
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Figure D-25 Profil rhéologique et évolution de I'absorbance d’une solution de HAggok-g-
(PiPrOxg-co-PnBuOxs)-0,31 en solution dans le PBS 3 a) 15 g.L et b) 5 g.L'! (G’ : symboles bleus

pleins; G” : symboles bleus vides; Absorbance : symboles rouges).
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Figure D-26 Profils rhéologiques de solutions de HAgsok-g-(PiPrOxss-co-PnBuOx12)-0,05 (courbes
rouges) et de HAggok-g-(PiPrOx20-co-PnBuOx-)-0,10 (courbes bleues) a 15 g.L't dans le PBS (G’ :

symboles pleins; G” : symboles vides) (contrainte : 0,1 Pa; fréquence : 1 Hz).
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3.4.1.4 Influence de la masse molaire du HA sur Ttrans

La masse moalire du HA HA a eu quant a elle un impact notable sur les propriétés de
I’hydrogel. En effet, dans le cas du HA140k et du HAsgy, il a fallu employer des concentrations plus
élevées de 50 g.L™ par rapport au HAggor, de C* moindre. On a notamment pu observer que le
greffage de chailnes polyoxazolines de méme composition monomérique a entrainé des Tirans
plus élevées sur ces deux HA comparé au HAggk et ce, malgré les concentrations plus élevées
employées (a ce sujet, on peut comparer les échantillons HAsgk-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx1,)-0,10
(Terans : 42,4 °C) et HAgook-g-(PiPrOxis-co-PnBuOx12)-0,12 (Tirans : 16,5 °C) dans le Tableau D-8, ou
encore HA140k-g-(PiPrOxi17-co-PnBuOx10)-0,06 (Ttrans : 36,6 °C) et HAgook-g-(PiPrOx17-co-PnBuOxio)-
0.06 (Tirans : 29,3 °C)). lls ont également tendance a devenir moins troubles quand ils sont
exposés a des températures élevées en solution dans le PBS, encore une fois malgré les
concentrations plus élevées employées (Figure D-17-b). Par contre, on peut noter que
I'amplitude de I'augmentation des deux modules, et surtout du G’, est plus marquée dans les
dérivés de HAsgk et plus encore de HA140k par rapport a ceux de HAgsok (0N passe notamment de
0,14 Pa a 20 °C 3 800 Pa a 60 °C pour le HA140k-g-(PiPrOxi17-co-PnBuOx10)-0,06 a 50 g.L* dans le
PBS, ce qui constitue la transition de plus grande ampleur constatée au cours de cette étude).
Ce résultat est notamment intéressant pour des applications dans des systémes injectables, qui
nécessitent de voir leurs propriétés varier fortement d’'une solution peu visqueuse a
température ambiante a un gel structuré une fois introduit dans le corps humain. Cependant, le
module de perte G’ augmente également de facon marquée et, au final, nous nous retrouvons
avec des valeurs de tan(8) plus élevées par rapport aux dérivés de HAgq0k, Ce qui signifie que ces
derniers ont un comportement élastique plus prédominant (la quasi-totalité des dérivés de
HAsq0k, excepté celui avec le greffon le plus hydrophile, ont une valeur de tan(6) inférieure a 0,3

a 60 °C, contrairement a ceux de HA140x et HA3sk).

Enfin, les G’ & 37 °C allaient de 0,20 Pa (HAggok-g-(PiPrOxa4-co-PnBuOx3)-0,12 & 15 g.L?!
dans le PBS), & 113 Pa (HA140k-g-(PiPrOx17-co-PnBuOx10)-0.06 a 50 g.L 't dans le PBS). Dans notre
cas, il serait intéressant d’avoir des systemes présentant un G’ a 37 °C supérieur a 50 Pa. Il s’agit
en effet du seuil de contrainte empirique au-dela duquel on passe d’'un gel faible a un gel
viscoélastique32. Ce seuil a été atteint pour les échantillons HAggok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxo)-0,13
(77,9 Pa, 15 g.L't dans le PBS), HAgsok-g-(PiPrOx1s-co-PnBuOxs)-0,15 (68,9 Pa, 15 g.L! dans le PBS)
et HA140k-g-(PiPrOx17-co-PnBuOx10)-0,06 (113 Pa, 50 g.L't dans le PBS). Ce dernier présente donc

la valeur la plus élevée de G’ a 37 °C, quand bien méme sa Ti.ns est trés proche (36,6 °C). Par

240



Chapitre D : Elaboration d’hydrogels thermosensibles a base de HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx)

contre, dans le cas des dérivés de HAgg, il est nécessaire d’employer des systémes de Tirans
nettement inférieure afin d’atteindre ce seuil (elle était d’environ 25 °C pour les deux dérivés
présentés ci-dessus, qui ont une composition et donc des propriétés tres similaires), (une autre

possibilité serait de travailler a concentration plus élevée.

3.4.2 Impact du protocole de synthese sur les propriétés des

échantillons obtenus

Il a été stipulé lors de la description du protocole de greffage des PiPrOx-co-PnBuOx sur
le HA section 3.1 qu’il était particulierement important de bien homogénéiser le milieu
réactionnel sous forte agitation a température ambiante aprés addition de la solution de PiPrOx-
co-PnBuOx (acétonitrile) au sein de celle de TBA-HA dans le DMSO. Le non-respect de cette
étape peut entrainer des déviations dans le comportement thermique du matériau en solution
comme on peut le voir Figure D-27. Un échantillon de HAgsok-g-(PiPrOx,>-co-PnBuOxs)-0,11 a
ainsi été synthétisé en ajoutant la solution de PiPrOx,;-co-PnBuOxs dans I'acétonitrile a celle de
TBA-HAgq0« dans le DMSO, alors que cette derniére était déja placée dans un bain d’huile a 60 °C
avec une agitation modérée (cet échantillon n’a pas été répertorié dans les tableaux de ce
chapitre). Autrement, le protocole était identique a celui employé pour I'échantillon HAgsok-g-
(PiPrOxz2-co-PnBuOxs)-0,12 (propriétés détaillées dans Tableau D-5, Tableau D-6, Tableau D-7 et
Tableau D-8) qui lui a par contre été homogénéisé plus vigoureusement a température ambiante
avant d’étre placé a 60 °C. On peut d’ailleurs constater que les échantillons ont la méme
composition. De plus, leurs propriétés en solution a température ambiante sont identiques,
comme le montre la Figure D-27 (solutions de 15 g.L'* dans le PBS). Les deux échantillons sont
également thermosensibles : les deux solutions voient leur absorbance ainsi que leurs modules
G’ et G” augmenter lorsqu’on les expose a des températures plus élevées, cependant les profils
des courbent divergent fortement malgré la composition similaire. On voit en effet que
I"augmentation du G’ se fait selon une pente plus faible dans le cas de I’échantillon HAggok-g-
(PiPrOxz,-co-PnBuOxs)-0,11 (mauvaise homogénéisation a 60 °C au début de greffage) et
présente une courbe plus irréguliére que pour le HAggok-g-(PiPrOx22-co-PnBuOxs)-0,12 (bonne
homogénéisation a température ambiante au début du greffage). On aboutit donc a des G’ plus
faibles pour le HAgook-g-(PiPrOx2-co-PnBuOxs)-0,11 a une méme température et a un croisement
G’/G” a une température nettement plus élevées (52,2 °C contre 43,1 °C pour le HAgsok-g-
(PiPrOxz2-co-PnBuOxs)-0,12). On observe en outre des différences notables sur les profils des

absorbances. Celle de la solution de HAggok-g-(PiPrOx,2-co-PnBuOxs)-0,11 augmente plus que
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celle du HAggok-g-(PiPrOx2;-co-PnBuOxs)-0,12, avec en outre la présence de deux transitions, la
premiere se situant vers 26 °C, une température ou la réponse thermique de I’échantillon n’est
pourtant pas encore visible en rhéologie. La seconde se situe a la Ty du HAggok-g-(PiPrOxa2-co-
PnBuOxs)-0,12 (34 °C). Vers cette température, les deux solutions voient leurs modules
commencer a augmenter. La présence des deux transitions pour le HAgeok-g-(PiPrOxa;-co-
PnBuOxs)-0,11 vient probablement d’une hétérogénéité dans la structure du copolymere qui
n’est pas perceptible par RMN ou SEC/MALLS. Du fait de la mauvaise homogénéisation du milieu
réactionnel au cours de I'étape de terminaison, il se peut que les greffons soient répartis de

facon hétérogene sur les HA.
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Figure D-27 Comparaison des profils rhéologiques (figure a)) et de I'évolution de I'absorbance
(figure b)) de solutions de HAggok-g-(PiPrOx2;2-co-PnBuOxs)-0,12 (courbes vertes, « bonne
homogénéisation ») et de HAggok-g-(PiPrOx,2-co-PnBuOxs)-0,11 (courbes rouges, « mauvaise
homogénéisation ») a 15 g.L'* dans le PBS au cours d’une rampe thermique (G’ : symboles

pleins; G” : symboles vides).

A l'inverse, lorsque le protocole est appliqué correctement, il est reproductible comme
on a pu le voir avec les échantillons HAggok-g-(PiPrOxi1s-co-PnBuOxs)-0,13 et HAggok-g-(PiPrOX:s-

co-PnBuOx.)-0,15.

3.4.3 Etude de la relaxation des gels
Afin d’étudier plus en détail I'aspect dynamique du comportement de nos systemes, des
mesures de balayages en fréquence de 0,01 a 10 Hz ont été effectuées a diverses températures,
a savoir inférieures a la Tians, aux alentours de la Tians €t au-dessus de la Tyans. Les résultats
obtenus avec les échantillons HAggok-(PiPrOxss-co-PnBuOx12)-0,05 (Tirans = 33,0°C & 15 g.L?) et

HAgsok-g-(PiPrOx18-co-PnBuOxs)-0,15 (Tirans = 24,7°C & 15 g.L1), deux échantillons aux propriétés
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thermosensibles intéressantes, sont présentés Figure D-28. On peut voir que dans les deux cas,
en-dessous de la Tians, G” et supérieur a G’ sur toute la gamme étudiée, ce qui indique un
comportement visqueux du systéme avec un temps de relaxation (défini comme l'inverse de la
fréquence de croisement de G’/G”’) non accessible sur le rhéogramme et donc trés rapide.
Quand la température est proche de la Tians, le matériau présente un comportement visqueux
a viscoélastique pour des fréquences supérieures a 1 Hz (la fréquence utilisée au cours de la
rampe en température). Cependant, en-dessous de cette fréquence, G”’ est supérieur a G’, ce
qui signifie que le temps de relaxation de I"’échantillon est en fait encore assez rapide avec des
valeurs aux alentours de 3 s dans les deux cas comme on peut le voir Figure D-28. Le réseau est
donc encore extrémement faible a cette température, le systeme n’est donc tres probablement
pas percolé et ne présente que des propriétés viscoélastiques sur le domaine de fréquence
étudié. Cependant, si I'on se place 5 °C au-dessus de la Tians, 0N peut observer dans les deux cas
que le temps de relaxation est supérieur a 100 s (limite basse en fréquence utilisée pour la
mesure). Le systéme est donc bien mieux structuré. Enfin, si on se place 12 °C au-dessus de la
Tirans, ON constate que les courbes de G’ et G” sont quasiment paralleles, ce qui caractérise un

comportement de gel.
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Figure D-28 Balayage en fréquence a diverses températures de solution a 15 g.L't dans le PBS

de a) HAgook-g-(PiPrOxss-co-PnBuOxi12)-0,05 (symboles pleins : G’; symboles vides : G”’) et de b)

HAgg0k-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0,15 (symboles pleins : G’; symboles vides : G”).
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Une fois de plus, on peut constater qu’il est nécessaire de choisir des composés avec des
Tians inférieures a la température ciblée pour I'application, afin que le matériau ait un
comportement de gel structuré. Notre systéeme permet de moduler la Tians. En particulier, les
composés HAgsok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0,13 et HAggok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0,15 ont la
particularité de se comporter comme des solutions visqueuses a 20 °C et comme des hydrogels
a 37 °C 4 des concentrations de 15 g.L'! ou de 10 g.L* (Annexe 3), ce qui en fait des candidats

potentiels pour des applications en tant que systémes injectables.

3.4.4 Etude de l'injectabilité du gel

Des mesures rhéologiques complémentaires ont été réalisées sur une solution de HAggok-
g-(PiPrOxis-co-PnBuOxo)-0,15 a 15 g.L'* dans le PBS afin d’évaluer I'injectabilité du systéme. Des
mesures en oscillation ont été effectuées a contrainte et fréquence constantes (0,1 Pa et 1 Hz),
au cours desquelles la température a été fixée a 20 °C pendant 5 min, avant d’étre brusquement
placée a 37 °C pour observer la vitesse a laquelle le systeme se structure. La géométrie employée
était un systeme cone-plan, qui a été privilégié au double-entrefer car elle permet d’atteindre
trés rapidement la température consigne contrairement a cette derniére. Les résultats sont

représentés Figure D-29.
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Figure D-29 Réponse d’une solution de HAggok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0,15 a 15 g.L ™ dans le
PBS a un brusque changement de température au cours de mesures oscillatoires (contrainte :

0,1 Pa; fréquence : 1 Hz).
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A 20°C, le module visqueux est largement supérieur au module élastique traduisant le
caractére visqueux d’une solution facilement injectable. Il apparait clairement sur cette figure
que la transition sol/gel du systéme lors d’un brusque écart de température (de 20°C a 37°C) est
quasi-instantanée : on voit en effet que I'allure de la courbe du G’ est trés proche de celle de la

courbe de I'évolution de la température.

Nous avons également mesuré la viscosité apparente a 37 °C de I’hydrogel formé. La
géométrie employée était un systéme plan-plan strié afin d’avoir une bonne prise sur

I’échantillon. Les résultats sont représentés Figure D-30.
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Figure D-30 Mesure de la viscosité apparente napp (contrainte contrélée) d’une solution de
HAgs0k-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxo)-0,15 a 15 g.L't dans le PBS (37 °C) a laquelle a été superposée la
courbe de viscosité complexe n* correspondante obtenue par balayage en fréquence

(symboles pleins : montée du cisaillement; symboles vides : retour du cisaillement).

La mesure a été effectuée en contrainte controlée aller et retour, afin d’évaluer la
thixoptropie du systeme a 37 °C. En observant la courbe obtenue, on pourrait avoir I'impression
dans un premier temps que le systeme est newtonien, avec une viscosité ne dépendant pas de
la vitesse de cisaillement (le léger phénoméne de rhéo-épaississement observé étant

probablement un artefact de mesure), alors que I’'on devrait plutét observer un comportement
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rhéo-fluidifiant. Cependant, au-dela d’une contrainte de 360 Pa, la viscosité apparente mesurée
commence a diminuer et la structure du gel est méme totalement brisée au-dela de 450 Pa:
I'instrument est alors contraint de travailler a sa limite en terme de vitesse de cisaillement afin
de pouvoir exercer sa contrainte consigne. La courbe retour de la viscosité apparente traduit
bien un comportement rhéo-fluidifiant. On constate de plus que cette derniéere se superpose
presque a la courbe de la variation de la viscosité complexe obtenue sur le méme échantillon
lors d’'un balayage en fréquence (avec une géométrie double-entrefer), ce qui vérifie la loi
empirique de Cox-Merz. Il est donc probable que les valeurs de viscosité obtenues initialement
lors de la montée en contrainte soient trompeuses : il a d’abord fallu que I'instrument surmonte
une contrainte seuil d’environ 450 Pa. Les valeurs obtenues sur la courbe retour sont
probablement les plus réalistes. Au final, bien que la structure du gel ait été rompue, le systeme

récupere bien sa viscosité initiale a la fin de la mesure, ce qui montre qu’il peut se restructurer.

4 Conclusion

Nous avons abordé dans ce chapitre les différentes stratégies de greffage des
polyoxazolines sur le HA qui s’offraient a nous d’apres la littérature : nous avons adopté une
approche ‘grafting to’, ou le polyoxazoline est polymérisé avant d’étre greffée sur le HA. De plus,
afin de limiter le nombre d’étape de synthese et de maximiser les rendements de réaction, nous
avons opté pour effectuer la terminaison de la chaine POx directement par la fonction acide

carboxylique du HA.

Cette stratégie a dans un premier temps été appliquée sur le polyoxazoline le plus simple,
a savoir la poly-(2-méthyl-2-oxazoline), hydrophile et non-thermosensible. Le 2-méthyl-2-
oxazoline est polymérisé dans de I'acétonitrile par polymérisation par ouverture de cycle
cationique en utilisant le méthyl-p-toluéne sulfonate comme amorceur. Aprés 24 h de réaction,
la solution est introduite dans un ballon contenant du HA sous forme de sel de
tétrabutylammonium dissout dans du DMSO a température ambiante sous forte agitation afin
d’effectuer la terminaison. Cette derniére est ensuite réalisée en plagant le milieu réactionnel
pendant 24 h a 60 °C. Le HA est ensuite reconverti sous forme de sel de sodium, précipité dans
I'acétone et purifié par dialyse et plusieurs lavages dans I'éthanol, la PMeOx étant également
insoluble dans I'acétone et n’étant pas efficacement éliminée au cours de la dialyse. Ce
protocole nous a permis d’obtenir des HA-g-PMeOx dont la pureté a pu étre constatée par SEC-

MALLS et RMN DOSY. Des chaines PMeOx de DP 29 et 47 ont pu étre greffées sur des HA de

246



Chapitre D : Elaboration d’hydrogels thermosensibles a base de HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx)

masses molaires diverses, a savoir le HAsgy, le HA1sok et le HAggor. Les degrés de substitutions
peuvent atteindre 13 % (pour un DPpyeox de 27), ce qui correspond a une teneur massique en
PMeOx au sein de I’échantillon d’environ 45 %, ce qui constitue déja une valeur élevée. Le HA
et le PMeOx étant tous les deux hydrophiles, le greffage n’a pas eu un impact déterminant sur

les propriétés physico-chimique du HA-g-PMeOx par rapport au HA de départ.

La réaction a ensuite pu étre étendue aux copolymeéres PiPrOx-co-PnBuOx dont les
propriétés thermosensibles ont été étudiées au chapitre B. Ce composé étant soluble dans
I'acétone, les lavages ont été effectués dans ce solvant plutét que dans I'éthanol. La réaction a
été appliquée avec des chaines polyoxazolines de DP 14, 27 et 50 sur les mémes HA. Elle a donné
des résultats similaires en terme de DS a ceux obtenus avec le PMeOx. On a pu observer que le
DS dépend de la longueur de la chaine polyoxazoline : plus cette derniére est longue, plus il sera
faible. Dans le cas d’'une chaine de DP 27, le DS est compris entre 10 % et 13 % dans la grande
majorité des cas. Les propriétés thermosensibles des HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) obtenus ont
ensuite été étudiées par spectroscopie UV-visible ainsi que par rhéologie. La spectroscopie UV-
visible a permis de mettre en évidence une tendance des échantillons a donner des solutions
devenant turbides par élévation de la température quand ils sont dissouts en solution aqueuse
saline. Plus le greffon est hydrophobe (pour des taux de nBuOx élevés au sein du copolymere),
plus le composé devient trouble pour des températures faibles, au point de précipiter a
I’ambiante pour des ratios de iPrOx/nBuOx de 60/40 ou moins. Par contre, 'augmentation de la
turbidité est trés limitée si le composé est dissout dans I'eau distillée, ce qui a été expliqué par
le fait que les chafnes de HA, de nature polyélectrolyte, sont étendues dans ce solvant le
caractére trouble des solutions étant probablement induit par la formation de domaines
hydrophobes issus de la déshydratation des chaines de copolymére a la température critique.
La rhéologie a permis de montrer |’évolution des propriétés viscoélastiques des échantillons lors
de I'application d’une rampe de température. Tous ont présenté le passage d’une zone de
comportement visqueux prédominant, caractérisée par un G” supérieur au G’, a une zone de
comportement élastique prédominant, ou G’ devient le module prépondérant. L’augmentation
des deux modules coincide bien avec celle de la turbidité de la solution. La température de
croisement de G’ et G”, Tuans varie selon les échantillons. Ainsi, des parameétres comme la
longueur des chaines HA et POx, la concentration massique employée ainsi que le DS peuvent
affecter cette Tuwans et les valeurs des modules obtenus. Toutefois, c’est la composition

monomérique du greffon qui permet le contréle le plus précis des propriétés de
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I’échantillon. Par exemple, dans le cas d’échantillons de HAsgok-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) (DPpox : 27),
I'augmentation de la teneur en iPrOx de 1 % entraine une variation de la Tyans de 1 °C (a

concentration fixe) sur un domaine étudié allant de 16,5 °C a 47,9 °C.

La relaxation des systémes obtenus a également été étudiée. Nous avons notamment
pu observer qu’a la Tians, le systéme est encore viscoélastique avec des temps de relaxation tres
courts (2-3 s). Cependant, si I'on expose les systémes a des températures supérieures de 12 °C
a la Tans, les courbes des modules G’ et G” sont presque paralléles et il n’est plus possible de

mesurer de temps de relaxation, nous sommes alors en présence de gels structurés.

L'injectabilité des hydrogels a également été étudiée en observant la vitesse de
I’évolution des propriétés rhéologiques du systeme lors d’'un changement brusque de la
température. Nous avons pu voir que I'échantillon, visqueux a I'ambiante (donc injectable)
subissait la transition sol/gel de fagon quasi-instantanée, ce qui est intéressant pour des

applications en injection.

Le HAsgok semble étre le précurseur le plus prometteur sur lequel travailler car il permet
d’obtenir des gels a des concentrations treés basses (solution a 1,5 % voire 1 % en masse), qui
peuvent au besoin étre ajustées a la hausse, et présente un G’ particulierement prépondérant
sur le G” a haute température (tan(6) < 0.20). Pour obtenir des Tians intéressantes, il faut utiliser
des ratios iPrOx/nBuOx de 70/30 ou moins. Enfin, les échantillons avec des greffons de DP 50
semblent plus prometteurs que ceux de DP 27 : en effet, quand bien méme ils correspondent a
des DS moindres de I'ordre de 6 % (plutot que 12 %), ils ménent comparativement a des Tirans
plus faibles pour un méme ratio iPrOx/nBuOx, leurs associations inter-chaines sont plus
importantes et ils entrainent une hausse plus modérée de la turbidité en solution saline. Pour
compléter cette étude, la biocompatibilité des matériaux et I'impact des fluides biologiques sur

leurs propriétés devraient maintenant étre étudiés.
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1 Introduction

L'objectif de ce chapitre est la fonctionnalisation du HA avec des dérivés photosensibles,
dont les propriétés comme la polarité pourront étre modifiées par irradiation lumineuse. Cette
étude est prospective, car il est difficile de prévoir a prioril'impact qu’aura un greffon de polarité
variable sur le HA. Nous voulons greffer un chromophore dont I'évolution des propriétés est
réversible, il faut ainsi éviter d’employer des groupes partant comme les o-nitrobenzoyles?. Il
existe actuellement cing catégories principales de chromophores pouvant changer de
conformation de facon réversible par action de la lumiere, ce qui affecte notamment leur
polarité : les azobenzénes, les spiropyranes, les spiroxazines, les diaryléthénes et les fulgides?.
Parmi ces dérivés, I'azobenzene est celui qui a la structure la plus simple et la moins encombrée :
il a donc été retenu pour cette étude. Sous I'action de lumiére UV a 360 nm, il peut passer de
conformation trans apolaire (la plus stable) a une conformation cis plus polaire. Le retour a la
forme trans peut s’effectuer par I'action de la chaleur ou par irradiation a 440 nm ou 254 nm3*,
La molécule d’azobenzene ne peut étre facilement greffée directement sur le HA (Figure A-34
page 66), il vaut donc mieux la doter au préalable d’un groupe fonctionnel plus facile a lier au
glycosaminoglycane. Au cours du chapitre B, nous avons abordé la fonctionnalisation d’un dérivé
commercial d’azobenzene avec une fonction amine ne se situant pas directement en position a
des cycles aromatiques, afin qu’elle puisse conserver sa nucléophilicité. Le produit obtenu, la N-
(2-aminoéthyl)-4-azoamide, était notamment soluble dans I'eau en milieu acide. Afin de le
greffer sur le HA, la méthode retenue a donc été celle du couplage au carbodiimide déja étudiée
avec la Jeffamine® M2005. La réaction s’effectue en effet en milieu aqueux a pH 4,7, ce qui est

idéal pour la dissolution de I'azobenzéne. Le schéma de la réaction est présenté Figure E-1.

OH
> i illi OH o
HO Orrio ° + NN Eau Milli-Q, EDC/NHS, 24h /(OHO How
40507\0 NH Nay Extraction avec BUOH (1x) o 0 o=/,
"o O:<CH3 " ©/ Dialyse (NaOH, HCI, NaOH, H,0) R o

R: ONa, or dnﬁ\/””
: Ny

Figure E-1 Réaction de fonctionnalisation du HA avec la N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide.

Il est bien connu que les cyclodextrines peuvent former des complexes d’inclusion avec
les azobenzénes : en particulier, I'a-cyclodextrine est sélective vis-a-vis de la conformation trans,
la cis étant exclue. Ce fait pourrait nous permettre de concevoir des hydrogels physiques basés

sur la formation de complexe d’inclusion, pouvant se former et se défaire par irradiation a une
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longueur d’onde précise®. En derniére partie de ce chapitre, nous étudierons cette possibilité en

tentant de greffer de I'a-cyclodextrine sur le HA.

2 Fonctionnalisation du HA avec un dérivé azobenzene.

La réaction a été entreprise sur le HAsg, le HAok et le HAggok avec divers ratios

d’azobenzene par rapport aux unités HA.

Protocole de greffage de la N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide sur le HA :

Le protocole sera décrit pour un ratio molaire azobenzéne/unité HA de 0,6. 500 mg de
HA (1,25 mmol) sont dissouts dans 88 mL d’eau Milli-Q pendant une nuit dans un ballon monocol.
Le pH est ajusté a 4,7, puis 200,6 mg de N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide (0,75 mmol) sont ajoutés
au milieu de réaction. La présence d’amine fait remonter le pH vers environ 9. Il faut donc a
nouveau l'ajuster a 4,7. Cette étape doit étre répétée a plusieurs reprises, car la N-(2-
aminoéthyl)-4-azoamide ne se dissout que progressivement, ce qui entraine une remontée
progressive du pH. Une fois que ce dernier s’est stabilisé, il est possible de commencer la
réaction (il se peut qu’il reste une fraction d’azobenzéne non dissoute, ce produit demeurant
délicat a entierement solubiliser en milieu aqueux). 238,85 mg de 1-Ethyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) (1,25 mmol) et 10 mg de N-hydroxysuccinimide (NHS)
sont dissouts respectivement dans 2 mL et 870 plL d’eau Milli-Q. 500 pL de la solution de NHS
(0,05 mmol) sont ensuite versés dans celle d’EDC, qui est ensuite introduite dans le milieu
réactionnel (1 mL d’eau Milli-Q est utilisé pour le ringage du récipient ayant contenu la solution
d’EDC/NHS). La réaction est laissée pendant une journée. Pour la purification, il y a deux
possibilités : le milieu réactionnel peut étre introduit dans une ampoule a décanter et étre
extrait une fois avec du n-butanol. Ceci permet d’éliminer une bonne partie des impuretés
provenant de I'azobenzéne en phase organique et facilite I'étape de dialyse appliquée a la phase
aqueuse. Cependant, la séparation des deux phases peut prendre un certain temps, notamment
quand le HAsgo (de plus forte masse molaire) est employé, ainsi que lorsque I'on augmente la
guantité de N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide employée (ratio molaire azobenzéne/unité HA de 1).
Dans ce cas, il vaut mieux passer directement a I'étape de dialyse. Cette derniere est effectuée
a 4 °C avec des membranes de seuil de rétention ajusté selon le HA de départ employé : 12-14
kDa pour le HAggok, 6-8 kDa pour le HA140¢ et 3,5 kDa pour le HAssi. La dialyse est dans un premier

temps réalisée contre une solution de soude NaOH a 0,1 M pendant 1 h avant d’étre remplacé
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par de I'eau Milli-Q, I'eau étant changée 5 fois au cours d’une premiére journée, puis 3 fois au
cours d’'une seconde afin de neutraliser au mieux le contenu des membranes (la dialyse est
effectuée a 4 °C afin de minimiser la dégradation du HA par -élimination lorsqu’il est exposé a
la soude). Au cas ou |'étape d’extraction n’aurait pas été effectuée, la N-(2-aminoéthyl)-4-
azoamide (azo) libre peut précipiter a cette étape. On répéte ensuite le procédé une premiere
fois en remplagant la solution de soude par de I'acide chlorhydrique a 0,1 M (1 h d’exposition,
puis lavages a I'eau multiples, la présence d’acide entraine cette fois la précipitation du HA-g-
azo obtenu, voir Figure E-2), puis une seconde fois en réemployant la solution de soude. Ces
étapes sont identiques a celles employées au cours du chapitre C avec le HA-g-M2005 et servent
a supprimer la présence d’EDC au sein de I’échantillon®. Ensuite, on change réguliérement I’'eau
Milli-Q jusqu’a atteindre la conductivité la plus proche possible de celle de I'eau Milli-Q. Le
composé est ensuite lyophilisé, pesé, puis conservée a -20 °C. Les rendements vont d’environ
70%  (HAssc-g-azo et HA1a-g-azo) a 80 % (HAgeok-g-azo). Les échantillons seront par la suite
nommés HAwn-g-azo-DS, ol M, est la masse molaire moyenne en nombre du HA en kg.mol* et

DS le degré de substitution.

L 4
P

&

Figure E-2 Photos de a) HA HA140-g-az0-0,28 en milieu neutre (composé en solution); b)
HA140k-g-az0-0,28 en milieu acide (précipité au fond du récipient) et c) HAss-g-azo-0,23
pendant la dialyse apreés acidification du milieu. (Merci a Huu Van LE et Koceila BOUNDAOUI

pour leurs photos)
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Dans un premier temps, les composés obtenus ont été analysés par RMN du proton
(solvant : DO + NaOD 0,125 M) (Figure E-3). On retrouve bien les pics associés au HA, a savoir
le méthyle présent dans I'unité N-acétylglucosamine a 1,92 ppm, les protons anomériques a 4,46
et 4,39 ppm, le proton en position 2 de I'unité N-acétylglucosamine a 3,90 ppm et tous les autres
entre 3,87 et 3,39 ppm. On voit de plus apparaitre des pics associés a des protons aromatiques
entre 7,93 et 7,6 ppm, qui montrent qu’il y a bien présence d’azobenzene au sein de la molécule.
De plus, la valeur de l'intégration de la zone comprise entre 3,90 ppm et 3,39 ppm est
légérement supérieure a 10, la valeur qu’elle devrait avoir s’il n’y avait que les 10 protons issus
du HA dans cette zone. Cela peut s’expliquer par la présence des protons provenant des
méthylenes de I'éthylene diamine ayant été greffée sur 'azobenzéne. Malheureusement, les
pics des protons aromatiques sont trés élargis par rapport au spectre de la N-(2-aminoéthyl)-4-
azoamide (Figure B-36) et de ce fait difficiles a attribuer, et l'incertitude sur leur valeur
d’intégration sera élevée. Dans le cas présent, la RMN n’est donc pas la meilleure méthode pour

déterminer le DS de la réaction.
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Figure E-3 Spectre RMN H du a) HAgso-g-az0-0,06 et du b) HA140k-g-az0-0,28 (D,O + NaOD
0,125 mol.L?).
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En infrarouge (Figure E-4), on retrouve les bandes caractéristiques du HA de départ a
3640-3020 cm™ (élongation O-H), 2888 cm™ (élongation C-H), 1606 cm™ (élongation
asymétriqgue du C=0 du carboxylate), 1558 cm™? (déformation N-H), 1404 cm? (élongation
symétrique du C=0 du carboxylate), 1318 cm™ (élongation du carboxylate C-O) et 1033 ¢cm*
(élongation C-OH). On constate toutefois que la bande & 1558 cm™ (déformation N-H de I'amide)
est plus prononcée au sein du HA140k-g-az0-0,11 que dans le HA140« de méme que I'épaulement
vers 1640 cm™ (élongation asymétrique du C=0 de I'amide), ce qui indique qu’il y a plus de
fonctions amide au sein de la molécule. Ceci est cohérent avec ce qui est attendu, car le greffage
de la N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide sur le HA se fera par I'établissement d’une liaison amide.

Autrement, il est difficile d’extraire plus d’informations de ce spectre qui n’est en définitive pas

aussi concluant que ceux réalisés pour les HA thermosensibles.

HA140k-g-azo-0,11
—HA140k
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'onde (cm?)

Figure E-4 Spectres infrarouges du HA140k-g-az0-0,11 et du HA40k.

Une alternative est de réaliser un dosage colorimétrique par spectrophotométrie UV-vis,
en réalisant des courbes d’étalonnage a partir du N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide (Figure E-5). Les
scans ont été réalisés en mesurant I'absorbance de solutions de N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide
de diverses concentrations massiques (0,25; 0,1; 0,05; 0,015; 0,01; 0,005 et 0,0025 g.L!) en

milieu acide (HCI 0,05 M) sans traitement UV préalable (ratio trans/cis a I'équilibre) entre 800
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nm et 200 nm (600 nm.min™%, 1 point tous les nm). Les courbes d’étalonnage ont été réalisées 3

partir des données obtenues a deux longueurs d’ondes (323 nm et 428 nm) correspondant aux

maxima d’absorption.

Absorbance
o B B N NoWw
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.

o
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Figure E-5 Courbes d’étalonnage de la concentration massique en solution aqueuse acide (HCI

0,05 M) du N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide a 323 nm et 428 nm.

On peut ensuite effectuer un scan de I'absorbance de solutions de HA-g-azo (Figure E-

6) et retrouver la concentration massique en azobenzéne de I’échantillon et, par extension, le

DS. Tout d’abord, on voit sur la Figure E-6 que I'allure des courbes de scan du HA est identique

a celle du N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide précurseur avec les mémes maxima d’absorption (230

nm, 323 nm et 428 nm). Le dosage est donc possible.

Absorbance

1,95

1,45

0,95

0,45

—HA38k-az0-0,09 0,5 g/L (MQ)

HA140k-az0-0,11 0,5 g/L (MQ)

—HA990k-az0-0,09 0,5 g/L (MQ)

N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide 0,015 g/L (HCI 0,05 M)

Figure E-6 Courbes d’absorbance de diverses solutions de HA-g-azo (0,5 g.L'?, Milli-Q) et du N-

(2-aminoéthyl)-4-azoamide (0,015 g.L, HCI 0,05 M).
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Tout d’abord, la concentration massique en azobenzéne est déterminée par la formule

suivante :

_ A323um 10,022

c _ A4z8nm+0,0255
azo — 56,393

(E1a) ou Cyypp = 3.6364 (E1b)

OU Cayo est la concentration massique en azobenzéne (g.L), Aszznm I'absorbance de I’échantillon
a 323 nm et Assnm celle de I'échantillon a 428 nm. Les valeurs numériques employées sont issues

des courbes d’étalonnage (Figure E-5).

Il est ensuite possible de déterminer le DS en utilisant la formule suivante :

C XM,
DS azo uNaHA EZ)
CHA—g—azo XMgzo—CazoX (MuHA—g—azo_MuNaHA)

Ou C, est la concentration massique en azobenzene déterminée avec la formule Ela ou Elb,
Cha-g-azo la concentration massique du HA-azo dans la solution utilisée pour le dosage, Mynana est
la masse molaire de I'unité HA sous forme de sel de sodium (401,3 g.mol ), Mz est la masse
molaire de la N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide (268,3 g.mol?) et Muuag-a20 la masse molaire de

I'unité HA sur laquelle a été greffée la N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide (629,6 g.mol?).
Démonstration de la formule E2 :

Nazo _ CazoXMymoy

On a par définition DS =

NHA-g—-azo CHA-g-azo*Mazo

OU nay est la quantité de matiére en azobenzéne, Nuag-azo Celle du HA-g-azo et Mumoy la masse

molaire moyenne de I'unité du polymeére HA-g-azo, telle que :

Mumoy = DS X MuHA—g—azo + (1= DS) X Mynana

En développant I'expression de Mymoy au sein de I'équation ci-dessus, on obtient :

DS = CazoX(DSXMpyp—qzo+(1—DS)XMyNaHA4)
CHA-azo*Mazo

En plagant le DS d’un seul c6té de cette expression, on retrouve I’équation E2.
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Les concentrations en HA-azo ont été adaptées pour le dosage afin que les valeurs
d’absorbance a 323 nm ne soient pas trop élevées. Les résultats des différentes syntheses sont

regroupés dans le Tableau E-1:

Tableau E-1 Résultats de synthése des différents HA-g-azo.

Echantillons Nazo/ Nunité HA Nepc/ Nunite Ha® DS323nm DSa28nm
HA3sg¢-g-azo-0,09 0,2 0,6 0,09 0,08
HAss¢-g-azo0-0,23 0,6 1 0,23 0,19
HA140¢-g-az0-0,11 0,2 0,6 0,11 0,10
HA140k-g-az0-0,22 0,6 1 0,22 0,22
HA140¢-g-az0-0,28 1 1 0,28 0,43
HAg90k-g-az0-0,09 0,2 0,6 0,09 0,10
HAg90k-g-azo-0,17 0,6 1 0,17 0,19
HAg90k-g-az0-0,26 1 1 0,26 0,38

@ Dans tous les cas, le ratio molaire NHS/EDC était de 0,04.

Dans les cas ou le ratio molaire azobenzéne/unité HA est inférieur a 1, on peut constater
que les degrés de substitution obtenus a 323 nm (DSs323nm) €t @ 428 nm (DSa28nm) POUr un méme
échantillon sont trés proches. Ceci est une indication que le HA-g-azo est dans le méme état
conformationnel d’équilibre que le N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide utilisé pour I'étalonnage. En
effet, 'absorbance a 323 nm augmente tandis que celle a 428 nm diminue lorsque le composé
passe en conformation trans, et inversement lorsqu’il passe en conformation cis. Si la répartition
trans/cis du HA-azo était différente de celle du N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide, les DS33nm et

DS428nm auraient été tres différents.

Par contre, on peut voir que, pour une raison difficile a expliquer, les deux échantillons
obtenus a partir d’un ratio molaire azobenzéne/unité HA de 1 présentent tous deux des DS3z3nm
et DSaz8nm différents, le DSs2snm €tant dans les deux cas largement plus élevé. Il est en effet peu
probable que I’état conformationnel des deux échantillons soit différent des autres. Les
solutions obtenues étaient légérement troubles dans ces deux cas (Figure E-2-a) et il se peut que
ca ait affecté la mesure. Le trouble des solutions est probablement d{ au fait que le HA ainsi
fonctionnalisé devient moins soluble du fait de la modification de sa balance HLB vers un
caractere plus lipophile. Par la suite, étant donné que les valeurs de I'absorbance a 428 nm
étaient faibles aux concentrations étudiées (A < 0,25), nous avons conservé la valeur de DS323nm,

dont l'incertitude était moins élevée (0,83 < A < 1,9 aux concentrations utilisées).
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On peut constater qu’avoir réalisé la réaction au sein de solutions avec des
concentrations massiques en polymere similaires quelle que soit leur masse molaire (< 5,5 g.L°
Len tenant compte du volume de HCl employé pour stabiliser le pH avant I’ajout des activateurs)
a conduit a des taux de greffages similaires. Ceci implique que le régime de concentration du HA
(dilué pour le HAsg, aux abords du C* pour le HA140« €t en régime semi-dilué enchevétré pour le
HAsgok) n’affecte que trés modérément le résultat de la réaction. Les DS que nous avons obtenus
sont élevés par rapport a la littérature concernant le greffage d’azobenzéne surle HA” ou I'acide
polyacrylique®® par I'établissement d’une fonction amide ou ils étaient plutét de I'ordre de 3-
4 %. Nous avons atteint les mémes ordres de grandeur que Rosales et coll. qui avaient greffé
une fonctionnalité azobenzéne sur le HA par la formation de liaisons esters®. Ces derniéres sont
cependant plus facilement hydrolysables que des liaisons amide, ce qui peut poser probleme au

vu de la dangerosité potentielle des azobenzénes.

Afin d’illustrer les différences visuelles dues aux différents DS des échantillons, les

dérivés HAggok-azo présentés dans le Tableau E-1 ont été regroupés Figure E-7. On constate que

la coloration jaune-orangée s’intensifie si le DS augmente.

Figure E-7 Photo des échantillons HAgso-g-az0-0,09 (gauche), HAgsok-g-az0-0,17 (milieu) et
HAgs0k-g-az0-0,26 (droite).
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3 Propriétés physico-chimiques des HA-g-azo.

3.1 Analyses SEC/MALLS/UV/VD/DRI

Les divers HA-g-azo ont été analysés par SEC-MALLS. Dans ce cas, le détecteur UV, réglé
sur 320 nm (maximum d’absorption de I'azobenzéne) s’est révélé utile afin de vérifier la
présence d’azobenzéne sur la chaine HA (Figure E-8). On peut notamment constater que la
courbe UV suit parfaitement celle de DRI dans la zone ou sort I’échantillon (de 12 a 20 mL), ce
qui confirme que I'azobenzéne est bien greffé sur le HA et que les greffons sont bien répartis sur

toutes les chaines.
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Figure E-8 Chrommatogramme du HAgsok-g-az0-0,17 (éluant : LiNO3 a 0,1 mol.L?).

Les résultats des analyses SEC-MALLS sont regroupés dans le Tableau E-2 (aucun

traitement UV n’a été réalisé sur les échantillons a ce stade) :
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Tableau E-2 Propriétés physico-chimiques des différents HA-g-azo®.

Echantillon Mn Muw b Mlw Rhw Rgw DP,
(g.mol?) (g.mol?) (mLg?l)  (nm) (nm)

HA3z« 38 000 64 000 1,68 145 11 b 95
HAzs-g-azo-0,09 39000 66 000 1,71 145 11 b 93
HAzs-g-azo-0,23 38 000 44 000 1,18 - - - 84
HA140k 140 000 210000 1,50 410 23 44 349
HA140¢-g-az0-0,11 150 000 210000 1,42 410 23 42 353
HA140k-g-az0-0,22 140000 150000 1,10 255 18 ¢ 310
HA140k-g-az0-0,28 130000 150000 1,15 290 18 ¢ 279
HAg90k 990 000 1300000 1,36 1600 68 147 2467
HAg90k-g-az0-0,09 330000 500 000 1,49 840 40 75 781
HAg90k-g-azo-0,17 290 000 370000 1,27 615 32 58 659
HAg90k-g-az0-0,26 380000 450 000 1,18 710 36 77 825

2 Masses récupérées comprises entre 54 % et 100 %.

b en dehors de la zone de détection du MALLS (la diffusion devient isotrope pour les faibles
masses).

¢ Diffusion isotrope mais mauvaise distribution des Rg lors de I'analyse.

Précision des données SEC/MALLS/VD/DRI : Mn+ 9 %; My, = 6 %; D + 10 %; [n]w = 0.5 %; Rhy +
2%; Rgut 6%

On peut observer une fois encore que les chaines de HAsg-g-azo et de HA140-g-azo sont
légerement dégradées par rapport aux HAsgc et HA140k précurseurs. Leurs parameétres physico-
chimiques des chaines (Rh, Rg, [n]) sont globalement peu affectés par la réaction. On peut
toutefois noter une légére baisse du Rh et du [n] pour les HA140-g-azo de DS supérieurs a 20 %,
tandis que leurs Rg deviennent difficilement mesurables. Ceci peut indiquer une légére tendance
des chaines a devenir plus compactes du fait de la présence de greffons hydrophobes. Par contre,
la dégradation est a nouveau plus prononcée pour les HAsqok-g-azo, ce qui rend la comparaison

de leurs grandeurs physico-chimiques plus difficile.

3.2 Etude de la transition trans—>cis

La cinétique de transition trans->cis des dérivés HA-g-azo a été étudiée par
spectrophotométrie UV-vis en suivant un protocole similaire a celui employé pour la N-(2-

aminoéthyl)-4-azoamide (voir chapitre B section 2.2.2.3). Les HA-g-azo ont été dissouts dans de
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I’eau Milli-Q (au lieu de la solution de HCl employée pour la N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide). La
concentration été ajustée de facon a obtenir une absorbance d’environ 0,9 a 323 nm en
conformation 100 % trans pour chaque échantillon, afin de travailler a la méme concentration
en azobenzéne (0,015 g.L'1+ 0,001 g.L'?), indépendamment de la concentration en HA. Les

résultats sont représentés Figure E-9.
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Figure E-9 a) Courbes de cinétiques (ordre 1) de transition trans—>cis (323 nm) obtenues pour
divers échantillons de HA-g-azo et la N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide (Caz : 0,015 g.L't 40,001
g.L'Y); b) courbes d’absorbance correspondantes des mémes échantillons en conformation
trans a 100%; c) courbes de cinétiques trans-»cis (428 nm) et d) courbes de cinétique

cis=>trans (323 nm) obtenues pour les mémes échantillons.

On peut observer que les courbes d’absorbances ont la méme allure, avec les mémes
maxima d’absorption (Figure E-9-b). Les transitions trans—>cis et cis—>trans suivent une cinétique
d’ordre 1 comme la molécule N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide (voir chapitre B, section 2.2.2.3
page 150). On constate que pour des concentrations proches en azobenzene, les mémes valeurs

de constantes de vitesses (pente des droites) sont obtenues quel que soit le HA utilisé (Figure E-
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9-b). La concentration en HA n’a pas non plus eu d’impact notable : elle allait de 0,106 g.L pour
le HAsgk-g-az0-0,23 4 0,25 g.L pour le HAzg-az0-0,08 (les HA140k-g-az0-0,28 et HAoook-g-az0-0,26
n’ayant pas fait I'objet de mesures cinétiques), ce qui signifie que nous avons travaillé en régime
dilué dans tous les cas. Le taux de greffage n’a donc pas d’impact sur les transitions trans->cis
et cis>trans. Pour la cinétique de la transition trans—>cis (réalisée en utilisant une lampe de 365
nm, 100 W, ~5,0 mW/cm?), nous avons obtenus des valeurs de constante de vitesse d’environ
0,02 s (identique au N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide). Cette valeur ne dépend pas de la longueur
d’onde utilisée, ce qui est normal (on peut constater par contre, que les courbes obtenues a 428
nm sont moins précises que celles a 323 nm, avec des coefficients de corrélation moins élevés,
du fait de la faible valeur des absorbances). Les valeurs de constantes de vitesse obtenues pour
la transition cis—>trans étaient de I'ordre de 0,04 s (identique au N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide)

(lampe de 254 nm, 4W, ~0,2 mW/cm?).

Les effets de ce changement d’une conformation trans apolaire vers une conformation
cis plus polaire sur les propriétés du HA ont été étudiés dans un premier temps par
chromatographie SEC-MALLS. Les échantillons ont été préconditionnés 10 min sous lampe UV :
254 nm, 4W, ~0,2 mW/cm? pour la conformation trans et 365 nm, 100 W, ~5,0 mW/cm? pour la
conformation cis, puis les piluliers les contenant ont été enrobés d’aluminium afin de minimiser
le retour a I'équilibre avant I'injection dans I'appareil. Sur I'’encadré de la Figure E-10, on voit
que l'intensité de la détection UV est plus forte pour I'échantillon en conformation trans par
rapport a celui en conformation cis, ce qui était attendu, le détecteur ayant été réglé sur 320
nm. Cela permet de confirmer que les échantillons n’étaient pas dans le méme état
conformationnel au moment du passage au niveau des détecteurs. On constate que les
échantillons a I'équilibre (~¥80 % en conformation trans) et en conformation trans sont plus
retenus par les colonnes comparativement a I'échantillon en conformation cis. Les masses
molaires moyennes étant similaires (Tableau E-3), cela se traduit par un décalage au niveau des
courbes de distribution des masses molaires (Figure E-10). |l convient toutefois de noter que le
phénomeéne demeure modéré et ce pour tous les échantillons étudiés. Nous n’avons notamment

pas observé de forte tendance a |'agrégation des composés en conformation trans.
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Figure E-10 Chromatogrammes du HAgqok-g-az0-0,17 en conformation trans (courbes rouges), a

I’équilibre (courbes bleues) et en conformation cis (courbes vertes) (éluant : LiNOs 0,1 mol.L?)

(encadré : traces UV en conformation trans (rouge) et en conformation cis (vert)).

Tableau E-3 Impact du changement de conformation de certains échantillons sur les grandeurs

macromoléculaires.

Echantillon Mn M b Mlw Rhw  Rgw
(g.mol?) (g.mol?) (mLg?  (nm) (nm)

HA140k-az0-0,29 eq 130 000 150000 1,15 290 18 a
HA140k-az0-0,29 trans 150 000 170000 1,12 290 20 a
HA140k-a20-0,29 cis 140 000 160000 1,15 305 19 @
HAgg0k-az0-0,17 eq 290 000 370000 1,27 615 32 58
HAggok-az0-0,17 trans 280 000 370000 1,29 620 32 55
HAgg0k-a20-0,17 cis 260 000 370000 1,44 640 32 58
HAg90k-az0-0,26 eq 380 000 450000 1,18 710 36 77
HAgs0k-az0-0,26 trans 390 000 460000 1,18 720 37 76
HAgs0k-a20-0,26 cis 410 000 520000 1,27 740 38 85

2 Diffusion isotrope mais mauvaise distribution des Rg lors de I'analyse.
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Précision des données SEC/MALLS/VD/DRI : Mnt 9 %; My, = 6 %; D + 10 %; [n]wt 0.5 %; Rhy *
2 %; Rgwt 6 %.

Les propriétés rhéologiques de solutions concentrées de HA-g-azo ont été analysées.
L’exemple présenté ici est celui du HA140c-g-az0-0,28, en solution a 50 g.L! dans le tampon PBS.
Afin de limiter la quantité de matériau a utiliser pour ce test, une géométrie cone-plan a été
utilisée pour réaliser les mesures plutét que du double-entrefer. L'échantillon a été
préconditionné afin d’étre en conformation trans ou cis avant la mesure. Les résultats sont
présentés figure E-11. Nous pouvons observer que la viscosité au cours d’'une mesure en
écoulement n’a pas varié. On peut voir par contre qu’elle est [égerement inférieure a celle d’'une
solution de HA140k équivalente, ce qui rejoint les observations réalisées en SEC-MALLS, ou une
viscosité intrinseque inférieure du HAis0k-g-azo-0,28 ainsi qu’une légere dégradation de la

chaine avaient été constatées par rapport au HA140« de départ (Tableau E-2).

100

4 e viscosité aller HA140-g-azo trans o Viscosité retour HA140-g-azo trans
] Viscosité aller HA140-g-azo cis Viscosité retour HA140-g-azo cis
R viscosité aller HA140 viscosité retour HA140
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— ] o
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Figure E-11 Viscosité du HA4ok, du HA140-g-az0-0,22 en conformation trans et cis (50 g.L?,

tampon PBS, géométrie CP).

Les fonctions azobenzene ne sont pas assez associatives pour former des hydrogels et la
transition trans—>cis n’a pas entrainé d’évolution marquée des propriétés des HA-g-azo.
Toutefois, leur capacité a former des complexes d’inclusion au sein d’a-cyclodextrine en

conformation trans uniquement est connue et a déja été étudiée®°. Si on parvenait a greffer des
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a-cyclodextrines sur le HA, il serait alors possible de former des hydrogels physiques par le biais

de complexes d’inclusion.

4 Formation de complexes d’inclusion avec des
cyclodextrines

4.1 Complexes avec des cyclodextrines libres

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques composés d’ a-glucose. Il existe
trois catégories principales, qui sont définies par le nombre d’unités glucose au sein du cycle :
les a-cyclodextrines (a-CD) (6 unités), les B-cyclodextrines (B-CD) (7 unités), et les y-
cyclodextrines (y-CD) (8 unités) (Figure E-12). Chacune comporte une cavité hydrophobe, les
fonctions alcools étant orientées vers I'extérieur. Ces cavités peuvent inclure des dérivés
apolaires. Selon la taille de la cavité par rapport a la molécule a inclure, la stoechiométrie des
complexes peut varier. Un exemple bien connu de complexe de stoechiométrie 1:1 se fait entre
la B-cyclodextrine et I'anthracénel. Les azobenzénes en conformation trans forment
généralement des complexes 1:1 avec les a-CD et les B-CD et 2:1 avec la y-CD'. Comme nous
I’avons déja mentionné au chapitre A, les azobenzénes en conformation cis n’ont aucune affinité

avec les a-CD, mais peuvent interagir avec la surface des B-CD*13,

o
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OH 0 o)
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Figure E-12 Représentation des structures de I'a-CD, la B-CD et la y-CD.

Diverses études mentionnées dans la partie bibliographie de ce manuscrit ont ainsi
utilisé les interactions entre les azobenzénes et les cyclodextrines afin de former des complexes
d’inclusion photosensibles permettant d’obtenir des systemes dont la viscosité peut étre
modifiée par irradiation lumineuse, voire conduire a une transition solution/hydrogel>®!*, Une

étude a notamment réalisé des hydrogels a partir de chaines HA fonctionnalisées avec des
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groupements azobenzenes (par le biais d’une liaison ester) et d’autres chaines HA sur lesquelles
ont été greffées des B-CD®. Ce dernier choix est surprenant, car la méme étude a également
établi que la constante d’affinité des azobenzénes pour les a-CD est plus élevée que pour les B-
CD, ce en quoi elle est soutenue par d’autres études'!. Cela vient sans doute du fait que le
greffage de la B-CD est le mieux maitrisé des trois grandes catégories de cyclodextrines. Par
ailleurs il y a bien plus de dérivés commerciaux de B-CD par rapport a I'a-CD et a la y-CD, ce qui
vient sans doute de la solubilité plus élevée de la B-CD dans la plupart des solvants organiques
ainsi que de sa faible solubilité dans I'eau qui est utile lors de la réaction visant a la

fonctionnaliser avec des groupements tosyles, préalable & de nombreuses réactions>6,

Dans un premier temps, nous avons donc cherché a déterminer les constantes d’affinité
Ka de nos HA-azo en conformation trans vis-a-vis des CD par spectrophotométrie UV-vis®1%%7,
Cette méthode repose sur l'utilisation de modeéles (Benesi-Hildebrand, Scott et Scatchard) qui
permettent de relier Ka a I’évolution de la valeur de I'absorbance de solutions d’azobenzene
induite par la présence de cyclodextrine (Tableau E-4). Pour ce faire, nous avons réalisé des scans
d’absorbance de solutions contenant a la fois du HA140c-g-az0-0,22 (concentration fixe) et de la

cyclodextrine (a ou B) a concentration croissante.

Tableau E-4 Equation des différents modéles de détermination du Ka'”®

Modele Equation
1 1 1
Benesi-Hildebrand Apps - KaxXAppsmaxX[CD] + Apbsmax (E3)

[CD]XAAbsmax _ 1
Scott dae Ka ' [CD] (E4)

Aaps
Scatchard [;Db] = —Ka X Ayps + Ka X Agpsmax (E5)

OU Anps est la variation de la valeur de I'absorbance a une longueur d’onde donnée entre
I’échantillon analysé et la solution ne contenant que le HAi-g-azo-0,22 (a la méme
concentration) et Aapsmax €St la valeur maximale de Aaps pouvant étre atteinte (toutes les

molécules invitées sont incluses dans la molécule hote).

Il convient de noter que cette méthode ne vaut pas le dosage calorimétrique isotherme
en terme de précision, mais elle était la plus facile a mettre en ceuvre avec l'instrumentation a

disposition et a permis une estimation rapide des constantes d’affinité.
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Protocole de détermination de la constante d’affinité Ka par spectrophotométrie UV-vis :

Le HAu140k-g-azo-0,22 est dissout dans I’eau Milli-Q a une concentration de 0,5 g.L 2. La
solution est placée sous lampe UV pendant 10 min, de facon a ce que les fonctions azobenzenes
soient toutes en conformation trans. 500 uL de cette solution sont ensuite mélangés avec 1500
pL d’une solution de cyclodextrine de concentration variable, le mélange étant placé dans une
cuve de quartz pour la mesure. L’acquisition est effectuée de 345 nm a 315 nm (zone proche du
maximum d’absorption a 326 nm du dérivé HA40-g-azo0-0,22) avec un point acquis tous les 0,02
nm (vitesse : 12 nm.min). Afin de minimiser les incertitudes de mesure, la cuve n’a pas été
retirée de son portoir lors du remplacement de la solution entre deux mesures. La cellule de
référence contenait de I'eau Milli-Q. Des mesures ont ensuite été effectuées sur les solutions de

cyclodextrine seules afin de réaliser les blancs.

a) b)
1,05 - 0
1] 20 ™.
4 ..
—CD:azo QON 20 ..
g%% 7 —CD:az0 36:1 :
g P ..
< D . < 60 |
809 ] CD:azo 18:1 S 60
g ] —CD:azo 9:1 -
<0,85 1 —CD:az0 4.5:1 -80 4
] CD:az0 2.25:1 \ [ oo
:azo 2. : =0, K
] -100 ]
0,8 ’ CD:azo 1:1 \
] —CD:azo 0:1 -120 ‘ ‘ ‘
0,75 0 5 10 15 20
315 320 325 )\3(3%) 335 340 345 1/C (L.mmol)

Figure E-13 a) Courbes d’absorbance de solutions de HA140-g-az0-0,22 (concentration fixe)
contenant diverses concentrations d’a-CD (les ratios molaires entre la CD et les fonctions
azobenzene sont indiqués sur la figure) et b) Courbe de Benesi-Hildebrand obtenue en utilisant
les valeurs d’absorbance de la figure a) a 326 nm (pente : 1/(Ka. Aabsmax); ordonnée : 1/

17
AAbsmax) .

Sur les courbes d’absorbance, on observe un décalage du maximum d’absorption de plus
en plus marqué au fur et a mesure de I'augmentation de la quantité de cyclodextrine présente
dans la solution (Figure E-13-a). Dans le cas de la série obtenue par mélange du HA14-g-azo-
0,22 avec I'a-CD, il est passé de 326 nm en l'absence de cyclodextrine a 333 nm (ratio
CD:azobenzene de 90:1). On devine aussi la présence d’un point isobestique vers 331 nm, qui

n’est cependant pas aussi net que ceux observés sur les courbes de cinétique de transition trans
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— cis ou cis —trans de la molécule d’azobenzéne non greffée (Figure B-37 et Figure B-38). Pour
les longueurs d’ondes inférieures a celle de ce point, on peut voir que I'absorbance diminue
lorsque I'on augmente la quantité d’a-CD. La situation est inversée au-dela de ce point (Figure

E-13-a).

Les données obtenues sont ensuite traitées en utilisant plusieurs modeles afin de
déterminer la constante d’affinité. On trouve par exemple la méthode de Benesi-Hildbrand

(Figure E-13-b), celle de Scott et celle de Scatchard (Figure E-14) (Tableau E-4).

Les différentes méthodes ont donné des valeurs similaires de Ka d’environ 2800 L.mol?,
ce qui est un résultat relativement élevé'” (Tableau E-5). On peut également constater que
changer de longueur d’onde d’étude en appliquant la méthode de Benesi-Hildebrand a 320 nm
au lieu de 326 nm afin de vérifier la reproductibilité de la méthode n’a pas fait varier le résultat

obtenu de fagon significative.

a) b)
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] - 20 | S
5 ] y=0,9323x+0,3567 . .
N R?=0,9993 . — ™01 ey y =-2732,5x - 193,59
~ 54 S -60 2 R?=0,9815
23 ] E d
g §3 b = -80 1
% S.-100 1 )
22 8 > ...,
=32 2120 |
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Figure E-14 a) Courbe de Scott et b) Courbe de Scatchard du HA140-g-az0-0,22 avec I'a-CD

obtenues en utilisant les valeurs d’absorbances a 326 nm.

Tableau E-5 Constantes d’affinités obtenues en utilisant différents modeles (avec le HA140k-g-

azo-0,22).
Cyclodextrine  Modele A(nm) Ka(L.mol?)
a-CD Benesi-Hildebrand 326 3000
Benesi-Hildebrand 320 2700
Scott 326 2800
Scatchard 326 2700 (coef. dir.); 2900 (ordonnée origine)
B-CD Benesi-Hildebrand 315 620
Scott 610
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La méme étude a été réalisée avec la B-CD. On peut constater que la B-CD a un impact
moindre sur I’évolution de I'allure de la courbe d’absorbance (Figure E-15-a): le maximum
d’absorption n’y est décalé que de 326 nm a 327 nm. Les valeurs d’absorbance a une méme
longueur d’onde varient moins, ce qui signifie que I'on se rapproche des limites en sensibilité de
I'instrument, les valeurs mesurées sont donc moins précises, et par conséquent la détermination
du Ka en utilisant les modeéles précités est elle-méme moins précise (la valeur obtenue par la
méthode de Scatchard n’a par exemple pas été reportée Tableau E-5 du fait de la mauvaise
qualité de la courbe). On obtient des valeurs d’environ 600 L.mol™? avec les modéles de Benesi-
Hildebrand et de Scott, ce qui est 4,5 fois inférieur aux valeurs obtenues avec I'a-CD. Cette

derniere est donc nettement plus adaptée pour réaliser des complexes d’inclusion.

a) b)
1
] —CD:azo 96:1
] —CD:azo 64:1
0,95 + D . .
] CD:azo 32:1 ] '. y =-18,799x - 11,616
1 CD:azo 13:1 ] R2=0,9823
g 09 1 /ﬁ CDazo6:l | @ 0 ] e
Q ]
_’8" ] CD:azo 3:1 é 70 ]
o b —
20,85
< 1 -90 1
08 1 -110 1 .
] B I e LA B a2 e e AR a
0725 — 0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00
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Figure E-15 a) Courbes d’absorbance de solutions de HA140-g-az0-0,22 (concentration fixe)
contenant diverses concentrations de B-CD (les ratios molaires entre la CD et les fonctions
azobenzene sont indiqués sur la figure) et b) Courbe de Benesi-Hildebrand obtenue en utilisant

les valeurs d’absorbances de la figure a) a 315 nm.

Il'y a toutefois un détail issu de ces mesures qui mérite d’étre noté. Nous avons travaillé
avec une concentration massique en HA140k-g-az0-0,22 de 0,125 g.L?, ce qui correspond a une
concentration en azobenzéne de 6,1 x 10° mol.L (détails en annexe 4). Si on se place & un ratio
molaire d’a-CD:azobenzéne de 1:1, en utilisant la valeur obtenue de Ka (2800 L.mol2), on a une
concentration en azobenzéne non incluse de 5,3 x 10 mol.L?, soit 87 % de la valeur initiale, ce
qui n'est pas élevé en dépit de ce que pouvait laisser présager la valeur de Ka. Dans ces
conditions de mesures, une grande majorité de la molécule d’azobenzéne n’a donc pas formé

de complexe d’inclusion. Il va donc falloir travailler a des concentrations plus élevées, ol
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I'enchevétrement et la géne stérique limiteront probablement I'efficacité du complexe

d’inclusion.

Démonstration :

[CD:azo]
[cD];x[azo];

(E6)

On a par définition Ka =

Ou [CD:azo] est la concentration en azobenzene inclus dans une cyclodextrine, [CD], la
concentration en cyclodextrine libre (n’ayant pas d’azobenzéne au sein de sa cavité) et [azo] la

concentration en azobenzéne libre (non inclus).

Pour un ratio molaire d’a-CD:azobenzéne de 1:1, on a [CD], = [azo],, ce qui permet d’écrire la

formule E6 sous la forme suivante : Ka = % De plus, on a [azo]; + [CD: azo] = [azo];
l

ou [azo]i est la concentration initiale en azobenzéne. Ceci permet d’aboutir au polyndme du

second degré suivant :

Ka[azo]? + [azo], — [azo]; = 0 (E7), qui présente un discriminant positif, et donc deux
solutions, une positive et une négative. Une valeur de concentration ne pouvant étre négative,

nous obtenons la valeur de concentration en azobenzéne libre suivante :

[azo]; =

—1+,/1+4Kalazo];
— e (E8).

En appliquant la formule E8, on peut constater que si on se place a 50 g.L"*avec un HA-
g-azo-0,22, il y aura cette fois 11 % d’azobenzéne non incluse dans une cavité de cyclodextrine
dans le cas ou la solution contiendrait une quantité stoechiométrique d’a-CD (sans tenir compte
de I'encombrement stérique) (ce taux passe a 24 % pour une concentration de 10 g.L?). Cela
signifie qu’il faudra travailler a des concentrations en HA relativement élevées pour obtenir un
taux d’inclusion suffisant. De plus, afin de former des hydrogels, il faut greffer I'a-CD sur le HA.
Il vaudrait donc mieux atteindre des taux de greffage élevés, du méme ordre de grandeur que

ceux obtenus avec I'azobenzeéne.

4.2 Fonctionnalisation du HA avec I'a-cyclodextrine

Nous avons envisagé deux stratégies de greffage : la premiére consiste au greffage direct
de 3A-Amino-3A-deoxy-(2AS,3AS)-a-cyclodextrine commerciale sur le HA en milieu aqueux par
activation des fonctions acide carboxylique du HA avec le couple EDC/NHS (figure E-16-a).

L’avantage de la réaction est qu’elle peut étre effectuée en une seule étape. Cependant, étant
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donné que la fonction amine est située sur une unité glucose de la cyclodextrine en position 3 a
la place d’une fonction alcool, 'encombrement stérique va probablement étre conséquent. Une
voie alternative a donc consisté en la fonctionnalisation d’une a-CD commerciale tosylée (la
Mono-2-0O-(p-toluenesulfonyl)-a-cyclodextrine) avec de I'éthyléne diamine, afin d’ajouter un
bras espaceur entre la fonction amine et la cyclodextrine (Figure E-16-b). Cette réaction est bien

connue et a surtout été employée avec de la B-CD tosylée?®.

Protocole de greffage de la 3A-Amino-3A-deoxy-(2AS,3AS)-a-cyclodextrine sur le HA :

Un essai a été réalisé sur 400 mg de HAggok (1 mmol d’unité HA), que I'on a fait réagir
avec 968,7 mg de 3A-Amino-3A-deoxy-(2AS,3AS)-a-cyclodextrine (M : 971,86 g.mol™ d’apreés les
spécifications du fournisseur, soit 1 mmol). Un équivalent d’EDC (191,1 mg) et 0,04 équivalents
de NHS (4,59 mg) ont été utilisés pour I'activation des fonctions acide carboxylique. Le protocole
est similaire a celui décrit pour la Jeffamine® M2005 au sein du chapitre C, section 2. Avant
I’addition de la solution d’EDC/NHS dans le milieu réactionnel contenant le HA et ’'amino-o-CD,
le pH a été ajusté a 4,7. La réaction a duré 24 h avant que le milieu réactionnel ne soit placé dans
une membrane de dialyse (seuil de rétention : 12-14 kDa). Une succession de dialyse contre
NaOH 0,1 mol.L'}, HCI 0,1 mol.L'}, NaOH 0,1 mol.L? et enfin eau Milli-Q a été réalisée. Aprés
dialyse, le produit est lyophilisé puis stocké au congélateur. Le rendement de la réaction a été

de 90 %.
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Figure E-16 a) Fonctionnalisation du HA avec la 3A-Amino-3A-deoxy-(2AS,3AS)-a-cyclodextrine
et b) synthése de la Mono-2-N-(2-aminoéthyl)-a-cyclodextrine puis fonctionnalisation du HA

avec ce dérivé.
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Figure E-17 a) Spectre RMN *H (solvant : D,0) de la 3A-Amino-3A-deoxy-(2AS,3AS)-a-
cyclodextrine (pics attribués en se basant sur la référence® et b) spectre RMN *H du HAggok-g-

a-CD-0,06 (solvant : D,O + NaOD 0,125 M).
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Le composé obtenu, dénommé HAgguk-g-(a-CD), a été analysé par RMN *H (Figure E-17-
b). On peut y observer les pics usuels du HA, mais également certains pics de I'amino-a-CD,
comme les 5 protons anomériques des unités glucose ne comportant pas de fonction amine vers
5 ppm, le proton en position 5 de 'unité glucose comprenant la fonction amine vers 4,22 ppm
et le proton en position 3 de cette méme unité vers 3,09 ppm (Figure E-17-a et Figure E-17-b,
les pics de la 3A-Amino-3A-deoxy-(2AS,3AS)-a-cyclodextrine ont pu étre attribués grace a la

référence 20).

Il existe plusieurs manieres de déterminer le DS a partir de ce spectre selon le ou les

protons venant de la cyclodextrine considérés. On peut utiliser les relations suivantes :

3

DS = lcpanom o (E9).
5 IMeHA
L—appm—
pS§ = B=eem=l o3 (1),
34 IMeHA

OU lcpanom €st la valeur de I'intégration des 5 protons anomériques de I'a-CD sortant vers 5 ppm,
Imena celle des protons du méthyle du HA sortant vers 1,9 ppm et ls.4ppm celle de I'ensemble des
pics sortant entre 3 et 4 ppm. Le DS obtenu avec la formule E9 est de 6 %, tandis qu’il passe a
12 % avec I'équation E10. L'analyse est donc ici tres imprécise. Malheureusement, les
pourcentages en carbone et en azote des unités de HA fonctionnalisées (respectivement 45 %
et 2,1 %) sont trop proches de ceux des unités de Na-HA (respectivement 41,9 % et 3,7 %) pour
permettre de déterminer le DS par analyse élémentaire. La valeur de 0,06 a été retenue car elle

a été obtenue a partir du pic le plus dégagé.

L'analyse SEC-MALLS a montré que le HAsgk-g-(a-CD)-0,06 a donné une M, de 290
kg.mol? et une My, de 410 kg.mol?, soit des valeurs dégradées par rapport au HAgsox de départ
et du méme ordre de grandeur que celles obtenues avec les HAgsok-g-azo présentés Tableau E-

2.

Un mélange stcechiométrique de HAgook-g-(a-CD)-0,06 et de HAggok-g-azo-0,17 a été
réalisé avec une concentration totale en HAgsok de 15 g.L, cependant, aucun signe visible de

formation d’hydrogel n’a été constaté.

Afin de pouvoir travailler avec des concentrations plus élevées en azobenzéne et en

cyclodextrine sans augmenter celle du HA, il faudrait augmenter le DS des HAgg-0-CD. La
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présence d’'un bras espaceur entre la fonction amine et la cyclodextrine devrait permettre de

surmonter ce probleme (Figure E-16-b).

Protocole de fonctionnalisation de la Mono-2-O-(p-toluenesulfonyl)-a-cyclodextrine avec

I’éthyléne diamine :

Le protocole est identique a celui utilisé par Liu et coll. sur la B-CD*. 1 g de Mono-2-0O-
(p-toluenesulfonyl)-a-cyclodextrine sont dissouts dans 6 mL I’éthylene diamine dans un ballon.
Apres dissolution totale, le mélange est porté a 75 °C pendant 4 h. Puis, apres refroidissement
du ballon, le produit de la réaction est précipité dans de I'acétone froid. Afin de purifier le
composé obtenu, on réalise une étape de centrifugation permettant de concentrer le composé
au culot d’un tube Falcon®, trois a cing cycles successifs de redissolution dans un mélange
méthanol/eau Milli-Q (on verse d’abord le méthanol puis on ajoute I'eau par petits incréments
jusque dissolution du produit) et précipitation dans I'acétone. Le composé obtenu est centrifugé,
rincé a I'acétone afin d’éliminer I'eau Milli-Q restante, centrifugé une nouvelle fois, laissé a

sécher une nuit avant d’étre récupéré. Le rendement était de 60 %.

Le composé obtenu a été analysé par RMN *H (Figure E-18). On retrouve tous les pics de
la Mono-2-0-(p-toluenesulfonyl)-a-cyclodextrine initiale, sans pouvoir observer de distributions
entre 2,5 et 3 ppm, ou devraient sortir les méthylénes de la diamine. On retrouve les protons
anomériques de la cyclodextrine vers 4,80 ppm, et les autres protons du cycle saccharide entre
4 et 3,36 ppm. Les fonctions hydroxyle sont visibles du fait que le solvant employé est le DMSO-
dé6 (et non le D,0). De fagon trés surprenante, on retrouve les pics aromatiques du groupement
tosyle a 7,88 et 7,45 ppm, ainsi que son méthyle a 2,43 ppm. Cela tendrait a montrer que la
réaction est un échec, cependant, il faut noter que le tosyle a une affinité pour la cavité de la
cyclodextrine et qu’il peut donc étre normal qu’il ne soit pas éliminé par la réaction'®. Une étude
a montré que I'ajout de résine échangeuse d’ion anionique (CI" ou OH’) permettait de retenir les
tosylates (chargés négativement)?!. Nous avons essayé de traiter le composé par de la résine
anionique (CI) au cours de la redissolution dans le mélange MeOH/Milli-Q du composé pendant
I’étape de purification, ce qui a effectivement permis de réduire la présence des pics
aromatiques de la cyclodextrine obtenue (Figure E-19). Cependant, le rendement s’en est
fortement ressenti, il n’était en effet plus que de 19 %. Cette méthode a donc été abandonnée

car nous pensons pouvoir éliminer le tosylate par dialyse apres le greffage de la cyclodextrine

sur le HA.
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Figure E-18 Spectres RMN *H (solvant : DMSO-d6) a) de la Mono-2-0-(p-toluenesulfonyl)-a-
cyclodextrine (pics attribués en s’aidant de la référence 21) et b) du produit de la réaction

entre la Mono-2-0O-(p-toluenesulfonyl)-a-cyclodextrine et I’éthyléne diamine).
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Figure E-19 Spectres RMN *H (solvant : DMSO-d6) du produit de la réaction entre la Mono-2-O-
(p-toluenesulfonyl)-a-cyclodextrine et I’éthyléne diamine a) sans et b) avec traitement par une

résine échangeuse d’ions (anionique, CI).
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L'analyse élémentaire a permis de mettre en évidence la présence d’atomes d’azote au
sein de la molécule formée, a hauteur de 1,8 % (2,3 % en théorie si on tient compte de la
présence du tosylate). Si on fait le rapport N/C (C : 37 % contre 45 % en théorie), on obtient un

résultat de 0,048, ce qui est trés proche du rapport théorique de 0,051.

Le composé a également été analysé par spectroscopie de masse. Les échantillons sont
séparés par chromatographie en phase liquide avant d’étre introduits dans la source d’ionisation.
L'ionisation a été effectuée par électrospray et I'analyse par temps de vol. Le spectre résultant
est représenté Figure E-20. On repere un pic a 1015,38 Da, qui correspond a une formule brute
de CssHe7N2029 qui est celle de la Mono-2-N-(2-aminoéthyl)-a-cyclodextrine. Le produit de la
réaction désiré est donc bien présent. Il est cependant accompagné de plusieurs impuretés. En
particulier, les pics a 973,32 Da et a 995,31 Da correspondent a I'a-cyclodextrine chargée avec
respectivement un H* et un adduit de Na*. Ce produit a également été repéré au sein du spectre
de masse de la Mono-2-O-(p-toluenesulfonyl)-a-cyclodextrine initiale. On retrouve également

des pics a 990,35 Da et a 1011,28 Da qui sont difficiles a attribuer si on se base sur la structure

7’
de I'a-CD.
09-Jun-2021
2106114 69 (0.410) Cm (67:69-(24:26+134:135)) 1: TOF MS ES+
1.516+003
100 1015.3828
990.3495
9733224 101 2764 1016.3702
995.3086
grd.soer 096.3161 1017.3766
975.3315 ’
o 9553511 065,348y 972-3856 [ 9833480 988.3542 I, r |...998.3196 1009.6013 ||| 1018.3888 1031.3975.1033,3691 iz
T T T T T T T T T T T T 1 T T T .
960.0 970.0 280.0 980.0 1000.0 1010.0 1020.0 1030.0

Minimum: -1.0
Max imum: 5.0 5.0 12.0
Mass Calc. Mass mDa PPM DEE i-FIT i-FIT (Norm) Formula

1015.3828 1015.3830 -0.2 -0.2 6.5 171.3 0.0 €38 HET N2 029

Figure E-20 Spectre de masse (ionisation par électrospray, analyseur a temps de vol) du
produit de la réaction entre la Mono-2-0O-(p-toluenesulfonyl)-a-cyclodextrine et I'éthylene

diamine.

Malgré la présence d’'impuretés, le produit désiré étant présent, son greffage sur le HA
a été tenté en milieu aqueux sur le HA1ok. Le protocole est le méme que pour le greffage de la
3A-Amino-3A-deoxy-(2AS,3AS)-a-cyclodextrine. Les ratios molaires ncp/Nunits Ha, Nepc/Nunits Ha et
Nenc/Nnks étaient respectivement de 0,5; 1 et de 0,04. Malheureusement, ni la RMN, ni la
SEC/MALLS (M, : 120 kg.mol?, My : 190 kg.mol?! contre respectivement 140 kg.mol? et 210

kg.mol? pour le HA140k de départ) n’ont permis de montrer que le greffage a fonctionné.
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La technique nécessite donc d’étre optimisée. En particulier, la pureté de la Mono-2-N-
(2-aminoéthyl)-a-cyclodextrine doit étre améliorée en essayant d’effectuer la synthése
tosylation au laboratoire plutét que de prendre un dérivé commercial qui n’était pas
complétement pur. La réaction de I'a-CD tosylée peut étre tentée avec une diamine plus longue

(comme I’'hexaméthyléne diamine) en solvant organique.

5 Conclusion

L'acide hyaluronique a pu étre fonctionnalisé avec la N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide, un
dérivé d’azobenzene comportant une fonction amine séparée des cycles aromatiques par un
bras espaceur. Ce dérivé est en effet soluble en solution aqueuse acide, ce qui a permis
I'utilisation du protocole visant a activer les fonctions acides carboxyliques du HA par le couple
EDC/NHS en milieu aqueux. Une gamme de taux de greffage large a pu étre atteinte en adaptant
les ratios de réactifs employés, de 9 % a 29 %, et ce quel que soit le HA de départ. Les composés
obtenus étaient photosensibles, avec la fonctionnalité azobenzéne pouvant passer de
conformation trans a conformation cis et inversement selon la longueur d’onde a laquelle elle
est irradiée. La cinétique de changement conformationnel était identique a celle de la N-(2-
aminoéthyl)-4-azoamide de départ. Les propriétés physico-chimiques des HA-g-azo obtenus
n’ont cependant pas énormément évolué du fait du greffage : une légere baisse de la viscosité
intrinseque ainsi que du rayon hydrodynamique a pu étre constatée pour un greffage supérieur

a 20 %. De plus, I’état conformationnel trans ou cis n’a montré aucun impact sur ces propriétés.

Par contre, nous avons pu montrer que les greffons azobenzéne conservaient leur
aptitude a former des complexes d’inclusion avec I'a et la B-cyclodextrine. L'a-CD a notamment
présenté la constante d’affinité la plus forte avec les HA-azo en conformation trans, avec une
valeur d’environ 2800 L.mol? déterminée par spectroscopie UV-visible. Il est bien établi qu’elle
ne peut pas former de complexe d’inclusion avec les azobenzenes en conformation cis. Nous
avons donc voulu exploiter cette propriété en greffant de I'a-CD sur le HA, afin de pouvoir
obtenir des hydrogels par formation de complexe d’inclusion entre des HA-azo et des HA-CD.
Deux stratégies reposant sur I'emploi de dérivés commerciaux ont été suivies : I'une reposant
sur le greffage direct de 3A-Amino-3A-deoxy-(2AS,3AS)-a-cyclodextrine sur le HA et I'autre sur
la fonctionnalisation de Mono-2-N-(2-aminoéthyl)-a-cyclodextrine avec de I’éthyléne diamine,
afin d’avoir un bras espaceur entre la fonction amine a greffer et la cyclodextrine, puis le greffage

du composé obtenu sur le HA. Malheureusement, faute de temps, les réactions n’ont pu étre
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optimisées et les taux de greffages ainsi que la pureté des dérivés obtenus n’étaient pas suffisant
pour permettre d’obtenir des HA-CD pouvant s’associer avec des HA-azo. Au vu de la constante
d’affinité observée, cette méthode nécessiterait en effet d’avoir des DS au moins supérieurs a
20 % que ce soit dans le cas du HA-azo et du HA-CD et de travailler a des concentrations
relativement élevées afin de favoriser la formation de complexes entre les azobenzenes et les

cyclodextrines.
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L'acide hyaluronique est un glycosaminoglycane ayant un réle structurel au sein de la
matrice extracellulaire et du liquide synovial et étant impliqué dans les procédés de prolifération
et de motilité cellulaire. Il présente donc un intérét évident pour le secteur biomédical. L’acide
hyaluronique donne des solutions aqueuses trés visqueuses mais ne permet pas |'établissement
de réticulations physiques inter-chaine indispensables pour former des hydrogels. Pourtant,
pour un grand nombre d’applications, des structures tridimensionnelles a base d’acide
hyaluronique sont de plus en plus recherchées. Si ces systéemes peuvent présenter un controle

sol/gel stimuli répondant, le potentiel devient alors encore plus important.

L'objectif de cette thése a donc visé a fonctionnaliser I'acide hyaluronique avec des
groupements thermosensibles ou photosensibles afin de lui conférer des propriétés gélifiantes
par modification de la température ou par rayonnement a des longueurs d’ondes spécifiques.
Le but était d’obtenir des hydrogels physiques stimuli sensibles et réversibles, dont les
réticulations sont de nature non-covalente. Plusieurs acides hyaluroniques, de masses molaires
différentes, ont été utilisés au cours de I’étude. La société Givaudan nous a offert 3 lots. Leurs
masses molaires moyennes en nombre respectives de 38 000 g.mol?* (HAss), 140 000 g.mol*
(HA140k) €t 990 000 g.mol™ (HAgs0k) ont été déterminées par SEC/MALLS au sein de I'équipe. Leurs
concentrations critiques de recouvrement C* ont également été obtenues par mesures
viscosimétriques. Un autre lot d’acide hyaluronique a été acquis auprés de Sigma-Aldrich : il
présentait des propriétés trés proches du HAgsok avec en particulier une M, de 1 200 000 g.mol

1 (HA12004)-

Les groupements thermosensibles étaient des polymeéres a LCST. llIs précipitent au-dela
d’'une certaine température par déshydratation (les associations polymeére-polymeére
deviennent prépondérantes par rapport aux associations polymeére-solvant). Les causes de ce
phénoméne associé a une augmentation de I'entropie demeurent encore mal connues. L'acide
hyaluronique fonctionnalisé de cette facon présentait ainsi une structure de type copolymeére
en peigne, avec des chaines latérales devenant associatives par élévation de température et

pouvant ainsi former des hydrogels physiques.

Dans un premier temps, un polyétheramine commercial bien connu de I'équipe, la
Jeffamine® M2005 (fourni gracieusement par la société Hunstman), a été greffé sur I'acide
hyaluronique. Ce composé est un copolymére bloc de polypropyléne glycol-b-polyéthylene

glycol, avec une LCST a 14 °C et qui a la particularité d’avoir une fonction amine terminale
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pouvant étre utilisée pour réaliser un greffage par voie ‘grafting to’. L’amine peut en particulier
réagir avec le groupe acide carboxylique de I'acide hyaluronique pour former une liaison amide
entre les deux polymeéres. Cette réaction peut étre réalisée en activant au préalable I'acide
carboxylique avec un agent de couplage électrophile, comme un carbodiimide, qui va constituer
un groupe partant au sein du groupe ester formé. Deux voies de synthése ont été explorées sur
cette base. Elles différaient essentiellement sur le solvant de la réaction employé, qui était soit
de I'eau Milli-Q, soit du N,N-Diméthylformamide. L’agent de couplage employé était différent
selon le solvant : en milieu aqueux, le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (il est I'un
des rares agents compatibles avec ce milieu) en conjonction avec du N-hydroxysuccinimide ont
été utilisés; en milieu organique I'anhydride propylphosphonique a été employé. La réaction
dans l'eau a été réalisée a 4 °C, afin que la Jeffamine® M2005 soit toujours soluble. Un taux de
greffage théorique d’une chaine de polyétheramine par unité de glycosaminoglycane a été ciblé,
tout en sachant que le résultat expérimental serait nettement inférieur. De nombreuses étapes
de purification ont été nécessaires afin d’éliminer a la fois I'agent de couplage ainsi que les
chaines de polyétheramines libres. Des étapes de dialyse successives en milieu basique et acide
ont permis I'élimination de I'EDC, tandis que des lavages dans 'acétone ont constitué la
méthode la plus efficace pour extraire la Jeffamine® libre du polysaccharide, la dialyse s’étant
révélée peu efficace a ce niveau. Une fois la purification achevée, les taux de greffage
(déterminés par 'H RMN) étaient compris entre 2,7 et 3,9 %, soit des valeurs relativement faibles.
L'utilisation d’'un excés de Jeffamine® M2005 a permis d’atteindre un DS de 4,5 %, ce qui reste
limité. Ces résultats sont similaires a ce qui avait déja été constaté par le groupe, méme si la
réaction est encore plus difficile a appliquer ici sur le HA que sur d’autres polysaccharides
comme le carboxyméthylpullulane. Ceci est probablement di a la structure particulierement
rigide du HA. La réaction et les étapes de dialyse ont toutes deux entrainé une dégradation des
chaines de HA de forte masse molaire (les dérivés de HA1x0k), ces derniéres étant
particulierement sensibles aux conditions basiques. Les HA de plus faibles masses (HA140k et
HAsgk) ont été plus faiblement impactés. Toutefois, ce faible taux de greffage s’est tout de méme
avéré suffisant pour obtenir des hydrogels physiques par augmentation de la température,
comme I'ont montré les mesures rhéologiques effectuées sur des solutions de HA-g-M2005. Ces
dernieres ont en effet mis en évidence le passage d’un état SOL a température ambiante a un
état GEL quand on éleve la température au-dela de 40°C. A I'état SOL, la valeur du module de

perte G” mesurée (énergie de déformation perdue) est supérieure au module de conservation
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élastique G’ (énergie de déformation stockée), ce qui est caractéristique d’une prépondérance
du caractére visqueux de I’échantillon par rapport a son caractére élastique. Dans un premier
temps, 'augmentation de la température entraine logiguement une baisse de ces deux modules.
A partir d’'un certain seuil de température, les greffons de Jeffamine® commencent a s’associer
ce qui se traduit par une augmentation du G’ et du G”. Les deux modules finissent par se croiser
a la Tirans, puis G’ devient supérieur a G”” pour atteindre un plateau, ce qui traduit le passage de
I’échantillon a un état GEL. Les Tirans des dérivés de HA1xo0k €n solution dans I'eau Milli-Q a 10 g.L°
1 étaient respectivement de 43,7 °C (HA1200k-g(enc-M2005-2,7%) et de 41,5 °C (HA1200k-g(epc)-
M2005-4,5%), soit des valeurs qui se rapprochent de 37 °C mais qui demeurent encore trop
élevées. Les dérivés de HAss et de HA140« ont donné des solutions avec des Tyans Nnettement plus
élevées, supérieures a 50 °C, malgré les concentrations ajustées a la hausse lors des mesures
rhéologiques du fait de la différence de C* des différents lots. Nous avons toutefois pu noter
que lI'amplitude de variation des modules était plus importante pour ces échantillons comparés
aux dérivés de HAiz00k, Ce qui est intéressant pour la constitution de systemes injectables. La
réaction en milieu organique avec le T3P® comme agent de couplage a d’abord nécessité de
convertir le HA sous forme de sel de tétrabutylammonium (un agent de transfert de phase) afin
de le rendre soluble en milieu organique. Cette conversion a été réalisée en deux étapes, la
premiere consistant en I'acidification du HA par le biais d’une résine échangeuse d’ions et la
seconde en la neutralisation de la forme acide obtenue par de I'hydroxyde de
tétrabutylammonium. La réussite de la conversion a été vérifiée par RMN du proton. La
SEC/MALLS a permis de montrer que cette conversion n’était pas dégradante pour le HA. La
réaction en milieu organique a permis d’atteindre des taux de greffages supérieurs, de |'ordre
de 8 %. Cependant, il s’est avéré que le T3P® pouvait induire une réticulation partielle des
chaines de HA a la maniere du trimétaphosphate de sodium. Les dérivés de HA140x et de HA1200k
fonctionnalisés de cette maniere n’étaient ainsi pas entierement solubles dans I'eau et
formaient des microgels (forte rétention a la filtration notamment). Ils demeuraient toutefois
thermosensibles, ce qui se traduisaient par une augmentation des modules G’ et G” par
élévation de la température, qui étaient multipliés par un ordre de grandeur de 8 quand on
passait de 25 °C a 60 °C. Seul le HAssk-g(r3r-M2005-8,3% a montré la présence d’une transition
d’un état SOL & un état GEL réversible a 30 g.L? dans I'’eau Milli-Q avec une Tians de 33,7 °C. Cet
échantillon (HAss) est celui sur lequel la réticulation par le T3P® était la moins probable, car il a

la chaine la plus courte parmi les lots employés.
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Afin de mieux pouvoir ajuster les propriétés thermosensibles de nos copolymeéres en
peigne a base de HA, il a été décidé de le fonctionnaliser avec des copolyméres de polyoxazolines
thermosensibles synthétisés au laboratoire, dont nous pouvons ajuster la T¢, en fonction de sa
composition monomérique. Cette famille de polymeére est en outre de plus en plus étudiée en
vue de remplacer les polyéthers de glycol, dont I'innocuité est remise en cause et qui sont
obtenus a partir d’époxydes toxiques. Nous avons dans un premier temps cherché a établir et
valider un protocole de greffage original en une seule étape en utilisant la poly(2-méthyl-2-
oxazoline), non thermosensible, mais présentant la structure la plus simple au sein des
polyoxazolines. La stratégie retenue consistait a effectuer le greffage au cours d’'une synthese
‘one-pot’ ou la chalne de PMeOx formée serait directement terminée par la fonction acide
carboxyliqgue du HA, ce qui aboutirait a la formation d’une liaison ester. Si cette derniére est
moins stable qu’une liaison amide, le grand avantage de cette réaction est qu’elle permet de
supprimer une étape de synthese, a savoir la terminaison de la chaine PMeOx avec une fonction
amine qui se serait accompagnée d’une étape de purification supplémentaire qui aurait été
délicate du fait des faibles DPs ciblés (DP : 15, 30 ou 50). La polymérisation du PMeOx a été
effectuée a 70 °C dans I'acétonitrile, le p-méthyltoluéne sulfonate étant utilisé comme amorceur.
Une fois le monomére entiérement consommeé aprés une journée de réaction, le contenu du
ballon a été introduit dans une solution de TBA-HA dans le DMSO, et la réaction a été effectuée
pendant une journée a 60 °C. Le HA a ensuite été reconverti sous forme de sel de sodium par
addition d’une solution de NaCl dans le milieu réactionnel, puis a été précipité dans I'acétone et
purifié par dialyse. A ce stade, la SEC/MALLS a montré qu’il y avait encore du PMeOx libre en
grande quantité au sein de I’échantillon. L’acétone s’est en effet révélé étre un mauvais solvant
pour ce polymere et la dialyse a de nouveau été inefficace pour éliminer les chaines libres malgré
I’emploi de membranes de porosité appropriée a priori. Des lavages successifs dans I’éthanol
ont permis d’extraire totalement le PMeOx libre du HA fonctionnalisé comme I'ont montré les
mesures SEC/MALLS et DOSY. L'efficacité de la réaction était d’environ 10 % pour un greffon de
DPpox de 29 lorsqu’un taux de greffage théorique de 100 % était ciblé quel que soit le lot de HA
employé, ce qui était supérieur a ce qui avait été obtenu avec la Jeffamine® (de DP 35). Cette
efficacité a été divisée par 2 pour des PMeOx de DP 47. Malgré I'absence de traitement en milieu
basique, les dérivés de HA de forte masse molaire (HAgs0k) ONt a nouveau été dégradés comme
I’'ont montré les mesures SEC/MALLS. Ceux de HAuwok ne I'ont été que légerement tandis que le

HAssk n’a quasiment pas été affecté par la réaction. Les propriétés physico-chimiques des HAzg-
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g-PMeOx et de HAi-g-PMeOx ont peu varié, tandis que les HAgsok-g-PMeOx ont vu leur
viscosité intrinséque ainsi que leurs rayons hydrodynamique et de giration diminuer du fait de
la dégradation du squelette HA. Au final, la méthode s’est révélée suffisamment efficace pour

envisager de I'étendre aux polyoxazolines thermosensibles et a fait I'objet d’un article.

Le systeme thermosensible retenu était un copolymere de 2-isopropyl-2-oxazoline et de
2-n-butyl-2-oxazoline. Le PiPrOx présente un point trouble dans I'eau supérieur a 40 °C tandis
que le PnBuOx est non hydrosoluble. Une étude de la variation du point trouble des copolyméres
(de DP : 30) a été effectuée en faisant varier le ratio entre les deux monomeres. Elle a mis en
évidence que la T, pouvait aisément étre ajustée de cette facon, avec des valeurs pour des
solutions a 10 g.L'' comprises entre 11 °C (ratio iPrOx/nBuOx de 50/50) et 30 °C (ratio
iPrOx/nBuOx de 87/13). Si cette T, était affectée par la concentration du copolymeére, la
présence ou non de sel lyotrope n’a eu aucun impact sur sa valeur. Les PiPrOx-co-PnBuOx ont
ensuite été greffés sur le HA en utilisant le méme protocole que pour le PMeOx. La réaction a
présenté une efficacité similaire avec des taux de greffage d’environ 11 % pour un taux de
greffage théorique de 100 %. Les HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx) obtenus présentaient bien des
propriétés thermosensibles : leur point trouble en solution saline a été mesuré par
spectroscopie UV-visible tandis que leur transition SOL-GEL a été évaluée par rhéologie. L'étude
a porté sur des solutions dans le PBS de concentrations respectives de 15 g.L, 10 g.L et 5g.L?
(HAs90k-g-(PiPrOx-co-PnBuOx)) ou de 50 g.L! (HA140k-g-(PiPrOx-co-PnBuOx), HAssk-g-(PiPrOx-co-
PnBuOx)). Il y a eu une bonne corrélation entre la température a partir de laquelle la solution
commengait a se troubler (augmentation de I'absorbance) et celle ou les deux modules G’ et G”
commencgaient a augmenter. Au contraire des polyoxazolines libres, la présence ou non de sel
lyotrope a eu un impact important sur I’évolution de la turbidité des échantillons : le HAggok-g-
(PiPrOx1s-co-PnBuOx12)-0,12 présentait un point trouble particulierement marqué dans le PBS,
similaire a celui obtenu avec le copolymeére libre, tandis que son absorbance a a peine augmenté
avec la température quand il était dissout dans I'’eau Milli-Q. Ce résultat s’explique en partie par
la compétition entre les associations des groupes thermosensibles et les répulsions
électrostatiques au sein du squelette HA, effectives en absence de force ionique. De méme, la
ou tous les PiPrOx-co-PnBuOx étudiés présentaient des profils d’absorbance indépendants de
leur composition monomérique en fonction de la température pour une méme concentration
(eau Milli-Q ou milieu salin NaCl 0,15 mol.L?), 'augmentation du taux d’iPrOx au sein du greffon

(et donc de I’hydrophilie de ce dernier) s’accompagnait d’'une baisse de I'augmentation de
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I'absorbance dans le PBS, qui semble donc ici principalement provoquée par les interactions
hydrophobes du PnBuOx. Pour ce qui est des propriétés rhéologiques des échantillons, plusieurs
parametres ont été comparés comme le ratio iPrOx/nBuOx au sein du greffon, le DSpox, Le DPpox
ou la masse molaire du HA de départ. La variation du ratio iPrOx/nBuOx au sein du greffon a
permis un trés bon controle de la Tians (pour des échantillons de composition autrement
similaire) : cette derniere augmente d’environ 1 °C lorsque la teneur en iPrOx du greffon est
accrue de 1 %. L’augmentation du DPpox et du DSpox conduisent toutes deux a une diminution de
la Twans du fait du renforcement des associations entre greffons qui en résulte. La longueur du
squelette HA impacte fortement la C* de I’échantillon, ce qui implique qu’il faut employer des
concentrations plus élevées avec les dérivés de HA140k et de HAssk. Il est donc plus difficile de
comparer les échantillons sur cette base, cependant, on peut constater que pour un méme
greffon, plus le HA a une M, élevée, plus la Tians va diminuer. Les temps de relaxation des
hydrogels ont été mesurés par balayage en fréquence a diverses températures. On constate
gu’ils sont en fait trés courts, environ 2-3 s, lorsqu’on se place a proximité de la Tirans. Si On se
place 5 °C au-dessus de la Twans, ONn constate que le temps de relaxation augmente tres
sensiblement (environ 100 s). Puis, il n’est plus possible de le mesurer a 12 °C au-dessus de la
Tians, OU I'On peut observer des modules G’ et G” quasi indépendants de la fréquence:
I’échantillon présente alors toutes les caractéristiques d’un gel. Le seuil de percolation est donc
atteint bien apres Tians. Nous avons enfin pu constater que la transition thermique de
I’échantillon était quasi-instantanée, ce qui est utile pour des applications en tant que systéeme
injectable. L’étude a donc permis de déterminer qu’il est important de cibler une Tirans inférieure
d’au moins 12 °C a celle ou I’hydrogel sera employé en ajustant la composition monomérique
du greffon. Les PiPrOx-co-PnBuOx de DP 50 sont plus intéressants que ceux de DP 27 car ils
permettent I'obtention de Tians moindres malgré des taux de greffage plus faibles et ils
contribuent moins a I'augmentation de la turbidité de I'’échantillon. Par la suite, il peut étre utile

d’essayer la réaction sur des greffons encore plus longs, de DP 70 par exemple.

Dans un cadre plus prospectif, nous avons également recherché le contréle
photosensible de la transition sol/gel. Notre choix s’est porté sur le greffage d’un groupe
chromophore a base d’azobenzéne, pouvant passer de conformation trans apolaire a une
conformation cis relativement plus polaire et inversement par irradiation UV-visible a des
longueurs d’onde spécifiques (365 nm pour la transition trans—>cis et 254 nm pour la transition

inverse). Il a fallu sélectionner, puis modifier un dérivé commercial d’azobenzene avant de
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pouvoir envisager de fonctionnaliser le HA. La chimie envisagée reste classique avec la formation
d’un lien amide entre le polymeére et le greffon. Pour cela un dérivé de chlorure de 4-
(Phénylazo)benzoyle a ainsi été modifié en N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide par réaction avec de
I’éthyléne diamine. La présence d’une fonction amine dont le doublet non-liant ne peut étre
délocalisé sur le cycle azobenzene a permis d’envisager le greffage du N-(2-aminoéthyl)-4-
azoamide sur le HA en milieu aqueux, par la formation d’une liaison amide promue par
I'utilisation de 'EDC et du NHS comme agents de couplage. Le N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide est
en effet soluble en milieu acide, car sa fonction amine y est protonée, ce qui est compatible avec
cette réaction effectuée a pH 4,7. Divers taux de greffages ont été ciblés. Au final, le DS a pu étre
modulé de 10 % a 30 % de facon indépendante du lot de HA employé. Ces valeurs de DS ont été
obtenues par dosage UV-visible (étalonnage a partir du N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide), cette
méthode s’étant révélée bien plus efficace que par RMN pour laquelle les spectres obtenus
n’étaiet pas exploitables. Le greffage a pu étre confirmé par mesure SEC/MALLS, avec une
réponse nette en détection UV sur le profil d’élution du polymére. Les cinétiques de transtions
trans-»cis et cis>trans du N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide et des dérivés de HA (étudiées par
spectroscopie UV-visible), étaient toutes du premier ordre avec des constantes de vitesse de
0,02 s* (trans—>cis) et de 0,04 s™* (cis—>trans). Les HA-azobenzéne obtenus devenaient insolubles
en milieu acide en raison de I'amphiphilie apportée par les groupes azo et de I'extinction des
répulsions électrostatiques du HA par la protonation des fonctions acide. Autrement, leurs
propriétés physico-chimiques n’ont pas été fortement impactées. Afin de pouvoir obtenir des
hydrogels photosensibles a partir de ces composés, on peut envisager des complexes d’inclusion
entre les azobenzénes et un site hote, en I'occurrence I'a-cyclodextrine, ces derniers ne pouvant
se former uniquement quand I'azobenzéne est en conformation trans. Apres avoir déterminé
une constante d’affinité d’environ 2800 L.mol! entre les HA-g-azobenzéne et les a-
cyclodextrines, nous avons tenté de greffer de I’a-cyclodextrine sur du HA. Si le greffage de la -
cyclodextrine (moins adaptée pour l'inclusion des azobenzénes) sur le HA est maitrisé dans la
littérature, le greffage de I'a-cyclodextrine est beaucoup moins connu. Deux voies ont été
tentées : la premiére visait a directement fonctionnaliser le HA avec de la 3A-Amino-3A-deoxy-
(2AS,3AS)-a-cyclodextrine et la seconde a faire réagir au préalable de la Mono-2-O-(p-
toluenesulfonyl)-a-cyclodextrine avec de I'éthyléne diamine avant de la greffer sur le HA.
Malheureusement, dans les deux cas, les DS obtenus ont été trop faibles pour pouvoir obtenir

des hydrogels. La constante d’affinité déterminée au préalable implique en effet de travailler a
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des concentrations relativement élevées en HA (environ 100 g.L!) avec des taux de
fonctionnalisation d’au moins 20 % a la fois en azobenzéne et en cyclodextrine pour obtenir un
taux de formation de complexe de 89 % au plus (il peut étre réduit par la géne stérique entre
groupement cyclodextrine sur la chaine HA). Le greffage de I'a-cyclodextrine sur le HA doit donc

étre amélioré de fagon significative.

Pour conclure, les dérivés de HA les plus prometteurs obtenus au cours de cette thése
pour des applications comme hydrogels physiques sont les HA-g-(PiPrOx-co-PnBuOx), dont la
cytocompatibilité doit dorénavant étre évaluée. La poursuite de I'étude s’oriente vers des
applications médicales, notamment une utilisation de ces gels thermosensibles dans des
systémes injectables thermogélifiants in situ au sein des cavités d’exérése du glioblastome dans
un contexte théranostique (Projet Réseau Normand Innovant (RIN) Neuro-Onco-Chim 2021-

2024).
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Annexe 1 : Estimation du DS des HA-g-PMeOx impurs

Nous avons vu au chapitre D, section 2.3.3, page 198 qu’il est possible de déterminer la
quantité de PMeOx libre contenue dans un échantillon de HA-g-PMeOx a partir de son
chromatogramme obtenu en SEC/MALLS. Il devient alors possible de déduire de ces analyses le
degré de subtitution de PMeOx greffé sur le HA. Pour cela, il faut d’abord estimer la fraction
massique totale (greffé et libre) du PMeOx au sein du copolymeére a partir des résultats RMN des

échantillons avant optimisation de la purification :

MnppreoxXDSexp
m% - x 100 (A1)
PMeOxtot DSexpX (MnPMer+MuHA_MH)+(1_DSexp)XMuNaHA

OU m%pmeoxtot €St la fraction massique de PMeOx greffé et libre dans I’échantillon de HA-g-
PMeOx analysé, DSexp est le degré de substitution obtenu par RMN avec I’équation D2, Myua la
masse molaire de 'unité disaccharide du HA sous forme acide (379,3 g.mol?), My celle de
I'hydrogéne (1 g.mol?), Munana celle de I'unité disaccharide du HA sous forme de sel de sodium
(401,3 g.mol ™) et Mupmeox la masse molaire moyenne en nombre du PMeOx, déterminée a partir

des résultats RMN avant la terminaison (Figure D-4) a partir de la relation suivante (D4):

Mypmeox = Mmeox X DPppyeox + (Mcuz + Moy) (A12)

OU Mueox est la masse molaire du MeOx (85,1 g.mol?), Mcys celle du groupe méthyle a
I’extrémité a de la chaine PMeOx (15 g.mol™), Mo celle de la fonction hydroxyle a I’extrémité w
de ce méme polymére (17 g.mol?) et DPpymeox le degré de polymérisation de la chaine (Equation

B20 page 135).

Une fois que I'on connait les fractions massiques totale et libre du PMeOx au sein de
I’échantillon, il devient possible de calculer la fraction massique greffée avec la relation

suivante (D5):

mMm%pmeoxtot—M%PMe0Oxlibre
PMeOxréel (100%—m%pmeoxiibre)

OU m%pmeoxreel €St 1a fraction massique de PMeOx greffé au sein du HA-g-PMeOx, m%pmeoxtot 12
fraction massique de PMeOx greffé et libre (équation D3) et m%pmeoxiibre 1a fraction massique de
PMeOx libre au sein de I'échantillon analysé (déterminé par le détecteur DRI). Le terme du

numérateur sert a déterminer le pourcentage massique du PMeOx greffé au sein de I’échantillon
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total (HA-g-PMeOx + PMeOx libre) et celui du dénominateur correspond au pourcentage

massique de HA-g-PMeOx au sein de I'échantillon total (HA-g-PMeOx + PMeOx libre).

Il est ainsi possible de remonter au DS réel attendu (DSrceiatt) de I’échantillon avec la

relation suivante (D3), qui est une adaptation de I'équation A;1 :

m%pymeoxrsel*MuNaHA
M%ppmeoxréel (MUNaHA— MNpMeox—MUpA+Mp)+100X MNppeox

DSyeetatt = (D3)
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Annexe 2 : RMN 2D du HA-g-PMeOx

Au cours du chapitre D, nous avons vu comment la spectroscopie RMN de diffusion DOSY,
une méthode de RMN 2D, appliquée aux HA-g-PMeOx, permettait de confirmer que le PMeOx
était bien greffé sur le HA par la présence d’une seule distribution de polymére et donc d’un seul
coefficient de diffusion pour toute la structure. La mesure a été réalisée avec un spectromeétre
Bruker Avance Il 600 MHz au sein de I'’équipe de Hassan Oulyadi (COBRA, équipe analyse et
modélisation). D’autres mesures de RMN 2D ont été réalisées sur cet instrument afin d’affiner
la caractérisation du copolymere. Nous avons ainsi réalisé des spectres RMN 2D de type HSQC
(‘heteronuclear single quantum coherence spectroscopy’) (Figure A2-1) ainsi que COSY (Figure
A2-2) (‘correlated spectroscopy’) afin de vérifier si le méthylene du PMeOx relié au HA a
I'extrémité w était visible.
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Figure A2-1 Spectre RMN 2D HSQC avec gradient écho/antiécho du HA140-g-PMeOx25-0,13 (600
MHz, D,0, 290 K) (bleu : CH, CHs; rouge : CH,).
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Figure A2-2 Spectre RMN 2D COSY (600 MHz, D,0, 290 K) du HA140k-g-PMeOx25-0,13 (gauche)
et du HAy40k (droite).

La HSQC vise a corréler les protons avec les hétéroatomes (**C dans notre cas) auxquels
ils sont directement liés par une liaison covalente. Quant a la COSY, elle sert a identifier les
couplages entre les différents protons sur un spectre 2D 'H-'H. Les couplages en HSQC
permettent d’attribuer les pics des protons du cycle saccharide avec plus de précision en se
servant des déplacements chimiques des carbones associés a I'aide de tables (ex : le 6 du Cy en
a d’un amide est de 54 ppm) et de la littérature®. Le gradient écho-antiécho permet de distinguer
les méthylénes (pics du spectre 1D vers le haut) des méthyles et CH (pics du spectre 1D vers le
bas). Par contre, aucune distribution supplémentaire pouvant correspondre a un méthylene
terminal en w n’a pu étre observée. Il devrait en effet apparaitre comme un triplet vers 4,2-4,1
ppm (méthyléne en a de I'oxygene d’une fonction ester), mais le signal est probablement trop
élargi et de trop faible intensité par rapport aux protons présents sur les unités de répétition
pour étre visible (Figure A2-1). La RMN COSY révele par contre deux pics a 4,2 ppm et 4,1 ppm
qui sont couplés a des protons du squelette polymére a 3,25 ppm et 3,7 ppm et pourraient
correspondre au méthyléne terminal (Figure A2-2). Les deux protons ne seraient donc pas
équivalents, ce qui est également le cas pour ceux du méthyléene en C¢ du HA (Figure A2-1). Cela

serait une explication complémentaire sur le fait qu’ils soient compliqués a repérer.
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Annexe 3 : Balayage en fréquence du HAggok-g-(PiPrOx-

La

co-PnBuOx)-0,15 a 10 g.L! dans le PBS

Figure A3-1 est donné en complément de la Figure D-28 (page 234) afin de monter

que le temps de ralaxation (intersection G’/G”’) du HAggok-g-(PiPrOx-co-PnBuOx)-0,15 (Tirans :

24,7 °C) en solution dans le PBS & 10 g.L! n’est pas mesurable non plus a 37 °C, tout comme on

n’avait pu I'observer avec la solution a 15 g.L™.
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Figure A3-1 Balayage en fréquence d’une solution de HAggok-g-(PiPrOxis-co-PnBuOxs)-0,15 a 10

g.Lr dans le PBS (G’ : symboles pleins; G” : symboles vides) (Stress : 0,1 Pa).
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Annexe 4 : Détail du calcul de la concentration molaire
en azobenzene d’une solution de HA-g-azo

Cette annexe donne le détail du calcul de la concentration molaire en azobenzéne d’une
solution de HA140-g-az0-0,22 de concentration massique de 0,125 g.L (voir chapitre E, section

4.1, page 266).

On détermine d’abord la masse molaire moyenne Mymoy de I'unité du HA140¢-g-azo-0,22

a partir de la formule suivante :
Mumoy = DS X MuHA—g—azo + (1= DS) X Mynana

Ou DS est le taux de greffage d’azobenzéne sur le HA (0,22) Muna-g-azo €St la masse molaire de
I'unité HA sur laquelle a été greffée la N-(2-aminoéthyl)-4-azoamide (629,6 g.mol?) et Munara
celle de I'unité HA sous forme de sel de sodium (401,3 g.mol2). On obtient une valeur de 451,9

g.mol™.

On peut alors calculer la concentration molaire de HAi40k-g-azo-0,22 et en déduire celle en

azobenzene en utilisant la formule suivante :

_ CmassHA—g—azo X DS

C =
azo
Mymoy

Ou Cyy est la concentration molaire en azobenzene et Crassha-g-az0 €5t 1a concentration massique

en HA-g-azo (0,125 g.L%). On obtient un résultat de 6,1 x 10° mol.L™.
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Hydrogels adaptatifs stimuli-sensibles (température et lumiére) a base
d’acide hyaluronique

Résumé

Les hydrogels sont des matériaux mous constitués d’un réseau de polymeéres hydrophiles
réticulés capables d’absorber et de retenir un volume important d’eau. lls trouvent de nombreuses
applications dans le domaine biomédical, ce qui nécessite I'emploi de matériaux biocompatibles. Dans
cette optique, I'acide hyaluronique (HA), un glycosaminoglycane de la matrice extracellulaire, est un
candidat prometteur du fait de sa biocompatibilité et de la présence de nombreux groupes fonctionnels
sur son unité disaccharide permettant de le réticuler pour obtenir des hydrogels. Ce manuscrit porte donc
sur sa fonctionnalisation par des groupements stimuli-sensibles afin de lui permettre de former des
hydrogels physiques en modifiant son environnement physico-chimique. Dans un premier temps, des
hydrogels thermosensibles seront obtenus par le greffage de polymeére a LCST. La fonctionnalisation sera
réalisée dans un premier temps avec un polyétheramine commercial, la Jeffamine® M2005, qui a permis
I'obtention de dérivés capables de former des hydrogels par élévation de la température, comme l'ont
montré des mesures rhéologiques. Cependant, les transitions obtenues ont été observées a des
températures plus élevées que 37 °C. Par la suite, un copolymeére de Poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-co-
Poly(2-n-butyl-2-oxazoline), synthétisé au laboratoire a été greffé sur I'acide hyaluronique selon une
stratégie « one-pot ». L’ajustement possible de la composition du greffon a permis d’obtenir un meilleur
controle des propriétés thermosensibles des hydrogels, avec une transition pouvant étre inférieure a 37 °C.
Finalement, une fonctionnalité azobenzéne photosensible sera greffée sur I'acide hyaluronique. Elle peut
passer d’une conformation trans apolaire a une conformation cis légérement polaire et inversement par
irradiation UV-visible a des longueurs d’ondes spécifiques. Leur inclusion sélective au sein des cavités d’a-
cyclodextrine (a-CD), uniquement possible en conformation trans sera étudiée, ainsi que la possibilité de
former des hydrogels en mélangeant les HA-azobenzene avec du HA fonctionnalisé avec de I'a-CD.

Mots clés : hydrogels physiques, acide hyaluronique, Jeffamine® M2005, polyoxazolines, azobenzéne

Abstract

Hydrogels are soft materials made of a cross-linked hydrophilic polymer able to swell and to
absorb a large amount of water. They are particularly applied in the biomedical field, which requires the
use of biocompatible materials. Hyaluronic acid (HA), a glycosaminoglycan from the extracellular matrix,
is a promising choice because of its biocompatibility and its numerous functional groups, which allow its
cross-linking in order to obtain a hydrogel. This manuscript will therefore deal with its functionalization
with stimuli-responsive moieties to achieve physical hydrogels by modifying its physico-chemical
environment. Firstly, thermo-responsive hydrogels will be obtained by grafting polymers displaying a LCST
onto hyaluronic acid. It will be realised first with a commercial polyetheramine, Jeffamine® M2005, which
resulted in derivatives able to undergo a transition towards a hydrogel by raising the temperature, as
evidenced by rheological measurements. However, the transitions were taking place above 37 °C.
Therefore, the grafting of a Poly(2-isopropyl-2-oxazoline)-co-Poly(2-n-butyl-2-oxazoline) synthesized in
the lab was attempted through a one-pot reaction scheme. The tuning of the monomeric composition of
the graft allowed a much better control of the hydrogel’s thermo-responsiveness, with transitions below
37 °Cbecoming achievable. Finally, a photo-responsive azobenzene moiety was also grafted on hyaluronic
acid. Azobenzenes are able to shift from trans to cis conformation through exposure to UV-visible light of
specific wavelengths. Their selective inclusion within a-cyclodextrin (a-CD), only possible with the trans
conformation, will be evaluated as well as the possibility to design photo-responsive hydrogels by mixing
HA-azobenzene with HA functionalized with a-CD.

Keywords: physical hydrogels, hyaluronic acid, Jeffamine® M2005, polyoxazolines, azobenzene



