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Résumé :

Les cellules dans l'organisme subissent des forces mécaniques, exercées par leur
environnement, qui sont a 1’origine de certains processus cellulaires. Ainsi, I’étude des relations
étroites qui lient comportements cellulaires et contraintes mécaniques est aujourd’hui au cceur
de la compréhension de nombreux phénomeénes biologiques.

Les travaux présentés dans ce manuscrit portent sur la conception et 1’étude d’hydrogels photo-
stimulables pouvant appliquer des contraintes sur des échantillons de tissus biologiques. Ces
gels sont formés a partir de trois briques de construction, un polymére porteur d’un azobenzene
tétrafluoré sensible a la lumiére visible, un dérivé de B-cyclodextrine et un polymeére portant
plusieurs fonctions mercapto. Ces briques sont liées par deux types de réseaux, un chimique et
un physique. Le réseau chimique est formé par addition de Michael entre les thiols et les
maléimides, portés par le polymere et le dérivé de cyclodextrine. Il permet au gel de posséder
des propriétés mécaniques similaires a celles de I’environnement des cellules. Le réseau
physique a pour rdle d’assurer le caractére photo-stimulable du matériau final par
I’intermédiaire d’un complexe photo-sensible engageant I’azobenzéne tétrafluoré et la B-
cyclodextrine.

Le travail s’articule en trois parties. La premiére concerne le choix de I’azobenzéne stimulable
dans le visible et la caractérisation de ses propriétés et de sa complexation avec la B-
cyclodextrine, en fonction de son état d’isomérisation. La deuxieme partie expose la synthése
des gels a partir des briques de construction et son optimisation, en faisant appel aux plans
d’expériences. Les propriétés mécaniques de ces hydrogels et leur réponse a la lumiere sont
mesurées par microscopie a force atomique et par des essais de compression. La troisiéme partie
décrit ’utilisation de ces gels en présence d’échantillons biologiques, mettant ainsi en lumiére
ses applications possibles en tant que support de culture cellulaire ou tissulaire.

Ces travaux ont été réalisés dans le cadre du projet Gellight financé par I’ Agence Nationale de

la Recherche (ANR).

Mots clés : hydrogel — photo-stimulable — azobenzéne — B-cyclodextrine — complexe hote/invité

— contrainte mécanique



Abstract:

In biological environment, cells are interacting with their surroundings, the properties of which
strongly influence cells behaviour. Nowadays, studying the relationship between mechanical
stress and cell fate is the key to understand many biological phenomena.

The objective of the presented work is the design of a photosensitive hydrogel which could be
used as a display to study biological samples upon mechanical constraints. The hydrogels are
made of three building blocks, a tetrafluoro-azobenzene-bearing polymer, sensitive to visible
light, a B-cyclodextrin derivative and a thiol-bearing polymer. They are composed of one
chemical network and one physical network. The chemical network is yielded by thiol-
maleimide Michael addition using maleimide groups grafted on the polymer and on the f3-
cyclodextrin derivative. It gives the gel mechanical properties closed to the ones of cell
environment. The physical network gives photo-responsive properties to the hydrogel, using
the photoswitchable tetrafluoro-azobenzene/ B-cyclodextrin complex.

This work is structured in three main parts. First part focuses on the characterization of two
visible-responsive azobenzenes and their inclusion complexes with B-cyclodextrin. The second
part deals with the synthesis of the hydrogels from building blocks and the optimization of the
formulation using design of experiment. Mechanical and photochemical properties of the
hydrogels are assessed by atomic force microscopy and compression testing. The last part
describes the use of the hydrogels with biological samples, shading light on their applications
as supports for cellular or tissular culture.

This work has been executed in the framework of the Gellight project financed by the national

Agency of Research (ANR).

Keywords: hydrogel — photoresponsive — azobenzene — -cyclodextrin — host/guest complex —

mechanical stress
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Introduction Générale

Les hydrogels sont définis comme des réseaux polymeres gonflés d’eau. Leurs propriétés sont
trés variables en fonction des polymeéres utilisés et de leurs interactions avec le solvant. Un
hydrogel est dit stimulable s’il peut subir des changements physiques ou chimiques en réponse
a un stimulus. La découverte de tels matériaux a ouvert les portes d’un vaste domaine de
recherche et leur conception a fait 1’objet de nombreuses applications notamment dans le
domaine de la culture cellulaire, de la délivrance de médicaments, mais également dans des
capteurs ou systemes de micro fluidiques. Différents stimuli externes ont été utilisés pour
solliciter de tels systémes, par exemple la température, le pH ou encore la lumiére. La versatilité
des hydrogels en fait des matériaux ajustables, sur mesure, dédiés a I’application désirée. De
nombreux travaux réalisés au cours des dernicres années ont utilis¢ des hydrogels
biocompatibles comme plateformes de culture cellulaire en deux ou trois dimensions.

Dans les tissus, les cellules pergoivent leur environnement par I’intermédiaire de signaux
biochimiques et mécaniques. Ceux-ci influencent les comportements cellulaires, tels que leur
prolifération, leur migration ou leur différenciation. Les hydrogels permettent d’étudier les
comportements biologiques dans des environnements ressemblant a la matrice extra-cellulaire,
qui entoure les cellules dans leur milieu naturel. Cependant, des hydrogels statiques, aux
propriétés immuables, ne suffisent pas pour comprendre les mécanismes biologiques
complexes, qui ont lieu dans une matrice en constant changement. La nécessité de trouver de
nouveaux systémes, dynamiques, a ouvert un champ de recherche important en biologie,
mettant a profit les hydrogels stimulables. Plus précisément, des hydrogels a rigidité
controlable, qui sont des candidats idéaux pour I’étude approfondie des relations entre
développement cellulaire et contraintes mécaniques.

La mécanobiologie s’intéresse aux conséquences des contraintes mécaniques sur les
comportements de cellules ou de tissus vivants. La mécanique de la matrice extra-cellulaire
régit en effet de nombreux processus biologiques, parmi eux, les phénomenes impliqués dans
la fonction cardiaque. De nombreux efforts ont été faits afin de régénérer des tissus cardiaques
endommagés. Par exemple, 1’utilisation de cellules souches embryonnaires a montré un grand
succes pour la réparation de tissus cardiaques. Cependant, des problémes d’arythmie courants
traduisent une mauvaise cohésion des cellules au sein du nouveau tissu. Le tissu cardiaque
contractile est particulierement sensible aux propriétés mécaniques de son environnement.
L’application de contraintes mécaniques a 1’aide d’un hydrogel stimulable pourrait apporter de
nouvelles connaissances en termes de création de cardiomyocytes plus robustes dans le temps.

C’est dans ce contexte que s’inscrit ce travail de these financé par I’ Agence Nationale pour la
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Recherche (projet ANR Gellight 2018-2021). En effet, I’équipe de recherche du Dr. C. Galgs,
partenaire du projet, de I’Institut des Maladies Métaboliques et Cardiovasculaires (I2ZMC),
¢tudie les relations entre 1’architecture du tissu cardiaque (plus précisément des cellules
contractiles cardiaques) et les fonctions du cceur. L’ objectif initial de ce projet ANR a été le
développement d’un hydrogel stimulable qui permettrait de simuler les propriétés mécaniques
de la matrice de cellules saines et malades afin d’étudier les réponses cellulaires qui y sont
associées. Un tel hydrogel a ensuite été envisagé pour servir de porte-échantillons pour
I’imagerie d’échantillons biologiques vivants in vitro en microscopie. Plus particuliérement, la
microscopie photonique, qui permet ’imagerie du vivant en trois dimensions, a ét¢ une
application visée par ce projet de thése. Un travail de post-doctorat effectué par le Dr. J. Royes-
Mir a servi de preuve de concept au travail réalisé lors de cette thése. Un premier hydrogel a
rigidité photo-controlable avait alors été mis au point. Ce gel mettait en jeu la formation et
dissociation de complexes hote/invité sensibles a la lumiére, qui modifiaient ses propriétés
mécaniques. Il s’agit de I’un des premiers systémes montrant des changements de propriétés
mécaniques d’une telle amplitude. Cet hydrogel posséde néanmoins certains défauts que ce
projet propose de pallier. Premi¢rement, il nécessite de la lumicre ultra-violette pour perdre en
rigidité et de telles radiations sont peu adaptées a des applications en biologie car elles sont
néfastes pour les cellules et pénétrent tres peu les tissus. De plus la synthése du gel n’a pas pu
étre éxécutée sans I’ajout d’un cosolvant organique, dont on aimerait s’affranchir. L’objectif de
ce manuscrit est de décrire les pistes explorées dans I’optique de former des hydrogels a rigidité
photo-controlable a I’aide de lumiére visible pour 1’étude de relations entre la mécanique de la
matrice extra-cellulaire et les comportements cellulaires.

Le premier chapitre fait état de la littérature sur les hydrogels en général, les molécules et
interactions stimulables par la lumiere, et enfin leur incorporation dans des hydrogels a
destination des domaines de la biologie. Dans le deuxiéme chapitre, deux dérivés d’azobenzeéne
photo-stimulables dans le domaine du visible ont été caractérisés dans ’eau, ainsi que leurs
interactions avec la B-cyclodextrine. Dans le troixieéme chapitre, la formation d’hydrogels a
partir de trois briques de syntheése formant un « double » réseau de réticulation chimique et
physique, photo-stimulable a été discutée. La caractérisation des hydrogels a été décrite dans
ce chapitre ainsi que les difficultés rencontrées en fonction des molécules choisies pour la
syntheése des gels. Enfin le dernier chapitre porte sur 1’utilisation des gels développés pour
encapsuler des échantillons biologiques. En particulier, une biopsie cardiaque a pu étre imagée

par cet intermédiaire.



CHAPITRE 1

Introduction bibliographique



Chapitre 1 : Introduction Bibliographique




Chapitre 1 : Introduction Bibliographique

Le chapitre d’introduction bibliographique définit, dans un premier temps, la matrice extra
cellulaire et souligne I’importance de ses interactions avec les cellules dans tous les mécanismes
biologiques. Ensuite, il développe les principales stratégies utilisées pour la conception
d’hydrogels chimiques et physiques. Dans un troisiéme temps, il décrit, respectivement, les
différentes molécules photochromes qui ont la capacité de changer de forme et de propriétés en
fonction de la lumiere qu’ils absorbent ainsi que les stratégies d’obtentions de systémes
répondant a la lumiére visible. Les interactions supramoléculaires particuliéres existant entre
I’azobenzeéne ou ses dérivés et les cyclodextrines sont abordés dans un quatriéme temps. Enfin,
ce chapitre présente les différents hydrogels a base d’azobenzene ou de ses dérivés développés
par le passé, pour 1’étude de phénomenes biologiques. Cette partie met notamment en lumicre
la multitude d’hydrogels stimulables développés au cours des derniéres années ainsi que la
pertinence de I’utilisation d’un systéme sensible a la lumiére pour 1’obtention de systémes

facilement réversibles (Figure 1).
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Figure 1: Schéma représentatif des différentes familles d'hydrogels avec une attention particuliére portée sur les

hydrogels stimulables par la lumiére.
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I. L’environnement cellulaire

I.1. La matrice extra-cellulaire (MEC)

La matrice extra-cellulaire (MEC) regroupe ’ensemble des composantes extracellulaires qui
forment un réseau en trois dimensions. C’est elle qui donne au tissu ses propriétés
biomécaniques et structurelles. Il s’agit d’un systéme trés dynamique qui régit de nombreux

processus cellulaires’.

Figure 2 : Schéma de I’interface entre la cellule et la matrice extra-cellulaire. Réalisé avec BioRender.

La composition précise et la structure de la MEC varie selon les tissus. Ses deux composantes
majoritaires sont des protéines fibreuses (collagéne, laminine, fibronectine, é€lastine) et les
glycanes (protéoglycanes (PGs) et glycosaminoglycanes (GAGs)'. Les GAGs remplissent les
interstices de la MEC. Ils sont chargés négativement et séquestrent les molécules de
signalisation telles que les facteurs de croissance. Le collagene (souvent de type I ou II) est
associ¢ a d’autres protéines ainsi qu’aux PGs pour former une matrice fibrillaire structurée en
3D (Figure 2). Cette matrice joue un rdle essentiel dans le controle des fonctions et mécanismes

cellulaires, notamment de par ses propriétés mécaniques.
[.2. Cellules et rigidité de la MEC

La MEC est sécrétée par les différentes cellules de 1’organisme, épithéliales, endothéliales,
immunitaires, fibroblastes etc... Toutes ces cellules sont entourées et intégrées dans le réseau

de matrice. Elles interagissent par ailleurs avec la MEC grace a leurs récepteurs de
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surface (Figure 3) comme les intégrines, les récepteurs a domaine discoidine, les PGs de surface
ou les récepteurs d’acide hyaluronique CD44!. Ainsi, les cellules sont capables de recevoir des
signaux de la MEC qui dictent leur comportement. Des facteurs de croissance tels que des
cytokines ou chimiokines sont intégrés a la MEC et peuvent étre libérés, quand les conditions
nécessaires sont réunies, pour agir sur les cellules. Notamment, les modifications de rigidité de
leur environnement influencent 1’adhésion, la dynamique des cellules et leur activité
métabolique? ainsi que leur morphologie et la conformation de I’intégrine®. En effet, les cellules
possedent des récepteurs qui leur permettent de sentir la rigidité de leur environnement changer.
Ainsi, la MEC peut guider les cellules en jouant sur ses propriétés internes comme la porosité,
la rigidité ou encore la topographie. Par exemple, grace a sa forte rigidité sur le site d’une
blessure, la MEC attire les cellules nécessaires a la réparation des tissus?. Cette capacité qu’ont
les cellules a suivre un gradient de rigidité de la MEC est appelée durotaxie.

De nombreux autres phénomeénes biologiques tels que la croissance, la migration, la
différentiation, la survie, ’homéostasie, et la morphogenése>’, sont ainsi régis ou guidés par
les propriétés de la MEC. Les cellules contribuent également a la constante réorganisation
spatiale de la MEC en contrélant sa production et sa dégradation. En effet, c’est par
I’intermédiaire d’enzymes produites par les cellules, les métalloprotéases matricielles (MMPs
pour « matrix metalloproteinases »), que celles-ci peuvent dégrader la MEC pour, ensuite, la
remodeler'. Les modifications et réarrangements de la MEC sont des mécanismes importants
puisqu’ils permettent de réguler les fonctions et processus cellulaires comme le renouvellement

de cellules souches® ou encore la cicatrisation®.
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Figure 3 : Facteurs de la MEC influengant le comportement cellulaire®. Réalisé avec BioRender.

La MEC est un environnement complexe et dynamique qui régule les comportements
cellulaires. La coordination multifactorielle entre cellules et MEC participe au bon
fonctionnement des organismes, cependant, il n’est pas rare d’observer des anomalies dans le

fonctionnement de cette dynamique complexe.
[.3. Anomalies et développement de pathologies

Une dynamique anormale de la MEC engendre des migrations, proliférations et morts
cellulaires dérégulées, ainsi qu’une perte de différenciation. Les conséquences de tels
événements sont graves puisqu’elles favorisent la formation de fibrose dans les tissus et le
développement de cancers?®!t,

Par exemple, ces déreglements sont particulierement probables suite a une blessure, durant le
processus de cicatrisation. Ils sont dus a une altération de I’équilibre entre la dégradation de la
MEC et sa production. Dans ces conditions, la MEC est surproduite, a cause d’une suraffluence
de fibroblastes, et donc tres rigide. Ces zones ou la MEC a remplacé le tissu natif sont dites
fibreuses, atteinte de fibrose. Le tissu perd ainsi en fonctionnalité, ce qui peut conduire au
dysfonctionnement d’organes vitaux'2. La fibrose peut survenir dans presque toutes les parties
du corps et représente une cause majeure de morbidité et mortalité dans le monde?3. Lorsqu’elle

touche le ceeur, la fibrose génére notamment de I’arythmie et de I’insuffisance cardiaque®®. 1l a

¢galement ét¢ montré que la rigidité des tissus fibreux jouait un rdle de catalyseur dans la
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prolifération de certains cancers'®.

La MEC a donc un réle déterminant dans I’apparition ou la progression de nombreuses maladies
chroniques. Comprendre les mécanismes régissant la MEC est ainsi essentiel pour développer
de nouvelles solutions thérapeutiques et de nouveaux outils de régénération tissulaire.

Le contrdle des propriétés de la MEC est devenu un élément déterminant dans la voie de la
compréhension de ses interactions avec les cellules. La conception d’'une MEC sur mesure
pourrait notamment permettre le controle de processus biologiques en vue de thérapies. Dans
cette optique, les hydrogels se sont avérés étre d’excellents candidats pour la création de MEC
de synthese. En effet, il est possible de contrdler leur propriétés chimiques, mécaniques et de
surface pour mieux influencer le développement des tissus, la progression de maladies ou la

cicatrisation?®.

I1. Généralités sur les hydrogels

I1.1. Définitions

Les hydrogels sont constitués d’un réseau polymere structuré en trois dimensions dans 1’espace
et qui a la capacité de se gonfler d’eau. Ils peuvent étre naturels, ou de synthése. Sont appelés
hydrogels naturels, ou biosourcés, les gels formés de polymeéres extraits d’organismes naturels.
IIs présentent I’avantage d’étre biocompatible, biodégradable et non-toxiques. Les hydrogels
de synthése sont, quant a eux, des architectures créées sur mesure afin d’atteindre des propriétés
structurales, biologiques ou mécaniques recherchées. Ils présentent des propriétés plus
reproductibles et controlables que les hydrogels naturels. Les hydrogels peuvent également étre
divisés en deux grandes catégories : les hydrogels chimiques et les hydrogels physiques. Leurs
différences proviennent des stratégies de synthése employées : la formation d’hydrogels
chimiques se fait par réticulation du polymeére par la création de liaisons covalentes, et celle
d’hydrogels physiques résulte d’interactions faibles qui créent un assemblage en trois
dimensions. Ces hydrogels ont des propriétés qui, en fonction des composantes utilisées,
peuvent étre ajustées pour I’application désirée. Ils représentent donc d’excellentes plateformes
pour la culture cellulaire par exemple.

Dans cette partie, les propriétés et domaines d’applications des différents types d’hydrogels
seront développés. Des exemples d’hydrogels naturels seront d’abord donnés puis les stratégies
de synthese et les phénomenes intervenant dans la construction d’hydrogels chimiques et

physiques seront détaillés.
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I1.2. Les hydrogels naturels

Les hydrogels formés a partir de gélifiants polymeres naturels sont souvent utilisés dans les
domaines biomédicaux, en ingénierie tissulaire par exemple, car ils sont des composants de la
MEC ou posseédent des propriétés macromoléculaires qui en sont proches. Les gélifiants
polymeéres naturels les plus utilisés sont le collagéne, la gélatine, le chitosane, 1’agarose,

’alginate, la fibrine et I’acide hyaluronique.
I1.2.1. Le collagene et la gélatine

Chez I’homme, on distingue 28 protéines différentes appelées « collagéne »*’. Le collagéne de
type I est I’'un des constituants majeurs de la MEC®19 et il a été beaucoup utilisé dans le
domaine biomédical. Il s’agit de la protéine la plus présente dans les tissus des mammiferes,
notamment dans la peau et les vaisseaux sanguins'’, ce qui en fait un matériau trés attractif

2021 et la médecine

pour les applications telles que la délivrance de médicaments
régénérative??23, De plus, il est facilement et rapidement extrait de la peau ou des tendons
animaux. Le collageéne a la capacité de s’organiser, dans les conditions physiologiques, en
fibrilles qui forment alors un réseau, donnant au matériau ses propriétés mécaniques si
spécifiques?’. Sur ces fibrilles, peuvent se fixer des protéines de la MEC comme la fibronectine.
Plusieurs récepteurs de surface des cellules reconnaissent également la structure en triple hélice
du collagéne, les principales étant les intégrines?4. Les collagénases sont des enzymes qui ont
la capacité de dégrader le collagéne ce qui permet des remodelages du réseau préalablement
formé in vivo. Le collagéne est non seulement biocompatible mais aussi biodégradable?! et sa
structure en triple hélice permet une bonne adhésion et diffusion des cellules dans sa masse.

Cependant, deux inconvénients majeurs du collagéne I sont : son antigénicité (méme si faible)?®
et le risque qu’il présente de transmission de certaines maladies infecticuses?®. La gélatine est
un collageéne de type I dénaturé, les liaisons chimiques du gel ont été rompues. Elle est moins
antigénique que son parent mais ses propriétés mécaniques sont mauvaises. Pour remédier a
cela, elle peut étre réticulée chimiquement mais de la toxicité peut alors survenir. La gélatine a
donc été particulierement utilisée combinée a des polymeéres biocompatibles pour pallier ses

faibles propriétés mécaniques et sa toxicité induite par I’ajout d’agents réticulants®’-28,

11.2.2.La fibrine

La fibrine est une protéine, présente chez les mammiféres, qui nait du clivage par la thrombine

des fibrinopeptides portées par le fibrinogéne, qui sont ensuite polymérisés sous 1’action
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d’enzymes, formant la fibrine?®. La fibrine est activement engagée dans le processus de
cicatrisation. Elle permet notamment 1’adhésion des plaquettes et des leucocytes sur le site
d’une blessure®®32, De la méme maniére que le collagéne (I1.2.1), la fibrine peut se lier a
plusieurs récepteurs d’adhésion des cellules tels que I’intégrine3?. Grace a son role dans la
réparation spontanée des plaies et a sa biocompatibilité, les hydrogels a base de fibrine sont les
plus largement utilisés pour la régénération tissulaire dans le domaine clinique.

En 2006, Ho et al. utilisérent des gels 3D de fibrine par contenant des quantités contrdlées de
fibrinogene et de thrombine. Ces gels ont servi de support pour la culture in vitro et I’injection
de cellules souches mésenchymateuses humaines (hMSCs)3. Les chercheurs observérent
notamment que la prolifération des hMSCs dans le gel dépend des concentrations en réactifs et
que leur différenciation pourrait étre influencée par les propriétés mécaniques du gel.
Contrairement a la matrice de collagéne qui se forme lentement et de manicre non contrdlée par
les cellules qui la sécrétent, les gels de fibrine s’assemblent rapidement et cette polymérisation
peut étre tout a fait contrdlée. De plus, il est possible d’incorporer des propriétés biologiques

par le biais d’autres protéines de la MEC au gel de fibrine.
I1.2.3.L’alginate et I’agarose

L’alginate est un polysaccharide anionique extrait des algues brunes qui peut étre gélifi¢ dans
des conditions douces, en présence de cations divalents. L’alginate a ¢été largement utilisé
comme plateforme pour la culture cellulaire en 3D, comme vecteur d’encapsulation de cellules
et comme support pour 1’ingénierie tissulaire’ 3¢, 1l s’agit d’un copolymére a block contenant
les deux monomeres acide f-D-mannuronique (unité M) et I’acide a-L-guluronique (unité G)
liés entre eux par liaisons osidiques B-1-4 (Figure 4). Ce sont les unités G qui ont la capacité de
complexer les cations. Un cation divalent peut donc former un complexe avec plusieurs chaines
d’alginate et jouer le rdle de point de réticulation formant un réseau d’alginate en trois
dimension, gel d’alginate. Le comportement mécanique et les propriétés des gels d’alginate
dépendent du choix du polysaccharide choisi (provenance, rapport M/G, masse molaire) et de
sa mise en forme. Notamment, leurs caractéristiques en tension varient grandement en fonction
du ratio de blocs G dans le polymére®’. Une grande contenance en unité G permet la formation
d’hydrogels plus résistants et plus ductiles que des gels contenant une majorité d’unités M. La
composition du solvant utilisé peut aussi jouer un role sur les propriétés mécaniques des gels
d’alginate. De plus, le temps d’incubation dans le tampon est source de perte de tenue

mécanique en compression et en cisaillement®® a cause de la diffusion des cations divalents en
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dehors de la matrice.

Figure 4 : Structure chimique de la molécule d’alginate extraite des algues brunes.

Pour cette dernicre raison, des gels d’alginates réticulés chimiquement par des molécules
bifonctionnelles ont été développés. Lee ef al. ont décrit des gels d’alginate réticulés par des
agents réticulant organiques®. Ils ont ainsi pu contrdler leurs propriétés mécaniques en
compression et leur degré de gonflement qui dépendent essentiellement de la densité de
réticulation et des caractéristiques de 1’agent de réticulation.

L’agarose est un polysaccharide linéaire de [-D-galactopyranose et 3,6-anhydro-o-L-
galactopyranose (Figure 5). Il provient d’une haute purification de I’agar, lui-méme extrait des
algues rouges?®. Sa gélification est thermoréversible : au-dessus de sa température de
gélification Tge, I’agarose est sous forme liquide et, en dessous de Tge, les molécules
s’arrangent pour former un gel. Cette température de gélification varie, en fonction du type

d’agarose, entre environ 15 et 35 °C.

OH
HO 0

OH OH

Figure 5 : Schéma d’une unité de répétition de 1’agarose.

L’agarose est un composé hydrophile et non chargé sur lequel les cellules n’adhérent pas*!, ce
qui en fait un bon candidat pour 1’électrophorése, pour lequel il a été largement utilisé*?.
L’agarose a ¢également ét¢ utilisé comme matériau de culture cellulaire. Par exemple, Mauck e?
al. ont étudié le comportement de chondrocytes cultivés sur des gels d’agarose®. Ils ont noté

que les cellules cultivées avec une légere contrainte mécanique forment un tissu plus rigide que

leurs homologues cultivées sans cette contrainte.

14



Chapitre 1 : Introduction Bibliographique

L’agarose est un biomatériau non cytotoxique, biodégradable, qui a la capacité de conserver au
cours du temps la forme dans laquelle il a ét¢ moulé, propriété intéressante pour des applications

de bioimpression en trois dimensions*4,
I1.2.4.L’acide hyaluronique (AH)

L’acide hyaluronique (AH), ou hyaluronane, est un polysaccharide linéaire (Figure 6) isolé pour
la premiére fois a partir de ’humeur vitrée de ’ceil par Meyer en 19344, 1l s’agit d’un
glycosaminoglycane, composant important de la MEC, présent dans de nombreux tissus
humains. L’AH est aujourd’hui essentiellement produit par fermentation bactérienne, ce qui
permet sa synthése en quantités industrielles et de fagon reproductible*®. En raison des charges
négatives dont il est porteur, ce polysaccharide est largement hydraté et une partie de cette eau
est immobilisée au sein de sa structure*’. C’est grace a sa large teneur en eau que I’AH apporte
de la flexibilité aux tissus qu’il compose et qu’il assure la lubrification nécessaire au travail des
tissus musculaires*®. De plus, I’AH a la capacité d’interagir avec les cellules via certains de leur

récepteurs de surface qui participent a la signalisation régulée par le facteur de croissance®.

OH OH ar 0 OH
0 0
Q Ho ° Q Ho °
+OHo 0 0" HO 0 i
OH NH OH NH
O:< O:<

N J\.
Y Y

unité acide D-  unité acide N-
glucuronique acétyl-D-
glucosamine

Figure 6 : Formule chimique de l'acide hyaluronique (AH) formé d’unités disaccharides répétitives d’acide D-
glucuronique et N-acétyl glucosamine

Il a été démontré que I’AH pouvait étre utilisé, sous forme d’hydrogel, pour réparer par
exemple, des cartilages®® ou des os°! déficients. Cependant, ses propriétés mécaniques sont
limitées, les chimistes ont donc été incités a trouver des solutions pour optimiser sa résistance.
Des modifications chimiques au niveau de la fonction acide carboxylique de I’acide D-
glucuronique, des fonctions alcools primaires et secondaires ainsi que du groupe N-acétyle
apres désacétylation de celui-ci avec des molécules fonctionnelles, ont rendu ce polymeére plus

adapté a la biomédecine et ont fait I’objet d’une revue par Schanté et al.>?. Ainsi, I’AH modifié
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peut étre soit conjugué soit réticulé avec lui-méme ou d’autres polymeres tels que le
polyéthyléne glycol (PEG)*>® par exemple. Ceci permet la création d’un réseau en trois
dimensions, insoluble dont les propriétés mécaniques sont améliorées. Les nombreuses
possibilités de modifications qu’offre I’AH sont autant de possibilités pour contrdler et
optimiser les propriétés du matériau final. La versatilit¢ de leurs propriétés ainsi que
I’accessibilité de I’AH font de ses dérivés des composés attractifs pour la création de MEC de
synthese. Ils trouvent déja des applications dans la réparation de tissus et la délivrance de

médicaments.
I1.3. Les hydrogels de synthése

Les hydrogels naturels ont le grand avantage d’étre biocompatibles, parfois biodégradables, et
de promouvoir la prolifération d’un grand nombre de cellules. Cependant, de tels matériaux
sont souvent mal définis et il peut étre complexe d’adapter leur propriétés mécaniques et
biochimiques®*. De plus, ils sont facilement contaminés ou dégradés, il est donc difficile d’y
¢tudier véritablement des réponses cellulaires. C’est a ces problématiques que répondent les
hydrogels de synthése. Créés en laboratoire, leurs compositions sont contrdlées afin d’obtenir

in fine des matériaux aux propriétés physiques et chimiques désirées.
I1.3.1.Les hydrogels chimiques

Un hydrogel est dit chimique s’il s’agit d’un réseau formé par l’association de chaines
polymeres via des liaisons covalentes. De nombreuses réactions ont €té utilisées pour
synthétiser des hydrogels chimiques (Figure 7). Le choix de la stratégie de synthése employée
conditionne les propriétés du matériau final telles que son taux de gonflement, sa porosité ou
encore ses propriétés mécaniques.

Une méthode particulierement développée pour la synthese d’hydrogels est la polymérisation
radicalaire. Il s’agit d’une réaction en chaine ou I’addition d’un monomeére sur un bout de chaine
activé, sous forme de radical, récrée un bout de chaine réactif>. Elle est trés utilisée a 1’échelle
industrielle également car elle a les avantages d’étre assez facile a mettre en ceuvre, notamment
dans I’eau, et de tolérer des traces d’impuretés®®. Les monoméres vinyliques sont les plus
couramment utilisés. Leur polymérisation met en jeu un amorceur radicalaire dont la proportion
relative au monomere influence les propriétés physico-chimiques finales du polymere. Il existe,
en outre, une multitude de monomeéres disponibles pour exécuter la polymérisation radicalaire

comme par exemple, ’acide acrylique (AA) ou le N-isopropylacrylamide (NIPAM). Certains
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polymeres naturels peuvent étre substitués avec des groupements acrylates ou méthacrylates
dans le but de former des hydrogels bioactifs ou biocompatibles. Cependant, certains de ces
monoméres et conditions d’amorgage peuvent étre toxiques pour des cellules®’. Un autre
inconvénient de ces polymeres est qu’il est difficile d’obtenir des hydrogels aux structures
ordonnées et homogenes avec la polymérisation radicalaire a cause de son caractére non-
controlé.

I1 est possible de préparer des hydrogels a partir de polymeéres contenant des fonctions qui
réagissent par exemple par estérification, amidification ou ouverture d’époxyde. De méme, la
réaction entre une amine et un aldéhyde conduit a la formation d’une base de Schiff dans des
conditions douces de synthése et sans ajout d’agent de réticulation®®. Les groupes fonctionnels
résiduels peuvent ensuite étre de nouveau réticulés ou bien laissés comme tels afin d’y greffer
des molécules bioactives, par exemple. Ainsi, des polymeéres naturels comme 1’AH, le chitosane
ou le dextrane peuvent réagir selon cette réaction avec d’autres polymeéres naturels ou
synthétiques porteurs de groupes amines et ainsi former des hydrogels>>°. Le temps de prise
du gel ainsi que ses propriétés physiques finales dépendent du rapport entre les fonctions
réactives. Cette réaction est également utilisée pour la synthése d’hydrogel, sans catalyseur, par
formation d’oxime a partir de polymére contenant des hydroxylamines®!. De tels matériaux ont
¢té amplement utilisés pour le développement de gels injectables en médecine régénérative.
La chimie click regroupe un ensemble de réactions tres rapides et efficaces, réalisables dans des
conditions douces de synthése. Les réactions de chimie click les plus couramment utilisées pour
la formation de gels chimiques sont la cycloaddition azoture/alcyne, la réaction de Diels-Alder
et la réaction thiol-éne. La cycloaddition azoture/alcyne est catalysée par le cuivre (I) dont la
cytotoxicité réduit la biocompatibilité®?. Une alternative pour réaliser cette réaction sans
catalyseur est d’utiliser un cycloalcyne. Cette méthode et a permis de synthétiser des gels de

poly(oxyde d’éthyléne) (POE) dépourvus de trace de catalyseur toxique®3.
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Réaction de chimie click
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Figure 7 : Représentation schématisée des réactions utilisées pour la formation d’hydrogels chimiques. Schéma
inspiré de °. HRP : peroxydase de raifort

La réaction de Diels-Alder permet la synthése d’hydrogels en I’absence de catalyseur. Elle met
en jeu un diene et un diénophile qui réagissent pour former un cyclohexéne substitué. La

réaction de Diels-Alder a servi a la formation d’hydrogels a base d’AH dont elle permet de
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contrdler les propriétés mécaniques et de dégradation®®. Elle a cependant I’inconvénient d’étre
une réaction plutdt lente et donc inadaptée pour certaines applications comme la formation de
gels in situ. Les réactions thiol-éne durant lesquelles un thiol et un alcéne réagissent pour former
un thioéther, sont également largement exploitées comme stratégie de synthése d’hydrogels.
Ces réactions peuvent fonctionner selon différents mécanismes : par additions radicalaires
successives ou par additions de Michael catalysées par une base ou un nucléophile. La réaction
de Michael « maléimide/thiol » a été utilisée pour la formation iz situ d’hydrogel a base de POE
et I’encapsulation de cellules®>%¢, Les additions thiol-éne radicalaires sont amorcées par la
réaction d’un amorceur sur le groupe thiol qui forme un radical thiyl (RS¢). Cette étape peut
étre activée par la température, la lumiére ou par sa décomposition spontanée. La plupart du
temps, cependant, cette réaction est photo-amorcée et permet la mise au point de réseaux
polymeéres trés uniformes®’.

La réticulation enzymatique est une autre méthode permettant la syntheése d’hydrogels a partir
de chaines polymeres dans des conditions douces de synthese. Des polymeres contenant des
réactifs comme la tyramine, tyrosine ou dopamine subissent une gélification rapide par
oxydation avec le peroxyde d’hydrogéne et catalysée par la peroxydase de raifort®®,

Méme si certaines liaisons chimiques ont la capacité de se former et de se rompre de maniére
réversible, comme dans le cas des bases de Schiff et des cycloadditions et rétro-cycloadditions
de Diels-Alder furane-maléimide, la majorité des hydrogels chimiques sont formés de facon
irréversible.

La création de liaisons covalentes entre des polymeres est un moyen tres reconnu de former des
hydrogels variés avec des propriétés physico-chimiques contrdlées et notamment des propriétés
mécaniques relativement importantes. Cependant, une fois formés, ils ne sont souvent plus
modulables et leur réponse a des stimuli extérieurs est limitée. De plus, leur formation peut
nécessiter la présence de solvants organiques. Pour ces raisons, les hydrogels réticulés
chimiquement ne sont pas des matériaux de choix pour I’étude de systémes biologiques
dynamiques. Les hydrogels physiques sont en revanche des matériaux idéaux pour de telles

applications.
11.3.2.Hydrogels dynamiques

Certains hydrogels sont préparés par I’intermédiaire de liaisons dynamiques qui peuvent subir
des changements structuraux en réponse a un stimuli donné. Dans des conditions précises, ces

liaisons peuvent se former ou se rompre tandis que dans d’autres, elles agissent en tant que lien
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covalent du gel. Ces gels sont appelés hydrogels dynamiques. La coordination métal-ligand est
un exemple de création de points de réticulation réversibles. De nombreuses réactions

chimiques permettent également 1’obtention d’hydrogels dynamiques.
11.3.2.1.Coordination métal-ligand

Les ligands sont des molécules présentant des atomes riches en électrons et sont capables de se
lier a des métaux de transition en leur partageant des €lectrons provenant d’orbitales non liantes.
Lorsque deux ligands ou plus sont incorporés sur une chaine polymeére, il est possible de former
des hydrogels supramoléculaires par ajout d’ions métalliques qui se coordinent aux ligands
(Figure 8). La coordination métal-ligand peut étre réalisée en milieu aqueux et en milieu
organique. La stabilité¢ du gel est fortement influencée par les énergies de liaisons entre métal

et ligands qui doivent donc étre judicieusement choisis®.

Figure 8 : Schéma de la formation d'hydrogel par coordination métal-ligand.

Schubert ef al. ont étudié la formation de complexes a base de ligands chélatants terpyridine et
la formation d’hydrogels a partir de leurs interactions avec différents ions métalliques. Ils
observérent notamment que l’utilisation de 1’ion Ru?** procure a I’hydrogel une stabilité
thermique jusqu’a 250 °C alors qu’un gel formé d’ions Fe?* n’est stable que jusqu’a 160 °C7°,
En outre, les complexes de terpyridine avec 1’ion Ni** ne sont pas affectés par un changement
de pH alors que les mémes complexes avec I’ion Zn>" peuvent étre facilement dissociés en
milieu acide ou basique’®.

Un autre exemple d’hydrogel formé a partir d’interactions métal-ligand résulte du mélange
d’acide polyacrylique (PAA) et d’un complexe de citrate de fer(II)’. Une fois en contact, les
ions Fe** se lient lentement aux ions carboxylates du PAA pour former un gel. Les ions Fe**
peuvent étre réduits s’ils sont exposés a la lumiere blanche en présence d’acide citrique. Comme

les ions Fe?" ne peuvent pas complexer les ions carboxylates, le gel subit une transition gel-sol
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s’il est irradié¢ par de la lumiére blanche. Le retour réversible a un état gel est possible par
exposition de la solution a de I’oxygene.

Les interactions métal-ligands permettent donc la synthése d’hydrogels aux propriétés diverses.
Ces gels peuvent répondre a des stimuli comme le pH ou la lumicre, et parfois de maniére

réversible.
11.3.2.2.Liaisons chimiques réversibles

Certaines réactions de chimie organique permettent la formation et la destruction de liaisons
chimiques covalentes de maniere réversible. Perera et Ayres ont recensé en 2020 ces réactions

et leur applications au développement d’hydrogels a rigidité controlable (Figure 9)7.

Figure 9 : Liaisons covalentes réversibles utilisées dans la préparation d'hydrogels stimulables. Reproduit depuis
Perera et Ayres’?.

La réaction de Diels-Alder est par exemple soumise a un contrdle cinétique et dynamique, la
réaction directe s’effectue lorsque AH > TAS et la réaction retro lorsque AH < TAS. Cette
réaction entre un polymere de dextrane modifi¢ avec des fulvénes et un POE dichloro-acide
maléique a été utilisée par Chen et coll. (Figure 10)”*. Ce gel a montré d’excellentes propriétés
d’auto-réparation dans les conditions physiologiques (pH 7,4 et 37°C). Les auteurs ont évalué
la réparation des gels en observant sa capacité a récupérer d’une griffure d’une certaine
profondeur. Ils ont trouvé que le gel avait la capacité de se régénérer presque a 1’identique, ce

qui suggerent des applications possibles dans le domaine biomédical.
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Figure 10 : Structure chimique des hydrogels dynamiques a base de dextrane réticulés par la réaction de Diels-
Alder entre des groupes fulvénes et I’acide dichloromaléique. Reproduit depuis’.

Les liaisons disulfures sont un autre exemple de liaisons dynamiques. Elles proviennent de
I’oxydation des thiols. Le méme groupe de recherche a développé un gel aux propriétés d’auto-
réparation, qui combine des liaisons disulfures et acrylhydrazones (Figure 11)’. Dans un
environnement basique, ces gels peuvent se réparer par échange de ponts disulfures. Ce
processus est réversible sur plusieurs cycles. Les liaisons acrylhydrazones permettent d’activer
le caractere autoréparant en conditions acides et d’obtenir un gel répondant au changement de

pH.

Figure 11 : Stratégie de construction d’un hydrogel dynamique capable de s’autoréparer en fonction du pH.
Reproduit depuis™.

Les hydrogels dynamiques ont de trés bonnes propriétés d’autoréparation et sont de bons
candidats pour le domaine du biomédical en tant que support pour la régénérescence d’organes
ou la délivrance de principes actifs contrélée. Leur réponse est cependant soumise a de

nombreux facteurs extérieurs et 1’ajustement de leurs propriétés peuvent en faire des systemes
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complexes. Les gels physiques offrent une alternative dont les propriétés sont facilement
ajustables et réversibles en fonction de trés nombreux stimuli tels que la température, le pH, la

lumiére ou la force ionique.
I1.3.3.Hydrogels physiques : mécanismes de formation

Les hydrogels dits physiques sont caractérises par des nceuds de réticulation non permanents.
Ils sont formés au-dela d’une concentration critique, a partir de laquelle les chaines de
polymeéres quittent le régime dilué et interagissent entre elles. La formation de gel est donc
guidée par ’enchevétrement des chaines de polymeéres, souvent favorisé par des interactions
faibles qui assurent la cohérence du réseau en trois dimensions. Les interactions impliquées
dans la formation de gels physiques sont essentiellement les liaisons hydrogene, les interactions

de van der Waals et les interactions ioniques.
11.3.3.1.Liaisons hydrogene

Les liaisons hydrogene proviennent d’interactions €lectrostatiques de type dipdle/dipdle induit.
Elles se forment si un atome d’hydrogene est li¢ de facon covalente a un atome fortement
¢lectronégatif. Dans ce cas, I’hydrogene porte une fraction de charge positive et peut donc étre
attiré par un autre atome riche en électron. Les liaisons hydrogénes sont directionnelles, leur
énergie d’interaction est de I’ordre de 10 a 50 kJ.mol™! et elles représentent la principale force
motrice des assemblages biomoléculaires. Elles assurent par exemple la stabilité de 1’acide
désoxyribonucléique (ADN) sous sa forme de double hélice au travers de liens reliant deux
nucléotides par paires’” (Figure 12) et peuvent étre exploitées pour la formation d’hydrogels

physiques.

Figure 12 : Représentation schématique de I'ADN et des liaisons hydrogéne (tirets) présentes entre les couples de

bases nucléiques A/T et G/C.
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Le groupe de Meijer a développé une structure uréidopyrimidone dont les unités forment des
diméres via quatre liaisons hydrogéne’® (Figure 13a.). Formés a partir d’un poly(oxyde de
propyléne-co-oxyde d’éthyléne) de faible masse molaire porteur de trois -OH terminaux (Figure
13b.), ces diméres sont utilisés dans la formation d’hydrogels physiques. Le polymére
synthétisé est formé d’un réseau créé par des liaisons hydrogene réversibles et il posséde des
propriétés viscoélastiques. De plus, la constante de dimérisation est assez élevée pour permettre
I’obtention de matériaux possédant des propriétés mécaniques plus satisfaisantes que celles des

précédents gels physiques développés.
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Figure 13 : a. Représentation schématique des formes tautoméres de dimere uréidopyrimidone contenant quatre
liaisons hydrogéne développées par Lange et al.”>. b. Formule du poly(oxyde de propyléne-co-oxyde d’éthyléne)
utilisé aprés réaction avec un diisocyanate puis avec une isocytosine pour former des gels a partir des dimeres
uréidopyrimidone.

Ces dimeres, greffés sur un squelette a base de POE, ont été utilisés par le méme groupe pour
la mise au point d’un gel réversible en solution aqueuse via un changement de pH”’. L hydrogel
ne se forme que pour des pH <8,5 car les dimeres sont solidement associés par quatre liaisons
hydrogéne. Par contre, lorsque le pH est supérieur a 8,5, le polymeére est a 1’état liquide car la
déprotonation des phénols du tautomére iminol (Figure 13) conduit a la dissociation des
dimeres. La rapidité de ces transitions sol-gel fait de ce gel un matériau idéal pour des

applications nécessitant une injection au travers d’un cathéter.
11.3.3.2. Interactions ioniques

Certains hydrogels sont formés par 1’intermédiaire d’interactions ioniques. C’est le cas des
polymeéres chargés ou polyélectrolytes, qui, mélangés avec des charges opposées, portées par

des ions ou autre polymere, conduisent a la formation d’un gel. C’est le cas de 1’alginate par
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exemple, qui, comme déja mentionné, peut former un hydrogel en présence de cations
divalents®’ (Figure 14a.). De méme, le chitosane, polymére biosourcé et chargé positivement, a
la capacit¢ de former des hydrogels par mélange avec des ions ou molécules chargés
négativement’®.

Dans un autre exemple, Hunt et coll. décrivent la formation d’un hydrogel physique a partir du
mélange de deux copolymeres triblocs solubles dans I’eau de type ABA et de charges opposées.
Le bloc A représente le bloc chargg, il s’agit d’un polyanion pour une partie des polymeres et
d’un polycation pour I’autre partie, tandis que le bloc B représente un polymeére hydrosoluble,
POE par exemple” (Figure 14b.). L’association des blocs ioniques de charges opposées forme
des régions denses en polymere chargé appelées coacervats. Ces coacervats jouent le role des
nceuds de réticulation d’un hydrogel physique et forment un réseau en trois dimensions.
Plusieurs polymeres ioniques ne différant que par la nature du bloc A, ont été testés pour la
synthese de gels. Les auteurs ont ainsi pu observer que les propriétés mécaniques du matériau
final dépendaient beaucoup des pKa des acides conjugués des polyions. Les gels formés a partir
de groupes ioniques faibles (ammoniums et carboxylates) sont visqueux alors que ceux
provenant du mélange de groupes ioniques plus forts (sulfonates et guanidiniums) sont plus
stables et montrent un comportement ¢élastique. Ces hydrogels basés sur la formation de
coacervats ont plusieurs avantages : ils ne nécessitent pas 1’utilisation de solvants organiques,
leur synthese est trés modulable, les interactions ioniques sont efficaces et spécifiques, leurs
propriétés mécaniques peuvent €tre contrdlées par la concentration en polymere, le pH et
I’addition de sels. De plus, ces gels se forment trés rapidement, a température ambiante sur

simple mélange de deux polymeéres en faibles concentrations (3-5 % massique).

a. b.
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Figure 14: Représentation schématique d’hydrogels construits a partir d’interactions ioniques entre a. 1’alginate et

les ions calcium et b. polyanions et polycations formant des coacervats. b. Image reproduite d’apres 7°.
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Un autre avantage plus général a I’utilisation d’hydrogels construits avec des polymeres chargés
est la facilité a les dissocier en ajoutant des sels qui font écran aux interactions ioniques. Ainsi,
il est possible de dissoudre ces réseaux en trois dimensions afin de pouvoir les regélifier

aisément®0,
11.3.4.Hydrogels physiques : matériaux stimulables

Les hydrogels physiques peuvent subir une transition sol-gel en fonctions des interactions que
subissent les chaines de polymeres. Ces interactions peuvent provenir de 1’auto agrégation entre
des chaines, la présence de stéréo-complexation ou de complexation hote-invité entre
molécules. Des conditions telles que la température, la lumiére ou le pH sont responsables des
transitions de phase des hydrogels physiques. Cette partie décrit le fonctionnement et stratégies
de synthése d’hydrogels physiques répondant a des stimuli extérieurs. Les forces non covalentes
qui régissent ces gels sont, la plupart du temps, réversibles et représentent des outils essentiels

a ’apport de dynamisme au sein d’un hydrogel.
11.3.4.1. Formation d’'un gel par stimulus thermique

Certains polymeéres ont la capacité de former des gels lorsqu’un changement de température
engendre 1’organisation de leurs chaines de telle fagon qu’elles forment un réseau organisé en
trois dimensions. Ces polymeéres sont alors dits thermosensibles, c’est-a-dire qu’ils subissent
des changements, de solubilité ou des transitions de phase, en réponse a la température de leur
environnement. C’est le cas de 1’alcool polyvinylique (PVA), qui peut étre réticulé
physiquement par application de cycles de congélation/décongélation successifs®!. En effet, ces
cycles répétés forment des cristallites, dont le nombre et la stabilité augmentent avec le nombre
de cycles appliqués. Cela engendre finalement la formation d’un hydrogel tres élastique et
stable a température ambiante®?.

Le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) est le plus populaire des polymeéres
thermosensibles et il a fait I’objet d’une étude conséquente par Schild®3. En solution aqueuse,
il peut subir une transition de phase réversible lorsque la température passe au-dessus de
32 °C3®. Ce phénoméne est appelé LCST pour « lower critical solution temperature »
(température de solution critique inférieure). Cette température critique dépend de nombreux
parametres : la structure chimique du polymere, la masse molaire du polymere, la présence de
sels en solutions. La LCST n’existe qu’au-dela d’une concentration critique pour laquelle les

chaines peuvent s’enchevétrer. L’augmentation de la température détruit les interactions faibles
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entre chaines voisines et conduit a la précipitation de ces portions devenues insolubles. La
LCST du PNIPAM varie entre 30 et 35 °C. Ce polymeére a été largement étudié pour réaliser
des polymeéres thermosensibles a LCST contrdlée. En effet, sa copolymérisation avec des
monomeéres hydrophiles, permet d’augmenter la LCST tandis que 1’ajout de parties
hydrophobes ’abaisse®. Yin et Cheng développérent des hydrogels mixtes de PNIPAM et de
POE. Ces gels sont formés soit par réticulation physique soit par agrégation micellaire en
fonction de la nature du copolymére et sont utilisés en tant qu’hydrogels injectables. Le NIPAM
a ¢été également copolymérisé avec I’AH afin d’obtenir des polymeéres thermosensibles et

biocompatibles® pour le domaine biomédical.
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Figure 15: Représentation de polymeéres thermosensibles ou utilisés pour la synthése de polymeére thermosensibles.

Le POE est aussi bien connu pour ses propriétés thermosensibles et sa LCST. Il est notamment
utilisé en copolymérisation avec le poly(oxyde de propylene) (POP) sous forme de polymere
tribloc POE-POP-POE (Pluronic®) pour des applications médicales®”. Un polymére POE-
PLGA-POE ou PLGA est le poly(acide lactique-co-glycolique) forme un hydrogel

biodégradable dont la formation a lieu a la température du corps®®.
11.3.4.2.8téréo-complexation

Le terme « stéréo-complexation » décrit le phénomene d’association stéréosélective intervenant
entre des polymeres de différentes tacticités et primant sur une interaction entre polymeres de
méme tacticité 8°°, Un exemple bien connu de stéréo-complexation est celle entre le PMMA
isotactique et syndiotactique découverte par Fox et coll. en 1958°1. De méme, le mélange de
solutions de poly(acide L-lactique) (PLLA) et poly(acide D-lactique) (PDLA) conduit a la
formation d’hydrogels biocompatibles et biodégradables lorsque la concentration d’espéce en
solution dépasse la concentration critique de formation de gel. Les deux stéréoisomeres
s’associent en forme d’hélice favorisée par les interactions de Van der Waals. Dans le but de

délivrer des génes, Liu et coll. ont développé des hydrogels par stéréo-complexation composés
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de micelles de polymeéres triblocs PLLA-POE-PLLA et PDLA-POE-PDLA®2. Les micelles de
PLLA-POE-PLLA (P1) contiennent un polymére PLA-PEI-PLA (P2) et de I’ADN. Le
poly(éthyléne imine) (PEI) est un polymeére cationique utilisé pour condenser I’ADN (Figure
16). La température de la transition sol-gel peut étre ajustée en fonction de la concentration en
polymeéres, de leurs masses molaires et du ratio P1/P2. Ces gels peuvent donc étre chargés avec
de I’ADN puis se dissocier facilement en milieu acide, ils sont ainsi adaptés a I’injection et a la

délivrance de génes.

P1

P2
POE

PLLA-POE-PLLA

POE-

Figure 16: Schéma de formation d’un hydrogel stéréo-complexé a partir de micelles de PLA-POE-PLA pour la

délivrance de génes. Image reproduite depuis 2.

I1.3.5.Interactions hote/invité

Les interactions hote/invité mettent en jeu une molécule dite « hote » qui possede une cavité et
une molécule dite « invitée » pour laquelle il est thermodynamiquement favorable de s’insérer
dans la cavité de I’hote. Les molécules hotes les plus utilisées sont les cyclodextrines (CDs)%%4,
les cucurbituriles (CB[n])*® et les éthers couronnes® (Figure 17). Les forces de Van der Waals
jouent un role important dans la stabilité¢ des complexes hote/invité. Il arrive que les liaisons

hydrogéne ou la tension de cycle soient aussi impliquées dans ce type de complexation?®.
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Cyclodextrine (CD) Cucurbiturile (CB[n]) Ether couronne

N

wﬂ Jﬁ& 12@2%

Figure 17: Structures et représentations schématiques des molécules hotes les plus communes.

De méme que les interactions métal-ligands, la complexation hote/invité peut étre utilisée pour
la synthése d’hydrogels. Ainsi, Appel et coll. développerent un hydrogel réversible basé sur la
complexation de deux molécules invitées, le viologéne et le 2-naphtol, par le CB[8]%’. Ces deux
molécules, au préalable fonctionnalisées avec une unité monomere, sont polymérisées puis
mélangées a une solution de cucurbiturile (Figure 18a.). La large cavité¢ du CB[8] a la capacité
d’accueillir les deux molécules invitées en un complexe 1:1:1 ce qui génére la formation de
I’hydrogel. Cet hydrogel posséde de meilleures propriétés mécaniques que celles des gels
formés par des interactions hote/invité précédemment développés (module de plateau : 350-600
Pa et viscosité a cisaillement nul : 55 Pa.s) et peut étre déstructuré par traitement thermique.

Le groupe de Ritter a développé des hydrogels a partir d’adamantane fixé sur différents
squelettes polyacrylamide et de diméres de B-cyclodextrine (B-CD)’®. Le motif adamantane est
fortement hydrophobe et s’insere avec une forte affinit¢ dans la cavité hydrophobe de la (-
CD%. Harada et coll. ont également utilisé des complexes d’adamantane et B-CD pour préparer
des hydrogels hautement élastiques”. Dans cet exemple, les deux molécules, hote et invitée,
sont fonctionnalisées avec un motif acrylamide, puis mélangées pour former un complexe
supramoléculaire. Les complexes sont ensuite polymérisés pour former un hydrogel (Figure
18b.). L’inclusion de I’adamantane dans la cavité de la cyclodextrine agit comme un agent de
réticulation supramoléculaire maintenant la structure 3D. Les cyclodextrines peuvent, en
général, complexer de nombreuses molécules photochromes'®, dont I’azobenzéne. Le cas des

complexes azobenzeéne/cyclodextrine sera détaillé par la suite.
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a.  Polymeéres fonctionnalisés b.  Monoméres héte et C. ~~ DMA
avec les molécules invitées invité VD‘ POEMA
= = a-CD
‘\:0 ‘B:O D

CB[8] Monomere
supramoléculaire
— {
0
HN
0
g SHN
M

Hydrogel Hydrogel formé par autoassemblage

Réseau polymeére 3D supramoléculaire supramoléculaire

Figure 18: Stratégies employées pour la synthése d’hydrogel a partir d’interactions hote/invité supramoléculaires.

a. Images reproduites d’aprés Appel et coll.”.

En plus des petites molécules, les cyclodextrines peuvent complexer de longues chaines alcanes
hydrophobes, mais aussi des polymeres hydrosolubles comme le POE. Ren ef coll. ont utilisé
le complexe entre la a-cyclodextrine (a-CD) et un copolymere poly[poly(oxyde d’éthylenre)
méthyl éther méthacrylate]-co-poly[2-(diméthylamino)éthylméthacrylate] (PPOEMA-co-
PDMA) en solution dans 1’eau pour synthétiser des hydrogels sensibles a la température et au
pH. A température ambiante et & pH>7, les chaines pendantes de POE sont complexées par
I’a-cyclodextrine®. La gélification provient de 1’autoassemblage supramoléculaire entre les
chaines de POE complexées et les molécules de cyclodextrine (Figure 18c.). En milieu acide,
I’amine tertiaire des branches DMA est sous sa forme protonée ce qui a pour effet de
déstructurer 1’hydrogel et de faire revenir le systéme a un état sol. L’assemblage est é¢galement
thermosensible a pH fixé. Ces deux stimuli peuvent modifier I’état du systéme de manicre
réversible permettant un contrdle des propriétés de 1’hydrogel.

L’exploitation de liaisons non covalentes pour la création de matériaux stimulables étend
considérablement le champ d’application des hydrogels, notamment au domaine médical. En
effet, la possibilit¢ de dissocier des hydrogels par I’intermédiaire d’un changement de
température ou de pH permet d’envisager d’utiliser de tels matériaux pour des applications

thérapeutiques au contact de tissus vivants. Pour exercer un contrdle encore plus pointu sur ces
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architectures, il est possible d’y incorporer des briques répondant spécifiquement a des stimuli
comme le pH, la température, la lumiere, le champ électrique ou les contraintes mécaniques.
Mohamed et coll. décrivent dans une revue les stratégies d’obtention et de fabrication
d’hydrogels stimulables pour la manipulation du vivant!®. De tous les stimuli étudiés, la lumiére
visible s’impose comme un stimulus non invasif pertinent pour activer des systémes a
I’interface de la biologie. C’est la raison pour laquelle la recherche autour de nouveaux

matériaux répondant a la lumicre est particulierement active actuellement.

II1.Molécules photo-sensibles et photo-commutables

La lumiere visible est un stimulus non invasif, cytocompatible, qui peut étre appliqué tres
localement, par I’intermédiaire d’un laser par exemple, avec une intensité¢ et une longueur
d’onde parfaitement contrélables. L’ utilisation de monomeéres photo-sensibles ou I’insertion de
molécules photo-commutables sur les squelettes polyméres permet le développement de
systémes photo-sensibles. Cependant, beaucoup de ces systemes répondent en partie, ou de
fagon plus efficace a la lumiere ultraviolette (UV), toxique pour les cellules. Cette partie liste
les molécules photo-sensibles les plus étudiées et les stratégies utilisées pour obtenir des

molécules sensibles sélectivement et efficacement a la lumiére visible.
I11.1. Définition et intérét

Les molécules photo-commutables sont des molécules qui ont la capacité de subir une
isomérisation réversible sous I’action de la lumic¢re. De nombreux composés ont déja été
remarqués pour leurs propriétés photo-sensibles tels que les spiropyranes, les stilbénes, les
azobenzénes (AZOs), ou encore les diaryléthénes (DAEs)!% (Figure 19). De tels composés
offrent d’innombrables possibilités d’applications notamment dans le domaine de la science des

104 et de la biologie®.

matériaux
De¢s la fin des années 1960, Erlanger et coll. ont développé des ligands azobenzene pour le
récepteur de l'acétylcholine. Grace a la grande différence d’activité entre les isomeres cis et
trans, il a été possible de réguler la différence de potentiel de la membrane!®®. Plus récemment,
de nombreux photoinhibiteurs de [’acétylcholinestérase ont été¢ développés pour la

pharmacologie!®’.
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Figure 19: Exemples de systémes stimulables par lumi¢re UV ou visible.

C’est dans le cadre de ce deuxieme champ d’application que la recherche s’est concentrée
autour de composés répondant a la lumiere visible et proche infrarouge (NIR) plutét qu’aux
UVs. En effet, les molécules mentionnées précédemment ne s’isomérisent que sous irradiation
UV dans au moins un sens. Par exemple 1’azobenzéne passe de la forme frans a la forme cis,
découverte par Hartley en 193719, lorsqu’il est éclairé par un rayonnement UV. Bien qu’elles
soient efficaces, ces irradiations dans I’UV peuvent endommager les systémes biologiques et
ne pénétrent que partiellement dans les tissus 7.

La stabilité de ces isomeres est aussi un point particulierement étudié. L’obtention d’un systéme
bimodal stable n’est pas si ais¢ puisque 1’'un des deux isomeres est toujours instable
thermiquement et a donc tendance a se transformer en sa forme la plus stable, parfois en des
temps de I’ordre de la microseconde. La littérature recense donc de nombreux systémes
permettant des transformations sous lumiere visible dans les deux sens et dont les deux isomeres

sont stables dans le temps.
[11.2.L.’azobenzeéne

La découverte de I’azobenzéne date du milieu du XIX siéclel®. A la suite de celle-ci, il a été
un composé d’importance dans 1’industrie des colorants synthétiques. Ce n’est qu’apres la
découverte et 1’isolement de son isomére cis par Hartley que 1’azobenzéne a été largement
étudié pour ses propriétés photochimiques. La Figure 20a.'° montre les spectres des deux

formes de I’azobenzéne!!. L’isomére trans posséde une forte bande d’absorption T>7* vers
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320 nm et une faible bande n>7* vers 440 nm. Cette deuxiéme transition est de faible intensité
car interdite par des considérations de symétrie'!?. L’isomére cis absorbe beaucoup moins dans
I’UV. 1l a des longueurs d’onde maximales un peu différentes, 280 et 250 nm. En revanche, il
absorbe de fagon plus importante a 440 nm car la modification de sa symétrie par rapport au
trans facilite la transition n—=>7*. Malgré un 1éger déplacement hypsochrome pour la forme cis,

les deux spectres se chevauchent en grande partie.

d.
E (eV
b. C. A (eV)
—
- === | UMO abaissée
Visible ~
uv > -
\ n ——
Isomére Isomére
trans cis

Figure 20: a. Spectre d'absorption des isomeéres cis (rouge) et trans (noir). b. Diagramme énergétique de la
transition HOMO/LUMO d'un composé photoswitch. ¢. Diagramme énergétique des orbitales @, n et ©* de
'azobenzene.

L’AZO trans est plus stable thermodynamiquement que I’AZO cis!3. 1l est plan avec un
moment dipolaire quasi nul. La forme cis adopte une conformation dans laquelle 1’angle de
torsion entre les phényles vaut environ 55°, son moment dipolaire vaut 3 Debye, elle est donc
plus polaire que son isomére!411>,

Dans le cas des AZOs, les transitions nécessitant des photons de hautes énergies impliquent les
orbitales  en tant qu’'HOMO (« highest occupied molecular orbital » pour orbitale moléculaire
occupée la plus haute) et * en tant que LUMO (« lowest unoccupied molecular orbital » pour
orbitale moléculaire la plus basse vacante). Une fagon intuitive d’obtenir des systémes
répondant dans le visible serait d’abaisser 1’écart d’énergie entre HOMO et LUMO (Figure 20b.
et c.). Cependant un probléme se pose car I’AZO possede une deuxi¢me transition électronique
principale n>7* utilisée pour I’isomérisation retour qui correspond a une irradiation dans le

bleu. Lorsque la bande d’absorption de la transition t>7* est décalée vers le rouge, elle risque
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de recouvrir celle de la transition n—>7*, ce qui ne permet plus une isomérisation sélective du
composé!®, En effet, pour obtenir une isomérisation la plus compléte possible, ¢’est-a-dire un
¢tat photo-stationnaire (PSS pour photostationnary state) le plus enrichi possible en isomére
souhaité, deux critéres sont nécessaires. Premi¢rement, il faut que chaque isomeére absorbe
quantitativement la radiation émise c’est-a-dire que son coefficient d’extinction molaire & pour
cette radiation A soit grand. Deuxiémement, les isomérisations doivent survenir efficacement
en présence de lumiére, c¢’est-a-dire avoir des rendements photochimiques ¢ ¢levés, de fagon a
ce que la quantité de lumiére requise a I’isomérisation ne soit pas trop grande'!4. Les
isomérisations doivent également requérir des énergies bien différentes de telle fagon qu’une
radiation de longueur d’onde donnée ne provoque qu’une isomérisation et pas la réaction
inverse simultanément. Le cas échéant, 1’état photo-stationnaire sera un mélange des deux

compos¢s.

III.3.Azobenzénes stimulables directement et de facon réversible dans le
visible
L’azobenzeéne est bien connu de la littérature, et son isomérisation réversible I’a rendu populaire
dans la conception de nombreux systemes photo-stimulables. Cependant, la lumiére UV,
nécessaire a son isomérisation trans—>cis, limite son champ d’application dans le domaine de

la biologie. Plusieurs azobenzénes répondant a la lumicre visible ont donc été développés au

cours de ces quinze dernieres années afin de pallier cette limite.
[I1.3.1.Systémes a pont C2

En 2009, Siewersten ef coll. décrivent des azobenzenes contenant un pont C2 (Figure 21) qui
permettent I’obtention de photo conversion presque totale grace a un large espacement entre les
bandes d’absorption des transitions 7>7* des deux isoméres (environ 100 nm)*?6, De plus la
tension de cycle qu’impose ce pont rend I’isomere cis plus stable que I’isomere frans ce qui

n’avait encore jamais €t¢ observé pour des azobenzenes.

« J _m

N=N

Figure 21: Exemple d'un azobenzeéne a pont C2 : a gauche la forme cis thermiquement stable, a la possibilité d’étre

isomérisé en sa forme trans (droite) par absorption d’un photon.
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I11.3.2.AZ0O coordinés BF»

Des composés AZO coordinés BF> (Figure 22) ont été¢ développés quelques années plus tard
par le groupe d’ Aprahamian!’118, Ces nouveaux systémes peuvent étre sollicités dans le proche
infra-rouge via leur transition ©t—=2>7* qui est beaucoup plus faible en énergiec que dans les
systémes AZO classiques. Cela est d’autant plus intéressant que ces bandes sont bien séparées

pour chaque isomeére et ne recouvrent pas les transitions n>m*.

Figure 22: Exemple d'AZO coordinés BF,.

L’ajout de groupes R donneurs d’¢lectrons a la molécule 1 permet notamment de décaler vers
le rouge la longueur maximale d’absorption du composé trans de 35 nm a 160 nm par rapport
a la molécule parent (R=H), permettant ainsi I’isomérisation trans—>cis sous irradiation dans le
proche infra-rouge. La présence de groupes ¢lectro-donneur en position para augmente de plus
la résistance a I’hydrolyse du composé en solution!!’. Plus particuliérement, le composé cis est
beaucoup moins sensible a 1’hydrolyse que son isomere. Cependant, plus les transitions sont
décalées vers les hautes longueurs d’onde, moins 1’isomere cis est stable. La résistance de
composés de type 1 a la réduction par le glutathion, présent a I’intérieur des cellules, a été
prouvée élevéel?’. La molécule 2 a été développée par le méme groupe quelques années plus
tard et a, en plus de sa capacité a s’isomériser lorsqu’elle est stimulée par de la lumiere visible,
la possibilité¢ de créer des interactions T-T intermoléculaires entre les groupes phénanthridine.
Dans ce cas, en fonction de la concentration, la présence d’agrégats peut apparaitre et celle-ci
influence grandement la cinétique d’isomérisation cis > trans. La stabilité de la forme cis de

ce composé¢ peut donc étre controlée par sa concentration.
II1.3.3. AZO porteurs de groupes donneur ou attracteur d’¢lectrons

Beharry et coll. développerent en 2011 un systéme azobenzene porteur de quatre groupes
méthoxy, électro-attracteurs, en position ortho de la fonction diazo sur les cycles aromatiques
(Figure 23a.)!'%. Dans la configuration trans, la proximité des doublets non liants des atomes
d’oxygene et d’azote crée des interactions défavorables augmentant 1’énergie de 1’orbitale n du

composé. Ce phénomene tend a augmenter 1’écart entre les orbitales n et * conduisant a un
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déplacement vers le rouge de la bande d’absorption correspondante. La bande d’absorption du
composé cis restant quasiment inchangée, il devient alors plus aisé de stimuler sélectivement et
dans le visible chaque forme avec des photons d’énergies adaptées. Cependant, ce composé est
sensible a la présence de glutathion. En solution a 1 mM et pH7, il se dégrade rapidement, ti,
~1.5 h. Ce phénomene est une limite a I’application de cet azobenzéne dans des environnements

biologiques.
d. b. F F R C.
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Figure 23: Azobenzénes substitués avec des groupes a. attracteurs d'électrons et b. donneurs d'électrons. c. Push-

R=H ou autre groupe

pull systéme.

Rapidement aprés cette découverte, plusieurs groupes se sont intéressés aux composes
stimulables par la lumiére visible. Le groupe de Hecht développa un azobenzéne porteur de
quatre atomes de fluor en position ortho (Figure 23b.)!!. Ces atomes de fluor électro-donneurs
stabilisent 1’orbitale n du cis en réduisant les répulsions électroniques présentes aux alentours
de la double liaison N=N. Ce phénoméne augmente 1’énergie de la transition n>7* et conduit
a un déplacement vers les plus faibles longueurs d’onde de la bande d’absorption
correspondante. La forme cis de ce composé est exceptionnellement stable, avec un temps de
demi-vie d’environ 700 jours a 25 °C11, Cette valeur est étonnamment élevée si on la compare
a celle des azobenzénes a pont C2 qui vaut environ 5h'® et a celle des azobenzénes développés
par le groupe de G. A. Woolley, d’environ 14 jours!?®. L ajout de groupes attracteurs d’électrons
de type dérivés d’acide carboxylique en para des benzénes permet d’atteindre une séparation
maximale de 50 nm entre les maxima d’absorbance des bandes n>n* des deux isoméres,
réduisant cependant la stabilité thermique du cis'®. En 2020, Konrad et coll. ont publié une
¢tude détaillant I’influence d’atomes de chlore en position ortho sur les propriétés géométriques
et photophysiques des azobenzénes, par modélisation informatique'?’. Ils ont montré que la
substitution en ortho par des chlores plutot que des fluors décalent les bandes n—>n* vers le

rouge et conduit a une superposition importante des spectres du trans et du cis a ce niveau. Ceci
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est di au fait que les nuages ¢électroniques des chlores, plus importants que ceux des fluors,
recouvrent partiellement les doublets non liants des azotes. Ce composé ne peut pas é&tre
isoméris¢ sélectivement par de la lumicre visible. Par contre, il montre qu’un azobenzeéne
contenant deux fluors et deux chlores en positions ortho, comme montré Figure 23b., bénéficie
des avantages des deux types de substituants. Ceci permet un décalage de la bande n>7* vers
les longueurs d’onde de faibles énergies, permettant son isomérisation sélective grace a la
lumiére rouge. Ces résultats mettent en évidence que les différentes substitutions possibles sur
les azobenzenes influencent beaucoup leur géométrie et in fine leurs propriétés photophysiques.
Dans le cadre d’une collaboration pour ce projet de thése, un dérivé d’azobenzeéne portant en
position ortho deux chlores et deux fluors a également été synthétisé par S. Pearson (Leibniz-
Institut fiir Neue Materialien gGmbH, Saarbriicke). Ce dérivé d’AZO est tel que les chlores et
les fluors sont chacun d’un c6té de la liaison N=N. Ses propriétés photochimiques seront
¢tudiées par la suite afin de déterminer si les substituants choisis favorisent une isomérisation
sélective a la lumiére visible.

11 est ainsi possible de concevoir des azobenzeénes correspondant exactement aux applications
désirées. Dans cette optique, des azobenzenes dits « push-pull » ont été développés. 11 s’agit
d’azobenzenes substitués en para par, d’un c6té un groupe donneur d’électrons et de ’autre un
groupe é€lectroattracteur (Figure 23c.). Comme pour les systemes BF, c’est la bande n>7* qui
subit un décalage vers les plus basses fréquences. De la méme facon la stabilité de 1’isomere

cis est donc réduitel®3

, et cela, de facon d’autant plus prononcée si les substituants sont tres
donneurs ou trés attracteurs. Cette absence de stabilité pour I'un des isoméres limite donc les
champs d’application de ces composés en comparaison avec les azobenzenes substitués en

position ortho.
I11.4. Activation via transfert d’énergie dans le visible

La plupart des molécules photochromes utilisées aujourd’hui répondent a des longueurs d’onde
hautes en énergies, du domaine de I’UV. Il est possible de synthétiser a facon des molécules
répondant au domaine du visible, cependant les synthéses ne sont pas toujours aisées. Pour
pallier ces difficultés, certains groupes ont utilisé des photosensibilisateurs, qui ont la capacité
d’absorber de la lumiére visible et de la transformer en lumiere UV utilisable par les

photochromes déja connus.
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I11.4.1.Activation de I’état triplet

L’activation par transfert d’énergie repose sur le réle d’un agent appelé photo-sensibilisateur.
Cet agent doit pouvoir absorber un photon d’énergie E| et transmettre a la molécule photo-
stimulable une énergie différente E2>E| qui permettra la réaction photochimique (Figure 24),
I’isomérisation dans le cas de I’azobenzéne. Ce transfert d’énergie peut se faire de facon inter-

ou intramoléculaire en fonction des especes réactives choisies.

Figure  24: Schéma  d'une  photoexcitation  par  activation  de I'é¢tat  triplet  (ISC
pour inter system crossing).

L’activation de 1’état triplet ne peut avoir lieu que si la molécule photo-stimulable a la capacité
de s’isomériser via son état triplet T1. Dans ce cas, un photon de faible énergie excite le
sensibilisateur dans un €tat S1 puis dans un état T1 suite a une conversion inter systeme (ISC).
Un premier exemple de cette stratégie d’activation a été décrit par le groupe de L. De Cola ou
des DAEs sont isomérisés via I’irradiation de bandes caractéristiques de transfert de charge
métal-ligand (MLCT pour « metal-to-ligand charge-transfer »)'21. Dans cet exemple, le DAE
est physiquement li¢, via des liaisons covalentes, a des ligands bipyridine eux-mémes
complexés a un atome de ruthénium. Plus récemment, Van Leeuwen ef coll. ont montré qu’il

était possible de réaliser I’isomérisation Z>E de dérivés de stilbéne grice a 1’état triplet!?2.
I11.4.2. Transfert d’énergie a des nanoparticules a upconversion (UCNP)

Le phénoméne d’upconversion a été découvert dans le milieu des années 1960s par Auzel*?3. 11
s’agit d’un procéssus non linéaire qui consiste en ’absorption successive d’un ou plusieurs
photons de méme énergie puis a la réémission d’un seul photon de plus grande énergie. Des
systemes utilisant ['upconversion pourraient donc servir d’intermédiaire entre un
« photoswitch », photochrome qui ne réagit qu’a la lumiére UV et une source de lumicre visible,

comme le suggere la Figure 25.
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Figure 25: Schéma d'une photoexcitation par le biais d’UCNP permettant le passage d’un « switch » de sa forme
A a sa forme B.

N. R. Branda et ses collaborateurs expérimentérent en 2009 1’isomérisation de DAEs avec de
la lumiére NIR (980 nm). Ils utilisérent des nanoparticules nanocristallines NaYF4 dopées avec
des ions lanthanides'*, a savoir, soit Tm®" et Yb*" soit Er** et Yb** déja reconnues pour leur
efficacité et pertinence en tant que sensibilisateurs pour ce type de molécules photo-sensibles.
Ces systémes n’étaient cependant pas réversibles. Un an plus tard le méme groupe développa
des UCNPs permettant la réversibilit¢ du systeme. Celles-ci ont une structure cceur-double
¢corces dont le coeur est en NaYF4 dopé TmYb, entouré d’une couche de NaYF4 dopé ErYb et
d’une enveloppe extérieure de NaYF4non dopé. Il est particulierement intéressant de noter que
I’énergie de la radiation émise par ’'UCNP peut étre contrdlée par I’intensité de la radiation a

980 nm?!%>.

I11.4.3.L’absorption multi-photons

Le principe d’absorption bi-photons, ou plus généralement multi-photons, permet d’accéder a
des états excités avec des photons de moins grande énergie que la transition considérée. Il s’agit
ainsi d’une méthode intéressante dans le but d’activer des composés photochromes avec des
longueurs d’onde visibles, proches infra-rouges. La probabilité d’une absorption bi-photon est
non linéaire, et varie avec le carré de I’intensité lumineuse émise. Cependant, cette probabilité
souvent trés faible implique [’utilisation d’émission laser intense pour mettre en ceuvre
I’absorption bi-photon. C’est pour cette raison que 1’excitation bi-photon indirecte d’un
photochrome depuis une molécule antenne par transfert d’énergie a été utilisée avec plus
d’efficacité et de polyvalence que 1’excitation bi-photon directe.

L’absorption de plusieurs photons de basse énergie par un fluorophore peut ainsi étre utilisée

pour exciter un photochrome qui lui est proche dans I’espace, par transfert non radiatif, comme
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le processus FRET (Forster Resonance Energy Transfer). Il s’agit d’un phénomeéne qui résulte
d’interactions dipdle-dipole entre deux especes proches dans 1’espace, soit mélangées, soit liées
de fagon covalente entre elles. L’une est donatrice d’énergie ici le fluorophore a deux photons,
et ’autre acceptrice, ici la molécule photo-stimulable. Les deux molécules doivent exhiber une
compatibilité énergétique, c’est-a-dire que leur spectre d’émission et d’absorption doivent se
recouvrir afin que le transfert puisse avoir lieu.

FRET: transfert d’énergie par
d. couplage dipéle-dipdle

FLUOROPHORE 2-
PHOTONS

Connection

/mélange

b.

Fluorophore

2-phot
photons 2 hv (760 nm)

Azobenzéne

Médicament

Figure 26: a. Schéma de principe du processus FRET et b. exemple de son utilisation pour la délivrance de principe
actif a partir d’AZOs.

Croissant et coll. exploitérent cette technique pour la délivrance de principe actif au niveau de
cellules cancéreuses'?®. IlIs utilisérent des nanoparticules de silice nanoporeuses contenant le
principe actif piégé par des azobenzenes ainsi qu’un fluorophore (Figure 26). Le fluorophore
absorbe la lumiere de longueur d’onde 760 nm et émet de la fluorescence a 420 nm ce qui
correspond a la bande d’absorption t>7* de I’azobenzéne. Ce dernier s’isomérise et ce faisant,

libere le principe actif piégé dans la silice.
II1.4.4.Isomérisation par transfert d’électron

L’utilisation de lumiere UV peut également étre remplacée par un transfert d’électron entre le
sensibilisateur et la molécule photo-sensible. Un tel processus a pour intérét de conduire a
I’obtention d’une espéce plus réactive qui sera capable de réagir avec un apport d’énergie moins
important, soit une longueur d’onde plus grande.

Cette technique a été utilisée par Kurihara et coll. afin de n’utiliser qu’'une méme longueur

d’onde pour isomériser un complexe ferrocéne-azobenzéne dans les deux sens??’. La Figure 27
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montre comment marche le cycle de photoisomérisation. Le complexe Fe(Il)-trans peut étre
isoméris¢ par absorption d’une radiation a 546 nm pour obtenir un PSS enrichi en cis.
L’oxydation de ce PSS permet d’obtenir un composé possédant de nouvelles caractéristiques
spectrales qui peut alors étre complétement isomérisé en complexe trans sous la méme

irradiation a 546 nm.
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Figure 27 : Schéma d’une isomérisation par transfert d’électron d’un complexe ferrocéne-azobenzéne.

Il existe de nombreuses voies d’obtention de molécules photo-sensibles répondant dans le
domaine du visible. Les AZOs ont 1’avantage de pouvoir étre fonctionnalisés en différentes
positions des benzenes. Ces fonctionnalisations permettent de controler les propriétés spectrales
du dérivé d’AZO ainsi formé. Les AZOs ont également 1’avantage de pouvoir étre stabilisés
dans leur forme cis sur des temps de I’ordre de I’expérimentation. Ils peuvent également étre
résistant a la réduction par le glutathion, ce qui en fait de bons candidats pour mener des études
en milieu biologique. Ce travail se concentrera donc sur I’utilisation de dérivés d’AZO sensibles

a la lumiere visible pour la synthése de gels aux propriétés photo-modulables.

IV.Complexes d’inclusion avec les cyclodextrines

Les AZOs ont donc des propriétés chimiques et photophysiques particulierement intéressantes
pour la synthése d’hydrogels photo-stimulables dans le cadre d’applications a 1’étude du vivant.
En plus de cela, ils ont la capacité de former des complexes d’inclusion avec les cyclodextrines,
molécules hydrosolubles possédant une cavité hydrophobe qui peut accueillir des molécules
invitées. De tels complexes ont déja été utilisés pour la formation d’hydrogels physiques photo-

stimulables. Cette partie définit les caractéristiques des cyclodextrines puis des complexes
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AZO/CD, depuis leur modé¢lisation a des exemples de complexation de dérivés d’AZO.
IV.1. Les cyclodextrines

Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques qui proviennent de la digestion
enzymatique de I’amidon. Elles ont été découvertes par Antoine Villiers qui a, en 1891, réussi
a isoler les produits de dégradation, par la glycosyltransférase de I’amidon??® . Il en existe trois
principales, qui ont chacune un nombre différent d’unité D-glucopyranose. La a-cyclodextrine
(a-CD) en contient 6, la B-cyclodextrine (B-CD) 7 et la y-cyclodextrine (y-CD) 8 (Figure 28)'%°.
Ces unités a-D-glucopyranose, en conformation chaise, sont liées par des liaisons glycosidiques
a-(1, 4) formant ainsi une structure torique dont la taille dépend du nombre d’unités
glucopyranose®*® (Figure 29). En solution dans 1’eau, une cyclodextrine peut étre vue comme

un cone tronqué.
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Figure 28: Structure chimique des a-, -, et y-cyclodextrines.

La structure des CDs est €galement caractérisée par la localisation de tous les groupements
hydroxyles a I’extérieur de la cavité ce qui rend le composé hydrophile. Plus précisément, les
hydroxyles secondaires (C(2)-OH et C3)-OH) se situent du c6té de la grande ouverture tandis
que les hydroxyles primaires (C)-OH) sont, eux, du coté de la petite ouverture (Figure 29).
D’autre part, les atomes d’hydrogene (Cg)-H, Cs5)-H, C)-Hav) ainsi que les fonctions oxydes
d’éther et acétals constituant la cavité interne rendent celle-ci hydrophobe.

Avec leur cavité hydrophobe, les cyclodextrines ont la capacit¢ d’interagir avec de tres
nombreuses substances. En 1952, F. Cramer a, pour la premiére fois, mis en évidence la
complexation de plusieurs colorants dans la cavité de la B-CD"!. Les forces motrices de ces
complexes d’inclusion sont les interactions de Van der Waals qui se forment entre 1’intérieur
hydrophobe de la cavité et la molécules hydrophobes invitée, excluant I’eau. Ce phénomene

peut étre aussi appelé « effet hydrophobe ». De nombreuses autres molécules invitées ont été
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étudiées pour leur complexation dans les différentes cyclodextrines!*?. Plus précisément, les
CDs sont utilisées pour augmenter la solubilité dans 1’eau de molécules organiques
hydrophobes telles que certains médicaments. Par exemple, Loftsson et coll. développerent des
complexes de dorzolamide dans des dérivés de cyclodextrine pour des formulations de
collyres'??. Les complexes a base de B-CD ont été particulierement utilisés pour la délivrance
d’anti-inflammatoires car elle est peu coliteuse, peut étre ingérée facilement et a une bonne

affinité pour les anti-inflammatoires !+,
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Figure 29: Caractéristiques dimensionnelles des a-, -, et y-cyclodextrines et dénomination des atomes sur une

unité en conformation chaise. Tailles des cavités données en angstrom (A).

Les cyclodextrines sont ainsi largement utilisées dans les domaines pharmaceutiques, dans la

délivrance de médicaments, en cosmétique et dans les industries alimentaire et chimique.
IV.2.Modélisation de I’interaction hote/invité avec I’AZO

L’azobenzene est un composé photochromique hydrophobe qui a donc la possibilité, comme

I’adamantane'*>?3, le ferrocéne'*®

et d’autres molécules, de s’introduire dans la cavité des
cyclodextrines en formant des complexes appelés hote/invité.

Il existe dans la littérature de nombreuses études théorisant I’entrée d’une molécule invitée dans
la cavité d’un hote. La théorie fonctionnelle de la densité (DFT) est une méthode de calcul
permettant, en théorie, de déterminer la structure €lectronique exacte d’'une molécule par des
calculs quantiques. La DFT repose sur I’idée, dérivée des théorémes de Hohenberg et Kohn,

que 1’état électronique d’un systéme peut étre entierement déterminé par la densité électronique
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de son état fondamental. Déterminer la structure €lectronique exacte d’un systéme moléculaire
se résume donc a calculer les énergies des conformations possibles et a trouver celle qui
minimise son énergie totale. Di Motta et coll. utilisent la DFT pour interpréter des résultats
expérimentaux de dichroisme circulaire et déterminer les propriétés conformationnelles d’un
rotaxane dont le composé invité est 1i¢ de fagon covalente a la molécule hote (Figure 30A). Ce
rotaxane est formé par 1’inclusion dans une 3-cyclodextrine d’un azobenzéne en forme trans,
lié a un agent fluorescent : le naphthalimide®?’. Les calculs théoriques permettent de repérer la
présence de conformations préférentielles, de basse énergie, et de modéliser leurs spectres

d’absorption UV-visible et de dichroisme circulaire.

B-CD NaO3;S

A B

Figure 30: Systémes étudiés en DFT et DM dans la littérature, (A) est le rotaxane de Di Motta et coll. et (B) est
formé d’un bromure de 4-phénoxydécylpyridinium azobenzéne et d’une a-CD.

Le désavantage majeur de la DFT est la puissance de calcul nécessaire a sa mise en pratique
pour des systémes de plusieurs dizaines ou centaines d’atomes. L’absence d’acces a un
ordinateur puissant engendre donc des temps de calcul accrus. Ceci est encore plus valable pour
les calculs d’énergies en présence d’un solvant quelconque. Di Motta et coll. ont donc recours
a la modélisation en dynamique moléculaire afin d’étudier I’influence de 1I’eau comme solvant
sur la géométrie de leur rotaxane.

La dynamique moléculaire (DM) est une méthode également utilisée pour caractériser les
complexes supramoléculaires, qui permet de prévoir les mouvements moléculaires au cours du
temps. Cette technique de simulation numérique tient compte des caractéristiques de
I’environnement extérieur (température, pression, solvant etc...) et se place dans le cadre de la
mécanique newtonienne. Elle est aujourd’hui appliquée a de nombreux domaines comme la
science des matériaux, la chimie organique, la biologie pour modéliser des systemes plus ou
moins complexes. Zheng et coll. I'utiliserent par exemple pour étudier le mouvement d’un

azobenzéne tensioactif (Figure 30B) dans 1’a-CD en milieu aqueux'3®. La Figure 31 montre les

44



Chapitre 1 : Introduction Bibliographique

positions a 5 ns et 10 ns extraites de la modélisation du passage de 1’azobenzéne tensioactif
dans la cavité de I’a-CD pour plusieurs conditions initiales. Les conditions étudiées sont la
conformation de I’azobenzene (cis ou trans), le sens de la cyclodextrine (A ou V) et le bout de
chaine initialement présent dans la cavité (| s’il s’agit de la téte hydrophile, 1 s’il s’agit de
I’azobenzéne). L’¢tude dynamique de ce systéme souligne I’importance des conditions initiales

sur la conformation préférentiellement adoptée par le systéme.

Figure 31: Positions cruciales dans le processus d’assemblage du complexe lorsque 1’azobenzéne est sous forme
cis (gauche) et trans (droite), modélisées par la dynamique moléculaire. Les molécules d’eau n’ont pas été affichées
pour favoriser la lisibilité. Les atomes de I’a-CD sont représentés par des traits tandis que ceux de I’azobenzeéne
sont représentés par des sphéres. Image reproduite depuis ',

Les méthodes de modélisation numérique sont des outils pratiques pour la prévision ou
I’interprétation de résultats expérimentaux. Ces méthodes peuvent étre coliteuses en temps et
doivent étre rigoureusement mises au point afin de ne pas en tirer de fausses conclusions. La
DFT et la DM sont deux méthodes qui ont été utilisées avec succes dans la caractérisation des

parametres influencant la formation de complexes supramoléculaires hote/invité.
IV.3.Parametres influencant la formation du complexe AZO/CD

Les cyclodextrines ne complexent pas toutes les molécules de la méme maniere. En effet, en
fonction de leur géométrie, de leur moment dipolaire ou de leur capacité a former des liaisons
hydrogenes, les molécules vont former ou non des complexes plus ou moins stables avec les

différentes CDs. Les caractéristiques de I’AZO dans le cadre de sa complexation avec les CDs
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ont été étudiées par plusieurs groupes de recherche, expérimentalement, et par le calcul.
IV.3.1.Dimensions et géométrie

Des calculs de DFT ont permis de déterminer les géométries et tailles des deux isomeres de
’azobenzéne (Figure 32). L’isomére trans est long de 9 A et large de 4,5 A tandis que son
isomere cis, plus compact, est long de 7,1 A pour 4 A de largeur et une épaisseur de 4,6 A,
De plus, les deux isomeres ont deux géométries bien différentes dans 1’espace : I’AZO trans est

plan tandis que I’AZO cis est coudé.

Figure 32: Modéles calculés en DFT des azobenzénes trans et cis. Figure reproduite d’aprés '3°.

La taille et la planéité jouent sur I’inclusion de I’AZO dans la cavité des cyclodextrines. Par
exemple, la non planéité et I’encombrement stérique de I’ AZO cis ne lui permettent pas d’entrer
dans ’a-CD®38, A P’inverse, I’AZO trans est facilement inséré dans les a- et B-cyclodextrines
et s’y oriente souvent de maniére identique : paralléelement a I’axe de la cavité de la CD**8. La
v-CD posséde une large cavité dont le diamétre intérieur mesure environ 9 A. Elle est capable
de complexer deux azobenzénes!®14! qui s’agencent sous forme de couches, une molécule par-
dessus 1’autre. Un tel confinement pourrait méme avoir des conséquences sur la photochimie

des azobenzénes!*!.
IV.3.2.Moment dipolaire

La cavité des cyclodextrines est hydrophobe. En milieu aqueux, le moment dipolaire d’une
molécule va déterminer 1’insertion de celle-ci dans la cavité de la CD. L’AZO trans possede un
moment dipolaire quasiment nul du fait de sa planéité, ce qui le rend plutét hydrophobe. L’AZO

cis, plus polaire que son isomére (p = 3D)*°, donc plus hydrophile, a moins tendance a interagir
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avec la cavité hydrophobe des cyclodextrines en milieu aqueux.
IV.3.3.Liaisons hydrogene

La présence de liaisons hydrogene entre la molécule invitée et la cavité de I’hote peut également
influencer ces interactions supramoléculaires. En effet, les interactions hydrogeéne génent le
mouvement de la molécule invitée et ont tendance a stabiliser le complexe. L’effet de géne
induit par ces liaisons est méme plus important que les effets des interactions de Van der Waals,
souvent déterminantes dans les complexes de cyclodextrine4!.

En conclusion, dans I’eau, ’isomeére trans a plus d’affinité avec les a- et 3-CD que sa forme
cis qui s’échappe majoritairement de la cavité en dissociant le complexe4%142, Ceci peut étre
source de comportements macroscopiques distincts. Par exemple, Tomatsu et coll. ont étudié
un polyacide acrylique possédant un groupement pendant un N,N’-dodécane-di-p-
phénylazobenzamide (Figure 33) capable de former un complexe d’inclusion avec 1I’a-CD en

milieu aqueux3,

Figure 33: Structure des composés utilisés par Tomatsu et coll. pour la formation d’un polymeére a la viscosité

photo-réversible par complexation d’'un AZO a I’a-CD 3.

L’isomérisation de I’azobenzene et ses interactions avec la CD influent directement les
propriétés physiques du mélange. Une diminution de la viscosité a pu étre observée au cours de
la transformation trans—>cis tandis que la réaction inverse génére un léger épaississement du
milieu. La RMN valide ce que suggérent les suivis de viscosité : I’AZO cis est majoritairement
dissocié de I’a-CD alors que sa forme frans s’y complexe.

Les aptitudes de 1’azobenzeéne a former ou non des complexes avec les CDs en fonction de son
état d’1somérisation a fait I’objet de nombreuses études. Cela a notamment permis des avancées
notables dans la création de matériaux intelligents. Ces travaux ne s’arrétent cependant pas a
I’étude de ’AZO mais a beaucoup de ses dérivés qui apportent aux systémes étudiés de

nouvelles propriétés ou parametres de contrdle.
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IV.4.Complexes supramoléculaires entre dérivés d’azobenzene et

cyclodextrine

Le systeme AZO/CD est bien connu de la communauté scientifique. Cependant la littérature
rapporte également de nombreux travaux de modification de 1’azobenzeéne pour lui donner les
propriétés spectrales désirées, comme vu dans le IIl. D’apres le paragraphe précédent, ces
nouveaux dérivés de 1’azobenzéne n’ont certainement pas les mémes propriétés que
I’azobenzéne hydrogéné lorsqu’il s’agit de former des complexes hdte/invité avec les
différentes cyclodextrines.

Par exemple, certains groupes ont modifi¢ 1’azobenzéne avec des groupements électro-
donneurs ou accepteurs en position ortho pour permettre I’isomérisation sous irradiation dans
le visible. D’autre part, certains azobenzénes ont été substitués avec une téte hydrophile!3® ou
bien une chaine POE!** afin de le rendre hydrosoluble. La présence de substituants est
susceptible de modifier les propriétés de planéité, d’encombrement stérique et les moments
dipolaires des molécules par rapport a I’AZO et donc de modifier leur capacité a complexer les
CDs ainsi que I’orientation des molécules invitées dans la cavité!3’. L ’étude de chaque nouveau
complexe entre AZOs modifiés et CDs est donc nécessaire et importante car ces systémes
permettent de réaliser des matériaux aux propriétés controlables et modifiables facilement, a la
demande.

L’incorporation du systtme AZO/CD dans des matrices plus complexes, polyméres par
exemple, permet en effet 1’obtention de matériaux photo-stimulables®®. Par exemple, un
azobenzene substitué en ortho par quatre méthoxy a été utilisé associé avec la B-CD sur un
squelette poly(acide acrylique) pour le relargage contrdlé de protéine par de la lumiére rouge#°.
Bien que les systemes AZO/CD traditionnels soient associés avec un AZO trans et dissoci€s
lorsqu’il est en cis, les propriétés d’inclusion dans les cyclodextrines sont modifiées lorsque des
substitutions interviennent. Notamment, le groupe de Wu a décrit un azobenzeéne substitué en
ortho par quatre 1sopropoxy qui peut étre isoméris€ de trans a cis par de la lumiere verte ou
rouge et de cis a trans par de la lumiere bleue. Il est intéressant de noter que la forme cis de cet
azobenzene a la capacité d’entrer dans la large cavité de la y-CD alors que la forme frans n’est
pas complexée!®®. D’autre part, Zhang et coll. ont montré que la forme cis du 4,4'-(diazéne-1,2-
diyl)bis(3,5-acide difluorobenzoique) (Figure 34a.) formait un complexe plus stable avec la -
CD que son isomére trans'*’. Huang et coll. firent la méme observation avec un azobenzéne

porteur de quatre fluors en ortho et d’une chaine POE en para'** (Figure 34 b.).
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Figure 34: Structures des azobenzenes tétra fluorés étudiés en présence de B-CD par a. Zhang et coll. et b. Huang
et coll.

Les matériaux formés a partir de complexes entre dérivés d’AZO répondant dans le visible et
CDs s’averent particulierement pertinents pour étudier le vivant puisqu’ils peuvent étre congus
spécifiquement pour [’'utilisation désirée. De plus, la lumiére visible est un stimulus
cytocompatible et non invasif qui convient tout a fait au travail en présence de systemes
biologiques. C’est pour cette raison que de nombreux hydrogels sensibles a la lumiére ont
émergé au cours des derniéres années, et parmi eux des systémes basés sur les interactions

AZO/CD.

V. Hydrogels sensibles a la lumiére au service de la biologie

Les possibilités offertes par la chimie ont permis le développement d’un grand nombre de
matériaux. Les hydrogels notamment, ont fait I’objet de nombre d’études dans le domaine de
la biologie cellulaire et de I’ingénierie tissulaire. Ils sont composés de polymeres hydrophiles
organisés en une structure gonflée d’eau qui permet la diffusion d’oxygene, nutriments et
molécules bioactives dans leur masse!®. Ces matériaux, aux propriétés définies et contrdlées,
sont les plateformes idéales pour étudier et guider les comportements cellulaires. Cependant,
les premiers hydrogels développés sont dits statiques, c’est-a-dire qu’ils possedent des
propriétés immuables. Ces matériaux imitent mal le comportement dynamique de la MEC
native, environnement naturel des cellules. C’est pour cette raison que de nouveaux systemes
émergent, dont les propriétés physiques et chimiques peuvent changer en réponse a des stimuli
biocompatibles externes. Ces nouvelles plateformes, dynamiques, sont des outils prometteurs
pour la création de MEC de synthése et la manipulation, a la demande, d’échantillons
biologiques. Parmi les stimuli biocompatibles, la lumicre s’est démarquée par son caractére non
invasif évident. La partie qui suit fait état, dans un premier temps, des hydrogels photo-
stimulables développées au cours des derniéres années pour 1’étude des systeémes biologiques.

Dans un deuxiéme temps, elle se concentrera sur la description des hydrogels aux propriétés
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photoréversibles, puis, en particulier, sur les gels formés a partir d’interactions

azobenzene/cyclodextrine.
V.1.Hydrogels a rigidité controlable par la lumicre

L’insertion d’unités photochromes sur un squelette hydrogel a été utilisé pour apporter du
dynamisme aux matrices polymeres. Par exemple, la lumiére a été utilisée pour déstructurer ou
bien former lentement des hydrogels. Ainsi, les propriétés de ces derniers peuvent é&tre
controlées et modifiées au cours du temps. De tels matériaux ont été¢ largement utilisés afin
d’étudier les réponses cellulaires a des stimuli mécaniques. En effet, de nombreuses études ont
démontré que le vivant était sensible a la rigidité de son entourage'*®, ¢’est la mécanobiologie.
Afin d’imiter et d’étudier des phénomeénes pathologiques tels que la fibrose par exemple, il est
nécessaire de disposer de plateformes dont la rigidité varie de celle d’un tissu sain a celle d’un
tissu malade, ou inversement. Différentes approches sont utilisées a cette fin, le gel peut étre
ramolli de fagon contrdlée en rompant des liaisons, il peut étre rigidifié en augmentant le
nombre de point de réticulation ou bien certains gels sont congus selon un gradient de propriétés

mécaniques.
V.1.1.Ramollissement contrdlée de la matrice

Le groupe d’Anseth a mis au point, en 2009, un hydrogel dynamique pouvant servir de support
de culture cellulaire **°. Dans cet exemple, un dérivé d’éther de nitrobenzyl sensible a la lumiére
est introduit comme agent réticulant dans un hydrogel de POE (Figure 35a.). L’irradiation a
366 nm ou 405 nm de I'unité photochrome conduit au clivage des liaisons esters et a un
abaissement de la densité de réticulation (Figure 35b.). La vitesse de dégradation de 1’hydrogel
dépend de I’intensité de I’irradiation ainsi que la longueur d’onde choisie. Ainsi, le module du
gel a pu étre précisément diminué et ajusté pour étudier son influence sur le comportement de
cellules souches mésenchymateuses humaines (hMSCs). Ces cellules ont été encapsulées dans
un hydrogel densément réticulé et le mélange a €té soumis a plusieurs courtes irradiations (~
100 s) successives de lumiere UV (Figure 35c¢.). Dans une étude précédente, Bryant et coll. ont
montré que I’irradiation de fibroblastes et chondrocytes par lumiére UV a 6-8 mW.cm™ pendant
10 min n’engendrait pas de cytotoxicité!*’. Le groupe de recherche d’Anseth s’est par la suite
basé sur cette étude pour justifier ’utilisation de lumiére UV en présence de cellules. Au cours

de la dégradation du gel, les cellules se sont propagées dans sa masse. Les auteurs utilisent

ensuite cet hydrogel pour réaliser un motif en trois dimensions. A 1’aide d’un masque, certaines
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zones sont couvertes tandis que d’autres non. Apres irradiation, les zones exposées a la lumiére
se sont dégradées et la surface du gel est constituée d’une alternance de creux et de bosses
(Figure 35d.). L’étude de hMSCs encapsulées dans cette structure montra notamment que la

création d’un motif en trois dimensions orienterait la migration des cellules.

a. C.

Figure 35: Synthése d’hydrogel photodégradable en deux et trois dimensions aux propriétés physiques
contrélables. a. macromonomere photodégradable, b. photo-dégradation de 1’hydrogel réticulé, c. diminution de
la rigidité du gel au cours de sa dégradation sous irradiation continue (courbe rouge) et périodique (courbe bleue)

4365 nm a 10 mW.cm?, d. réalisation d’une empreinte 3D a la surface de I’hydrogel. Images reproduites depuis
149.

Plus récemment, ce groupe a utilisé le méme hydrogel pour étudier I’influence de la rigidité et
de la présence de régions aux propriétés mécaniques distinctes dans la matrice sur le
développement des hMSCs*>t. Grice a I’utilisation d’un masque, un gel de POE composé de
zones de rigidité différentes et définies (2 kPa et 10 kPa) est synthétis¢. Les expériences de
culture de hMSCs suggerent que les zones rigides sur un motif régulier influencent le destin
cellulaire. En effet, au contact de telles zones, les cellules montrent une morphologie allongée
et leur propagation augmente de méme que I’activation de la « Yes-associated protein » (YAP),
une protéine qui, activée, initie les processus de division et de mort cellulaire. Au contraire, si
la répartition des zones de haute et de faible rigidité est aléatoire, les cellules ne sont pas
sensibles a une augmentation de rigidité. Il semble donc que non seulement la rigidité¢ de la
matrice extra cellulaire mais aussi son organisation influence le comportement des hMSCs.

Ce systeme hydrogel aux liaisons photoclivables a permis 1’étude de cellules soumises a un

ramollissement de leur environnement mais mieux encore, la conception de supports de culture
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aux propriétés mécaniques bien définies. Ces nouvelles plateformes sont adaptées a 1’étude des

relations entre ECM et cellules.
V.1.2 Rigidification contrdlée de la matrice

Une seconde approche, plus étudiée ces dernic¢res années pour comprendre les relations entre
rigidité¢ de la MEC et comportements cellulaires, est le développement d’hydrogels dont la
rigidité peut augmenter de fagon controlée au cours du temps.

En 2015, Anseth et ses collaborateurs ont développé un gel de POE qui peut étre rigidifié en
présence de cellules en faisant réagir par réaction thiol-éne des fonctions terminales norbornéne
et mercapto!®2. Les cellules interstitielles de valve (VICs) sont responsables de la sécrétion et
du remodelage de la matrice du tissu valvulaire. Ces cellules ont été incorporées dans un gel
mou de POE porteur de fonctions terminales norbornéne en présence d’un agent de réticulation
peptidique et d’un peptide d’adhésion (Figure 36a.). Le phényl-2,4,6-triméthylbenzoyl-
phosphinate de lithium (LAP) est utilis¢é comme photoamorceur pour la réaction thiol-éne. Des
gels de différentes rigidités contenant des VICs sont ainsi synthétisés et celui a 0,24 kPa est
choisi pour étre rigidifié par une seconde réaction thiol-¢éne (Figure 36b.) entre les POE-
norbornénes (POEnb) et un POE portant des fonctions thiol (POESH). En fonction de la
concentration en POEnb et POESH, la rigidité finale de I’hydrogel peut étre contrdlée in situ.
Ici, le module du gel passe de 0,24 kPa initialement a 1,2 kPa (gel intermédiaire) ou a 13 kPa
(gel rigide). Les auteurs ont ainsi observé que le phénotype des VICs était modifi¢ en fonction

de la rigidité du gel dans lequel ils étaient encapsulés.
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d. POEnb
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Figure 36: Schéma de a. I’encapsulation de VICs dans I’hydrogel de POE suivi de b. la rigidification de la matrice
par ajout de POEnb et POESH. Schéma reproduit d'aprés!*2,

Plus récemment, Liu et coll. étudiérent I’influence d’un durcissement en deux étapes de la
matrice sur le comportement des cellules pancréatiques cancéreuses humaines COLO-357. La
premicre étape est la formation d’un hydrogel in sifu par la méme réaction thiol-ene que
précédemment entre un POEnbD a huit branches et un peptide bifonctionnel porteur de fonctions
mercapto et de tyrosines (Figure 37a.). La deuxiéme étape consiste a réticuler de nouveau le gel
en utilisant un photoamorceur, la flavine mononucléotide (FMN) qui induit la réticulation de
deux tyrosines par leurs groupements phénols sous irradiation a 440 nm (Figure 37b.). Le temps
d’exposition a la lumiere et son intensité permettent de controler la rigidité¢ du gel, tout autre
parametre étant constant. Il a é&té démontré que plus 1’exposition est longue, plus le gel devient
rigide. Il en va de méme, pour I’intensit¢ de la lampe. Différentes zones d’un méme gel
contenant de la 5 (6)-ROX-tyramine ont ensuite été irradiées par 1’intermédiaire d’un masque,
pour permettre la formation des motifs en 3D observables par analyse en fluorescence. La
culture de sphéroides de COLO-357 dans le gel dynamique et dans un gel mou non-dynamique
a montré que la croissance des cellules était ralentie dans le gel dynamique entrainant une

activité métabolique plus faible que dans le gel mou. Cependant I’étude de 1’expression des
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metalloprotéases 2 et 7 suggere que les cellules cancéreuses seraient sujettes a migrer et se

répandre dans une matrice rigide.

Lumieére
(440 nm, 3
mW/cm?)

Peptide
bifonctionnel

Figure 37: a. Structures de molécules impliquées dans la formation d’un gel a rigidification contr6lée et b. schéma
de la réaction de réticulation des tyrosines photoamorcée par la FMN. Schéma reproduit d'apres'3.

Le principe de doubles réticulations successives a de nouveau été exploité par le groupe
d’ Anseth pour le développement d’hydrogel de POE a base d’azadibenzocyclooctyne (DBCO)
154 Les DBCO subissent dans un premier temps une cycloaddition azoture-alcyne avec un POE-
diazide pour former le gel. Puis, dans un second temps la rigidité du gel est accrue par photo-
réticulation amorcée par le LAP des cyclooctynes libres (Figure 38). L’utilisation de différents
ratio azoture/alcyne a permis I’obtention d’hydrogel aux cinétiques de rigidification différentes.
De plus, la cinétique favorable de la cycloaddition azoture-alcyne dans les conditions
physiologiques rend cette méthode de synthése pertinente pour I’encapsulation de cellules. Les
hydrogels ainsi formés peuvent donc étre rigidifiés a la demande et ont été utilisés pour étudier
I’influence de changements de rigidité de la matrice sur des cellules musculaires, des
myoblastes de souris C2C12. Pour permettre une bonne adhésion des cellules au gel, le POE-
diazide est remplacé par un peptide diazoture. Les cellules musculaires peuvent sentir et
répondre aux stimuli mécaniques par la localisation de la YAP. Les cellules incorporées dans
un gel qui est ensuite rigidifié sous 24h ne voient pas leur morphologie évoluer et abaissent la
quantité¢ de YAP dans leur noyau. Au contraire si ces cellules sont cultivées pendant 6 jours
dans un gel mou, et ont le temps de se répandre, une rigidification du gel entraine un
allongement des cellules et une augmentation de la quantité de YAP au niveau du noyau
traduisant une réponse cellulaire au changement de propriétés mécaniques de leur

environnement.
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Figure 38: Structure des especes formant I'hydrogel de DBCO et suivi du module de stockage du matériau au cours
de sa formation et rigidification par photo-réticulation. Schéma reproduit d'aprés '>*.

Le méme principe a été utiliseé pour réaliser des gels de POE grace aux fonctions anthracénes
qui forment des diméres entre elles sous une irradiation dans I’'UV (Figure 39)!*. Le groupe
d’Anseth a étudi¢ la localisation du facteur de transcription NFAT de fibroblastes cardiaques

dans ces gels, a rigidité fixe ou modulable, allant de 10 a 50 kPa.

8-bras, 20000 g.mol*

Figure 39: Structure d’un POE-anthracéne utilisé pour former des gels et de 1’évolution du module d’un gel a 13
wt% au cours de la réticulation sous irradiation continue (ligne noire) ou par étape (ligne rouge). Les bandes jaunes
représentent les périodes ot la lumiére UV est allumée dans I’irradiation par étape. Figure reproduite depuis' .
Cette étude montre que la localisation du NFAT passe de cytoplasmique pour un gel statique a
nucléaire dans un gel dynamique. Elle prouve donc I’utilit¢ de supports dynamiques pour la
mécanobiologie.

L’¢tude de comportement biologique sur des échantillons soumis a une rigidification spatio-
temporelle de leur matrice montre que ceux-ci peuvent répondre de différentes fagons a un
stimulus mécanique : en se différenciant pour les cellules souches, en délocalisant la YAP pour

des myoblastes C2C12 ou le facteur NFAT pour des fibroblastes.
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V.1.3.Matrice a gradient de rigidité

Des gels de plus en plus complexes a base de polyméres naturels ou synthétiques, imitant de
mieux en mieux les propriétés diverses de la MEC voient le jour, basés sur la rigidification en
plusieurs étapes de leur matrice. Ces gels font coopérer des stimuli biochimiques et
biomécaniques pour comprendre les relations complexes entre cellules et MEC.

Par exemple, Rape et coll. décrivent un exemple d’hydrogel de acide hyaluronique--
méthacrylate réticulé en deux étapes, caractérisé par deux gradients orthogonaux de rigidité et
de concentration en fibronectine (ligand d’adhésion)'>®. Le gel est synthétisé en deux étapes et
la fibronectine greffée grace a la présence de fonctions mercapto incorporées au squelette
méthacrylate en amont de la polymérisation (Figure 40). Des glioblastomes humains sont mis
en culture sur ces hydrogels et ont permis au groupe d’observer que le microARN miR 18 n’était
pas controlé de la méme maniére en fonction des propriétés du substrat. Cela a permis de
démontrer que la MEC contrdlait 1’expression de cet ARN de fagon complexe et non linéaire.
Cette plateforme a également montré la favorisation d’une différenciation ostéogénique de
MSC sur des substrats rigides et riches en fibronectine tandis que des substrats mous
favoriseraient une différenciation adipogénique non influencée par la concentration en
fibronectine.

Dans la méme optique, le groupe d’Anseth développa un hydrogel a base de POE-nb
fonctionnalisé par un peptide pour I’encapsulation de cellules en 3D'*’. Ce gel est réticulé par
réaction entre POE-nb et dithiol puis il est pourvu de molécules provenant de la MEC par
application de stimuli lumineux. Le groupe a ainsi étudié la réponse de VICs encapsulées dans
ces gels et a mis en évidence I’importance des parametres chimiques et mécaniques de la MEC

sur le comportement de ces cellules responsables de la fibrose.
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Figure 40: Représentation schématique de la synthése de gels de AH possédant deux gradients orthogonaux, 1'un
en rigidité et I’autre en concentration de fibronectine. a. De I’ AH-méthacrylate-DMNBAT est réticulé avec la DTT
pour former un gel insoluble accroché a une lame de verre. Le gel est ensuite incubé avec un photoamorceur
d’éosine Y et exposé a la lumicre visible a travers un masque, créant ainsi le gradient de rigidité. Le gel est ensuite

exposé a la lumiere UV a travers le masque apres sa rotation a 90° afin de conjuguer la fibronectine au DMNBAT.

b. Représentation des gradients en rigidité et fibronectine. Figure reproduite depuis Rape et coll. '*.

En 2020, un hydrogel de dextrane-méthacrylate dit a 4 dimensions a ét¢ développé par Zheng
et coll™®. Ce gel est préparé de maniére similaire a celui de Rape et coll., sans la présence de
gradient. Il s’agit d’un gel qui peut contenir quatre zones distinctes bien contr6lables et
définissables par la lumiere, une zone rigide riche en peptide d’adhésion dégradable par les
MMPs, une zone rigide sans peptide, une zone molle avec peptide et une zone molle sans
peptide (Figure 41). Ce gel a servi pour I’étude de la migration de fibroblastes en sphéroides

encapsulés dans sa masse. Les résultats montreérent que les sphéroides se désintégrent, ses
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cellules se répandent dans le gel, en présence de peptide d’adhésion alors qu’elles restent
confinées en son absence. Par ailleurs, lorsque la matrice est rigidifiée, la croissance des
sphéroides est limitée jusqu’a étre stoppée lorsque le degré de réticulation atteint une valeur

limite.

Hydrogel réticulé Hydrogel adhérent

Hydrogel rigide Hydrogel rigide et adhérent

Agent réticulant
clivable par les
MMPs Mou, non-adhérent

Mou, adhérent
Rigide, non-adhérent

Rigide, adhérent

Figure 41: Représentation schématique d’un hydrogel de dextrane 4D. Figure reproduite depuis Zheng et coll.'>.

Ces systémes versatiles ont permis d’activer, de diriger ou d’inhiber la migration et la
différenciation cellulaire en fonction des propriétés du support de culture, en 2 ou 3D. Basés
sur la photo-rigidification ou photo-greffage de molécule d’adhésion in situ, ces matériaux
permettent un controle indépendant des propriétés biochimiques et biomécaniques de

I’environnement cellulaire in vitro.
V.2.Systemes réversibles a base d’azobenzéne

Il y a eu, ces dernic¢res années, des avancées notables dans le domaine de la conception de
plateforme imitant la MEC pour des applications biologiques. Cependant, peu encore peuvent
recréer fidelement ses propriétés mécaniques changeantes. La nécessité de créer de nouveaux
matériaux dynamiques a donc motivé de nombreux groupes de recherche. De récents travaux
recensent notamment des systémes capables de répondre a un stimulus lumineux par des
changements structuraux, unidirectionnels ou cycliques. Ces systémes réversibles permettent
de controler les propriétés de la matrice de synthese et lui conférer des propriétés mécaniques
modifiables sur demande. L.’azobenzéne et ses dérivés peuvent changer de conformation, donc

de propriétés, de fagon réversible lorsqu’ils sont soumis a un stimulus lumineux. Ils ont été
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utilisés dans de nombreux exemple d’hydrogels aux propriétés photo-stimulables de fagon
réversible, soit en tant qu’agent de réticulation insérés dans le réseau, soit en tant que
groupement pendant en interaction avec des cyclodextrines dans le but de créer des points de

réticulation physique.
V.2.1.Agent réticulant a base d’azobenzene

Un gel a base de POE développé par le groupe d’Anseth a été formé par réticulation avec un
peptide photo-stimulable a base d’azobenzéne'>®. L’AZO est choisi pour son isomérisation
sensible a la lumiére, de fagon réversible. Ainsi, en fonction de sa forme, cis ou trans,
I’azobenzeéne déforme le réseau du gel et modifie sa rigidité a I’échelle macroscopique (Figure
42). Les propriétés rhéologiques de ce gel témoignent de son caractere réversible qui perdure
aprés plusieurs irradiations successives malgré une faible amplitude. Un point intéressant a
relever dans cette étude est le fait que la conformation cis génére un gel plus mou que la
conformation frans. Cela serait dii a la présence de liaisons hydrogenes entre les peptides photo-
stimulables. Celles-ci seraient favorisées en conformation trans, créant un réseau plus rigide, et
perturbées en conformation cis, d’ou le réseau plus mou. La biocompatibilité de ce systéme est

confirmée a 1’aide de VICs.

Peptide d’adhésion Peptide photo-stimulable
POE-VS en étoile

Tampon HEPES

Figure 42: Représentation schématique de la formation de gel photo-stimulables par addition de Michael entre un

POE-vinylsulfone a plusieurs bras et un peptide-thiol. Figure reproduite depuis Rosales et coll.'>.

Lee et coll. ont également développé un hydrogel contenant des agents réticulant dérivés
d’AZO, a base d’acrylamide (Figure 43)%°. En fonction de 1’état d’isomérisation des dérivés

d’AZO, le gel peut passer d’un état « dur » a un état « mou ». La rigidité des gels est mesurée
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par microscopie a force atomique au cours du temps. L’amplitude de diminution de la rigidité
est fonction du temps d’irradiation en UV, et peut atteindre 75% apres 3h d’irradiation. Des
cellules souches mésenchymateuses ont été étudiées en 2D sur ces hydrogels. Ces gels sont
ainsi capables de moduler les comportements (morphologie, migration, adhésion) des MSCs
grace au changement de leurs propriétés mécaniques. Il s’agit d’un outil pertinent pour la

mécanobiologie.

Figure 43: Azobenzeéne utilisé comme agent réticulant dans la synthése de gels acrylamides photo-sensibles.

L’utilisation de ’AZO ou de ses dérivés comme agent de réticulation permet donc d’obtenir
des gels sensibles a la lumiere de facon réversible avec une faible fatigue. Cependant,
I’amplitude de la réponse en rigidité n’est pas assez ¢levée pour modéliser le passage d’un tissu
sain a un tissu fibreux (de quelques kPa a plusieurs dizaines de kPa). De plus, pour des temps
d’irradiation longs, la question de la cytotoxicité de la lumicre UV sur les cellules se pose. Elle
peut étre un inconvénient a 1’utilisation de tels systémes pour des applications biologiques.

L’azobenzene reste un photochrome de choix dans I’¢laboration de matériaux intelligents par
son accessibilité et sa facilit¢é a étre isomériser. Ses propriétés de complexation avec les
cyclodextrines ont su étre exploitées dans le but d’obtenir des matériaux photo-stimulables

réversibles.
V.2.2.Systeme réversible grace a I’interaction azobenzeéne/cyclodextrine

La majeure partie des gels a base d’AZO et de CD connus de la littérature utilise ’AZO
classique (hydrogéné). Il a ’avantage d’étre connu de méme que ses propriétés d’inclusions
dans les cavités des a-CD, B-CD, et y-CD. Comme vu précédemment, I’isomere trans de I’AZO
entre dans les a-CD et B-CD, formant un complexe hote-invité, alors que le cis n’a pas la place
d’entrer dans la cavité hydrophobe. Plusieurs groupes ont utilisé ces propriétés afin de créer des
points de réticulation physique photo-stimulables dans des réseaux hydrogels. Le groupe de
Harada s’intéresse depuis plus de dix ans déja a la conception de matériaux stimulables par la
lumiere faisant intervenir le complexe entre AZO et CD. Harada, Takashima et Nakahata ont
publié¢ une revue en 2014 recensant les matériaux polymeres supramoléculaires basés sur des

interactions cyclodextrine-invité”*,
V.2.2.1.Réponse a la lumiere UV
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En 2009, Zhao et coll. synthétiserent un hydrogel a base d’acide désoxycholique modifié avec
de la B-CD et d’un PAA-AZO'"®!. Lorsque I’AZO est sous forme trans, il est complexé par la
B-CD et le mélange forme un gel. Lorsque la lumiere UV le passe sous forme cis, c’est la partie
desoxycholate de la B-CD qui pénétre la cavité et dissocie le gel, ramenant le mélange a un état
de solution (Figure 44). Ce matériau exhibe donc une transition sol-gel qui pourrait, en fonction

de sa biocompatibilité, étre intéressante pour 1’étude de systémes biologiques.

Figure 44: Complexe d’inclusion supramoléculaire 1 formé d’un dérivé de B-CD-Déoxycholate 2 et d’un
copolymére PAA-AZO 3. Le complexe 1 peut former, en solution aqueuse, un hydrogel disposant d’une transition

sol-gel induite par ’isomérisation photo-stimulable de I’unité AZO. Reproduit depuis Zhao et coll.'®!

Tamesue et coll. du groupe dirigé par Harada, ont développé un an plus tard un hydrogel tout a
fait similaire faisant intervenir la complexation de ’AZO comme groupe pendant d’un PAA

dans la a-CD greffée sur un polysaccharide, le curdlane (CUR) (Figure 45a.)!.
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Figure 45: a.Structures du curdlane fonctionnalisé par I’ a-CD et des diméres-AZO et PAA-AZO utilisés. b. Suivi
de la viscosité de cisaillement au cours du temps sous irradiation UV puis bleue du mélange a-CD-CUD/PAA-
AZO (tracé rouge). Comportement des mélanges a-CD-CUD/PAA-AZO en présence de 4 équivalents de
Ci12CAsNas (tracé vert), de tetraecthyléne glycol (tracé bleu) et de a-CD (tracé jaune). Figures reproduites depuis

Tamasue et coll.'®%.

Le suivi de la viscosité du mélange au cours des irradiations (Figure 45b.) confirme qu’en
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fonction de I’isomérisation de I’AZO, le mélange subit un changement : le passage de la forme
trans a la forme cis induit une diminution de la viscosité alors que le retour a la forme trans
entraine une augmentation de la viscosité jusqu’a gélification. Il est intéressant de noter qu’en
présence d’une molécule invitée possédant une constante d’association plus grande que
I’azobenzeéne dans la a-CD, ici un sel de 1,12-décanedicarboxylate de sodium (C12CAxNay), le
gel revient a 1’état sol. De méme lors de I’ajout d’un exceés de a-CD libre dans la solution, ce
qui tend a confirmer le dynamisme des liaisons hote/invité. L’ajout d’une molécule possédant
une constante d’association plus faible que 1’azobenzéne dans la a-CD, le tétraéthyléne glycol,
n’affecte pas la viscosité du mélange. D’autre part, le mélange a-CD-CUD/AZO; dimére ne
forme pas de gel. Cela met en évidence le fait que, non seulement la formation du complexe
hoéte/invité mais également la présence de multiples points de réticulation, est importante pour
générer la formation d’un gel supramoléculaire. Les résultats indiquent que la transition de
phase du mélange peut étre controlée par 1’association et la dissociation du complexe -
CD/AZO et que ce changement de phase est réversible. Cependant, ce systéme est limité par le
faible changement de propriétés mécaniques a 1’échelle macroscopique di au fait que la
constante d’association entre AZO et a-CD est faible (~ 1000 mol™).

Le méme groupe a travaillé plus tard sur la formation d’hydrogels par autoassemblage amorcé
par la complexation entre AZO et CD'*2. Dans ce travail, deux gels a base de polyacrylamide
contenant comme groupement pendant, pour I’un un azobenzeéne, pour 1’autre une a- ou B-CD
ont été synthétisés par copolymérisation radicalaire (Figure 46a.). La mise en contact de
morceaux de gels contenant de la cyclodextrine et de morceaux de gels contenant de I’AZO
entraine I’autoassemblage de ceux-ci par la complexation de leurs fonctions de surface. Lorsque
les AZOs sont en forme frans, il y a autoassemblage avec les gels contenant de 1’a-CD (Figure
46b.). Par contre, lorsque I’AZO est passé en forme cis par irradiation UV, I’autoassemblage
n’est plus possible qu’avec des gels contenant de la B-CD avec une tres faible constante
d’association. L’étude de I’influence du nombre de fonctions en surface montre que plusil y a
de fonctions, plus les propriétés mécaniques de 1’assemblage gel-AZO/gel-CD sont
conséquentes. Ces propriétés peuvent tre ajustées en faisant varier la densité de fonctions ainsi
que I’isomérisation de I’AZO. Un gel est également formé a partir de polyacrylamide contenant

a la fois de I’AZO et de I’a-CD. Ce gel montre des propriétés d’autoréparation apres découpe.
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Agitation Agitation

Figure 46: a. Structure chimique des gels hotes et invités. Les ratios molaires des monomeéres d’acrylamide, d’hote
ou d’invité acrylamide et de N,N’-méthylbis(acrylamide) sont indiqués par les lettres x, y et z. Ici, x/y/z valent
93/5/2 pour le gel hote et différentes valeurs pour les gels invités. Le « r » dans la chalne principale indique qu’il
s’agit de copolymeres aléatoires. b. Assemblage et dissociation de gels a base de a-CD (bleu pale) et d’AZO
(orange). Les gels s’assemblent sous agitation lorsque I’AZO est sous forme trans. Ils se dissocient lorsque I’AZO
est passé sous forme cis par une irradiation a 365 nm. Images reproduites depuis Yamaguchi et coll.'* .

Ma et coll. développerent des microspheres pour la culture cellulaire en 3D, basées sur la
complexation AZO/CD'®. Les sphéres sont préparées a base de poly(méthylvinyl éther-alt-
acide mal¢€ique, contenant des B-CD greffées, réticulé par un agent a base de POE (Figure 47).
La complexation des B-CD de surface avec un azobenzéne adhérent (AZO-RGD) permet la
culture de cellule en 3D sur ces microgels. L’isomérisation de I’AZO-RGD par la lumiére UV
dissocie le complexe, diminue le nombre de peptides d’adhésion en surface et donc le nombre
de cellules. La sensibilit¢ du complexe a la lumiére permet le contrdle de la densité cellulaire

en surface de ces microspheres.
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Figure 47 : Schéma représentant la stratégie de syntheése d’hydrogels photo-stimulables pour la culture cellulaire

basés sur la complexation entre B-CD et un AZO-RGD. Schéma reproduit depuis Ma et coll.'®.

Le groupe de recherche d’Anseth développa, a son tour, un hydrogel d’acide hyaluronique aux
propriétés photocontrdlables basées sur I’interaction supramoléculaire entre AZO et a- ou f-
CD greffés sur deux polysaccharides indépendants (Figure 48a.)!%*. L’acide 4-
phénylazobenzoique est notamment utilisé comme invité de la f-CD, en ratio molaire 1:1 afin
de former des gels aux propriétés viscoélastiques contrdlables. L’étude par rhéologie du module
de stockage au cours du temps, sous irradiation a 365 et a 420 nm (Figure 48b.) montre la
réversibilité, avec peu de fatigue (5%), des propriétés du gel, qui est dans un état « rigide »
lorsque 1I’AZO est sous forme trans et dans un état « mou » lorsque I’AZO est sous forme cis.
La constante d’association faible mais non nulle de I’isomere cis avec la B-CD permet au
mélange de rester sous forme de gel. Les auteurs ont observé qu’augmenter la fonctionnalisation
en AZO sur le squelette acide hyaluronique tend a diminuer le caractére viscoélastique du gel
et a diminuer ’amplitude de la réponse photo-induite. A I’inverse, augmenter le pourcentage
massique de polymere en solution a tendance a augmenter I’amplitude de la réponse pour un
gel contenant la plus faible quantité d’AZO. Le module élastique de ces gels est controlable par
la lumiere et varie de I’ordre de 36 a 60% en fonction des propriétés intrinseques des gels. Ils
ne montrent pas de transition de phase, contrairement aux gels physiques précédemment cités,
et ont pu étre utilisés pour la délivrance de principe actif. La biocompatibilité de ces gels en fait

de potentiels candidats en tant que matrice dynamique de culture cellulaire.
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Figure 48 : a. Structure des molécules impliquées dans la synthése d’un gel photo-stimulable et son schéma de
fonctionnement. b. Suivi par rhéologie du module de stockage d’un gel soumis a des irradiations successives au

cours du temps. Reproduit depuis Rosales et coll.!*

Royes-Mir et coll. ont synthétisé un hydrogel composé d’un réseau physique, entre AZO et 3-

CD, et d’un réseau chimique'%

. De cette facon le gel n’a pas de forme sol, difficile a manipuler,
mais plutdt une forme dite rigide et une forme dite molle. Il s’agit d’un travail réalisé dans le
laboratoire ou j’ai effectué ce travail de these, dans le cadre d’un contrat postdoctoral, et qui a
servi de base a celui-ci.

Ce travail s’est focalisé sur la conception d’un hydrogel a rigidité photo-modulable. Il traite de
la syntheése d’un hydrogel dont la rigidité peut varier de facon réversible de 30 kPa a 15 kPa
environ simplement en appliquant un stimulus lumineux. Peu de travaux décrivent des
hydrogels dont la rigidité est modulable avec une telle amplitude. La synthese du gel met en jeu
trois composés (Figure 49a.) : un AZO di-maléimide, une B-CD di-mal¢imide et un POE-
tétrathiol. L azobenzene assure, dans ce gel, la présence d’un réseau physique réversible grace
a son association avec la B-CD. La réaction de chimie click entre thiol et maléimide est choisie
pour assurer la présence d’un réseau chimique qui permet au gel de disposer de propriétés
mécaniques pouvant atteindre la rigidité de cellules fibreuses. Les blocs de synthése a base
d’AZO et de CD sont mélangés afin de former le complexe hote invité. Ils sont ensuite réticulés
a I’aide des thiols afin d’obtenir un hydrogel chimique. La complexation de I’AZO sous forme
trans avec la B-CD lors de la formation du gel assure la présence de points de réticulation
physiques dans le gel. Une irradiation UV (365 nm) peut isomériser ’AZO de trans a cis,
induisant la décomplexation entre AZO et B-CD et détruisant le réseau physique. Cela conduit
a une diminution de la rigidité du matériau. L’isomérisation retour est effectuée par de la
lumicre bleue (415 nm) et reconstruit le réseau physique, permettant une récupération des

propriétés mécaniques du gel.
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Figure 49: a. Représentation schématique des molécules utilisées dans la préparation d’hydrogels photo-

stimulables. b. Evolution du module d’Young (E) d’un hydrogel répondant a la lumiére au cours du temps

d’irradiation. Reproduit depuis Royes-Mir et coll.'®,

La réponse a la lumiére de ces hydrogels a été étudiée par microscope a force atomique afin de
suivre le changement de propriétés mécaniques du gel au cours du temps, sous irradiation. Les
résultats de I’analyse du module d’Young E, rigidité intrinséque du matériau, au cours du temps
pendant des irradiations bleues et UV successives, attestent du caractére photo-stimulable de
ces hydrogels. Sur la Figure 49b., on peut voir que, dans un premier temps, E diminue fortement
jusqu’a un état stationnaire sous ’influence de la lumiére UV qui décomplexe AZO et B-CD,
comme attendu. L’application, par la suite, d’une lumiére bleue permet bien la récupération
d’un matériau plus rigide. Apres un cycle d’irradiation, on observe une trés bonne réversibilité
des propriétés mécaniques du gel avec peu de fatigue. La faible fatigue observée provient du
fait que I’irradiation a 415 nm ne permet pas I’obtention d’un AZO 100% trans mais d’un état
photo-stationnaire partiellement cis. De plus, I’amplitude de la diminution du module d’Young
lors de l’irradiation UV est de quasi 50% du module initial, une valeur peu observée dans la
littérature pour des gels rigides et réversibles. En conclusion de ce travail, un hydrogel
biocompatible dont la rigidité est controlable de fagon réversible par la lumiere a été synthétisé
et décrit. Les réseaux de réticulation chimique et physique permettent I’obtention d’un gel qui
ne s’écoule pas mais dont la rigidité¢ peut diminuer de 50% de sa valeur initiale avant de la
retrouver en quasi-totalité. Il s’agit d’une avancée conséquente dans le domaine des hydrogels
intelligents. Cependant, 1’é¢tude du vivant avec cet hydrogel est limitée par ses longues

expositions a la lumiére UV, néfaste.

Les systemes hydrogels décrits dans cette partie utilisent tous la complexation supramoléculaire
entre AZO et CD afin d’obtenir des matériaux dont les propriétés mécaniques, de surface ou

d’autoréparation sont modulables de fagcon réversible par application de lumiere UV et bleue.
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Plusieurs de ces exemples sont destinés a des application dans le domaine de la biologie.
Cependant, comme déja mentionné, I’utilisation de lumiére UV pendant de longs laps de temps,
peut les rendre inadéquats pour de telles utilisations. En effet, la lumiére UV risque
d’endommager les échantillons biologiques. Il est donc nécessaire d’adapter ce systéme pour

atteindre des longueurs d’onde de réponse appartenant au domaine du visible, non cytotoxique.
V.2.2.2.Réponse a la lumiere visible

Peu d’hydrogels photo-contrdlables utilisent des azobenzénes modifiés, stimulables dans le
domaine du visible. C’est le cas du groupe de recherche de Wu, qui utilisa un azobenzéne
méthoxylé aux quatre positions ortho (mAZO) et greffé sur un PAA pour former un hydrogel
stimulable sous irradiation rouge'*’. Ce gel montre une transition de phase, d’une phase gel
lorsque le mAZO est sous forme trans, complexée par la f-CD, a une phase sol aprés irradiation
rouge (625 nm), qui passe le mAZO sous force cis, dissociant le complexe d’inclusion (Figure
50a.). Le retour a la forme trans est assuré par une irradiation bleue (470 nm), ou chauffage
dans le noir. Cet hydrogel est plus adapté aux applications biologiques que ses homologues
répondant aux UVs car la lumiére rouge pénétre les tissus biologiques bien plus profondément
que les UVs. Ces gels sont utilisés comme support pour contrdler le relargage de BSA (« bovine
serum albumin ») marqué par une molécule fluorescente. La protéine est chargée dans le gel et
son relargage est suivi par fluorescence. Lorsque le mAZO est sous forme trans, seulement 9%
de protéines sont relarguées en 1h alors que 45% sont relarguées en 1h apres irradiation rouge
a 15 mW.cm™. Une irradiation plus puissante, 60 mW.cm™, pendant 1h permet le relargage de

83% de la quantité¢ de BSA encapsulée dans le gel.

a. b.

Figure 50: a. Schéma et photographies de la transition sol-gel photo-induite d’un mélange PAA-mAZO/PAA- -
CD. b. Schéma du relargage d’une protéine photo-controlée par un gel de PAA-mAZO/PAA- B-CD. Figures

reproduites depuis'*.

Cet hydrogel possede donc une transition de phase réversible et controlable par lumiere visible.
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Cette transition peut étre utilisée pour la délivrance de molécules encapsulées, a vitesse
controlée, au travers de tissus. La quantité de lumiére rouge nécessaire est assez faible pour
¢viter de causer des domages aux tissus traversés. Par contre, comme déja mentionné, le mAZO
est rapidement dégradable en présence de glutathion, ce qui le rend inenvisageable pour des
applications en présence d’organisme vivants.

En 2020, une étude par Yan et coll. utilise I’auto-association de dimeres d’azobenzenes tétra-
méthoxy avec des dimeres de B-CD pour la synthése d’un matériau photo-stimulable par de la
lumiére verte et de la lumiére bleue!®. Les diméres de B-CD et de mAZO trans sont mélangés
a chaud et leur refroidissement entraine leur auto-association en structure en ruban grace a la
présence de liaisons hydrogénes entre les CDs. L’enchevétrement des rubans ainsi formés
conduit a la formation d’un gel supramoléculaire. Une irradiation verte (550 nm) isomérise le
mAZO en cis ce qui a pour effet de dissocier le complexe et le retour a une phase sol.
L’utilisation de dimere bien définis plutdt qu’un support polymére comme dans 1’étude du
groupe de Wu permet un meilleur contrdle des parametres expérimentaux. Les gels formés dans
cette étude peuvent atteindre un module de stockage de I’ordre de 100 kPa pour un systéme
composé a 90% de solvant, ce qui n’a pas été observé avec des gels physiques supportés par
des polymeres. Cet hydrogel a été utilisé pour étudier le relargage de rhodamine B. La molécule
encapsulée dans le mélange peut étre délivrée lors de la transition trans=>cis du mAZO irradié
a 550 nm. Une absence d’irradiation conduit a un relargage de 9% des molécules en 1h, tandis
que l’irradiation a différentes puissances peut permettre de relarguer jusqu’a 80% des molécules
en lh. Le méme groupe a également développé un poly(acide acrylique) greffé mAZO afin
d’obtenir un hydrogel supramoléculaire répondant a la lumieére visible en présence de dimeres
de B-CD'’.

Le mAZO en interaction avec la B-CD permet la fabrication de matériaux photo-stimulables
avec de la lumiére visible. Que les molécules hotes et invités se présentent sous forme de
dimeéres ou soient greffées a un squelette polymere connu, elles ont la capacité de former des
points de réticulation physique suffisant a la formation de gels, aux plus ou moins bonnes

propriétés mécaniques.
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Figure 51: Illustration schématique de la formation d’un hydrogel supramoléculaire basé sur la complexation
hote/invité entre des diméres AZO méthoxylés et B-CD. Image reproduite depuis 6.

Les systemes répondant dans le visible ont de nombreux avantages sur leurs homologues
nécessitant de la lumiere UV. Le stimulus est moins néfaste et pénetre mieux les tissus. Ces

matériaux sont donc plus adaptés a des applications biologiques.

VI.Conclusion et objectifs de la thése

Cette introduction nous a permis de comprendre le role que les hydrogels avaient a jouer dans
le domaine de la biologie et leur importance afin de mieux comprendre certains phénomenes
qui nous entourent et nous composent. Ce projet s’intéresse, en particulier, au développement
d’un moyen d’étudier les relations entre la rigidité¢ de la MEC et les comportements cellulaires.
Pour cela différents gels sont a disposition, des gels chimiques, ou des gels physiques, naturels
ou synthétiques. Les liaisons chimiques sont fortes et peuvent former des gels aux excellentes
propriétés mécaniques tandis que les liaisons physiques sont stimulables et dynamiques, elles
imitent mieux la nature de I’environnement cellulaire. Au cours de ce projet, nous avons voulu
combiner les avantages des deux types de gels.

Nous avons choisi de développer un matériau sensible a la lumiere. En effet, la lumiére est non
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invasive et son intensité est facilement controlable, elle s’impose donc comme un stimulus de
choix dans I’étude d’échantillons vivants. Parmi les nombreuses molécules photo-sensibles,
I’azobenzéne est certainement I’une des plus utilisées pour son isomérisation facile, rapide par
application de stimuli lumineux et sa stabilité thermique. L’interaction hdéte/invité entre
azobenzene et cyclodextrine est bien connue de la littérature et permet 1’obtention de systémes
montrant une transition de phase déclenchée par la lumiere. De nombreux groupes de recherche
utilisent ces propriétés intéressantes pour créer des matériaux « intelligents », dont les
propriétés sont controlables par la lumiére, pour I’étude du vivant. Cependant, 1’isomérisation
trans—>cis de ’azobenzéne nécessite de la lumiére UV, toxique pour des échantillons
biologiques et qui ne traverse pas les tissus. Dans le cadre de la mécanobiologie, le
développement de nouveaux systémes stimulables par de la lumiére visible s’impose donc peu
apeu. Les multiples possibilités de fonctionnalisation de 1’azobenzéne pour le rendre stimulable
dans le visible en font, de nouveau, une molécule idéale pour de telles applications.
Ainsi, les objectifs de ce travail de thése ont été les suivants :
- choisir un dérivé d’azobenzéne stimulable par la lumicre visible, possédant des
propriétés d’association intéressantes avec la -CD,
- choisir et fonctionnaliser un polymere pertinent pour la synthése d’hydrogel a base du
dérivé d’azobenzene précédemment sélectionné et de B-CD,
- réaliser la synthese et la caractérisation d’hydrogels aux propriétés mécaniques proches
de celles de la MEC cardiaque.
L’objectif final du projet a été le développement d’hydrogels stimulables par la lumiére visible,
de fagon réversible. Ces hydrogels devaient également étre transparents et biocompatibles afin
de pouvoir les utiliser pour la visualisation d’échantillons biologiques en microscopie

photonique.
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Dans la littérature, les systémes photo-stimulables mettant en jeu des interactions
azobenzene/cyclodextrines sont déja décrits pour la conception de matériaux intelligents, de
type hydrogels, pour des applications en biologie!®*!1651%8 Ces interactions hote/invités ont
I’avantage de produire des matériaux aux propriétés controlables de maniére réversible par la
lumicre. L’inconvénient majeur de 1’azobenzéne hydrogéné est que son isomérisation
trans—>cis ne peut avoir lieu que sous irradiation dans 1’UV. Ces radiations fortement
énergétiques peuvent étre mortelles pour les cellules. L’intérét de synthétiser des plateformes
répondant a la lumicre visible est donc évident : cela permettrait de stimuler le matériau en
présence de cellules. De telles expériences seraient idéales pour étudier la réponse cellulaire a
des modifications de leur environnement extérieur (MEC).

Le deuxiéme chapitre de cette thése se consacre a 1’étude physico-chimique de trois dérivés
d’azobenzénes en solution dans 1’eau et de leurs interactions avec des molécules hotes, les
cyclodextrines. Dans un premier temps, les propriétés photochimiques d’un premier dérivé
d’azobenzene, précédemment synthétis¢ au laboratoire, ont été étudiées en solution dans 1’eau.
Ce dérivé d’azobenzene et son utilisation dans la synthése d’hydrogels répondant a la lumicre
avait déja fait I’objet d’un travail de post-doctorat, comme décrit précédemment dans le chapitre
1. L’objectif de ce travail complémentaire est d’examiner en détail les propriétés des complexes
supramoléculaires hote/invité en présence des a-, B- et y-cyclodextrines. Une approche étape
par étape permet de déterminer 1’affinité des deux isomeres du dérivé d’azobenzeéne avec les
cyclodextrines, la stoechiométrie des complexes, et leurs propriétés spectrales et
photochimiques. Dans un deuxieme temps, deux dérivés d’azobenzeénes stimulables sous
irradiation dans le visible sont analysés. Leurs propriétés spectrales et leur capacité a former
des complexes sélectifs avec la B-cyclodextrine sont étudiées, en particulier. L’objectif de cette
deuxieme partie est de choisir le dérivé d’azobenzene qui semble le plus adapté a la conception

d’un hydrogel stimulable par la lumiere visible pour la biologie.

I. Etude préliminaire d’un azobenzéne soluble dans I’eau

L’AZO est beaucoup utilisé¢ dans les syntheses d’hydrogels pour la biologie. Sa solubilité en
solution aqueuse est apportée soit en le greffant sur des polymeres hydrosolubles, soit en lui
ajoutant une courte chaine POE. Ce dérivé d’AZO a ét¢ utilisé précédemment pour la synthese
d’hydrogels photo-sensibles, a rigidité controlable. Cette partie s’intéresse a 1’étude en
profondeur des propriétés photochimiques de ce composé, seul et en présence de cyclodextrines

en solution. Ce travail a fait ’objet d’une publication dans The Journal of Organic Chemistry*®°.
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I.1. Méthodologie globale de I’étude

L’objectif de cette étude est de faire une caractérisation la plus compléte possible de la
complexation d’un azobenzéne soluble dans 1’eau avec les a-, B- et y-cyclodextrines.
L’azobenzeéne hydrosoluble choisi est un azobenzéne modifié par un groupement oxyéthyléné
noté AZO-POE. La nature des complexes ainsi que leurs propriétés cinétiques et spectrales ont
¢té¢ étudiées par une approche étape par étape et déterminées a 1’aide de modélisations
numeériques (Figure 52). La plupart des simulations multiplient les paramétres ajustables afin
d’améliorer la qualité des modélisations. Procéder ainsi n’assure pas 1’unicité de la solution
trouvée. La procédure étape par étape utilisée ici a pour vocation de diminuer au maximum le

nombre de parameétres ajustables a chaque étape de modélisation.

Constante
d’association
= Rendement Rendement
N quantiques de quantiques des
Steechiométrie 1’ AZO-POE complexes
Coefficients @ AZO-POE/CD
d’absorption A40 Deomplex
molaire
€Az0> Scomplcx \ }
* RMN: Job » UV/Visible: * UV/Visible: cinétique

Plot titrage photochimique
Figure 52 : Procédure étape par étape suivie pour caractériser les complexes AZO-POE/CD.

La premiére étape a été de déterminer quel isomere, frans ou cis, de ’azobenzeéne formait un
complexe avec quelle cyclodextrine et selon quelle steechiométrie. A la suite de quoi, les
constantes d’association (Ka) des complexes formeés ont été déterminées. Grace a une analyse
préalable de la réaction d’isomérisation photochimique de 1’azobenzéne libre en solution dans
I’eau, il a finalement été possible de déterminer tous les parametres photochimiques des
mécanismes de complexation de cet azobenzeéne dans 1’eau, soumis a des irradiations et en
présence de cyclodextrines.

L’ordre dans lequel ces étapes ont été exécutées n’a pas été choisi au hasard. En effet, afin de
modéliser les cinétiques des photo-isomérisations de ce dérivé d’azobenzéne en présence des
différentes cyclodextrines, il est nécessaire de connaitre avec exactitude chaque constante

d’association. Fixer Ka comme une constante connue permet d’avoir un minimum de

74



Chapitre 2 : Propriétés physico-chimiques de dérivés d’azobenzeéne solubles dans I’eau

parametres a optimiser lors de la modélisation, ce qui augmente les chances de converger vers
une solution unique et correcte. C’est le méme principe pour les paramétres photo-cinétiques :
la détermination préalable des paramétres de I’azobenzene seul permet de les fixer comme
constants et connus dans la modélisation, plus compliquée, qui implique la formation de
complexes avec les cyclodextrines.

Les modélisations mises au point dans ce travail ont été réalisées avec le logiciel SA développé
au sein du laboratoire. Il permet, grace aux équations qui lui sont données pour décrire le modele
de I’expérience, de calculer la variable choisie en fonction d’un ou plusieurs paramétres a
optimiser. En comparant le calcul aux valeurs expérimentales, le logiciel sélectionne la valeur
du ou des paramétres a optimiser qui permet la reproduction la plus fidele de I’expérience. Le
logiciel et les méthodes utilisées pour la modélisation sont décrites dans la partie expérimentale

ainsi que dans Darticle que nous avons publié en 2020'%°.
[.2. L’azobenzeéne-POE (AZO-POE)

La synthése de 1’azobenzéne substitué oligo(oxyde d’éthyléne) en para ((E)-2-(2-(2-(4-
(phényldiazényl)phénoxy)éthoxy)éthoxy)éthanol), appelé AZO-POE par la suite, et son
utilisation pour la synthése d’hydrogels « intelligents » a été décrite ici et les propriétés du

composé ont été étudiées en solution.
[.2.1.Synthese de I’AZO-POE

La synthése d’ I’AZO-POE a été décrite en détail dans la littérature!®®. En quelques mots, le 4-
hydroxy azobenzéne A (Figure 53) est synthétis€ en deux étapes a partir de 1’aniline. La
premicre €tape met en jeu une réaction de diazotation de 1’aniline en présence d’acide nitreux
pour conduire au chlorure de benzénediazonium. Celui-ci réagit en milieu basique dans la
deuxieme étape, avec du phénol pour donner le composé azoique A obtenu avec un rendement

de 73% sous forme de cristaux orange.

) NaNO,, HCI
) Phénol, NaOH K,COs, KI, DMF, 110 °C

o %@@ o O
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Figure 53 : Schéma de synthése de I'AZO-POE (B)

Le composé¢ B (Figure 2) est ensuite formé a partir du composé A et du 2-[2-(2-
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chloroéthoxy)éthoxy]éthanol en présence d’une base selon une réaction de substitution
nucléophile. L’AZO-POE (B) est obtenu sous sa forme trans, thermodynamiquement stable,
avec un rendement de 81%. On notera par la suite les formes trans et cis de cet azobenzéne

respectivement AZO-POE-T et AZO-POE-C.
1.2.2.Teneur en eau de ’AZO-POE

La teneur en eau de I’AZO-POE qui contient une courte chaine POE potentiellement capable
de capter de I’eau a été¢ mesuré. En effet, la connaissance exacte de la quantité d’eau présente
dans ces composés est importante de fagon a avoir une connaissance plus juste de toutes les
concentrations utilisées. De telles mesures ont été effectuées avec un appareil Karl Fischer.
Mise au point pour la premiére fois en 1935 par le chimiste Karl Fischer, la méthode éponyme
permet de doser chimiquement 1’eau présente dans un échantillon. En présence d’eau, le diiode
est réduit par le dioxyde de soufre selon la réaction (1) :
SO +L+2H04> O3 +2HI (1)

I + H,O + [BNH]'SO3R" +2 BN — [BNH] " SO4R™+ 2 [BNH] T (2)
Le réactif dit de Karl Fischer est une solution de diiode, de dioxyde de soufre et d’une amine
organique, ici imidazole (BN) dans un alcool (ROH), le méthoxy-2-éthanol. L’échantillon a
doser est injecté dans cette solution. En présence d’eau, le dioxyde de soufre réduit le diiode et
les acides ainsi formés sont neutralisés par 1’amine, donnant I’équation globale (2). La fin du
dosage est détectée par potentiométrie a courant imposé et permet de déterminer tres
précisément le pourcentage massique d’eau dans un échantillon.
L’AZO-POE, solide, est dissout dans du DMSO séché sur tamis moléculaire activé. Un témoin
de DMSO pur est préparé pour déterminer la teneur en eau du solvant. Trois injections sont
réalisées et pour chacune d’elle la quantité d’eau est tres sensiblement la méme que celle du
DMSO seul. L’AZO-POE n’est donc pas un composé hygroscopique, il ne capte pas 1’eau dans

les conditions de conservation utilisées, a savoir a température ambiante et sous argon.
1.2.3.Propriétés spectrales

L’AZO a fait I’objet de nombreuses études grace a ses propriétés spectrales intéressantes. Sa
capacité a passer d’'une forme trans a une forme cis sous stimulation lumineuse I’a rendu
pertinent pour des applications « d’interrupteur » chimique. Cependant, I’azobenzene est une
molécule organique, insoluble dans I’eau. C’est pour pallier cette difficulté¢ que I’AZO-POE a
été développé. Sa courte chaine oligo(oxyde d’éthyléne) greffée en para lui confére une certaine

solubilité dans ’eau, environ 1 mg.mL™! a température ambiante, au-dela de laquelle il forme
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une dispersion.

Pour analyser I’AZO-POE et son isomérisation (Figure 54), une solution a environ
5.10° mol.L"! dans I’eau déionisée est analysée par spectrométrie UV-Visible. Pour obtenir les
isomeres cis et trans, cette solution est respectivement soumise a des irradiation UV (366 nm)
ou bleue (415 nm) a I’aide de LEDs. Les puissances des LEDs utilisées ont été déterminées par

actinométrie. Les résultats sont donnés dans le paragraphe 1.2.4.2.

4'
7 7 9 N 5'
4 O\/\O/\/O\/\OH hV1 N~ \©\ H
s —=
1 2 3 hV2, A 2' 1! 2

Figure 54 : Réaction d'isomérisation de ' AZO-POE-T en AZO-POE-C.

D’apres la Figure 55, les bandes caractéristiques de I’azobenzéne, a savoir n=2>7* et t=>7* sont
bien visibles. L’AZO-POE-T posséde une bande d’absorption m—=>7* trés intense dont la
longueur d’onde d’absorbance maximale (Amax) est de 344 nm. L’isomeére cis absorbe nettement
moins dans I’'UV et le maximum de sa bande n>7* est déplacé a 312 nm. De plus, I’isomére
cis posséde une bande d’absorption n=>7* non négligeable dont le maximum est situé a 430 nm
et qui n’est pas présente sur le spectre de I’isomeére trans. Ces caractéristiques sont tout a fait
similaires a celle de I’AZO, bien connu de la littérature'''. Les isomérisations de I’AZO-POE
sont par la suite étudiées en utilisant les LEDs a 366 nm pour I’isomérisation trans=> cis et 420

nm pour la réaction inverse.

m>1*

n>m*

Figure 55 : Spectres d’absorbance UV-Visible de I’AZO-POE sous ses formes trans (noir) et cis (rouge). [AZO]=
7.10° mol.L'".

Les bandes n>n* des deux isoméres se chevauchant partiellement, la réaction d’isomérisation
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ne peut donc pas étre compléte. L’équilibre donne un mélange ou les proportions entre les deux
isomeres restent constantes, appelé état photostationnaire (PSS pour « photostationnary state »).

Grace a la spectrométrie RMN (Figure 56), il est possible de déterminer la quantité de chaque

isomere présent au PSS.
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Figure 56 : Spectres RMN 'H de I'AZO-POE-T de départ (haut) et du PSS AZO-POE-C apreés irradiation a 366 nm
montrant un résidu de 5% molaire d’AZO-POE-T (bas). D;O : 4.28 ppm.
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Les signaux aromatiques sont fortement impactés par le changement de configuration de
I’AZO-POE. L’¢quilibre photostationnaire obtenu aprés isomérisation a 366 nm est fortement
déplacé en faveur de I’isomere cis. Il ne reste qu’environ 5% molaire d’isomeére trans dans le
PSS cis (PSS-C). Les photo-isomérisations de I’AZO-POE et leurs cinétiques ont, par la suite,
été étudiées en détail. Pour cela, le systéeme d’irradiation doit tout d’abord étre calibré par

actinomeétrie.
1.2.4.Actinométrie

L’actinométrie permet de déterminer 1’intensité d’un systéme d’irradiation par 1’étude de la

cinétique d’une réaction photochimique complétement connue.
1.2.4.1.Principe de [’actinométrie et résultats

Au cours d’une expérience de photochimie, il est nécessaire de connaitre avec précision
I’intensit¢ de la source lumineuse utilisée. Avant d’approfondir le comportement
photochimique de 1’azobenzeéne, il était donc primordial de caractériser les LEDs utilisées a 366
et 420nm. L’actinométrie est un moyen de parvenir a cette fin. Elle est utilisée par les
photochimistes depuis les années 1920s7° et consiste a utiliser la réaction d’un composé de
référence, appelé actinometre, dont les parameétres photochimiques sont connus afin de
déterminer I’intensité Io du systéme d’irradiation. I peut étre déterminée en suivant au cours du

temps, sous irradiation, la dégradation de 1’actinométre!’?

. On choisira I’actinomeétre qui
absorbe de facon importante a la longueur d’onde d’irradiation et on considérera qu’il se
décompose en un produit dont I’absorbance est négligeable a cette méme longueur d’onde. De
cette fagon, 1I’absorbance totale (Atwt) de la solution est égale a 1’absorbance de 1’actinometre.
L’actinometre utilisé dans ce travail est le ferrioxalate de potassium. Son €quation de
décomposition est la suivante :
2K, [Fe(C,0,),] = 2K [Fe(C,0,),]+K CO,+2CO,

La concentration en actinometre [Act] au cours du temps dépend de l’intensité lumineuse

absorbée (I.) ainsi que du rendement quantique (®) :

—d[Act]

=1.®
dt a

On peut expliciter I, comme la différence entre 1’intensité lumineuse envoyée par la lampe et

celle transmise au récepteur UV-Visible (I) :
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I,=1,—1

Par définition on peut également exprimer I’absorbance totale de la solution comme suit.
I
Ator = — log(l_)
0

On peut déduire de ces trois équations 1’équation suivante :
d[Act]
dt

En supposant que I’on peut choisir la concentration de départ [A]o telle que I’absorbance totale

= —Iy. . (1 — 10~ Ator)

de la solution a to soit assez grande (> 1) on a 104" << 1 et ’équation précédente devient la

suivante :
d[Act]
dt

La loi de Beer-Lambert dit que I’absorbance d’une solution a une longueur d’onde

- _10. )]

donnée vaut A = ¢.l.[Act] dans son domaine de linéarité avec ¢ le coefficient d’extinction
molaire a la longueur d’onde fixée et 1 la longueur du trajet optique (en cm). Cela permet
d’écrire 1’équation précédente telle que :

dA— Iy. D .1
= lh?e

Cette dernicre équation permet d’obtenir Ip en connaissant @ et € avec la pente initiale de la
courbe [A]=f(t). La premiere partie de ce travail a donc ét¢ de déterminer les intensités des
LEDs a 366 nm et 420 nm dans les conditions des futures expériences de photochimie. Pour
cela, on étudie la réaction de décomposition du ferrioxalate simplifiée par 1’équation : A > B
a deux longueurs d’onde, 366 nm et 420 nm.

De premiceres expériences d’irradiation du ferrioxalate ont montré que I’intensité maximale de
la lampe était trop puissante pour suivre la cinétique de réaction du composé. En effet, la
réaction avait lieu beaucoup trop vite pour étre suivie par spectrophotométrie UV-Visible. Une
grille métallique ne laissant passer que 4,4% de la lumicre a été placée en sortie de la fibre
optique, devant la cuve en quartz afin de ralentir la réaction. Ce montage est conservé par la
suite, pour les expériences d’isomérisation de 1’azobenzene et des complexes.

Une fois les spectres acquis au cours du temps pour chaque expérience, 1’absorbance de la
solution a la longueur d’onde d’irradiation en fonction du temps est tracée pour chaque longueur
d’onde. La Figure 57 montre les évolutions de 1’absorbance en fonction du temps a 366 nm et

420 nm. Comme attendu, 1’absorbance diminue au cours du temps jusqu’a stabilisation.
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Figure 57 : Suivis cinétiques des actinométries aux deux longueurs d'onde d'irradiation.

Les rendements quantiques et coefficients d’extinction molaire reportés dans la littérature par
Hatchard et Parker!”? pour le ferrioxalate pour un jeu de longueurs d’onde sont donnés dans le
Tableau 1. Ils sont cependant revérifiés ici : ga est ajusté par le logiciel SA de fagon a ce que le
premier point de la modélisation coincide exactement au premier point expérimental, avant
d’étre fixé. Les résultats expérimentaux sont ensuite modélisé€s avec ea et ep fixés afin d’accéder
a I’intensité Ip incidente des LEDs, laissée ajustable. Une fois que le logiciel a convergé pour
une valeur de lo, la modélisation est relancée avec en parametres ajustables Iy et g afin de voir
s’il est possible d’obtenir une meilleure modélisation, minimisant I’erreur, avec d’autres valeurs
pour ce couple de paramétres. Si oui, ce seront les valeurs retenues pour ces parametres. Les
valeurs sont extrapolées dans un premier temps pour 420 nm, car les valeurs ne sont pas

déterminées dans les tables, puis elles sont ajustées par la suite grace au logiciel.

Longueur d’onde A (L.mol'.cm-') eg* (L.mol'.cm-") ()

366 nm 710 75 1,21
405 nm 200 15 1,14
436 nm 47 2 1,11

Tableau 1 : Paramétres photochimiques de I'actinométre déterminés par Hatchard et Parker!”?.

Dans le Tableau 2 sont regroupés les jeux de parametres solutions vers lesquels le logiciel a
convergé pour les actinométries des LEDs 366nm et 420 nm. Lors de la précédente étude menée
au laboratoire par Jorge Royes, une lampe a vapeur de mercure (400 W) équipée de filtres
Newport a 365+5 nm ou 436+5 nm avait été utilisée. Cette lampe émet une lumiere blanche
polychromatique via une fibre optique en amont de laquelle sont placés les filtres afin

d’extraire, du spectre d’émission, la radiation d’intérét. Cette lampe n’émettait pas toujours une
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lumicre d’intensité stable et celle-ci était bien plus faible que la lumiére délivrée par les LEDs,

1,3.10° mol.L".s! 4 366 nm par exemple.

Longueur d’onde ga (L.mol!.cm-!) g (L.mol!.cm-') ®  Ip(molLL'ls™)
366 nm 810 35 1.21 5,78.10°
420 nm 110 7,5 1.12 7,03.10°¢

Tableau 2 : Parameétres photochimiques de I’actinomeétre obtenus expérimentalement dans le cas de notre étude.

Les intensités délivrées par les LEDs sont 5 & 7 fois supérieures a celles délivrées par la lampe
a vapeur de Mercure, et plus stables. De plus les intensités mesurées ici, correspondent a 4,4%
des intensités totales délivrées par la lampe. Les LEDs sont donc bien plus puissantes que le
systeme d’irradiation précédent, et permettent de travailler avec une plus grande variété de
composés photochimiques. Les résultats trouvés par actinométrie sont comparés par la suite a

des intensités mesurées au puissance-meétre.
1.2.4.2. Mesure de puissance lumineuse

En paralléle de 1’actinométrie, la puissance maximale des LEDs a ét¢ mesurée a 1’aide d’un
puissance-metre équipé d’une cellule photovoltaique qui traduit I’intensité lumineuse regue en
puissance électrique en mW.cm™. On constate, Figure 58, que toutes les LEDs disponibles n’ont
pas la méme intensité lumineuse. Il est donc probable que les cinétiques d’isomérisation varient

en fonction de la LED utilisée.
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Figure 58 : Histogramme représentant les valeurs moyennes de puissance délivrées par les LEDs par cm?. Les
barres d’erreur représentent 1’écart type sur 3 mesures. Une mesure correspond a la moyenne des intensités relevées

par le puissance-métre pendant Imin d’irradiation.

A partir des valeurs de I trouvées par actinométrie, on peut retrouver la puissance de la LED
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étudiée. La puissance correspond a un flux lumineux (F) dont la formule est la suivante!’? :

Iy.Vo. Ny E
F = 0o-vo A- L)
Ay
Avec Vy le volume de solution irradiée en litre, Na la constante d’ Avogadro, Ao la surface de

2

la solution directement irradiée en m~ et Ej I’énergie d’un photon de longueur d’onde A

d’expression :
c
A

Ou c est la vitesse de la lumiére et h la constante de Planck. En estimant la surface irradiée a

E/'Lzh.

I’aire de I’extrémité de la fibre optique de rayon 1 mm et en considérant le volume de la solution
de 2 mL, on trouve pour la LED a 366 nm F3e= 1200 W.m™ = 120 mW.cm™. Cette valeur est
bien cohérente avec la puissance mesurée par le puissance-metre. Par le méme raisonnement,
on trouve pour la LED a 420 nm, F4;5= 1300 W.m™ = 130 mW.cm™. Cette valeur est un peu
plus ¢€loignée de la valeur mesurée mais I’ordre de grandeur est bien le méme. Les intensités
trouvées par actinométrie ont bien un sens vis-a-vis des valeurs mesurées au puissance-metre.
L’actinométrie est donc un moyen pertinent de déterminer Iy pour un systéme d’irradiation
donné.

Les valeurs de Io pour les LEDs a 366 nm et 420 nm dont la puissance incidente est maximale
et qui sont accompagnées d’une grille filtrante (transmittance = 4,4%) ont €t¢ mesurées par
actinométrie. Ces valeurs sont considérées constantes pour tout montage identique et seront
utilisées comme parametre constant dans la modélisation des isomérisations de I’AZO-PEO en

solution et de ses complexes avec les différentes CDs.
[.2.5.Isomérisation photochimique de ’AZO-POE

L’objectif de I’expérience qui suit, est de déterminer, par suivi cinétique, les parameétres
photochimiques, c’est-a-dire les coefficients d’absorption molaires €, et les rendements

quantiques @, impliqués dans la réaction d’isomérisation de I’AZO-POE (Figure 59).
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Figure 59 : Schéma de la réaction photochimique d’isomérisation de 1’azobenzene.

Une solution 4 5.10° mol.L™! est préparée et sera utilisée pour toute ’étude. L absorbance de la

solution est enregistrée entre 350 et 540 nm. Cette gamme est imposée par I’appareil : au-dela

&3



Chapitre 2 : Propriétés physico-chimiques de dérivés d’azobenzeéne solubles dans I’eau

de cette fenétre, il n’est plus possible d’étudier une cinétique aussi rapide que celle de cette

1somérisation.
1.2.5.1.8uivi de lirradiation de I’ AZO-POE

Les suivis cinétiques sont réalisés pour trois irradiations successives, une premiere a 366 nm,
une seconde a 420 nm et une troisiéme a 366 nm, qui permettront de valider les parametres
déterminés par I’étude numérique qui suit. Avant de commencer le suivi, une actinométrie de
controle est réalisée pour vérifier le bon positionnement de la fibre optique sur le montage. La
cinétique de cette actinométrie de contrdle est ainsi comparée a celle de 1’actinométrie de
référence. A concentration identique en actinometre, le montage est considéré comme correct
si les cinétiques se superposent. La cinétique de 1’actinométrie de vérification est parfaitement
superposable a celle réalisée au préalable pour le calcul de Io. Les intensités lumineuses
incidentes Io introduites dans le logiciel SA sont donc celles indiquées dans le paragraphe
précédent.

L’évolution de I’absorbance d’une solution d’AZO-POE-T sous irradiation par les LEDs est
donc suivie au cours du temps. Les spectres d’absorbance entre 350 nm et 540 nm obtenus a la

fin des premicére et deuxiéme isomérisations sont tracés sur la Figure 60.

a.
Irradiation a 366 nm Irradiation @ 420 nm

1,0 T T T T

0,84 1

0,64 1

0,4 1

Absorbance a 366 nm

0,0 T T T
0 1 2 3

Irradiation

Figure 60 : a. Evolution des spectres d’absorbance UV-Visible de I’AZO-POE au cours des irradiations a 366 nm
et 420 nm et b. tracé de I’absorbance a 350 nm apres chaque irradiation. 0. Avant irradiation, 1. Premiére irradiation

4366 nm, 2. Irradiation 4 420 nm et 3. Deuxiéme irradiation a 366 nm. [AZO]=5.10" mol.L"".
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La fin de la réaction correspond a I’atteinte d’un état photostationnaire et se caractérise par une
stabilisation de la courbe A=f(t). On notera I’apparition d’un point isobestique a 416 nm qui
confirme la simple transformation trans € -2 cis. L’irradiation a 420 nm ne permet visiblement
pas le retour a un état purement trans mais plutdt a un PSS ou le trans est majoritaire (PSS-T).
D’autre part, I’isomérisation trans—>cis par la lumiére UV est répétable, malgré le fait que la
photochimie ne permette pas d’obtenir la réversibilité compléte depuis la forme majoritaire cis

a la forme quasi-exclusivement trans (Figure 60b).
1.2.5.2.Résultats de 'isomérisation de I’AZO-POE

L’AZO-POE en solution dans 1’eau a été irradi¢ par deux LEDs, 366 et 420 nm, afin d’étudier
ses cinétiques de photoisomérisation de frans vers cis et de cis vers trans respectivement. Trois
irradiations ont été réalisées a la suite et I’évolution de I’absorbance a été¢ mesurée a la longueur
d’onde d’irradiation au cours du temps. Elle a ensuite ét¢ modélisée avec le logiciel SA pour

chaque irradiation.

Figure 61 : Résultats graphiques des modélisations sous SA. Tracé de I’absorbance mesurée a 366 nm et 420 nm
de la solution d’AZO-POE ([AZO]=5.10° mol.L"! dans H>O) en fonction du temps (cercles) et des courbes
résultant des modélisations (trait plein) pour les trois irradiations consécutives : (a) premicre irradiation a 366 nm,

(b) deuxiéme irradiation a 420 nm, (c) troisiéme irradiation a 366 nm.

La Figure 61 montre la superposition des résultats expérimentaux et de leur modélisation pour

85



Chapitre 2 : Propriétés physico-chimiques de dérivés d’azobenzeéne solubles dans I’eau

chaque irradiation aux deux longueurs d’onde d’irradiation. L’évolution de I’absorbance a 366
nm montre une amplitude importante pour chaque série et se préte donc mieux a I’extraction de
paramétres que I’évolution a 420 nm qui est minimale a cause de sa proximité avec le point
isobestique. De plus, point isobestique mis a part, I’analyse de 1’absorbance a n’importe quelle
longueur d’onde ou I’une des deux especes absorbe doit donner la méme information. Les
rendements quantiques directs sont extraits de la modélisation de la pente initiale tandis que les
caractéristiques de 1’état photostationnaire renseignent sur les rendements quantiques indirects,
d’apres les équations du modele.

Apres les deux premicres irradiations et leurs modélisations, la simulation converge déja vers
des solutions représentatives de 1’expérience. Tous les paramétres sont alors fixés et le modele
peut prédire les résultats de la troisiéme expérience, ce qu’il fait avec une grande précision.
Finalement tous les parameétres sont ajustés une derniére fois, de fagon simultanée en tenant
compte des trois irradiations afin de trouver leurs valeurs optimales. La modélisation finale des
trois irradiations reproduit trés bien les valeurs expérimentales. Les valeurs finales des
parametres optimisés sont données dans le Tableau 3. Les erreurs données dans le tableau
proviennent de la variabilité observée sur les valeurs durant la procédure de modélisation. Les

valeurs des rendements quantiques déterminées par le modele ne varient pas a plus de 1,5%.

AZO-POE
1% (mol.L s 5,78.10°°
Ip*?° (mol.L"'.s™) 7,03.10°
etrans®® (L.mol!.cm™) 160001000
etrans*?? (L.moll.em™) 1700£100
gcis>® (L.mol'.cm™) 7004100
gcis? (L.mol'.cm™) 2600+300
Op*% 0,35+0,01
Op*0 0,35+0,01
ORSES 0,43+0,03
O 0,50+0,03

Tableau 3 : Parametres photochimiques de la réaction d’isomérisation de I’AZO-POE.

Les rendements quantiques de 1’isomérisation trans—>cis trouvés ici dans I’eau sont presque
¢gaux pour les deux longueurs d’onde d’étude et sont plus €élevés que ceux trouvés dans la
littérature!’>174, Cependant, les valeurs de la littérature ne sont pas directement comparables

aux ndtres puisqu’elles ont été obtenues dans des solvants différents et a d’autres longueurs
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d’onde. En revanche, nous avons bien retrouvé des rendements quantiques indirects plus élevés
que les directs. Ceci coincide avec 1’étude de Bortolus et coll., ou les auteurs ont par exemple
trouvé des rendements quantiques a 439 nm pour les réactions directes et indirectes de 0,35 et
0,41 respectivement dans des mélanges eau/éthanol'’. En conclusion, la modélisation de trois
isomérisations successives de ’AZO-POE permet de reproduire par le calcul les courbes de
cinétiques expérimentales avec précision. Les paramétres extraits de ce modele sont cohérents
et la grande justesse de prévision de la troisiéme irradiation par la modélisation assure leur
¢valuation correcte.

Les parametres de I’AZO-POE seul maintenant connus, ils sont fixés comme constants pour la
détermination des parameétres photochimiques de cette molécule complexée avec différentes
CDs. Avant de pouvoir étudier les cinétiques d’isomérisations des complexes, il a été nécessaire
de déterminer les propriétés de ceux-ci, mettant en jeu les deux isomeres de I’AZO-POE et les
a-, B-, et y-CD. L’existence et la stoechiométrie de ces complexes ont été tout d’abord mises en
¢vidence, puis les constantes d’associations de ces complexes ont été mesurées par

spectroscopie UV-Visible.

[.3. Formation et caractérisation de complexes supramoléculaires avec les

cyclodextrines

Les azobenzeénes sont connus pour posséder une certaine facilité a entrer dans la cavité
hydrophobe des cyclodextrines et former ainsi un complexe hote/invité répondant a la
lumiére!’®>. Ces assemblages sont formés par des interactions intermoléculaires faibles,
notamment les interactions de Van der Waals. Dans la littérature, différentes méthodes et
techniques ont été employées pour caractériser les complexes hote/invité (Annexe 1). Certaines
méthodes telles que la RMN et I'ITC (titrage par calorimétrie isotherme) par exemple sont plus
précises que la spectrophotométrie UV-Visible par exemple et semblent donc étre plus adaptées
a la détermination de constantes d’association. Cependant dans certains cas, une analyse UV-
visible suffit a apporter I’information requise et cette méthode est trés facile a mettre en ceuvre.
Quelles que soient les méthodes choisies, 'utilisation de plusieurs d’entre elles est souvent
nécessaire. En effet, les techniques reportées dans 1’Annexe 1 sont complémentaires et une
deuxiéme méthode permet souvent de vérifier les résultats d’une premicre. Analyser les
résultats donnés par plusieurs signaux différents permet également de limiter 1’erreur. Par
exemple, en UV-Visible ou en RMN 'H, il est possible d’analyser respectivement le

comportement a plusieurs longueurs d’onde ou celui de différents protons. De méme,
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I’utilisation de différents modeles pour I’extraction des parametres d’intérét peut €tre envisagée.
Enfin, I’étude de I’erreur résiduelle permet aussi d’estimer la validité du mod¢le utilisé’®.
Différentes méthodes seront utilisées ici afin de déterminer les constantes d’affinité¢ (Ka) de

I’AZO-POE avec les a-, B- et y-cyclodextrines.
[.3.1.Teneur en eau des cyclodextrines.

De la méme fagon que pour I’AZO-POE, la teneur en eau des cyclodextrines a été évaluée par
la méthode de Karl-Fischer avant les expériences. Le protocole réalisé est identique a celui
décrit pour I’AZO-POE. Les cyclodextrines, solides, sont dissoutes dans un bon solvant, le
DMSO, pour étre dosées. Des témoins sont préparés pour chaque cyclodextrine. Trois injections
sont réalisées pour chaque échantillon permettant de donner des résultats statistiques quant au
contenu en eau de chacun des quatre composés a doser. Les résultats sont regroupés dans le
Tableau 4.

Contenu en eau

(Yomassique)
a-CD 12,8+ 0.3
B-CD 11,7403
vy-CD 7,1+0,3

Tableau 4 : Teneur en eau des différentes cyclodextrines. Les incertitudes sont données sous la forme d’écarts
types.
Les cyclodextrines, contiennent une grande quantité d’eau qui peut aller jusqu’a presque 13 %

de leur masse pour certaines. Ces valeurs seront prises en compte lors des pesées.
[.3.2.Détermination de la steechiométrie des complexes d’inclusion

La stoechiométrie des complexes d’inclusion entre une molécule hote et une molécule invitée
est une caractéristique importante dans la définition de ’interaction. C’est un parameétre qu’il

est nécessaire de connaitre afin de modéliser les propriétés de tels complexes.

1.3.2.1.Trace de Job et recherche de steechiométrie

En 1928, Paul Job publia un article dans lequel il étudiait ’association suivante’” :

TI(NO3) + NH3 €= H3N —TI(NO3)
Il propose dans son étude de tracer 1’absorbance mesurée en spectrophotométrie UV de la
solution en fonction de la fraction molaire de TI(NO3) dans le mélange T1(NO3)/NHjs. Il montre

de plus, que pour un complexe AyB; entre les molécules A et B, la courbe doit atteindre un
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maximum pour [A]:[B] = y:z. Par exemple, un maximum a X (TI(NO3)) = 0.5, est signe d’une

association équimolaire des composés. Un cas idéal est tracé en Figure 62.

Propriété

0 0.5 1
XA
Figure 62 : Graphique de Job théorique pour un complexe 1 :1 idéal.

Le principe de cette méthode est de garder constante la concentration totale d’especes en
solution et de faire varier leurs proportions relatives'’8. L’absorbance UV-Visible est
I’ordonnée la plus souvent utilisée, cependant n’importe quelle propriété variant linéairement
avec la concentration de complexe peut permettre de tracer ce genre de graphique. La méthode
de Job permet donc de déterminer facilement la steechiométrie d’un complexe. Des
modélisations numériques peuvent ¢€galement permettre de calculer une constante
d’association, a partir de données expérimentales!’®17918 Cependant, cette méthode considére
la formation d’un seul complexe, I’un de ceux évoqués en Figure 63, le plus souvent. Or pour
la formation d’un complexe 1:2 par exemple, il peut y avoir présence de complexe 1:1 qui
participe également a I’évolution de la propriété étudiée. Dans ce cas, le maximum de la courbe
de Job ne sera pas a Xu=0,33 comme I’indique la théorie pour un complexe 1:2 mais plus

probablement entre 0,33 et 0,576,
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H+ G & HG complexe 1:1
HG + G+ HG, complexe 1:2
HG + H& H,G  complexe 2:1

Kl:i — [HG]

’ [H].[G] [H] : concentration en molécule hote
K12 = [HG,] [G] : concentration en molécule invitée

¢ 7 [HG).[G] [HxGy] : concentration du complexe
K21 = [H2 G]

“ 7 [HG].[H]

Figure 63 : Equations de formation de complexes 1:1, 1:2 et 2:1 accompagnées des calculs des constantes
correspondantes.

Pour étudier ce phénomene et les erreurs que les Job Plots peuvent induire, Ulatowski et coll.
ont réalisé plusieurs modélisations en considérant un systéme ou les complexes 1:1 et 1:2 se
forment avec K,' ' = 1000 M! et en faisant varier les valeurs de K,' tel que Ko< K,'"! ainsi
que la concentration totale des molécules hoétes et invitées appelée [H]o. Ils ont observé que
pour des concentrations inférieures a 0,01 mol.L"!, la forme du Job Plot reste celle d’un
complexe 1:1 alors que, lorsque la concentration dépasse 0,01 mol.L™!, elle commence a se
déformer pour les plus grandes valeurs de K,'*. Les auteurs ont conclu de ces expérimentations
que, pour observer sur une courbe de Job la présence de complexe 1:2, il faut que K,'*![H]o=>
10. Ils ont également relevé I’'importance des valeurs du signal analytique étudié, appelé Y,
pour chaque composé en solution. A K,!"!, K,' et [H] constantes, Yu ou Y, Y et Yug? ont
une grande influence sur la position du maximum de la courbe de Job mais aussi sur sa forme.
Ainsi si tous ces parametres ne sont pas pris en compte, le risque de tirer une fausse information
de la courbe de Job tracée est non négligeable.

Différentes techniques d’analyses ont été choisies pour déterminer la steechiométrie des
complexes entre AZO-POE et CD, a la suite de quoi il a été possible de déduire la technique la

mieux adaptée.

1.3.2.2.Détermination de la steechiométrie de complexes AZO-POE/CD par trois

méthodes analytiques

Des premieres expériences de construction de graphiques de Job ont été réalisées en utilisant
des mesures de spectroscopie UV-Visible. L’absorbance a une longueur d’onde bien choisie de
plusieurs solutions hdte/invité a donc €té tracée en fonction de la fraction molaire en hote, ici

les cyclodextrines a, B ou y. La longueur d’onde d’étude choisie est celle ou la différence
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d’absorbance est la plus importante entre la molécule invitée seule et complexée. Ici on choisira

410 nm (Figure 64).

30000 T T T T
—— AZO-POE-T |
250004 —— AZO-POE-T/u«-CD

-

cm

20000+

15000 |

= 10000

L.mol™"

5000 +

200 300 400 500 600
Longueur d'onde (nm)

Figure 64 : Spectres d’absorption de I’AZO-POE-T seul (noir) et complexé par la a-CD (rouge). [azo]= 5.107
mol.L! et [0-CD] = 5.10" mol.L"".

Les résultats de 1I’expérience avec I’AZO-POE-T et la a-CD apparaissent Figure 65a. On peut
voir que I’amplitude de modification du signal entre ’AZO-POE-T seul et ’AZO-POE-T
complexé n’est pas trés marquée, une fois les valeurs d’absorbance linéarisées, c’est-a-dire
qu’elles sont corrigées par la concentration en AZO-POE afin de comparer des spectres
correspondant a la méme concentration. En considérant que I’a-CD n’absorbe pas a 410 nm
(e<<1), le graphique de Job pour I’absorbance a 410 nm a été tracé et on trouve bien la forme

en cloche qui le caractérise (Figure 65b.).

a. b 0,03 . T T T
n PR |
0,02 1 . -
g .
0,01 1
n i

0,00 1 T . T T -

0.0 02 04 06 08 1,0

X (a-CD)

Figure 65 : Construction du graphique de Job pour le complexe AZO-POE-T/a-CD. a. Evolution de 1’absorbance
avec I’augmentation de la fraction molaire de a-CD dans le mélange. Les valeurs d’absorbance sont linéarisées
telles que [AZ0]=9,5.10” mol.L"". b) Graphique de Job tracé pour I’absorbance a 410 nm. [CD] et [AZO] varient
respectivement de 0 mol.L-! et 9,5.10° mol.L"! (point X(CD)=0) 4 9,5.10° mol.L"' 2 0 mol.L"! (point X(CD)=1).
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Ce diagramme de Job ne permet pas de déduire de facon certaine la steechiométrie du complexe.
En effet, méme si sa forme laisse suggérer la présence d’un maximum a 0,5, cela ne peut pas
étre conclu avec certitude. La déformation de la courbe en cloche a pu étre due au fait que la
préparation de 12 solutions différentes augmente [’incertitude sur la concentration en
azobenzene de chaque solution. Les courbes étant corrigées par la concentration en azobenzene,
cette incertitude se reporte donc sur le diagramme de Job. La présence d’imprécisions est
notamment confirmée par 1’absence de point isobestique clair lors de I’ajout d’a-CD. Il ne
semble donc pas que la spectroscopie UV-Visible soit la meilleure méthode pour déterminer la

stoechiométrie de complexes entre AZO et CD.

Lors de la formation d’un complexe d’inclusion avec la cyclodextrine, celle-ci émet un signal
en dichroisme circulaire qu’elle n’émet pas seule en solution. Cette technique a donc été
envisagée pour la détermination de steechiométrie. Dans la nature, de nombreuses molécules
possédent des propriétés d’activité optique, a condition qu’elles soient chirales. On peut
¢galement dire qu’elles ont un pouvoir rotatoire, ce qui se traduit par la présence de deux
phénoménes : la rotation optique et le dichroisme circulaire (DC). Ces milieux, optiquement
actifs, ont la capacité de faire tourner le plan de polarisation d’une lumiére polarisée qui les
traverse. La théorie de Fresnel dit que toute onde plane est la superposition de deux ondes
polarisées circulairement de mémes amplitudes, I’une droite (Eq) et ’autre gauche (Ey) (Figure
66). Dans un échantillon contenant un milieu optiquement actif, ces deux ondes ne se déplacent
pas a la méme vitesse ce qui génere un déphasage des vecteurs EqetE g on dit que 1’onde
résultante présente de la biréfringence circulaire. La lumiere en sortie d’échantillon est alors
toujours polarisée dans un plan mais ce plan est différent du plan de polarisation de la lumicre
incidente. L’angle de rotation a exprimé en radian, dont a tourné le plan de polarisation est

défini comme :
n
a=-. (ng — nd).l
A
avec ng : I’indice de réfraction pour la lumiere polarisée circulairement gauche,
ng : 'indice de réfraction pour la lumiére polarisée circulairement droite,

1 : le trajet optique dans le milieu en cm,

A : la longueur d’onde de la lumiére incidente en nm.
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Figure 66 : Schémas représentant a. le cercle décrivant la projection de I’extrémité du champ Eq et trajectoire
décrite par cette extrémité, b. le cercle décrivant la projection de I’extrémité du champ E ¢ et trajectoire décrite par
cette extrémité et c. la construction de Fresnel montrant que la superposition de lumiéres polarisées droite et gauche
de méme amplitude (fleche noire) donne une lumiére polarisée dans un plan représenté ici en pointillés.

L’angle a varie avec la longueur d’onde. La courbe a = f(A) est appelée spectre de dispersion
optique rotatoire. Dans le cas ou la molécule étudiée, en plus d’étre optiquement active, posseéde
une ou plusieurs bandes d’absorption, cette courbe prend une allure particuliére, « anormale »,
aux longueurs d’onde auxquelles la molécule absorbe la lumiére. Au niveau d’une bande
d’absorption, la rotation change de signe en s’annulant pour A = A, (Figure 67). Cet effet est
appelé ’effet Cotton. Il est qualifié¢ de positif si a > 0 pour A > A, et de négatif si a < 0 pour A >
Aa. De plus, dans le domaine spectral ou le milieu absorbe, les lumiéres polarisées
circulairement droite et gauche ne sont pas absorbées avec la méme intensité. Les normes des
vecteurs Eq et E ¢ ne sont plus égales, la lumiere qui sort de I’échantillon est donc polarisée
elliptiquement. Ce phénomeéne est appelé dichroisme circulaire.

e

Figure 67 : Courbe de dispersion optique rotatoire (gauche) et de dichroisme circulaire (droite) au niveau d’une

bande d’absorption dans le cas d’un effet Cotton négatif dont I’intensité est caractérisée par a.
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Un spectrométre a dichroisme circulaire fonctionne sur le méme principe qu’un spectrometre
UV-Visible. Il possede en plus un filtre de polarisation qui polarise rectilignement la lumicre
incidente et un modulateur photoélastique, placé juste entre le polariseur et I’échantillon, qui
module alternativement cette lumiére en onde polarisée circulairement droite et gauche. Apres
avoir traversé la cuve de I’échantillon, le signal analysé est la différence d’absorbance AA entre
la lumiere polarisée circulairement gauche et droite (Figure 68). Pour chaque longueur d’onde,
Iellipticité moléculaire [0] exprimée en degré.cm?.dmol™! est calculée par la relation :
[6] = 3300.4¢

Avec Ae = g; - gq4: la différence des coefficients d’extinction molaire gauche et droit
en L.mol™1.¢cm™1, proportionnelle a AA.

La courbe représentant [0] = f(L) est appelée spectre de dichroisme circulaire.

Figure 68 : Principe du dichroisme circulaire.

Les cyclodextrines, composées d’unités D-glucose chirales ont la capacit¢ d’induire une
réponse en DC de molécules invitées. Cette réponse se traduit par I’apparition des bandes
d’absorption des molécules invitées!®118218  Cette technique permet donc d’observer la
formation de complexes et de déterminer leurs géométries. Pour des complexes de
cyclodextrine, les transitions électroniques de la molécule invitée qui sont polarisées le long de
I’axe long de la cyclodextrine induisent un effet Cotton positif en DC. A I’inverse, les
transitions électroniques polarisées le long de 1’axe court induisent un effet Cotton négatif!®*.
L’AZO-POE et les différentes CDs ont été mis en solution dans 1’eau et observés en DC. Il
apparait que ces composés seuls n’émettent pas de signal, ou un signal faible, dans les

conditions de I’expérience!®

. A contrario, lorsque ’AZO-POE-T est mélangé a 1’a-CD, un
effet Cotton centré sur les bandes t2>7* et n>n* de 1’azobenzéne apparait trés nettement,
confirmant ainsi un transfert de chiralité de la cyclodextrine a I’azobenzene et donc la formation
d’un complexe (Figure 69a.). Le spectre du mélange AZO-POE-C avec la a-CD n’est quant a

lui pas différent de celui de I’AZO-POE-C seul, ce qui suggére que cette cyclodextrine n’a pas
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la capacité de complexer I’AZO-POE-C. Cela pourrait étre lié a la taille de la cavité de I’a-CD

qui aurait la place d’accueillir I’AZO-POE-T plan mais pas sa forme cis plus volumineuse.

a. b.

AZO-POE

a-CD

Figure 69 : a. Spectre de dichroisme circulaire des AZO-POE-T et AZO-POE-C dans I'a-CD soulignant 1’activité
optique de 1’association AZO-POE-T/a-CD. b. Schéma de 1’association de I’AZO-POE-T avec I’a-CD. [azo] =
5.10 mol.L"! et [a-CD] = 5.10" mol.L".

D’autres solutions d’AZO-POE avec les B- et y-CD ont été préparées et observées en DC
(résultats non présentés, disponibles dans I’article et les informations supplémentaires de Royes
et coll.'®). En présence de B-CD, le mélange donne un signal pour les deux isoméres. Ces deux
complexes générent des signaux différents en DC car la géométrie est différente d’un isomere
a ’autre et donc la géométrie des complexes differe. De plus, a concentration d’AZO-POE et
de CD identiques, égales a 5.10°mol.L!, I’intensité du signal généré par la complexation de
I’isomere trans par la B-CD est moins intense que celle induite par la formation du complexe
AZO-POE-T/a-CD. Cela signifie que I’a-CD établit des interactions plus fortes avec I’AZO-
POE-T que la B-CD. Cependant, il apparait que la B-CD contrairement a I’a-CD, a la capacité
de complexer 1’isomeére cis.

La y-CD, de méme que 1’a-CD, semble ne complexer que 1’isomeére ¢rans. Une hypothese sur
la raison pour laquelle I’isomére cis ne forme pas de complexe dans ce cas est que la y-CD doit
avoir une cavité trop grande. Cette différence de taille par rapport a la B-CD est peut-étre la
source d’interactions trop faibles entre les molécules hote et invité dans sa géométrie cis, ce qui
ne permet pas la formation d’un complexe stable dans le cas de la y-CD avec I’AZO-POE-C.
Le DC donne également des informations sur la géométrie de la molécule invitée a 1’intérieur

de la CD. Le spectre du complexe AZO-POE-T/a-CD possede une bande positive vers 350 nm
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de grande intensité et une deuxieme bande d’intensité plus faible vers 440 nm qui correspondent
respectivement aux absorbances n—>n* et n>7*. Il en va de méme pour les complexes AZO-
POE-T/B-CD et AZO-POE-T/y-CD. Ces résultats suggerent que les trois cyclodextrines
formeraient des complexes de géométries similaires, accueillant les azobenzeénes hotes en
position axiale dans leur cavité (Figure 69b.)!%°.

Le DC permet de mettre en évidence la formation ou non de complexes entre AZO-POE et CD.
Des expériences ont été menées pour essayer de déterminer, par la méthode de Job, la
steechiométrie de ces complexes. Il existe dans la littérature quelques exemples de graphiques
de Job réalisés en DC®418 Par exemple, Shimizu et coll. ont étudié la complexation de
plusieurs dérivés de benzéne dans la B-CD par dichroisme circulaire!84. Sur la Figure 70, les
spectres d’absorption, de dichroisme circulaire ainsi que le diagramme de Job pour le complexe
entre acide benzoique et B-CD sont représentés. Ce diagramme de Job est construit en tragant
I’ellipticité observée a 282 nm en fonction de la fraction de molécule invitée. Il permet de

conclure sur une stoechiométrie 1:1 car il montre un maximum pour Xinvie= Xnote= 0,5.
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Figure 70 : a. Spectres de dichroisme circulaire (haut) et d’absorption (bas) du complexe acide benzoique/p-CD.

Pointillé : molécule invitée en ’absence de f-CD. b. Diagramme de Job pour le complexe acide benzoique(B)/[-

CD(A) avec la concentration totale constante de 32,92.10~* mol.L"'. Schémas reproduits depuis Shimizu et coll.***.

La Figure 71 montre un exemple de graphique de Job déterminé a partir de résultats de DC pour
le complexe AZO-POE-T/a-CD. Dans I’exemple précédent, 1’ellipticité variait avec une
amplitude d’environ 2 mdeg au cours du diagramme de Job. Or ici, le signal ne semble pas

varier d’une amplitude supérieure a I’intensité du bruit de fond. L’appareil n’est probablement
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pas assez sensible pour détecter de trop faibles variations d’ellipticité. En effet, pour réaliser un
diagramme de Job, on se place a des rapports molaires AZO/CD allant de 1 a 0,1 avec une
concentration totale de 2.10* mol.L™! (environ 160 fois moins concentrée que dans 1I’exemple
précédent). Dans cette gamme de concentration et de rapports molaires, la variation de réponse
en DC n’est pas aussi importante que lorsque 1’on ajoute la cyclodextrine en large exces, ou
que les especes sont plus concentrées. Il est de ce fait difficile d’extraire des données d’une
précision nécessaire a la réalisation d’un diagramme de Job. On conclura de ces expériences
que le dichroisme circulaire n’est pas une méthode adaptée a la réalisation de diagramme de
Job, ni a la détermination de la stcechiométrie des complexes entre I’AZO-POE et les CDs. En
revanche, c’est une méthode qui révéle la formation de ces complexes et donne des informations

sur leur arrangement dans I’espace.
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Figure 71 : Construction du graphique de Job pour le complexe AZO-POE-T/B-CD. a. Evolution du signal en
dichroisme circulaire avec I’augmentation de la fraction de B-CD. Il s’agit des spectres bruts lissés. b. Graphique
de Job tracé pour le DC a 360 nm. La valeur de ADC est pondérée par la fraction d’azobenzéne en solution et
tracée en fonction de la fraction en -CD dans la solution.

La troisiéme technique utilisée pour réaliser un graphique de Job a été la RMN du proton.
Lorsqu’une molécule invitée s’insere dans la cavité d’une molécule hote, I’environnement des
protons de la molécule invitée comme celui des protons situés a I’intérieur de la cavité est
modifié. Cette modification entraine un déplacement des signaux correspondants en RMN du
proton (Figure 72). Il est possible de suivre ce déplacement pour tracer le diagramme de Job de

ces complexes'®® 187,
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Figure 72 : Superposition de spectres RMN du proton montrant le déplacement du signal des protons 5 de 'AZO-
POE-T avec l'accroissement de la fraction de B-cyclodextrine en solution dans D,O.

De telles expériences ont été réalisées pour les quatre complexes suivants d’AZO-POE-T avec
les trois CDs et AZO-POE-C avec la B-CD. Pour les complexes avec I’AZO-POE-T, le signal
des hydrogenes aromatiques HS (5 Figure 54) a été suivi tandis que pour le complexe AZO-
POE-C/B-CD, le signal de I’hydrogéne H1’ a été suivi (1’ Figure 54). Les graphiques de Job
ont été tracés en Figure 73 pour des solutions dont les concentrations en AZO-POE et CD
varient entre 0 mol.L! et 3.10* mol.L™! tel que la concentration totale en espéce en solution soit
toujours égale a 3.10* mol.L!. Ces tracés apportent des informations sur la steechiométrie des
complexes €tudiés. Pour les trois complexes dans I’a- et la B-CD, les diagrammes de Job
possedent un maximum au point ou la fraction de CD est de 0,5. Ceci suggere la formation de
complexes 1:1. D’apres Ulatowski et al., cependant, une courbe aussi arrondie, voire aplatie au
sommet, ne permet pas de conclure avec certitude sur une stcechiométrie 1:1, surtout pour des
analyses avec d’aussi faibles concentrations'’®. Il se pourrait que des complexes 1:2 ou 2:1 se
forment et ne soient pas visibles sur un tracé de Job. Des steechiométries 1:1 ont, pourtant, déja
été observées dans la littérature pour de nombreuses molécules dans ’a- et la p-CD'*%!8 De
nombreux travaux s’appuient également sur cette steechiométrie pour la conception de
matériaux photo-sensibles grice aux interactions AZO/CD*51%0, Ces derniers éléments
suggerent qu’il est raisonnable de penser que les complexes formés ici sont bien de

steechiométrie 1:1.
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Figure 73 : Diagrammes de Job tracés a partir des données RMN du proton pour les complexes AZO-POE-T/o-
CD (rouge), AZO-PEOE-T/B-CD (bleu), AZO-POE-C/B-CD (vert) et AZO-POE-T/y-CD (gris).

Dans le cas de la y-CD, la courbe de Job montre un maximum a 0,33, ce qui, selon la théorie de
Job, est le signe d’un complexe 1:2, c’est-a-dire que deux azobenzénes entrent dans une y-CD.
La possibilité que la y-CD puisse complexer deux molécules invitées a déja été émise dans la
littérature'*®11, Ce phénoméne serait dii & la large cavité de cette cyclodextrine (9,5 A de
diamétre intérieur contre 7,8 pour la B-CD) qui peut, dans certains cas, accueillir plusieurs

molécules (Figure 74).

16,9 A

Figure 74 : Représentation schématique des dimensions de I’AZO-POE et des [ et y-cyclodextrines.

Dans leur étude, Ulatowski et coll. avaient obtenu un résultat de modélisation dont 1’allure
ressemblait tout a fait a celle-ci'’®. Pour obtenir une telle courbe, les auteurs avaient
supposé que : 1) I’existence de deux complexes, H:G 1:1 et 1:2 avec K''! = 4K!? et 2) le signal
suivi pour 1’étude n’était pas influencé par la formation du complexe 1:1. Cela signifierait, ici,
que le complexe 1:1 entre I’AZO-POE-T et la y-CD serait présent dans le mélange en plus du
1:2 et ne déplacerait pas le signal des protons HS par rapport au signal de I’AZO-POE-T libre.
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De plus, les spectres RMN au cours du titrage évoluent de maniére non triviale (Figure 75) ce
qui laisse penser que plusieurs phénomeénes ont lieu : un premier qui fait tendre le signal du H5
vers de plus petits déplacements chimiques et un second qui le fait varier en sens opposé. La
présence d’un systéme a deux complexes en équilibre pourrait expliquer cette observation : un
premier ou une molécule d’AZO-POE-T entre dans une cavité de y-CD et un second ou deux

molécules d’AZO-POE-T entrent dans une méme y-CD.
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Figure 75 : Evolution des spectres RMN du proton montrant le déplacement du signal des H5 de 'AZO-POE-T
avec l'accroissement de la fraction de y-cyclodextrine en solution dans D->O.

Pour étudier cette hypothese, les évolutions des signaux de deux autres protons de I’ AZO-POE-
T (H3 et H4) sont suivies de la méme fagcon que pour H5 et deux autres diagrammes de Job sont
tracés. D’apres la Figure 76, le suivi de trois protons différents donne exactement la méme
courbe de Job. Il semble peu probable que la formation d’un complexe 1:1 ne modifie
I’environnement d’aucun de ces trois noyaux. La complexation entre AZO-POE-T et y-CD
n’est donc peut-étre pas similaire a celle de ’exemple décrit par Ulatowski ef coll. Le cas le

plus probable est que la y-CD forme un complexe unique 1:2 avec I’AZO-POE-T dans 1’eau.
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Figure 76 : Diagrammes de Job tracés a partir des variations des déplacements chimiques des protons H3, H4 et

H5 de ’AZO-POE-T en RMN du proton pour le complexe AZO-POE-T/y-CD. Les tracés noir, bleu et rouge sont
des guides pour les yeux.

La spectroscopie RMN du proton s’est donc avérée étre 1’outil le plus pertinent pour évaluer la
stoechiométrie des complexes entre AZO-POE et CDs grace a la méthode de Job. Cependant,
en régle générale, la cinétique de formation du complexe peut influencer le choix de la méthode
a utiliser. Plusieurs études ont été menées au sujet de I’étude de la cinétique de complexation
entre hote et invité. Les cucurbiturils sont des molécules hotes beaucoup étudiées. La cinétique
de formation de complexes a base de cucurbituril est trés rapide, proche des phénomenes de
diffusion. Dans ce cas, la constante d’association des complexes controle la cinétique des
échanges. Des complexations trés stables (Ka>10° L.mol™!) entre des amino-alcanes invités et
la molécule hote cucurbit[6]uril ont été étudiées et leur cinétique de formation et d’échange est
assez lente pour étre observée au cours d’analyses RMN92, Les auteurs ont ainsi pu suivre la
cinétique des échanges entre hotes et invités a différentes températures, en observant les signaux
de protons des molécules libres et complexées. Dans le cas des CDs, les constantes cinétiques
liées a la formation de complexes sont loin d’étre aussi élevées que pour les CB[n], la constante
d’association ne contréle donc pas la cinétique des échanges. De plus, les échanges entre hote
et invité¢ dans les complexes de CDs sont plus rapides que ceux des CB[n] et que les délais
d’analyse de la RMN. Pour étudier la dynamique des interactions hote/invité dans les
cyclodextrines, Lucarini et coll. ont proposé de travailler avec des nitroxydes dialkyles
radicalaires comme molécules invitées et d’analyser leurs complexes dans les différentes

cyclodextrines par spectroscopie a résonnance paramagnétique ¢électronique (RPE)'3. La RPE
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possede des délais d’analyse plus courts que la RMN et permet donc de détecter des signaux
distincts pour les nitroxydes libres et complexés par les cyclodextrines. Beaucoup de travaux
s’en tiennent cependant a I’étude des propriétés des complexes sans avoir recours a leur
dynamique. Dans le cas d’échanges rapides, la complexation induit simplement un décalage de
signaux caractéristiques des molécules hote et invitées visible en RMN. Le suivi de ce décalage
au cours de 1’ajout d’un composé du complexe permet de déterminer la stcechiométrie, la
stabilité du complexe et donne des indications sur sa géométrie®.

Les résultats finaux obtenus pour les steechiométries des différents complexes étudiés sont

résumés dans le Tableau 5.

a-CD B-CD v-CD

AZO-POE-T complexe 1:1 complexe 1:1 complexe 1:2
AZO-POE-C  pas de complexe complexe 1:1 pas de complexe

Tableau 5 : Récapitulatif des cas de présence et d’absence de complexation entre les isomeéres de I’AZO-POE et
les a-, B- et y-cyclodextrines. En cas de complexation, la steechiométrie du complexe est donnée sous la forme
H:G.

Les steechiométries ainsi déterminées sont utilisées dans la suite du travail, pour la modélisation
des équilibres lors de I’étude cinétique de I’isomérisation de I’AZO-POE en présence des
différentes cyclodextrines. Pour des molécules invitées absorbant dans ’'UV ou le visible,
comme c’est le cas des AZOs, la spectroscopie UV-Visible a beaucoup été utilisée afin de
déterminer des constantes d’association dans les cyclodextrines™®*!*>. Il est nécessaire, pour
cela, que la molécule invitée complexée ait des propriétés spectrales différentes de la molécule

libre.
[.3.3.Détermination de constantes d’associations (Ka)

En plus de la steechiométrie, les complexes hote/invité sont définis par une constante
d’association (Ka). Il s’agit d’une grandeur qui traduit la stabilit¢ du complexe. Plus elle est
grande, plus le complexe est stable et plus les échanges en solution entre la forme complexée
et décomplexée sont lents. Au contraire, plus cette constante est faible, moins le complexe est
favorisé et plus les échanges entre la forme complexée et la forme décomplexée sont rapides™®.
Il s’agit également d’un parametre important dans la modélisation du comportement
photochimique des complexes entre AZO-POE et CDs. Ainsi les constantes des complexes

déterminés précédemment ont été déterminées par titrage de la molécule invitée par la molécule
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hote dans 1’eau, en spectroscopie UV-Visible.

La méthode de titrage, ou dosage, est trés employée pour la détermination de constantes
d’associations lors de la formation de complexes entre un composé 1 et un composé 2**’. Son
principe est le suivant : on ajoute le composé 2 a une solution de composé 1. On suit I’évolution
d’un signal analytique en fonction de la quantité de composé 2 ajoutée. Ce signal analytique
peut étre 1’absorbance UV-Visible, I’intensité de I’émission en fluorescence, le déplacement
chimique d’un proton d’une des deux molécules en RMN ou la chaleur dégagée ou absorbée
par la complexation en calorimétrie. Une fois les expériences réalisées, les résultats sont
modélisés de la facon suivante : grace a des équations du modéle, les valeurs du signal sont
calculées en faisant varier la valeur de Ka et les coefficients analytiques dépendant du complexe
afin que le mode¢le se rapproche au maximum des points expérimentaux. La steechiométrie du
complexe est fixée, dans ce type d’optimisation, et doit étre connue sans erreur, sans quoi on

ne peut avoir confiance dans les résultats de la modélisation.
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Figure 77 : a. Spectres de 1'évolution de I'AZO-POE-T avec l'augmentation de a-CD. La fleche désigne la longueur
d’onde ou la différence entre le spectre de I’AZO-POE-T libre et celui du complexe est la plus importante. b.
Evolution de 1'absorbance a la longueur d’onde choisie de I’AZO-POE-T en fonction de la concentration en a-CD
de la solution (cercles : données expérimentales, ligne continue : modélisation). [AZO-POE-T] = 5,5.10"° mol.L"!
et [a-CD] varie entre [AZO-POE-T]/2 et 100.[AZO-POE-T].

Plusieurs expériences de dosages par spectrométrie UV-Visible ont été effectuées au cours de
précédents travaux pour caractériser l’interaction de cet azobenzene avec les différentes
cyclodextrines'®’. Les données expérimentales ont été obtenues en enregistrant le spectre

d’absorbance de plusieurs solutions contenant toutes la méme concentration d’azobenzeéne et

des concentrations de cyclodextrine croissantes. Cette méthode permet, aprés une modélisation
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numérique, d’accéder aux constantes d’associations tout en relevant les coefficients
d’extinction molaires des spectres (¢) des complexes ainsi formés. La Figure 77 montre
I’exemple d’un résultat de titrage (a.) et de sa modélisation (b.) obtenus dans le cas de la
complexation de I’AZO-POE-T par 1’a-CD.

La comparaison des spectres pour les différents complexes'®

a souligné que chaque
cyclodextrine modifie différemment I’absorbance de la solution d’AZO-POE. Dans chaque cas,
Amax est déplacée par rapport a I’AZO-POE libre. Dans le cas de la Figure 77, Amax passe de 346
nm pour I’AZO-POE-T libre a 354 nm pour le complexe. La longueur d’onde ou la différence
est la plus grande entre le spectre de I’AZO-POE libre et le spectre du complexe est relevée
dans chaque cas. La modélisation consiste a calculer I’évolution de 1’absorbance a cette
longueur d’onde en fonction de la concentration en cyclodextrine pour différentes valeurs de
Ka. La valeur de Ka retenue est celle qui minimise 1’erreur entre la modélisation et les mesures
expérimentales.

En observant les spectres des dosages en présence d’AZO-POE-T, il est possible de détecter un
ou plusieurs points isobestiques. La présence de tels points, ou 1’absorbance totale reste
identique au cours de la transformation, indique un échange entre uniquement deux especes.
Ces deux especes sont de fait, I’AZO-POE-T libre et sa forme complexée la plus probable,
déterminée par les diagrammes de Job. Cette observation permet notamment de valider la
formation d’un unique complexe 1:1 dans le cas ou ’AZO-POE-T interagit avec les a- et -
CD. Pour le cas de la y-CD, méme si I’on considere que la formation d’un complexe 1:1 avant
le complexe 1:2 est probable, la présence de points isobestiques indique que, pour les gammes
de concentration du titrage, la forme complexée 1:1 est non détectable. Par la suite, seul
I’équilibre direct entre I’AZO-POE-T libre et le complexe 1:2 sera donc considéré.

La complexation de 1I’AZO-POE-C avec la B-CD ne semble pas montrer de points
isobestique'®. Cependant, en considérant les éléments bibliographiques discutés
précédemment, le fait que pour des raisons de dimension, la -CD ne peut probablement pas
complexer deux azobenzenes et que 1’isomere trans forme un complexe 1:1 avec la B-CD, on
peut affirmer avec quasi-certitude que I’AZO-POE-C forme bien un complexe de
stoechiométrie 1:1 avec la B-CD.

Lors de la modélisation, les parametres connus sont fixés et seuls la constante d’association Ka
et le coefficient d’extinction molaire du complexe eazo.cp @ la longueur d’onde étudiée sont
laissés libres et optimisés. On considerera les steechiométries trouvées précédemment ainsi que

la présence de 5% d’isomére trans dans la solution initiale d’isomére cis (Figure 56).
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Les écarts types donnés pour les valeurs de Ka et de €a70.cp sont calculés grace a la variabilité

des résultats obtenus pour le traitement d’au moins trois expériences.

Processus A(nm)  Kq (L.mol_l) €70.0D (L.mol_l.cm_l)
AZO-T + a—CD == AZO-T/a—~CD 420 7000 £ 400 1160 + 100
AZO-T + B—CD === AZO-T/B—CD 410 3000 £+ 200 2370 =200
AZO-C + B—CD === AZO-C/B-CD 430 4000 £ 400 2200 £ 200
2 AZO-T +y-CD <= AZO-T>/y—-CD 346 470000 £ 37300+ 300
20000

Tableau 6 : Tableau donnant les constantes d'affinité pour les complexes AZO-POE/CD et les coefficients
d'absorption a la longueur d'onde d'étude pour chaque processus de complexation étudié. Les valeurs sont données
a partir de 3 valeurs ou plus. * en (L.mol™")%.

Les données obtenues par titrage sont cohérentes avec les résultats de dichroisme circulaire. La
constante d’affinité du complexe AZO-POE-T/a-CD est plus grande que celle du complexe
AZO-POE-T/B-CD. Du a la complexation de deux AZO-POE par la y-CD, la constante
d’association n’est pas exprimée dans la méme unité que les trois autres et ne peut donc pas étre
comparée directement. Pour les valeurs de Ka dans la B-CD, le Tableau 6 donne des valeurs
plus grandes que celles généralement trouvées dans la littérature. Par exemple, le groupe de Liu
a trouvé des Ka de 840 M™! pour la B-CD avec le 4-hydroxyazobenzéne et de 2130 M avec le
4-aminoazobenzéne (Figure 78) en solution aqueuse!®®. Les auteurs rapportent également que
I’ajout d’éthanol a la solution semble déstabiliser un peu les complexes. Rosales et coll.
examinerent les Ka entre un azobenzene greffé sur de 1’acide hyaluronique (Figure 78) et la -
CD en solution dans I’eau’®*. Les valeurs trouvées sont de 760 M pour la forme trans de cet

azobenzéne et de 277 M™! pour son isomére cis.

Figure 78 : Exemples d'azobenzénes de la littérature pour lesquels les Ka avec la B-CD ont été déterminées.

Les différences observées avec la littérature peuvent provenir de la nature des substituants, qui
jouent un grand role sur la stabilité des complexes formés, en fonction de leurs interactions

¢lectrostatiques ou de leur encombrement stérique. En tenant compte des incertitudes sur les
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valeurs calculées, les résultats sont d’un ordre de grandeur cohérent avec ce qui est
généralement décrit!>1641%19 ] peut étre noté que, bien que souvent négligée dans la
littérature, 1’association AZO-POE-C/B-CD n’en est pas pour le moins absente. En effet, sa
constante d’affinité est du méme ordre de grandeur que celle de son isomere trans, ici méme
trés similaire.

A partir des expériences de titrage en UV-Visible, il a été possible de calculer les valeurs des
gazo.cp pour toutes les longueurs d’onde'®®. Dans la suite de ce travail, les valeurs des
coefficients d’extinction molaire d’intérét seront donc considérées comme connues et fixées
telles que données dans le Tableau 6. Pour le complexe avec la y-CD, il n’est pas surprenant de
trouver des valeurs de € environ deux fois plus grandes que celles obtenues pour les autres
complexes puisque dans ce cas, un complexe comporte deux molécules photochromiques.
Toutes les données nécessaires a 1’étude de I’isomérisation des complexes entre AZO-POE et
CDs ayant été déterminées, il a donc été possible d’exécuter puis de modéliser les irradiations

successives de I’AZO-POE en présence des différents oligosaccharides.
1.3.4.Isomérisations photochimiques des complexes supramoléculaires

L’AZO-POE peut, comme montré précédemment, former des complexes avec les différentes
cyclodextrines en s’insérant dans leur cavité hydrophobe. Selon sa configuration, il a ét¢ montré
que la steechiométrie du complexe, comme sa géométrie dans 1’espace, pouvait varier. Les
propriétés du complexe sont donc également susceptibles de changer par rapport a celles de

[’azobenzeéne libre en solution.

Figure 79 : Equations des cinétiques d'isomérisation de I'azobenzéne et de son inclusion dans la cyclodextrine.

La cinétique d’isomérisation de I’AZO-POE en présence des trois différentes cyclodextrines a,
B, et y a été étudiée a 366 nm pour la transition trans—>cis et a 420 nm pour la transition
cis>trans. La Figure 79 montre les équilibres considérés dans les différents cas. Il a été

précédemment montré que 1’a-CD et la y-CD ne pouvaient se complexer qu’avec I’isomeére
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trans contrairement a la B-CD qui complexe les deux formes.

Les parametres photochimiques de I’AZO-POE sont conservés et fixés tels que trouvés dans la
partie 1.2.5.2 dans le modéle sans complexation. Les coefficients d’extinction molaire des
complexes sont connus et fixés comme trouvés dans la partie 1.3.3. Les expériences réalisées
en DC (1.3.2.2) affirment que seule la B-CD peut complexer la forme cis de I’AZO-POE. Le
modele calculatoire utilisé pour modéliser ces expériences ne considére donc que 1’association
avec la forme trams pour les deux autres cyclodextrines. Les complexes formés sont de
stoechiométries connues et les constantes d’affinités utilisées pour modéliser 1’équilibre sont
celles précédemment déterminées. La modélisation converge en accord avec 1’expérience pour

les parametres renseignés dans les Tableau 7 et Tableau 8.

Dazol366) Dazo(420) Dazoc(366)  DPazo420)

AZO-T22  azo-C 0,35+0,01 0,35+0,01 0,43+0,03 0,50+ 0,03
AZO-T/-CD 2> azo-C +a-CD 0,25+ 0,02 0,26+ 0,02 - -
AZO-TA-CD 2> 2 azo-C +y-CD 0,10+ 0,01 0,10+ 0,01 - -
AZO-TB-CD 2> azo-C +B-CD 0,29 + 0,02 0,30+ 0,02 - -

AZO-CB-CD 2 azo-T + B-CD - - 0,62+ 0,1 0,42+ 0,05

Tableau 7 : Rendements quantiques des réactions d’isomérisation des complexes AZO-POE/CD aux longueurs
d’onde d’irradiation 366 nm et 420 nm. L’erreur indique la variabilité observée sur le rendement quantique au

cours du calcul par le logiciel.

AZO-POE-T AZO-POE-C
€366 L.mol'L! €420 L.mol'L! €366 L.mol'L"! €420 L.mol'L"!
AZO libre 160001000 1710+100 700+100 2600+300
o-CD/AZO 20000+1500 1150+100
v-CD/AZO 25000+1000 3700+200
B-CD/AZO 165002000 1800+100 1900+100 3700+200

Tableau 8 : Coefficients d’absorption molaire de I’AZO-POE libre et des complexes AZO-POE/CD aux longueurs
d’onde d’irradiation 366 nm et 420 nm. L’erreur indique la variabilité observée sur le coefficient d’absorption
molaire au cours du calcul par le logiciel.

Les valeurs trouvées pour 1’absorbance a 366 nm coincident bien avec celles trouvées au cours
du travail précédent avec un autre systeme d’irradiation (lampe a vapeur de mercure). Cela
corrobore la validité de ces expériences car les coefficients d’extinction molaire et les
rendements quantiques sont indépendants de la lampe utilis€ée. La superposition précise du

modeéle avec ’expérience permet de valider les paramétres obtenus'®. La cohérence de la
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modélisation ainsi que la ressemblance observée aves les résultats obtenus lors d’un précédent
travail de post-doctorat semblent valider 1’absence effective d’association entre 1’isomere cis et
les a-CD et y-CD.

On a donc montré que 1’on retrouvait, avec un systéme d’irradiation LED, les parameétres
photochimiques obtenus avec un autre systéme d’irradiation moins performant. De plus, les
temps de réactions sont plus courts dans le cas des LEDs car leur intensité lumineuse est plus
grande. Il y a donc beaucoup a gagner a utiliser des LEDs dans le domaine de la photochimie
aujourd’hui. Les résultats sont également plus reproductibles avec ce nouveau systéme car les
intensités des lampes sont beaucoup moins variables que ne I’était la lampe a vapeur de
mercure.

L’étude poussée des propriétés de I’AZO-POE a été possible par une méthodologie étape par
¢tape adaptable a tous les systémes de complexes hotes/invités et méme plus largement. Dans
cette méthode, chaque expérience permet d’obtenir de nouveaux parameétres nécessaires a la
modélisation de paramétres supplémentaires. A la fin du processus, le comportement de chaque
complexe est complétement caractérisé en solution et peut permettre la conception de matériaux
a I’échelle macroscopique a partir d’objets connus. Appliquons maintenant certaines étapes de
ce processus a la caractérisation de deux dérivés d’azobenzenes, un AZO tétrafluoré et un AZO
dichloro-difluoré. Ces deux molécules peuvent étre isomérisées par irradiation avec de la
lumiere visible et sont donc de bonnes candidates pour des applications de matériaux
intelligents, stimulables et biocompatibles. La caractérisation de leur complexation avec la 3-
CD a pour objectif de nous permettre de choisir la plus adaptée de ces deux molécules pour la

synthése d’hydrogels photo-stimulables dans le visible.

II. Caractérisation physico-chimique des azobenzénes tétra-fluoré

et dichloro-difluoré.

Dans cette deuxieme partie, notre étude se portera sur la comparaison des propriétés physico-
chimiques de deux dérivés d’azobenzeénes candidats pour le développement d’hydrogels photo-
stimulables par la lumiere visible. Le premier dérivé est un azobenzene substitué par quatre
atomes de fluor en position ortho, qui a été développé par le groupe de Hecht. Il a été sélectionné
pour sa capacité a étre isomérisé sous irradiation visible, sélectivement et avec de bons
rendements de photo-conversion (86-91 %)'**. Le deuxiéme azobenzene étudié porte en ortho

deux atomes de fluor et deux de chlore. Le groupe d’Isacoff a récemment montré que
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I’isomérisation d’azobenzeénes tétra substitués en ortho par des atomes de chlores pouvait étre
menée par irradiation avec de la lumiére jaune/rouge. Ces composés sont également insensibles
a la réduction et seraient de bons candidats pour contrdler I’activité des récepteurs au glutamate
grace a la lumiere visible?®.

Pour ce travail, une chaine de polyoxyde d’éthyléne (POE) de 6 a 7 unités est ajoutée en position
para de ces deux composés afin d’augmenter leur solubilité dans I’eau. La partie qui suit porte
sur 1’¢tude de la photochimie de ces azobenzenes, de leurs propriétés en solution dans 1’eau et

de leurs propriétés de complexation avec la B-CD.
I1.1.Synthéses

Les syntheses des AZO tétrafluoré et dichloré-difluoré ont été réalisés par A. Compte (ICBMS,
Université Claude Bernard Lyon 1) et S. Pearson (INM, Leibniz-Institut fiir Neue Materialien

gGmbH, Saarbriicke) par respectivement.
II.1.1.Azobenzene tétra-fluoré (4F-AZO-POE)

L’azobenzene tétra-fluoré (4F-AZO-POE) utilisé dans ce travail a été obtenu selon la synthese
suivante (Figure 80). La synthése aboutit & environ 11,6 g de produit trés majoritairement sous

forme trans (4F-AZO-POE-T).

f
f

1. HCI, NaNO3
2 NaOH Q/ K2CO3, MeCN, reflux hvz, hvi

A

NHz F /{'\/ }\ﬂ
F 0] OH
HO 0 @\ Q/ \/J[o/\,}G

Figure 80 : Schéma de synthése du ’4F-AZO-POE.

Lors de cette synthese, le composé tosylé 1, appelé POE-OTs par la suite, est utilisé pour greffer
la chaine POE au diazobenzene. Ce produit ne peut pas étre completement séparé du 4F-AZO-
POE (Figure 81). Le produit final n’est donc pas pur et I’impureté, par son groupe tosyl, risque

de posséder une affinité avec la f-CD, comme suggéré par Law et coll.*.
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Figure 81 : Spectre RMN 'H dans D>O du 4F-AZO-POE contenant environ 5% molaire d'impureté dont un des
signaux apparait a 7,79 ppm.

Un dosage de I’impureté seule par la B-CD a donc été réalisé par RMN 'H pour déterminer son
affinité avec la cavité hydrophobe'*’. La Figure 82 montre les spectres collectés du POE-OTs
en présence de différentes concentrations de B-CD. Lorsque la concentration de cyclodextrine
augmente, le signal des protons aromatiques du tosyl se blinde. Ceci traduit la présence d’une
interaction entre le cycle aromatique de I’impureté et la cavité de la B-CD.

Afin de déterminer la constante d’affinit¢ entre le POE-OTs et la B-CD, les données
expérimentales sont traitées par la méthode de Benesi-Hildebrandst. I1 s’agit d’une linéarisation

qui prend la forme de I’équation modifiée suivante dans le cas d’un dosage par RMN :

1 1 N 1
Abyps Ka.Abpax-[CD]  Adpax

Ou Adobs est le déplacement mesuré entre le pic en 1’absence de B-CD et le pic avec ajout de -
CD, Admax est le déplacement mesuré entre le pic en 1’absence de B-CD et le pic du complexe.
Le tracé de I’inverse du déplacement du signal a 7,45 ppm en fonction de I’inverse de la
concentration en CD donne un bon alignement des points (Figure 82). Grace a la pente et a

I’ordonnée a I’origine, il est possible de déterminer Ka.
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Figure 82 : Spectre 'H RMN (gauche) de POE-O-Ts a 2.10° mol.L! dans D>O en présence de différentes
concentrations de B-CD. [B-CD] : a. 0, b. 2, c. 4, d. 6, e. 8 .10~ mol.L". Tracé de Benesi-Hildebrandt (droite).

La constante d’affinité entre le POE-O-Ts et la B-CD vaut alors K = 784 L.mol!. Il s’agit d’une

constante faible qui traduit une association peu stable entre les deux composés.
II.1.2.Azobenzene dichloro-difluoré (2C12F-AZO-POE)

L’azobenzene dichloro-difluoré (2CI12F-AZO-POE) a été synthétis¢ selon la synthése présentée
dans la Figure 83. Un demi-gramme de produit final a pu étre obtenu environ. Il s’agit de 1’état

photostationnaire enrichi en isomere trans.

Weeg
cl
NH, 1. EtOH, H,S0y, reflux F cl COOH F
F Cl Cl 2.H,0, AcOH, H,SO,, RT N“NjQ/ hvy, A
+
@NHQ \© 3. AcOH/Toluéne/TFA, 60 °C [iF cl '{\’O‘L/\ 0
L HO 7 NH,

COOH 4. Hydrolyse o
¢ N/\'{‘ \/}LGH
H 7

Figure 83 : Schéma de la voie de synthese de le 2CI2F-AZO-POE.

I1.2.Thermosensibilité du POE et mise en évidence de LCST

Classiquement, la solubilité des polymeres dans un solvant augmente avec la température. Ceci
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s’explique dans le cas ou une plus grande agitation thermique facilite les interactions
polymere/solvant. Cependant, il peut arriver que I’apport de I’énergie perturbe des interactions
qui assuraient la bonne solubilisation du polymere. C’est ce qui arrive pour certains polymeres
en solution aqueuse. En effet, certains polyméres comme le poly(N-isopropylacrylamide)
(PNIPAM) et le poly(oxyde d’éthyléne) exhibent un comportement inverse : au-dessus d’une
certaine concentration, I’augmentation de la température conduit a une baisse de solubilité®,

La bonne solubilit¢ de courtes chaines POE dans I’eau est due a leur hydratation, autour de
I’oxygéne des fonctions éthers®®. Les interactions attractives entre les chaines de POE et I’eau
permettent ainsi la bonne solubilisation du polymere a température ambiante. A I’inverse, au-
dela d’une concentration critique, I’augmentation de la température conduit a la rupture des
liaisons hydrogeéne qui favorisaient la solubilisation, conduisant & une séparation de phase
(Figure 84)2%4, Ce phénoméne participe a la diminution de solubilité du POE, qui s’agrége dans
I’eau®®™. La température minimale pour laquelle la solution se trouble est appelée LCST pour
« lower critical solution temperature »). Les polymeres a LCST sont couramment employés

pour la création de matériaux ou architectures thermo-controélables.

A

Température

Concentration

Figure 84 : Représentation schématique montrant la transition de phase associée a une solution possédant une
LCST. La ligne bleue représente la frontiére de séparation de phase qui se manifeste par un point de trouble en
solution.

Han et coll. ont utilisé la LCST du POE pour créer des micelles thermosensibles utiles pour la
relargage de pesticides®®. Une augmentation de température des micelles chargées conduit a
I’effondrement des chaines POE de la coquille qui se désorganisent et s’agrégent, délivrant ainsi
la molécule encapsulée. La température critique peut étre contrélée par le pourcentage de POE
dans les micelles. Elle peut varier entre 27 °C et 40 °C lorsque la proportion de POE varie de
30% a 60%. Lutz ef coll. ont montré en 2006 que les LCSTs d’un copolymere éthyleéne glycol
greffé polyméthacrylates PIMEO:MA-co-OEGMA) pouvaient varier significativement, de 20
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°C a 90 °C, en fonction de la composition en comonomere®®. Ainsi, a cause de la chaine POE
qui les compose, les 4F-AZO-POE et 2CI2F-AZO-POE possédent des LCSTs et celles-ci
dépendent fortement du solvant.

Plusieurs mesures ont été réalisées avec le 4F-AZO-POE-T pour déterminer sa LCST dans
I’eau, I’eau deutérée et le tampon phosphate PBS. Ces trois solvants sont choisis pour les raisons
suivantes : les analyses RMN demandent 1’utilisation de D>O et les analyses ne sont pas
exploitables lorsque 1’4F-AZO-POE est agrégé. Ensuite 1’eau est le solvant modéle que nous
avons choisi pour notre étude et le PBS nous rapproche des conditions biologiques. Des
solutions & 1.102 mol.L™!' sont préparées dans chacun de ces solvants. La solution est soumise
a 4 cycles montée puis descente en température, avec des vitesses de rampes de température
différentes. L’observation est faite a une longueur d’onde ou le composé n’absorbe pas de sorte
que, lorsque la solution est limpide la transmittance soit de 100% alors qu’elle diminue
fortement lorsque la solution se trouble. La température de trouble correspond au point
d’inflexion de la courbe transmittance en fonction de température. Elle est obtenue
graphiquement, comme la température pour laquelle la dérivée seconde de la transmittance
s’annule. En tracant, le point ou la solution se trouble en fonction de la vitesse de rampe en
température (°C/min), température de trouble est déterminée comme 1’ordonnée a 1’origine de

cette droite.

Equation ly=a+b*x

Intercept 13,36024 +0,16717

Slope 0,40964 = 0,13867
R-Square (COD) 0,81353

Tinﬂcxion (OC)

Vitesse (°C.min"!)
Figure 85 : Essai de turbidimétrie de le 4F-AZO-POE dans D,O. Tracé du pourcentage de transmittance a 650 nm
de la solution en fonction de la température pour quatre rampes de température, au cours du chauffage (gauche) et
tracé de la température de trouble en fonction de la rampe de température pour I’expérience dans DO en chauffant
(droite).
La Figure 85 montre les données expérimentales obtenues dans D>O. On trouve grace a la

régression linéaire un point de trouble en chauffage a 13,4 °C environ. De la méme fagon, on
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la solution redevient claire a 13,0 °C en refroidissement. Il est donc impératif d’étre vigilant a
la concentration utilisée lors d’analyses RMN, qui se font dans I’eau deutérée. Le méme
protocole est appliqué pour les analyses dans I’eau et dans le PBS. Les résultats sont regroupés

dans le Tableau 9.

Point de trouble déterminé en Point de trouble déterminé en

montée de température (°C) descente de température (°C)
D20 13,4 13,0
H>O 25,8 26,3
PBS 21,8 21,7

Tableau 9 : Points de trouble du 4F-AZO-POE déterminés en turbidimétrie pour chaque solvant a 1.10"2 mol.L"".

Dans I’eau, les températures de trouble sont supérieures a celles obtenues dans le PBS. Ce
phénoméne a déja été décrit comme 1’effet de sels (« salting-out effect ») ou relargage’s. Les
sels présents dans le PBS déshydratent partiellement la molécule de 4F-AZO-POE, la rendant
un peu moins soluble en solution. Ainsi les températures de LCST en solution saline sont
systématiquement abaissées de 3 ou 4 °C par rapport a celles dans 1’eau pure.

Les expériences réalisées montrent aussi des LCSTs beaucoup plus basses dans I’eau deutérée
par rapport a celles obtenues dans I’eau. Ce résultat peut €tre di a la modification du réseau de
liaisons hydrogene entre ’eau et I’eau lourde. En effet, il a déja été soulevé que D2O et H,O
pouvaient montrer des disparités en termes de formation de liaisons hydrogéne*”’. Sheu ef coll.
ont étudié I’effet de D>O sur les liaisons hydrogene d’une protéine et ont montré que le solvant
deutéré affectait grandement la force de ces liaisons?®. Notamment, D>O inhibe la dynamique
des liaisons hydrogene intraprotéiques qui sont pourtant tres présentes dans H>O. Les protéines
sont donc plus compactes dans D>O que dans H,O. De méme, une étude de Cho et coll. sur la
LCST de polypeptides de type €lastine (ELP) a montré que DO stabilise 1’état agrégé de ces
polypeptides ce qui résulte en une LCST inférieure, jusqu’a 5,6 °C, a celle trouvée dans H.O*®.
Comme pour les ELPs, la présence de liaisons hydrogene participe a la solubilisation des
courtes chaines POE. Par analogie, il peut étre envisagé que le solvant deutéré limite la
formation de liaisons hydrogene entre la chaine POE du 4F-AZO et I’eau, favorisant ainsi
I’agrégation des molécules. Ceci entrainerait effectivement la précipitation du polymere a
température inférieure a celle trouvée pour 1’eau.

L’étude des différentes propriétés du 4F-AZO-POE devra étre réalisée dans des conditions de
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solvant, température et concentration telles que le point de trouble ne risque pas de perturber
I’analyse. Pour les études RMN, on choisira de se placer a de faibles concentrations entre 5 et

10.10”° mol.L"! dans I’eau deutérée.
I1.3.Isomérisation photochimique des 4F-AZO et 2CI2F-AZO

Tout comme leur parent 1’azobenzéne, le 4F-AZO et le 2CI2F-AZO possédent des propriétés
spectrales intéressantes. Ces deux composés ont, en plus de 1’azobenzéne, la capacité de subir
une isomérisation trans—>cis sous irradiation avec une lumiére ayant une longueur d’onde
visible. La partie suivante étudie les propriétés photochimiques et caractérise les états photo-
stationnaires de chacun de ces composé¢s.

Afin de déterminer les conversions photochimiques du 4F-AZO-POE, une solution a 8,8.10

mol.L! dans DO est irradiée a 530 nm puis 415 nm.

F ¢ OMO%VOH 3 OV Ojg

530 nm 1 2

F 2' 3'
F 415 nm F NN

Figure 86 : Schéma de la réaction photochimique du 4F-AZO-POE

L’isomérisation est suivie qualitativement par spectrophotométrie UV-Visible. La composition

a I’équilibre photostationnaire est déterminée par RMN 'H avant et aprés chaque irradiation.

;,;n\ M Tube 1 : avant
AN, 'ILWJ \ —~ irradiation

| I
“r‘ ‘H‘ll\

i Tube 2 : aprés
”» I JUH W\

e M) jrradiation & 530 nm

MM Tube 3 : aprés

irradiation @ 415 nm

76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64
f1 (ppm)

Figure 87 : Suivi de I’isomérisation trans—>cis puis cis=>trans du 4F-AZO-POE par spectrométric UV-Visible
(gauche) et par RMN 'H (droite). La numérotation des protons sur les spectres RMN correspond a celle indiquée

Figure 86.

La Figure 87 montre les spectres UV-Visible des deux formes, cis et frans qui sont bien

distincts. Notamment, lorsque I’on passe de 1’azobenzéne frans au cis, 1’absorbance vers 340
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nm baisse considérablement et la bande d’absorption vers 450 nm est décalée vers les basses
longueurs d’onde. C’est d’ailleurs le décalage de cette bande d’absorption plus faible qui permet
une isomérisation partiellement sélective a 530 nm puisque le composé cis n’absorbe presque

pas a cette longueur d’onde.

Tube 7,15 ppm 6,99 ppm 6,83 ppm 6,62 ppm %cis moyen %trans moyen
1 2,00 0,18 2,12 0,20 9 91
2 0,85 2,00 0,80 2,33 72 28
3 2,00 0,96 2,20 1,17 33,5 66,5

Tableau 10 : Tableau recensant les pics caractéristiques de chaque proton du 4F-AZO-POE ainsi que leurs
intégrations qui permettent de calculer le ratio trans:cis aprés chaque irradiation.

La spectrophotométrie UV-Visible est donc une technique pertinente pour suivre
I’isomérisation photochimique. Cependant, pour quantifier la proportion des deux isomeres, la
RMN est nécessaire. La Figure 87 montre les agrandissements des signaux des protons
aromatiques 2, 3,2’ et 3’ des tubes 1, 2 et 3. Les résultats des intégrations (Tableau 10) montrent
comme attendu, un produit initialement trés enrichi a 91% en isomere trans, qui se transforme
majoritairement en isomere cis au cours d’une irradiation a 530 nm. Irradier le mélange a 415
nm le fait bien revenir a un état enrichi a 67% en isomere trans. Ce PSS n’est cependant pas
I’état initial. Il ne sera pas possible de récupérer un composé trans pur via la photochimie, a

cause du recouvrement des bandes n>n* des deux isomeéres.

Une étude similaire a été effectuée sur le 2C12F-AZO dans D2O. Le composé initial dissout
dans I’eau deutérée a été irradi¢ a 530 nm puis a 415 nm (Figure 88) afin d’estimer les

compositions des PSS.

0
0} 3 e}
3 Cl N \/%OH
c o
. | H/\% \/tOH 530 nm N]@i‘\H/\’% 7
2 N\\N 3 - U
& 415 nm N F
e F F‘@ z
2 v
Figure 88 : Schéma de la réaction photochimique du 2CI12F-AZO-POE.
La spectrophotométrie a permis de mettre en évidence 1’isomérisation du 2CI2F-AZO-POE
(Figure 89). Le 2CI2F-AZO-POE cis (2CI2F-AZO-POE-C) absorbe moins que son isomere
trans (2C12F-AZO-POE-T) a 290 nm. De plus, comme attendu en substituant des groupes
donneurs en ortho du groupe azo, la bande n>7* du 2CI2F-AZO-POE-C subit un décalage
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hypsochrome d’environ 20 nm par rapport a son isomere. Cela permet 1’isomérisation sélective

du composé a 530 nm.

Tube 1 : avant
JM\_,J'LA— irradiation

| “ 1 "|'|‘ Tube 2 : aprés
il M_______ irradiation & 530 nm

JL_._,J (S| )

Tube 3 : aprés
irradiation a 415 nm

8.2 8.0 7.8 76 72 7.0 6.8 6.6

7.4
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Figure 89 : Suivi de I’isomérisation trans—>cis puis cis=>trans du 2C12F-AZO-POE par RMN 'H (gauche) et
spectrométrie UV-Visible (droite). La numérotation de protons sur les spectres RMN correspond a celle indiquée
en Figure 88.

L’analyse RMN permet, comme précédemment, de déterminer les compositions aux PSS-C et
PSS-T (Tableau 11). Pour ce composé, 1’état initial est déja un mélange 18:82 des isoméres
cis:trans. Irradier ce mélange a 530 nm ’enrichit en isomere cis jusqu’a atteindre un équilibre
cis:trans de rapport 67:33. L’irradiation a 415 nm ramene cet équilibre a son point initial ce qui

confirme que le produit était déja sous forme PSS-T a la suite de la synthese.

Tube 7,93 ppm 7,77 ppm 7,23 ppm 6,98 ppm %cis moyen %trans moyen
4 2,00 0,48 2,26 0,53 18 82
5 0,95 2,00 1,24 2,50 67 33
6 2,00 0,42 2,57 0,50 17 83

Tableau 11 : Tableau recensant les pics caractéristiques de chaque proton du 2CI2F-AZO-POE ainsi que leurs

intégrations qui permettent de calculer le rapport trans:cis apreés chaque irradiation.

Apres avoir étudié les propriétés de photo-isomérisation de deux dérivés d’AZO face a la
lumiére visible, les propriétés de stabilit¢ thermique de ces composés ont également été

déterminées.
[1.4.Isomérisation thermique des 4F-AZO-POE et 2CI2F-AZO-POE

En plus de leur capacité a s’isomériser par un processus photochimique, les azobenzenes
peuvent subir une isomérisation par retour thermique, qui forme le composé le plus stable. Pour

un grand nombre de systémes azobenzenes, le composé le plus stable est I’isomere trans'*?. 11
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est donc possible d’obtenir le composé cis par irradiation puis d’étudier sa cinétique de retour
thermique dans le noir a différentes températures.

De telles expériences ont été réalisées pour le 4F-AZO-POE a différentes températures, 37, 60,
70 et 80 °C. Plusieurs groupes se sont intéressés a la cinétique d’isomérisation thermique de
I’azobenzene et de ses dérivés depuis sa forme cis vers sa forme trans. Cette réaction dont les
parametres dépendent fortement du solvant et de la température ainsi que des substituants de
I’AZO, admet dans I’immense majorité des cas une cinétique d’ordre 121%#2 11 est ainsi possible
de modé¢liser les résultats expérimentaux par une telle cinétique. L’étude et I’extraction des
parameétres clés de ces cinétiques permettent d’accéder aux parameétres thermodynamiques de
la réaction d’isomérisation thermique. Bléger ef coll. ont décrit I’4F-AZO dont la forme cis est
extrémement stable dans le temps (700 jours a 25 °C)**. On s’attend donc a une cinétique de
retour thermique lente a 37 °C puis a des cinétiques de plus en plus rapides avec 1’augmentation
de la température.

Sur la Figure 90a., sont représentés les spectres d’absorption au cours du temps de la solution
de 4F-AZO depuis le PSS-C puis conservée a 37 °C dans un bain sec pendant environ 58 jours,
pour suivre la cinétique d’isomérisation dans les conditions biologiques de température.
L’absorbance a 350 nm, tracée en Figure 90b., évolue de fagcon notable vers un enrichissement
en forme frans (courbe en tirets). En tracant 1’évolution du pourcentage en isomere cis au cours
du temps, il apparait nettement que la cinétique n’est pas terminée dans ce cas, mais elle semble
s’approcher d’un palier. L’isomere le plus stable thermiquement est bien le #rans mais la

cinétique de retour thermique a 37 °C est lente.

a. b.

Figure 90 : Cinétique de I’isomérisation du 4F-AZO-POE-C en 4F-AZO-POE-T a 37 °C. a. Evolution du spectre
d’absorbance du 4F-AZO-POE au cours du temps a 37 ° C. b. Suivi du pourcentage en isomeére cis au cours de la

réaction et sa modélisation par une cinétique d’ordre 1. [AZO]= 1,0.10* mol.L-1.
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Pour le retour thermique a 60 °C, est suivie I’absorbance a 350 nm au cours du temps. La Figure
91 donne ce suivi réalisé sur 2,5 jours ainsi que I’évolution du contenu en isomere cis au cours
du temps. La cinétique semble plus proche de I’atteinte d’un plateau que dans le cas précédent,

elle reste quand méme peu rapide.
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Figure 91 : Cinétique de I’isomérisation du 4F-AZO-POE-C en 4F-AZO-POE-T a 60 °C. a. Evolution de
I’absorbance a 350 nm. b. Suivi du pourcentage en isomére cis au cours de la réaction et sa modélisation par une
cinétique d’ordre 1 [AZO]=1,0.10"* mol.L".

Pour les expériences de retour thermique a 70 °C et 80 °C, plusieurs solutions contenant
I’isomere cis ont été analysés a différents temps. Dans ces deux cas, le retour thermique observé
est bien plus rapide que pour les températures précédentes. En effet, au bout de 24 h a 70°C, il
ne reste plus que 30% d’isomere cis pour un mélange initial & 85% (Figure 92). Il faut seulement
7 heures a 80 °C pour arriver a la méme conversion (Figure 93). Le suivi du contenu en isomére
cis dans le mélange au cours du temps confirme qu’a 80 °C un plateau est atteint au bout de

deux jours environ.
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Figure 92 : Cinétique de I’isomérisation du 4F-AZO-POE-C en 4F-AZO-POE-T a 70 °C. a. Evolution du spectre
d’absorbance du 4F-AZO-POE au cours du temps a 70 ° C. b. Suivi du pourcentage en isomere cis au cours de la

réaction et sa modélisation par une cinétique d’ordre 1. [AZO]= 1,0.10"* mol.L-1.

Figure 93 : Cinétique de I’isomérisation du 4F-AZO-POE-C en 4F-AZO-POE-T a 80 °C. a. Evolution du spectre
d’absorbance du 4F-AZO-POE au cours du temps a 80 ° C. b. Suivi du pourcentage en isomere cis au cours de la
réaction et sa modélisation par une cinétique d’ordre 1. [AZO]=1,0.10* mol.L"'.

En modélisant pour chaque température 1’évolution du pourcentage en isomere cis dans le
mélange en fonction du temps, on accéde aux paramétres cinétiques de 1’isomérisation

thermique. Ces cinétiques peuvent toutes étre modélisées par une loi d’ordre 1.

T(°C) T(K) K(s-1) UT In(k/T) ti2(s)
37 310 2,83.107 3,23.10°7 -20.81 2,45.10°
60 333 1,13.10° 3,00.10°3 -17.20 6,14.10%
70 343 2,41.10° 2,92.103 -16.47 2,88.10%
80 353 6,62.10° 2,83.10°% -15.49 1,04.10*

Tableau 12 : Tableau regroupant les parameétres cinétiques du retour thermique du 4F-AZO-POE.
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Les constantes de vitesse k et temps de demi-vie ti» de I’isomére cis sont extraits de la
modélisation pour chaque température (Tableau 12) ; k est ajustée par le modele et participe a
la minimisation de I’erreur quadratique moyenne tandis que ti est calculé a posteriori. La
relation d’Eyring permet de déduire de ces cinétiques les parametres d’activation de

I’isomérisation thermique cis > trans, telle que :

kgT AG*
Equation d’Eyring : kK = —eXxp (— —
quation d’Eyring n p ( RT

Ou k désigne la constante de vitesse,
kg la constante de Boltzmann,
T la température,
h la constante de Planck,
R la constante des gaz parfaits,

AG?* I’enthalpie libre d’activation.

Figure 94 : Tracé de la loi d'Eyring pour le 4F-AZO-POE, In(k/T) est tracé en fonction de l'inverse de la
température.

AG* peut ainsi étre calculé pour chaque température avec la formule d’Eyring. D’autre part, le
tracé de In(k/T) en fonction de 1/T issu de la loi d’Eyring (Figure 94) montre une trés bonne
linéarité. Une régression linéaire permet de déduire de la pente et de I’ordonnée a 1’origine de
la droite les paramétres AH* et AS*tels que :

AH* = —pente.R
s kp
AS* = R. (ordonnée a l'origine — In (7))
avec AG* = AH* — TAS*
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L’enthalpie libre d’activation est calculée pour les quatre températures (37 °C, 60 °C, 70 °C,
80 °C), d’un coté, par la relation d’Eyring directement appliquée aux valeurs expérimentales de
k et T et d’un autre coté par les valeurs de AH* et AS* extraites du tracé de la Figure 94. Pour

les deux méthodes, la moyenne des quatre valeurs est calculée (AGHmoy).

AH* (kJ.mol™) AS*(J.mol' K1) AG*yvoy (kJ.mol ™) AGyoy (kJ.mol ™)
Eyring AG* = AH* — TAS*
113 4 114,5 114,5

Tableau 13 : Parameétres d’activation calculés pour I’isomérisation thermique de le 4F-AZO-POE.
L’énergie de la barriére d’activation (E,) pour cette réaction a également été calculée par la loi

d’Arrhénius :

—Eq
k =A.eRT

Ea peut étre calculée sans connaitre le facteur préexponentiel A en utilisant des valeurs de k a

deux températures T et T différentes telles que :

En calculant E. pour chacune des quatre températures deux a deux, on trouve une énergie
d’activation de E.= 105 = 24 kJ.mol!. Cette valeur est de I’ordre de grandeur de 1’énergie
d’activation calculée par Bléger et coll. a 25 °C dans le DMSO pour le 4F-AZO?%,
de 112 k].mol™1. Le résultat de D’enthalpie libre d’activation AG* donnée ici par deux
méthodes est bien cohérente et donne une valeur de 114,5 kJ.mol™!' (Tableau 13). La barriére
d’activation de I’isomérisation thermique de la molécule d’azobenzene est connue et égale a 95
kJ.mol™! environ en solution?™®. De plus, Yin ef coll. ont récemment calculé ab initio, par DFT,
les parametres thermodynamiques de plusieurs azobenzenes substitués en ortho par 4 atomes
de fluor a 333K dans 1’acétonitrile?’>. Pour leurs molécules Fs-azo-1 et Fs-azo-3 (Figure 95)
notamment, ils obtiennent respectivement des valeurs de AG* de 111 et 114 kJ.mol™!, trés

proches de la valeur trouvée ici.
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Figure 95 : Molécules F4-azo-1(gauche) et F4-azo-3 (droite) étudiées par Yin et al. a 333K dans 1’acétonitrile?>.

La valeur de I’entropie d’activation de -4 J.mol!.K™!' est faible mais son ordre de grandeur
correspond a ceux trouvés par Yin et al. Une telle valeur indique qu’il n’y a pas de grosse
modification de I'ordre du systéme entre I’état initial et 1’état de transition. Il n’y a donc
quasiment pas de réarrangements entre le 4F-AZO-POE et les molécules d’eau au cours de la
formation de [’état de transition. Les parametres thermodynamiques trouvés ici sont
relativement similaire a ceux calculés dans 1’étude de Bléger ef coll. Ils ont déterminé les
parametres thermodynamiques de 1’isomérisation thermique de I’AZO tétrafluoré dans le
DMSO a 25 °C et trouvérent AG* de 117 kJ.mol™', AH*= 109 kJ.mol ! et AS*=-28 J.mol " . K"'.
En plus des variations expérimentales, il n’est pas étonnant de ne pas retrouver exactement les
mémes valeurs car le greffage d’une chaine POE doit modifier I’arrangement du 4F-AZO-POE
dans I’eau par rapport a la molécule non greffée.

Plusieurs expériences de retour thermique ont également été réalisées pour le 2C12F-AZO-POE
dans I’eau. Apres avoir isomérisé le produit initial jusqu’a I’état photostationnaire cis avec une
irradiation a 530 nm, on se place dans des conditions ou le 2CI2F-AZO-POE se trouve

correctement solubilisé.

Figure 96 : Cinétique de I’isomérisation du 2CI2F-AZO-POE-C en 2CI2F-AZO-POE-T a 37 °C dans HO. a.
Evolution du spectre d’absorbance du 2CI12F-AZO-POE au cours du temps a 37 °C. b. Suivi du pourcentage en
isomére cis au cours de la réaction et sa modélisation par une cinétique d’ordre 1 (k = 1/t1 =6,43.107 s"). [AZO]=

5,5.10° mol.L.
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Une expérience de retour thermique du 2CI2F-AZO-POE dans I’eau a 37 °C est réalisée,
comme pour le 4F-AZO-POE, dans un bain sec qui assure la stabilité de la température (Figure
96a.). La longueur d’onde ou la différence entre les spectres des deux isomeres est la plus
importante est 308 nm, c’est donc a cette longueur d’onde que les paramétres cinétiques k et
t12 seront déterminés (Figure 96b.). La modé¢lisation donne une constante de vitesse de 6,4.10°
757! et un temps de demi-réaction de 303 heures. Ces valeurs témoignent d’une isomérisation
thermique plus rapide que celle de 4F-AZO-POE a la méme température. Un peu moins stable
dans le temps que le 4F-AZO-POE-C (680 heures de temps de demi-vie), le 2CI2F-AZO-POE-
C est quand méme trés stable a 37 °C et subit peu de modification a 1’échelle de temps
d’expériences d’imagerie biologique (24-48h).

Une expérience similaire a ét¢ menée a 60 °C pour ce composé. L’absorbance d’une solution
riche en isomére cis est suivie directement au sein du spectrométre a deux longueurs d’onde,
300 et 350 nm. La Figure 97 montre le suivi expérimental de I’absorbance a 300 nm ainsi que
la modélisation par une cinétique d’ordre 1. Ici, I’absorbance a 300 nm dépasse la valeur de 2
au cours de I’isomérisation. Au-dela de cette valeur, les limites de détection de I’appareil sont
atteintes. Pour obtenir une valeur de k plus fiable, la cinétique a 350 nm a également été
modélisée. Les deux valeurs de k obtenues sont identiques et la constante finale extraite est
k=1,4.107 s’. Cette constante est trés proche de celle trouvée pour le retour thermique du 4F-
AZO-POE a la méme température ksr= 1,1.10° s'. Ces deux constantes correspondent
respectivement a des temps de demi-vie d’environ 14 h et 17 h. Les deux composés ont donc
des cinétiques de retour thermiques similaires a 60 °C et le 4F-AZO-POE-C est un peu plus
stable que le 2CI12F-AZO-POE-C.
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Figure 97 : Cinétique de I’isomérisation du 2CI2-FAZO-POE-C en 2CI2F-AZO-POE-T a 60 °C dans D,O suivie
par I’évolution de I’absorbance a 300 nm (ronds ouverts : données expérimentales, ligne continue : mod¢lisation
avec une loi du premier ordre (k = 1,4.107 s7). [AZO]= 2.10"* mol.L"".

En conclusion, les formes cis des 4F-AZO-POE et 2CI12F-AZO-POE sont toutes les deux trés
stables a la température du corps humain et en-dessous. Les deux composés sont donc adaptés
a une application en biologie puisque sur les temps d’analyses de la biologie, 24 a 48h a 37 °C,
les propriétés spectrales de la forme cis restent quasiment inchangées. On notera tout de méme
la meilleure stabilité du 4F-AZO-POE a 37 °C. Aprés avoir étudié et comparé les propriétés de
ces deux dérivés d’AZOs en solution, soumis a des stimuli lumineux et thermiques, leur

association avec la molécule hote B-CD a été étudiée.

I1.5.Complexation des 4F-AZO-POE et 2CI2F-AZO-POE avec la B-CD.

Il est important d’étudier les inclusions des 4F-AZO-POE et 2CI12F-AZO-POE en fonction de
leur isomérisation dans la cavité de la B-CD, afin de déterminer s’ils peuvent former des
complexes photo-stimulables. En effet, pour obtenir un matériau photo-stimulable efficace, il
faut trouver un AZO dont I’'un des isomeres possede une forte affinité avec la B-CD alors que
I’autre non. Ainsi, la formation et déformation des complexes hote/invité pourrait étre
totalement contrdlée par des stimuli lumineux. Comme pour I’AZO-POE la premiere étape de
cette étude est I’observation des complexes et la détermination de leur steechiométrie. Ensuite,

les constantes d’affinité peuvent étre calculées pour chaque isomere des deux composés.

I1.5.1.Détermination de la stoechiométrie des complexes de dérivés d’AZO avec la B-

CD : graphique de Job

En suivant le protocole précédemment établi, des graphiques de Job ont été tracés, a partir de
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données de RMN du proton, afin de déterminer la steechiométrie des complexes entre les
différents isomeres des 4F-AZO-POE et 2CI12F-AZO-POE avec la B-CD. Les analyses sont
regroupées en Figure 98. Les graphiques de Job sont modélisés par un polynome du second
degré dont la valeur a 0,5 représente le maximum de la courbe.!”® Ces modélisations, qui
supposent la présence d’un complexes 1:1 représentent bien les données expérimentales pour
trois des quatre composés ¢tudiés. Comme pour I’AZO-POE, les graphes des deux isomeres du
4F-AZO-POE, ont en effet un maximum a 0,5, de méme que I’isomeére trans du 2CI12F-AZO-
POE. Ces trois composés forment des complexes de steechiométrie 1:1 avec la B-CD. La
steechiométrie 1:1 est la plus classiquement retrouvée dans les complexes supramoléculaires
entre AZO et B-CD. Plus précisément, Zhang et coll. ainsi que Huang et coll. ont montré que
les azobenzeénes porteurs de 4 atomes de fluor en position ortho avaient tendance a se complexer
en 1:1 avec la B-CD'¥. Il n’est donc pas surprenant de retrouver des steechiométries 1:1 pour

ces dérivés d’azobenzeéne.

4F-AZO-POE-T 4F-AZO-POE-C

2CI2F-AZO-POE-C

Figure 98 : Graphiques de Job des complexes a. 4F-AZO-POE-T/B-CD, b. 4F-AZO-POE-C/B-CD, c. 2CI2F-AZO-
POE-T/B-CD, d. 2CI2F-AZO-POE-C/B-CD tracés a partir des données RMN 'H 4 500 MHz dans D,0.

En revanche, le diagramme de I’isomeére cis du 2CI2F-AZO-POE ne semble pas étre bien
modélisé par la courbe en cloche classique d’un complexe 1:1 et son maximum semble tendre

vers 0,4. Les erreurs résiduelles ont été tracées pour ces quatre modélisations (Figure 99). Selon
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Thordarson!®’, si les points expérimentaux sont modélisés avec un modele correct, alors les
erreurs résiduelles seront distribuées aléatoirement. A 1’inverse, lorsqu’un modé¢le non
convenable est choisi, la distribution des erreurs résiduelles est réguli¢re et sinusoidale. La
distribution des erreurs obtenue avec le 2CI2F-AZO-POE-C ressemble beaucoup a une
sinusoide. Ces tracés semblent donc confirmer que ce composé ne forme pas, ou pas seulement,
un complexe 1:1 avec la B-CD. Un maximum a 0,4 peut représenter, en théorie, la présence de
deux molécules hotes complexées avec trois molécules invitées. Les complexes hote/invité 2:3
sont peu décrits dans la littérature et n’ont jamais été observés pour des complexes entre
azobenzénes et B-CD. Il peut également s’agir, comme théorisé par Ulatowski et coll.'’, d’un
mélange entre une complexation 1:1 et une complexation 1:2, plus probable dans le cas de
dérivés d’azobenzenes. A ce stade, il n’a pas été possible de conclure sur la steechiométrie
exacte du 2CI2F-AZO-POE complexé par la B-CD ; la présence d’un mélange de plusieurs

complexes n’étant pas exclue.

4F-AZO-POE-T 4F-AZO-POE-C

2CI2F-AZO-POE-C

Figure 99 : Distributions des erreurs résiduelles obtenues en modélisant les diagrammes de Job de a. 4F-AZO-
POE-T/B-CD, b. 4F-AZO-POE-C/B-CD, c. 2CI2F-AZO-POE-T/B-CD, d. 2CI2F-AZO-POE-C/B-CD avec un
polynome du second degré.

Pour ces composés porteurs de deux ou quatre atomes de fluor, la méme expérience peut étre
réalisée en RMN du fluor. C’est ce qui a été réalisé avec le 4F-AZO-POE, disponible en plus

grande quantité, afin de confirmer les résultats trouvés en RMN 'H. On retrouve bien des
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stichométries 1:1 pour les 4F-AZO-POE cis et trans (Figure 100).

a. b.
4F-AZO-POE-T 4F-AZO-POE-C

Figure 100 : Graphiques de Job des complexes a. 4F-AZO-POE-T/B-CD, b. 4F-AZO-POE-C/B-CD, obtenus a
partir de données collectées en RMN °F a 400 MHz dans D,0.

Il peut étre noté que I’amplitude de la réponse mesurée en RMN pour le 4F-AZO-POE-C est
dans les deux cas, environ trois fois plus importante que la réponse mesurée pour 1’isomere
trans. Ce phénomene pourrait signifier que le 4F-AZO-POE-C a une meilleure affinité avec la
B-CD, ce qui confirmerait 1’é¢tude de Huang et al., mentionnée plus tot. Cette étude a en effet
soulevé que I’AZO tétrafluoré possédant une chaine POE de 20 unités EO en para se
complexait avec une plus grande affinité sous forme cis que sous forme trans'.

La steechiométrie des complexes entre les AZOs porteurs d’atomes électronégatifs en positions
ortho et la B-CD a été¢ déterminée avec succes pour trois des quatre composés étudiés, dans
D;0. Par la suite, les constantes d’associations de ces complexes ont ét¢ déterminées par la

méthode de titrage par spectroscopie UV-Visible ou par RMN.
I1.5.2.Constantes d’affinité¢ des complexes entre dérivés d’AZOs et B-CD

Une fois la steechiométrie des différents complexes déterminée pour trois des quatre composeés
étudiés, les Ka sont mesurées par la méthode de titrage en UV-Visible ainsi qu’en RMN pour
le 4F-AZO-POE.

Pour titrer les dérivés d’AZO par la B-CD en UV-Visible, onze solutions sont préparées. Dans
chacune d’elle, la concentration en photochrome est identique, égale a 4,3.10° mol.L™! pour le
4F-AZO-POE et a 6,15.10° mol.L"! pour le 2CI2F-AZO-POE, tandis que des quantités
croissantes de B-CD sont ajoutées. La Figure 101 montre 1’évolution du spectre d’absorbance
des différents composés en fonction de la quantité de B-CD dans le mélange. La détermination

a été réalisée a partir des données d’absorbance a une longueur d’onde bien choisie. On a choisi,
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pour cela, la longueur d’onde ou la variation d’amplitude entre le spectre des dérivés d’AZO
seuls et le spectre du complexe est significative : Aobs T = 404 nm pour le 4F-AZO-POE trans,
Aobs,c =410 nm pour le cis et Aobs T = 290 nm pour le 2CI12F-AZO-POE trans. La steechiométrie
incertaine de I’isomére cis du 2CI2F-AZO-POE avec la B-CD, empéche la détermination de la

constante d’association du complexe.

Q.  4F-AZO-POE-T b. AF-AZO-POE-T

4F-AZO-POE-C 4F-AZO-POE-C

Figure 101 : Evolution a. des spectres UV-Visible du 4F-AZO-POE trans (haut) et cis (bas) en solution lors de
l'ajout de B-CD et b. de I’absorbances a Ao en fonction de la concentration de B-CD des azobenzéne trans (gauche)
et cis (droite). [AZO]=4,3.10 mol.L"!

La modélisation grace au logiciel SA de 1’évolution de 1’absorbance en fonction de la quantité
de B-CD ajoutée permet de déterminer les constantes d’association pour les complexes
précédents, de stcechiométrie 1:1. Les valeurs des Ka sont ainsi déterminées pour le 4F-AZO-
POE : Kar = 1620 L.mol™! pour I’isomére trans et Kac = 7120 L.mol™! pour le cis, et pour le

2CI2F-AZO-POE : Kar = 330 L.mol"! pour I’isomére trans.
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d. 2CI2F-AZO-POE-T b. 2CI2F-AZO-POE-T

Figure 102 : Evolution a. des spectres UV-Visible du 2CI12F-AZO-POE trans en solution lors de 1'ajout de B-CD

et b. de I’absorbances & Aobs €n fonction de la concentration de B-CD des azobenzénes trans. [AZO]= 5.10 mol.L-
1
Ces valeurs sont cohérentes avec les Job Plots, en effet, I’isomére cis semble avoir une affinité

bien plus importante pour la B-CD que le trans. Cet azobenzeéne fluoré se comporte a 1’inverse
175

J4

de I’azobenzene hydrogéné connu de la littérature' . Cependant, de telles valeurs ont déja été
rapportées par Huang et al.'*. Dans cette étude, un azobenzéne tétrafluoré possédant en para
un greffon POE (900 g.mol') est étudié. Les auteurs décrivent les constantes d’affinité
suivantes pour la B-CD : 2300M™! pour le trans et 4800M™! pour le cis.

On notera également que les Ka trouvées pour le 4F-AZO-POE sont bien supérieures a Kapog-
o-1s= 784 L.mol™! de I'impureté. De plus, étant présente & moins de 5%, le résidu de la synthése
ne devrait pas géner la formation des interactions hdte/invité entre le dérivé d’azobenzene cis
et la B-CD.

La spectroscopie par RMN peut également étre utilisée pour déterminer la constante
d’association entre molécules hote et invitée. Comme pour déterminer la constante d’affinité
de I’impureté avec la B-CD, un dosage suivi par RMN 'H a également été réalisé pour trouver
les constantes d’association des formes trans et cis du 4F-AZO-POE avec la B-CD. Le suivi du
déplacement chimique d’un signal de la molécule hote au cours du dosage est trés couramment
utilisé pour déterminer des Ka grace a la linéarisation de Benesi-Hildebrandt. De méme que
pour I’observation en UV-visible, plusieurs solutions (huit ici) de méme concentration en 4F-
AZO-POE (5,07.10° mol.L"") mais dont la quantité de p-CD varie ont été préparées. Une
solution est préparée avec un large exces de B-CD ([B-CD] = 100x[AZO]) afin de déterminer

le déplacement chimique maximum, causé par I’accroissement de la quantité de molécule hote.
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Pour les deux isoméres, les signaux des protons aromatiques se déplacent (ANNEXE 2), il y a
donc interaction hote/invité. Deux méthodes ont été utilisées pour déterminer les constantes

d’association des isomeres du 4F-AZO-POE avec la B-CD : la méthode de Benesi-Hildebrandt

et une modélisation par le logiciel SA (Figure 103).

a. 500 50
4F-AZO-POE-T AE-AZO-POE-C l
__ 400 e 40 -
£ £
§ 300 830 =
3 2 -
[S) K 920
g °® S y = 0.0009x + 8.8278
™ 100 T y=00096x+1127 | 10 @ R?=0.9998
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Figure 103 : Graphiques modélisant par a. linéarisation de Benesi-Hildebrandt et b. par le logiciel SA, les

expériences de titrages par RMN 'H du 4F-AZO-POE sous forme cis et trans par la B-CD.

Les constantes déterminées par ces deux méthodes sont regroupées dans le Tableau 14.

RMN UV-Visible
Benesi-Hildebrandt SA SA
AF-AZO-POE-T/B-CD 1173 1776 1620
(L.mol™h)
4F-AZO-POE-C/B-CD 9808 10170 7120
(L.mol ™)

Tableau 14 : Valeurs des constantes d’association entre le 4F-AZO-POE-T et la B-CD et entre le 4F-AZO-POE-C

et la B-CD trouvées par des différentes méthodes.
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Les valeurs regroupées dans ce tableau sont plutot cohérentes. Dans les trois cas, I’isomere cis
forme un complexe plus stable avec la B-CD que le trans, ce qui a déja ét€¢ montré dans la
littérature pour un azobenzéne porteur de quatre atomes de fluor en ortho. De plus les ordres de
grandeur des constantes entre un méme isomere et la f-CD sont similaires dans les trois cas
¢tudiés. On peut noter que la fagcon d’interpréter les résultats d’une méme expérience apporte
une certaine variabilité dans le résultat final, tout comme le choix de la technique d’analyse en
apporte également. L’utilisation de plusieurs méthodologies de déterminations des Ka permet
d’avoir un regard critique sur les résultats obtenus. Ici, ils sont relativement similaires. En
conclusion, la forme cis du 4F-AZO-POE forme un complexe plus stable avec la f-CD que son
isomere trans. En termes de matériau photo-sensible, cela signifie qu’un gel incorporant des
interactions 4F-AZO-POE-C/B-CD devrait avoir une meilleure tenue mécanique que le méme

gel avec les 4F-AZO-POE en forme frans, a composition identique.

II1. Conclusion

En conclusion, cette partie décrit une méthode par étapes pour la détermination des paramétres
photochimiques d’un dérivé d’azobenzeéne porteur d’une chaine POE et de ses complexes avec
les a, B, y-CD. Cette méthode étape par étape couplée avec une modélisation numérique des
expériences permet d’assurer la pertinence des valeurs extraites du modele.

Deux dérivés d’azobenzeénes sensibles a la lumiére visible, 4F-AZO-POE et 2CI12F-AZO-POE,
ont été étudiés par la suite afin de déterminer la stoechiométrie et les valeurs des constantes
d’association des complexes qu’ils forment avec la B-CD. Les isomeres trans et cis de ces deux
composés peuvent former des complexes hote/invité avec cette cyclodextrine. Seule la forme
cis du 2CI12F-AZO-POE ne forme pas clairement un complexe 1:1 alors que c’est le cas des
trois autres. Les Ka des complexes 1:1 ont donc pu étre déterminées et la forme cis du 4F-AZO-
POE a montré une complexation bien plus stable que I’isomere trans. La stabilité de I’isomere
cis en solution a été également analysé et 1’AZO-tétrafluoré est le plus stable des deux
composés. Les propriétés de ces deux dérivés d’AZO sont comparées dans le Tableau 15 ci-

dessous :

132



Chapitre 2 : Propriétés physico-chimiques de dérivés d’azobenzeéne solubles dans I’eau

4F-AZO-POE 2CI2F-AZO-POE
I PRt

PSS(530 nm) trans:cis 27:73 34 :66

PSS(415 nm) trans:cis 66:34 82:18

Anax (M2 7F) trans 434 440

Anax (M27F) cis 420 418

Ka (trans AZO/B-CD) 1620 L.mol! 330 L.mol"!

Ka (cis AZO/B-CD) 7120 L.mol"! ND

Cis isomer t,, at 37°C (h) 680 308

Tableau 15 : Tableau comparatif des principales propriétés des 4F-AZO-POE et 2CI2F-AZO-POE.

Cette partie a ainsi permis d’étudier en profondeur les propriétés des complexes entre dérivés

d’AZO solubles dans I’eau et cyclodextrines, pour choisir lequel de deux dérivés d’AZO

sensibles a la lumiere visible est le meilleur candidat pour la suite. Le 4F-AZO-POE a ainsi été

sélectionné pour la stabilité de son isomere cis et car ses deux isomeres forment des complexes

de stabilit¢ bien différentes avec la B-CD. Il a été par la suite greffé a un polymere

multifonctionnel afin de I’utiliser dans la synthése de matériaux stimulables par la lumicre

visible.
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Apres avoir étudié et caractéris€é avec précision les interactions hote-invité entre différents
systémes azobenzene/cyclodextrine, un candidat, le 4F-AZO-POE, a été sélectionné pour la
suite de ce travail. Ce chapitre décrit les méthodes de synthése et caractérisation de gels photo-
sensibles a base de cet azobenzéne et de B-CD. Dans un premier temps, les choix des
composantes des hydrogels et leurs syntheéses sont détaillés. Un gel composé d’un double
réseau : gel chimique/gel physique a été choisi afin d’obtenir un matériau réticulé de facon
covalente, par addition thiols-maléimides, et dont la rigidit¢ peut étre modulée grace aux
interactions physiques hote/invité entre la cyclodextrine et les fonctions 4F-AZO
photoisomérisables. La formation des gels a été envisagée a partir de 3 briques, un terpolymere
pegylé de squelette méthacrylate portant des fonctions maléimides et des fonctions 4F-AZO,
une B-CD fonctionnalisée par des groupements maléimides et deux poly(oxyde d’éthyléne)
fonctionnalisés di- ou tétra-thiols. La méthode des plans d’expériences a été utilisée pour choisir
les formulations a mettre au point dans le cadre du cahier des charges des hydrogels. Ensuite,
les méthodes utilisées pour la caractérisation des propriétés des hydrogels et leurs résultats ont
été présentés discutés. Enfin, les différents challenges rencontrés au cours de ce travail ont été
abordés. Plus précisément, le comportement du terpolymeére dans 1’eau a été étudié seul et face
a différentes B-cyclodextrines car il s’agit d’un composant essentiel des gels photo-sensibles.

Le travail décrit dans cette partie est basé sur le travail préliminaire réalisé par le Dr. Jorge
Royes-Mir, qui a fait I’objet d’une publication en 2017'% et a été discutée précédemment dans

ce manuscrit. Il a été utilisé pour comparer et discuter les résultats obtenus au cours de ce travail.

I. Synthése d’hydrogels photo-stimulables

Dans cette partie, le travail réalisé autour des hydrogels photo-stimulables est décrit en détail,
des choix de synthése aux défis rencontrés. Tout d’abord, les briques ¢lémentaires choisies
seront décrites. Puis, la méthode des plans d’expériences sélectionnée pour le choix des
formulations des hydrogels sera explicitée. La méthode ne sera pas expliquée en totalité mais
ses fondements seront présentés afin de mettre en évidence son intérét et son fonctionnement
tel qu’utilisée dans ce travail. La synthése des gels et ses optimisations dans 1’optique de

I’obtention de gels aux propriétés controlées sera ensuite présentée et discutée.
[.1. Choix des briques utilisées pour la synthese de gels

Le choix de molécules blocs pour la synthése d’hydrogels photo-stimulables a été motivé par

plusieurs facteurs. Premiérement, ces matériaux sont destinés a des applications biologiques,
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ils doivent donc étre cytocompatibles. Le poly(oxyde d’éthyléne) (POE) est I'un des polymeres
les plus utilisés dans le domaine de I’ingénierie tissulaire car il est hydrophile, adsorbe peu les
protéines et est bien connu pour ses nombreuses utilisations in vivo®>. Nous avons ainsi choisi
d’incorporer du POE a notre systéme afin de travailler dans 1’eau @ moindre contrainte. Ensuite,
le choix de matériaux photo-stimulables a été motivé par le fait que la lumiére est un stimulus
non invasif, facilement et rapidement controlable. Le caractére photo-stimulable sera apporté
par le duo hote/invité entre I’4F-AZO-POE et la -CD déja sélectionnée, qui répond a la lumiere
visible par complexation ou décomplexation. Enfin, la plupart des hydrogels physiques sont
connus pour avoir une transition sol-gel et posséder de moins bonnes propriétés mécaniques
que les gels chimiques. Dans 1’optique de travailler avec des matériaux aux bonnes propriétés
mécaniques, les gels ont été réticulés par des liaisons chimiques, en plus de la maille physique.
La chimie thiol-éne a déja été utilisée pour former des hydrogels a base de POE?!°. Le gel
chimique sera formé grace a la réaction d’addition de Michael entre maléimides et thiols. Les
maléimides sont choisis car ils sont trés réactifs en tant qu’accepteurs de Michael en présence
de thiols (Figure 104). De plus, ils sont déja largement utilisés dans la chimie des peptides
bioconjugués car cette réaction fait partie des réactions de chimie click : elle est rapide a

température ambiante, ne nécessite pas de catalyseur et s’opére dans des conditions

physiologiques?!’.
Maleimides  Vinyl sulfones Acrylates & Acrylamides Methacrylates
0 0 Fltl
S- 0. N.
o o e A Ao
o 0 0 o
0
l 1
I 1
High Reactivity Low

Figure 104 : Réactivité de groupes vinyliques réguliérement utilisés dans des additions de Michael?'°.

En tenant compte de ces contraintes, deux molécules ont été synthétisées par I’entreprise
Specific Polymers, partenaire de ce projet (Annexes 3 et 4) : une B-cyclodextrine porteuse de
fonctions maléimides protégées par le diméthylfurane (DMFu) et un terpolymere aléatoire
portant respectivement un motif tétra-fluoro-azobenzéne, une longue chaine POE et une
fonction maléimide protégée par le diméthylfurane (Figure 105a. et b.), représentées par leur
fractions respectives X, y et z. De cette facon, les deux molécules peuvent a priori participer

activement a 1’¢élaboration des deux réseaux, physique et chimique. La longueur des chaines
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POE (m, p et q) utilisées comme espaceur entre le squelette de type poly(méthacrylate de
méthyle) et les fonctions du terpolymére sont ajustées afin que le polymere final ne montre pas
de LCST dans les conditions physiologiques. En effet, I’étude des petites molécules a base de
courtes chaines POE a montré que la présence de ces courtes chaines entrainait un phénomeéne
d’agrégation au-dessus d’une température critique. Ce phénomeéne n’est pas souhaitable dans
le cadre de la synthése de gels transparents et homogenes. De plus, il a déja été montré que les
poly(oligo oxyde d’éthyléne) méthacrylate étaient caractérisés par des LCST, qui peuvent étre
controlées en jouant sur la taille des greffons POE?!%2!°, Plus les greffons sont longs, plus le
polymére est hydrophile, ce qui augmente la LCST. Deux thiols commerciaux le POE-tétrathiol
ou POE-4SH (Sigma-Aldrich, Etats-Unis) et le POE-dithiol ou POE-2SH (Polymer Source,
Canada) (Figure 105c.) seront également utilisés dans la synthese des hydrogels. Ils assureront

la réticulation chimique selon la réaction de Michael maléimide-thiol.

0 F F
HO o
OH HS{/\/o*n/\SH

Figure 105 : Structures des molécules utilisées pour la synthése d’hydrogels stimulables par irradiation lumineuse

dans le visible. a. B-cyclodextrine maléimide protégée, b. terpolymere, c.thiols.

[.2. Synthese, préparation et caractérisation des briques utilisées dans la

syntheése d’hydrogels photo-sensibles

Les molécules nécessaires a la synthése de gels photo-stimulables ont été synthétisées afin de
répondre aux criteres précédemment cités. La syntheése du terpolymere a nécessité la synthese
de trois blocs méthacrylates fonctionnels qui ont ét€ polymérisés par polymérisation radicalaire
controlée par transfert de chaine réversible par addition-fragmentation (RAFT). Les fonctions
maléimides protégées ont ét¢ déprotégées dans un second temps. Plusieurs B-CD porteuses de
maléimides ont été¢ synthétisées, une premicre portant en moyenne 5 maléimides. Cette

molécule ayant un caractere trop hydrophobe, elle a été modifiée en introduisant un chaine POE
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par réaction avec un équivalent de POE-monothiol, une molécule soluble dans I’eau. Une
troisiéme [3-CD cette fois bismaléimide soluble dans I’eau a été synthétisée. Ces molécules ont
da, comme le terpolymere, étre déprotégées au niveau des maléimides afin de devenir réactives.
Une fois synthétisées, la fonctionnalité de ces briques de synthése a été calculée le plus
précisément possible. Il est important de connaitre le nombre de fonctions que porte chaque
molécule car, lors de la future synthése de gels, les quantités de chaque brique sont ajustées en
fonction de leur fonctionnalité. Connaitre précisément ces valeurs permet un certain contrdle

lors de la synthése des hydrogels.
[.2.1.Terpolymeére-maléimideprotégé-4F-AZO photo-sensible

Le terpolymeére est la brique photo-stimulable engagée dans la synthése d’hydrogel. Il est

porteur de fonctions maléimides protégées (my) et de fonction 4F-AZO.
1.2.1.1.Synthese du terpolymeére-mp-4F-AZO

Le terpolymere a été synthétisé dans le DMF a partir de trois unités monomeres, POE-MA-
4FAZO (~95% trans), POE-MA-m, et POE-MA. Cette synthése est décrite dans I’ANNEXE
3. Le produit final possédant une fonction maléimide protégée s’étant avéré thermosensible,
une polymérisation a faible température a été privilégiée. L’agent RAFT choisi pour cette
réaction est I’acide 2-(dodécylthiocarbonothioylthio)-2-méthyl propionique et I’amorceur V-70
(Figure 106) a été sélectionné pour son activation a 30 °C, t12(30°C) = 10h. Mener la réaction
a 30 °C plutét qu’a 70 °C en utilisant I’AIBN bien connu, a permis d’éviter la déprotection
parasite des groupements maléimides. En effet, des expériences préliminaires avaient montré
la présence de microgels dans le produit obtenu accompagnée d’une diminution drastique du
nombre de maléimides protégés lorsque les réactions étaient menées a 70 °C. La présence d’une
impureté dans le monomere POE-MA commercial a été de plus observée et participait
également a la formation de microgels. Le monomere POE-MA a donc également été synthétisé

pour la synthése finale du terpolymere.
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S

POE-MA-4FAZO POE-MA POE—MA—mp HSC(HZC)mHZC\S)kS o) poly(PEOMA4FAZO-co- PEOMA—CO—PEOMAmp)
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Figure 106 : Schéma de synthése de la polymérisation RAFT utilisée pour la synthése du poly(POEMA4FAZO-
co-POEMA-co-POEMAm,), ou terpolymere.

Les détails expérimentaux ainsi que les spectres RMN sont disponibles en Annexe 1. La
polymérisation est reproductible et a donné une huile orange et visqueuse avec un rendement
de 55%. Elle a cependant engendré une déprotection partielle des groupements maléimides.
Une derniére étape de reprotection par réaction de Diels-Alder avec le diméthylfurane a donc
été réalisée afin d’éviter la dégradation du polymeére lors du stockage.

Les caractéristiques du terpolymere final ont été déterminées par RMN par Specific polymers
et sont renseignées dans le Tableau 16. Le nombre de chaque bloc par chaine de polymeres a
été déterminé en moyenne a 4,1 unités maléimides, 3,5 groupes 4F-AZO et 14,1 unités POE-

OMe.

X 0.156
y 0.656
z 0.188
m 6.7
p 19.3
q 14.6
Mn (g.mol ™) 20000

Tableau 16 : Caractéristiques du terpolymere obtenues par RMN 1H.

Les fonctions maléimides sont protégées par le DMFu a cause de leur réactivité¢ importante et
variée?®®. De fait, elles doivent étre déprotégées avant toute synthése d’hydrogel. La
déprotection s’effectue selon une réaction de rétro-Diels-Alder a 93 °C. Cette température
correspond également au point d’ébullition du DMFu libre, ce qui permet son ¢limination, au

cours de la déprotection.

141



Chapitre 3 : Synthése et caractérisation d’hydrogels photo-stimulables

1.2.1.2.Déprotection du terpolymere

Le terpolymeére est soluble dans de nombreux solvants, notamment, les solvants chlorés, le
DMF, le DMSO, le 1,4-dioxane, I’eau, le toluéne. Le 1,4-dioxane a été choisi pour réaliser la
déprotection puisqu’il peut étre facilement éliminé par la suite. Un montage de type Dean-Stark
a ¢té utilis€ pour déprotéger les fonctions maléimides du terpolymeére, formant ainsi le
terpolymére-m-AZO-4F, selon la réaction de rétro-Diels-Alder. La réaction a été suivie par
RMN 'H : les signaux caractéristiques du DMFu protecteur a 6,2 et 6,3 ppm disparaissent alors
que le signal des maléimides a 6,7 ppm croit (Figure 107).
l Terpolymere-m,-4F-AZO
I
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Figure 107 : Spectres de RMN 1H large et agrandissement de 5,9-7,5 ppm montrant en bleu le terpolymére-mp-
4F-AZO porteur de groupes protecteurs DMFu et en rouge le terpolymere-m-4F-AZO dont les groupes protecteurs

ont été ¢liminés alors que les fonctions maléimides deviennent libres.
1.2.1.3. Propriétés photochimiques et thermiques

Les caractérisations réalisées sur le 4F-AZO-POE ayant donné une constante d’association plus
grande pour la forme cis que pour la forme trans, les synthéses de gels ont été effectuées avec
le terpolymeére portant 1’isomére cis du 4F-AZO. Pour cela, le terpolymere déprotégé a été
irradié a 530 nm jusqu’a I’obtention de I’équilibre photostationnaire. Une irradiation a 415 nm
permet le retour a I’isomere trans, et le polymere peut subir plusieurs cycles d’irradiation sans

photoblanchiment (Figure 108a. et b.). La proportion des deux isomeres obtenus aux PSS a été
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déterminée par 'H RMN (Figure 108c.).

a. b.

o

Terpolymere-m
trans 87% trans 13% cis

trans

Terpolymeére-m
| 19% trans 81% cis

| | cis A cis
Il Y A
\h‘ s \‘LA A “q ” _,/\W / \ o
| . Al e \
gl St o T N s ) U\ TS N . Moty

Terpolymeére-m
72% trans 28% cis

77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 6.4
f1 (ppm)

Figure 108 : a. Spectres d’absorbance du terpolymeére possédant des 4F-AZOs sous forme majoritairement cis et
trans. b. Absorbance du terpolymeére suivie a 328 nm au cours d’irradiations successives a 530 et 415 nm. c.
Agrandissement du spectre RMN 'H entre 6,4 et 8,3 ppm du spectre du terpolymére dont les 4F-AZOs sont sous
forme frans a1’équilibre thermodynamique (rouge), sous forme cis au PSS (vert) et sous forme trans au PSS (bleu).
dcpciz=7,29 ppm.

D’apres D’intégration des signaux caractéristiques des protons du 4F-AZO-terpolymeére en
RMN 'H, il semble que la photochimie permette d’atteindre des états photostationnaires un peu
plus enrichis en isomere cis et trans que dans le cas du 4F-AZO-POE. Le PSS-C est enrichi en
cis a hauteur de 81% contre 72% pour la petite molécule et le PSS-T est enrichi en isomeére
trans a hauteur de 72% contre 67%. Le greffage du 4F-AZO sur un polymére ne dégrade pas
ses propriétés photochimiques.

Les propriétés thermiques du terpolymere ont été évaluées en conduisant un test de
turbidimétrie entre 10 et 50 °C avec une solution de 65 mg.mL™! de terpolymére protégé dans

I’eau. La solution ne montre pas de point trouble dans cette gamme de température (Figure
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109). Le composé a donc pu étre envisagé pour le travail en conditions physiologiques.

Figure 109 : Essai de turbidimétrie de le terpolymeére dans 1’eau : tracé du pourcentage de transmittance a 650 nm

de la solution en fonction de la température au cours du chauffage a 1°C/min.

1.2.1.4.Fonctionnalités du terpolymere

La fonctionnalité des branches du terpolymére protégé est vérifiee par RMN 'H. Le
nitrométhane est utilisé comme étalon interne pour doser les fonctions terminales des branches
car son signal apparait entre 4 et 4.5 ppm, isolé du reste du spectre du terpolymeére. Le
pourcentage de chaque monomere (X, y et z) est calculé en faisant le rapport entre I’intégration
du signal de chaque monomeére sur la somme des intégrations des signaux de tous les
monomeres. Une comparaison des valeurs trouvées par rapport aux valeurs fournies par la fiche

technique est donnée dans le Tableau 17.

Valeurs fournies par  Signal utilisé pour

. Représentation . ) Valeurs mesurées
Unité ) Specific Polymers quantifier chaque )
schématique ) expérimentalement
(RMN 'H) fonction en ppm
4F-AZO X 0,156 6,7 0,165

O-Me y 0,656 3,25 0,649
Maléimide protégé 6,2-6,3

) z 0,188 0,186
+ partie déprotégée 6,75

Tableau 17 : Comparaison des caractéristiques du terpolymere fournies par Specific Polymers et celles déterminées
par étalonnage en RMN 'H. x, y et z représentent le pourcentage molaire des unités 4F-AZO, O-Me et maléimide
protégé respectivement.

Les valeurs trouvées sont trés proches des valeurs attendues, ce qui confirme I’analyse. Le
résultat du dosage a été exprimé en moles de fonctions réactives par gramme de composé. On
trouve ici pour 1 gramme de terpolymére 2,79.10* mol de fonction azobenzéne et 3,22.10™* mol

de fonction malé¢imides. Ces valeurs seront utilisées plus tard dans la formulation des hydrogels.
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1.2.2.Fonctionnalités des POE-thiols

Deux thiols commerciaux sont sélectionnés pour servir d’agents réticulants : un POE-tétrathiol
a 5000 g.mol! et un POE-dithiol a 8500 g.mol"!. Pour déterminer la fonctionnalité en thiol de
ces molécules, elles ont chacune été dosées par RMN 'H avec un étalonnage interne. Comme
précédemment, le nitrométhane est choisi comme étalon interne car sa fréquence de résonance

entre 4 et 4,5 ppm est isolée des signaux des POE-thiols (Figure 110).
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Figure 110 : Spectres RMN 'H des POE-tétrathiol (haut) et POE-dithiol (bas) dans le chloroforme deutéré en

présence de nitrométhane comme étalon.
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Un POE-monothiol a également ¢été utilis€é dans la synthése de la B-CD-m-POE. Sa

fonctionnalité en thiol a été également déterminée par RMN 'H (Figure 111).
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Figure 111 : Spectres RMN 'H des POE-monothiol dans le chloroforme deutéré en présence de nitrométhane
comme étalon.

Le nombre de moles de thiol présentes dans chaque composé de chaque lot utilis¢ a été
déterminé puis exprimé par gramme de composé d’intérét (Tableau 18).

Nombre de fonctions

Mn(g.mol ™) nsu/g (mol/g) o )
estimé par molécule*
POE-4SH lot 1 5000 6,6 x 10 3,3
POE-4SH lot 2 5000 7,5x 10 3,7
POE-4SH lot 3 5000 8,5x 10* 42
POE-2SH lot 1 8500 3,1 x10* 2,6
POE-2SH lot 2 8500 1,2x 10 1,0
POE-SH 6000 2,3x10% 1,4

*en utilisant Mn du composé donné par le fournisseur

Tableau 18 : Résultats du dosage du nombre de fonctions thiols par g de polymére POE-SH par étalonnage interne

en RMN.
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1.2.3.B-cyclodextrine maléimide,

La B-cyclodextrine est choisie pour sa faculté a complexer le 4F-AZO en milieu aqueux. Pour
que cette molécule soit actrice de la réticulation chimique aussi bien que de la réticulation
physique, elle doit étre fonctionnalisée par des maléimides. La synthése d’une B-cyclodextrine
porteuse de fonctions maléimide a été réalisée par Specific Polymers et est décrite en détail en
Annexe 2. Une fois la synthése aboutie, les fonctions maléimides protégées par le
diméthylfurane doivent étre déprotégées pour pouvoir réagir avec des thiols en solution et

former des gels.
1.2.3.1.Synthese de la p-cyclodextrine maléimide,

L’objectif de cette partie a été de synthétiser une B-CD porteuse de fonctions maléimides
protégées diméthylfurane avec idéalement une fonctionnalité supérieure ou égale a 2, pour
assurer sa participation a la réticulation chimique. La voie de synthése sélectionnée est adaptée

d’un article de la littérature®?!

et consiste a greffer un synthon malé¢imide sur une B-CD
préalablement modifiée par des fonctions pipérazine, comme illustré dans la Figure 112.
Dans un premier temps, la B-CD-pipérazine a été synthétisée en deux étapes :

- La tosylation sur les fonctions alcool primaires de la B-CD par réaction du chlorure de
tosyle (CITs) sur la B-CD. Cette étape introduit un nombre de groupement tosylate
moyen sur la B-CD.

- La substitution du tosyl par la pipérazine.

Le synthon maléimide a été quant a lui synthétisé€ en trois étapes :

- Syntheése de 1’acide maléimidobutyrique par réaction entre 1’anhydride maléique et
I’acide aminobutyrique ;

- Protection de la fonction maléimide par réaction de Diels-Alder avec le diméthylfurane

- Formation d’un ester activé NHS par réaction du N-hydroxysuccinimide (NHS) sur la
fonction acide carboxylique du synthon.

Dans une derniere étape, le synthon maléimide protégé a été greffé sur la B-CD-pipérazine par
réaction d’amidification entre les fonctions amines secondaires de la pipérazine et la fonction
ester activée du maléimide protégé. A chaque étape, le taux de greffage de la f-CD a été total,

ce qui a permis de conserver la fonctionnalité fixée lors de la tosylation.
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Figure 112: Stratégie de synthése de la B-cyclodextrine maléimide,. Le taux de greffage des tosyles évalué a 4,3
par RMN.
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1.2.3.2.Déprotection de la p-cyclodextrine maléimide protégée (f-CD-my)

D’apres sa fiche technique, cette molécule porte en moyenne 5,6 unités maléimides par
cyclodextrine (déterminé par RMN 'H) ce qui la rend extrémement hydrophobe. Cependant, sa
bonne solubilité dans le DMSO a permis de déprotéger les maléimides. Pour cela, la réaction
de rétro-Diels-Alder a été réalisée a la température d’ébullition du DMFu pour permettre son
élimination au cours de sa formation. La réaction a été suivie par RMN 'H, grace a laquelle on
voit disparaitre les signaux caractéristiques du DMFu protecteur a 6,25 et 1,5 ppm et s’enrichir

le signal caractéristique des maléimides a 7 ppm (Figure 113).

M Fobrm,

\ \ B-CD-m

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 0.5
f1 (ppm)
Figure 113 : Spectres de RMN 'H montrant en rouge la 3-CD-m, porteuse de groupes protecteurs DMFu et en
bleu la B-CD-m dont les fonctions maléimides ont été déprotégées.

La déprotection des fonctions a été quantitative et a permis d’obtenir une molécule réactive,

préte a €étre engagée dans la synthese d’hydrogels.
123.3. Fonctionnalité de la B-cyclodextrine maléimidep

Afin de déterminer le nombre de fonctions maléimides portées par cette B-CD, différentes
techniques ont été utilisées : la spectrométrie de masse, la spectrométrie RMN du proton,
I’analyse élémentaire ainsi qu’un dosage avec 1’octane thiol par RMN 'H.

Le nombre de fonctions maléimides présentes dans le composé B-cyclodextrine maléimide, a
été déterminé par HPLC couplée a la spectroscopie de masse. Pour cela, le dosage a été effectué

sur le précédent dérivé tosylé, dont les conditions de séparation sont beaucoup plus simples a
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mettre en oeuvre (Figure 114). La détection a ¢été réalisée en spectroscopie de masse a

¢lectrospray (ESI) couplée a un séparateur HPLC.

Figure 114 : Comparaison entre la f-CD d'intérét et son parent tosylé utilisé pour la quantification des branches
par spectroscopie de masse.

Le résultat des analyses en spectrométrie masse montre un trés grand nombre de pics pas tres
bien définis. En analysant la composition de chaque pic et en la comparant aux masses molaires
des B-cyclodextrines substituées 1 a 7 fois, il est cependant possible de retrouver sous chaque
pic la signature d’un composé. En calculant la proportion d’aire qu’occupe chaque composé n-
fois substitué, il est possible d’obtenir une distribution approximative représentant la présence
de chaque molécule n fois substituée (0<n<8) dans le mélange (Figure 115). D’apres les
résultats obtenus, la B-CD tosylée analysée posséde en moyenne 5 groupements tosyles. A
chaque étape de synthése, le taux de greffage de la 3-CD a été total, donc la fonctionnalité en

maléimides finale est également centrée sur 5 en moyenne par oligosaccharide.
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Figure 115 : Résultats des analyses par spectroscopie de masse sur la 3-CD tosylée.

Une seconde méthode permettant de déterminer la fonctionnalité en maléimide de la B-CD est
le dosage des fonctions en RMN 'H réalisé sur la f-CD maléimide déprotégée. Le chloroforme
est utilis€é comme étalon interne pour doser les fonctions terminales des branches car son signal
apparait a 8,4 ppm, isolé du reste du spectre de la B-CD maléimide. La Figure 116 a permis de
conclure a une fonctionnalit¢é moyenne en maléimides de 5 par molécule de composé. Ce

résultat est cohérent avec celui obtenu par spectrométrie de masse.
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Figure 116 : Spectre RMN 'H de la B-CD maléimide réactive dans le DMSO-d6 en présence du chloroforme
comme étalon interne.

L’analyse ¢lémentaire est une technique analytique qui permet d’obtenir la fraction massique
de chaque ¢lément présent dans un composé chimique. Cette technique a été utilisée pour
analyser la -CD maléimide protégée et déprotégée et ainsi déterminer le nombre moyen de
groupements présents sur la B-CD. Les résultats de [’analyse élémentaire donnent un
pourcentage massique moyen sur deux essais des ¢léments C, N et H dans les échantillons. Les
valeurs trouvées sont renseignées dans le Tableau 19. Elles sont a comparer aux valeurs
théoriques des molécules n substituées calculées (partie expérimentale). La présence d’atomes
d’azote atteste de la présence de branches fonctionnalisées sur la B-CD. En comparant les
valeurs de %m des ¢éléments H, C et N a la théorie, le nombre de branches n’est pas tres clair.
Le %m de C est inférieur a celui attendu, ce qui pourrait s’expliquer par la présence de
molécules d’eau associées a la structure. En considérant les %m de N et de H, il semblerait que
le nombre de branches se situe entre 4 et 5 pour 1a molécule de B-CD. Cette valeur concorde

avec les analyses précédentes.
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Echantillon %m ¢éléments

C N H
B-CD-mp 50,15 7,26 6,7
B-CD-m 47,52 8,37 6,52

Tableau 19 : Nombre d’atomes de carbone (C), azote (N) et oxygene (O) mesurés sur les 3-CD maléimides
protégées et déprotégées. La valeur renseignée correspond a la moyenne sur deux mesures.

Le dosage des fonctions maléimides a pu étre également effectué par titrage en RMN 'H en
utilisant le 1-octanethiol comme espéce titrante. L’objectif de ce titrage est de faire réagir les
fonctions maléimides présentes avec des quantités connues de thiol via la réaction thiol-
maléimide, qui est une réaction rapide quantitative. La Figure 117 montre les spectres RMN 'H
de la B-CD déprotégée en présence de quantités croissantes de thiol. La consommation des
fonctions maléimides est évidente au regard de la décroissance du pic a 7 ppm. De méme, les
thiols sont consommés dans les premiers mélanges mais le pic caractéristique a 2,2 ppm
apparait de nouveau lorsqu’il n’y a plus de maléimide a consommer. Il est a noter que méme en
présence d’un exces de thiol il reste une petite fraction de maléimide qui ne réagit plus.
Connaissant exactement la quantité d’octanethiol additionnée dans chaque échantillon, on peut,
lorsqu’il est complétement consommé calculer la quantité de maléimide restant et déduire la

quantité de maléimide de départ.

75 70 65 6.0 55 50 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0 05
f1 (ppm)

Figure 117 : Suivi par RMN 'H du dosage des maléimides par le 1-octanethiol dans DMSO-d6.
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Le calcul du nombre de moles de maléimides présents par mole de composé est disponible en

partie expérimentale, ce nombre est évalué a 5,7 d’apres ce dosage.

Technique Nombre de maléimide par -CD-m
Spectroscopie de masse 5

Spectroscopie RMN 'H 5

Analyse élémentaire 4-5

Dosage par le 1-octanethiol en RMN 'H 5,7

Tableau 20 : Résultats du nombre de fonctions maléimides par B-CD-m mesuré par différentes méthodes.

En résumé, quatre techniques analytiques ont permis d’estimer le nombre de maléimides par -
cyclodextrine-maléimide (Tableau 20). On conservera la valeur de 5 maléimide par B-CD-m

pour la suite des expériences.
1.2.4.B-cyclodextrine-maléimide-POE (B-CD-m-POE)

Cette cyclodextrine est synthétisée afin de pallier les limites de solubilité¢ dans ’eau de la B-

cyclodextrine-maléimide.
1.2.4.1.Synthese de la B-cyclodextrine-maléimide-POE (B-CD-m-POE)

La B-cyclodextrine-maléimide déprotégée s’est avérée insoluble dans 1’eau, insolubilité
certainement due a ses nombreux groupes maléimides hydrophobes. Une stratégie pour obtenir
une molécule soluble dans I’eau a été¢ envisagée : augmenter 1’hydrophilie de la B-CD-m en
fonctionnalisant via une réaction maléimide-thiol, ’'une des 5 fonctions maléimides par un
composé POE-monothiol de 6000 g.mol™!. Cette synthése est réalisée sous atmosphére inerte

dans le DMSO, apres déprotection des fonctions maléimides (Figure 118).
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Figure 118 : Schéma de la synthése d'une cyclodextrine-maléimide soluble dans 1'eau.

Le thiol est additionné dans le mélange réactionnel en quantité telle qu’un équivalent de chaine
POE soit apporté par molécule de B-CD. La RMN 'H est utilisée pour confirmer la présence de

la chaine POE sur la B-CD. Sur la Figure 119, on voit apparaitre un signal trés intense vers 3,5
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ppm, c’est le POE. Le DMSO a été ¢liminé par dialyse et le produit a été lyophilisé.

41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 3.1 Al
| f1 (ppm) [

SRV

85 80 75 7.0 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25 20 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Figure 119 : Spectre RMN 'H du brut réactionnel de la B-CD-m-POE aprés réaction entre la B-CD-m et le POE-
SH dans le DMSO-d6.

Le signal des malé¢imides a 7 ppm diminue avec I’ajout de thiol qui réagit a leur contact. Le
greffage a donc bien lieu. De plus, la molécule de B-CD-m-POE se dissout correctement dans

I’eau, elle peut donc étre utilisée dans la synthése de gel dans un environnement 100% aqueux.
1.2.4.2 Fonctionnalité de la f-cyclodextrine-maléimide-POE

La fonctionnalité en maléimide de la B-CD-m-POE est évaluée par RMN 'H en présence de
DMF en tant qu’étalon interne. Le dosage donne une valeur d’environ 1,5 maléimide par B-CD-
m-POE (Figure 120), ce qui est plus faible que la valeur de 4 attendue. Cependant, ramener le
nombre de moles de maléimides dans 1’échantillon a une valeur en nombre par -CD-m-POE
nécessite de connaitre la masse molaire de la B-CD-m-POE. Cette masse molaire étant elle-

méme imprécise et moyenne, cela rend la quantification imprécise.
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Figure 120 : Spectre '"H RMN de la B-CD-m-POE en présence de DMF dans le DMSO-dg, ’intégration du signal

des maléimides a 7 ppm donne une valeur de 1,5 maléimides par molécule.
De plus, si I’on compare I’intégration du signal des malé¢imides a celui du proton acétal de la
B-CD, il semble que I’on ait un minimum de 3,5 unités substituées par maléimide, en moyenne,

sur chaque cyclodextrine (Figure 121).
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Figure 121 : Spectre RMN 'H de la B-CD-m-POE dans le DMSO-dg aprés lyophilisation, comparant I’intégrale
des maléimides déprotégée a celle des protons acétals H(1) de la B-CD.
La complexité évidente du dosage des fonctions maléimides sur la f-CD-m-POE nous a conduit
a faire une supposition. Pour pouvoir commencer a travailler a partir de la molécule B-CD-m-
POE, soluble dans 1’eau, on considere sa fonctionnalité comme étant en moyenne de 4. En effet,

la B-CD-m a une fonctionnalit¢ moyenne en maléimide de 5 et ’on y greffe en moyenne 1
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chaine POE par B-CD. Il est donc raisonnable de considérer que la B-CD-m-POE possede une

fonctionnalité moyenne de 4 maléimides par B-CD.
1.2.5.B-cyclodextrine-bismaléimide (B-CD-2m)

Une troisiéme molécule qui contient de la B-CD et des maléimides a ét¢ synthétisée. Cette -
CD-2m a pour objectif d’étre soluble dans 1’eau et de posséder une fonctionnalité¢ connue. Une
telle molécule a déja été décrite par Royes-Mir et coll., elle posséde précisément 2 fonctions

maléimides.
1.2.5.1.Synthese de la p-cyclodextrine maléimide bismaléimide

La synthése d’une B-CD-bismaléimide (B-CD-2m) a été réalisée en suivant le protocole décrit

par Royes-Mir et coll. (Figure 122)'%,

Figure 122 : Schéma de synthése de la B-CD-2m!%,

Cette synthése a été réalisée par Alexandre Wodrinski essentiellement, avec la participation de

Specific Polymers. La molécule est fournie avec les groupes maléimides protégés par le
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dimethylfurane, sous la forme d’une poudre rosée, dont la RMN 'H est donnée en Figure 123.
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Figure 123 : Spectre 'H RMN de la B-CD-2m dans le DMSO-ds.
Cette molécule est soluble dans 1’eau ainsi que dans le DMSO, solvant dans lequel a été
effectuée le déprotection de ses fonctions maléimides selon le protocole adapté de Royes-Mir

et coll. ',
L 1.1.1.Déprotection de la p-cyclodextrine maléimide mono-di fonctionnelle

Comme pour la B-CD-my, cette molécule a di étre déprotégée avant de pouvoir étre utilisée. Le
protocole de déprotection est similaire a celui de la B-CD-m. La retro-Diels-Alder est
quantitative, et le protocole de purification employé a été précédemment décrit!®>. La
disparition du groupement protecteur ainsi que l’apparition des fonctions maléimides sont

suivies par RMN 'H (Figure 124).
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Figure 124 : Spectres RMN 'H de la B-CD-2m protégée (bleu) et déprotégée (rouge) dans le DMSO-d6.

Cette molécule a I’avantage d’étre soluble dans I’eau et sa masse molaire est précisément

connue. Il s’agit d’une bonne candidate a la synthése d’hydrogels.
1.2.5.2.Fonctionnalité de la f-cyclodextrine maléimide difonctionnelle

La fonctionnalité de cette molécule est déterminée par RMN 'H en utilisant le DMF comme
¢talon interne. La fonctionnalité ainsi trouvée est d’environ 1,1 maléimide par molécule ce qui
n’est pas les 2 prévus car le greffage n’a pas été quantitatif lors de la synthése. Cette molécule
peut étre utilisée dans les syntheses de gel car elle est compleétement hydrosoluble mais elle ne

contribuera pas a la réticulation chimique du gel.

En conclusion, nous avons, dans cette partie, sélectionné plusieurs molécules candidates dans
la formation d’hydrogels combinant réticulation physique et réticulation chimique. Nous
connaissons exactement les fonctionnalités des thiols et du terpolymere. Déterminer la
fonctionnalité en maléimide des différentes B-CD-maléimides s’est avéré complexe. De
nombreuses méthodes ont été employées pour valider le nombre de maléimides portés par la 3-
CD-m, au nombre de 5. Une fois les briques constituantes des gels préparées et leurs fonctions
quantifiées, les gels peuvent étre synthétisés. Avant cela, il faut toutefois choisir les
formulations a employer. Les gels seront composés de 4 briques et du solvant. 1l s’agit d’un
nombre important de parametres a optimiser. Le choix des formulations est fait par les plans

d’expériences, qui permettent d’optimiser les choix de formulation en réalisant le moins

d’expériences possibles.
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[.3. Choix des formulations, plans d’expériences

Une méthode courante pour déterminer I’influence des différents éléments d’une formulation
est de fixer tous les paramétres du systéme et d’en faire varier un dans une gamme de valeurs
définie par avance. Ensuite, cette valeur est fixée et une seconde est faite varier. C’est une
méthode robuste, cependant elle nécessite de réaliser un trés grand nombre d’expériences pour
balayer correctement un systeme possédant autant de parameétres. De plus, elle ne considére pas
les liens qui peuvent exister entre les variables, qui peuvent pourtant influencer I’optimisation

de I’expérimentation.
1.3.1.Contexte d’utilisation

La méthode des plans d’expériences permet d’optimiser le nombre d’expériences a réaliser afin
d’extraire le maximum d’informations d’un systéme complexe. Elle conduit ainsi, avec le moins
d’expériences et la plus grande précision, a des résultats optimaux. De plus, les plans
d’expériences permettent de quantifier et modéliser I’influence de paramétres choisis entre eux
et sur la réponse étudiée, avec une bonne précision. La diminution du nombre d’expériences
rend cette méthode particulierement attractive dans le cadre de ce travail, car les syntheses de
gels sont gourmandes en matieres premieres et celles-ci ne sont pas commerciales. Elles
demandent du temps et de ’argent pour étre produites, nous avons donc voulu limiter au
maximum le nombre d’expériences.

Les plans d’expériences ont d’ailleurs déja ¢€té utilisés pour optimiser des formulations
d’hydrogels dans les domaines de la cinétique de libération de médicaments®?, du taux de

t*2, de la tenue mécanique®**. Par exemple, Agnihotri et coll. ont étudié le

gonflemen
pourcentage de relargage de capecitabine aprés Sh encapsulée dans des microspheres
d’hydrogel de chitosane-poly(oxyde d’éthylene-g-acrylamide) en fonction de 4 variables
indépendantes, grace a un plan d’expériences???. Ils ont pu en conclure I’influence de chaque
variable sur le relargage du médicament, ainsi que I’influence des variables les unes sur les
autres en ne réalisant que 16 expériences. C’est également la méthode qu’avait utilisée Royes-
Mir afin d’optimiser le module d’Young et la densité optique d’hydrogels photo-stimulables'®°.

11 s’agit donc d’une méthode qui a prouvé son efficacité et que nous avons choisi d’utiliser pour

notre étude.
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1.3.2.Définitions et méthode

La mise en place d’un plan d’expériences implique des choix de la part des expérimentateurs et
commence par les questionnements suivants : quelles sont les propriétés du systéme a
optimiser ? Quels sont les paramétres que I’on peut modifier et dont on veut connaitre
I’influence sur ces propriétés ? Pour répondre a ces questions, nous définirons les parametres
suivants (Figure 125) :

Les réponses sont les grandeurs étudiées en sortie, celles dont on recherche les meilleures
valeurs dans le processus d’optimisation.

Les facteurs sont les grandeurs dont on suppose qu’elles ont une influence sur les variations
des réponses. Afin d’étudier I’influence de ces facteurs, différentes valeurs leur sont attribuées,
ces valeurs sont appelées des niveaux. Les facteurs peuvent prendre des valeurs continues,
discrétes ou qualitatives. Ils sont complétement caractérisés par un niveau bas, un niveau haut
ou un nombre de valeurs intermédiaires, choisies réguliérement entre le niveau haut et le niveau

bas.

——

Systeme

— — e ’
Facteurs Réponses
Figure 125 : Schéma représentant le principe simplifié du plan d’expériences.

Les plans d’expériences permettent d’établir des relations mathématiques entre réponses et
facteurs ainsi que d’étudier les effets combinés entre des variables indépendantes et les relations
non linéaires qui caractérisent les réponses. Pour cela, il est possible de construire un espace
ayant pour dimension le nombre de facteurs, chaque point de cet espace représentant une
combinaison de valeurs possibles de chacun des facteurs. On appelle cet espace le domaine
d’étude (DE). Le DE inclut tous les points d’expériences (Figure 126). La méthode des plans

d’expériences consiste a n’étudier que certains points du DE choisis pour leur propriété

d’orthogonalité.
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facteur 2
Y1 Y2
niveau haut 2 [~ @
D
trd exper
niveau bas 2 |- ]
Y3 ! Y4, facteur 1
niveau bas 1 niveau haut 1

Figure 126 : Représentation du domaine expérimental et de la surface de réponse dans le cas d’un plan
d’expériences a 2 facteurs.

Pour expliquer le choix des points expérimentaux, nous allons étudier le cas d’un systéme de 2
facteurs a 2 niveaux sur une réponse. Considérons que sur la (Figure 126), les facteurs 1 et 2
possédent uniquement leurs niveaux haut et bas, le rectangle rouge représente le DE d’un tel
systéme. La méthode des plans d’expériences consiste a mesurer la réponse du systéme aux
extrémités du DE, c¢’est-a-dire aux points Y1, Y2, Y3, Y4. Tous ces points sont ensuite utilisés
pour estimer 1’effet du facteur 1 ainsi que celui du facteur 2, ce qui donne une grande précision
au résultat par rapport a celle que 1’on obtiendrait avec une méthode plus traditionnelle.

Le modéle mathématique postulé, dont les coefficients sont estimés a partir des points
expérimentaux, peut étre représenté graphiquement sous la forme d’une surface de réponse.
Elle peut étre représentée géométriquement sur un axe orthogonal a I’espace expérimental. Par
exemple, on représente un plan d’expériences a deux facteurs dans 3 dimensions (Figure 126).
Une condition régissant 1’utilisabilité d’un plan d’expériences est I’orthogonalité, c’est-a-dire
que chaque niveau d’un facteur est associé¢ a tous les niveaux de 1’autre le méme nombre de
fois. Cela permet de ne pas introduire de biais et de calculer les effets d’un facteur
indépendamment des autres.

On appelle plan factoriel, le plan d’expériences ou au moins un essai est réalisé¢ pour chaque
combinaison de facteur. Pour un plan factoriel de k facteurs a deux niveaux, le nombre
d’expériences vaut donc N=2¥. En adoptant la notation simplificatrice ol un « - » représente le
niveau bas d’un facteur et un « + » son niveau haut, on peut introduire la matrice d’expériences
qui permet de déterminer les essais a faire pour un plan factoriel de 3 facteurs a 2

niveaux (Tableau 21).
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Expérience Facteur 1 Facteur 2 Facteur 3 Réponse
1 - - - Y1
b + - - Y2
3 - + - Y3
4 + + - Y4
5 - - + Y5
6 + - + Y6
7 - + + Y7
8 + + + Y8

Tableau 21 : Matrice d’expériences d’un plan factoriel de 3 facteurs a deux niveaux.

Ici, le domaine expérimental peut étre représenté par le cube schématisé en Figure 127.

Y50 PY6
: Facteur 3
' A
Y7 T : Y8
: Factdur 1
i Facteur 2
R RERREEEES R D Y2
13 Y4

Figure 127: Domaine d’étude du plan 2°.

On peut enfin écrire les vecteurs d’effets (Tableau 22) a partir de la matrice d’expériences. Ils

permettent de calculer les effets de chaque facteur et les interactions entre les facteurs.

Expérience Moyenne F1 F2 F3 F1F2*  F1F3* F2F3* FIF2F3*  Réponse

1 + - - - + + + - Y1
) + + - - - - + + Y2
3 + - + - - + - + Y3
4 + + + - + - - - Y4
5 + . - + + - - + Y5
6 + + - + - + - - Y6
7 + - + + - - + - Y7
8 + + + + + + + + Y8

Effet Io E E» Es3 I> Lis I Li2;

*les colonnes d’interactions sont calculées en multipliant les colonnes facteurs correspondantes

Tableau 22 : Matrice des vecteurs d’effets
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Les valeurs des effets sont calculées par les formules suivantes :

Ey = —* (Fe)  (Y) par exemple : Bi= (1/8) * (-Y 1Yo Y3+ Ya- Yt Y Yo+Ys)

etly = —* (L) * (Y)

On peut finalement estimer I’importance de chaque facteur sur la réponse et celle des
interactions entre facteurs.

11 est parfois nécessaire d’augmenter le nombre de niveaux pour un ou plusieurs facteurs. Cela
fait rapidement grimper le nombre d’expériences pour un plan factoriel. Pour pallier ce
probléme, il est possible d’utiliser un plan fractionnaire. Il s’agit de réduire le nombre
d’expériences tel que N= n*P avec n le nombre de niveaux, k le nombre de facteurs et p un
nombre ajustable en fonction du nombre d’expériences que 1’on désire obtenir. On choisira pour
I’exemple de diviser en 2 la matrice précédente en regroupant les essais qui ont le méme signe

pour I’interaction F1F2F3 et on s’intéressera a la demi-matrice supérieure (Tableau 23).

Expérience Moyenne F1 F2 F3 F1F2*  FI1F3 F2F3 F1F2F3

2 + + - = = - 4 +
3 + - 4 = o + - +
5 + - - + + - = +
8 + +

+ + + + + +

Tableau 23 : Demi-matrice d’expériences d’un plan factoriel de 3 facteurs a deux niveaux

On remarque que les colonnes de cette demi-matrice sont identiques deux a deux. Seulement 4
effets pourront étre calculés a partir de cette matrice, on les appelle des contrastes, ils
représentent les sommes des colonnes jumelles. Diviser un plan factoriel en plan fractionnaire
entraine donc une perte d’information puisque 1’on n’a plus acces aux effets de chaque facteur
seul. Il est nécessaire d’étre critique et vigilant lors de I’interprétation des résultats d’un plan
fractionnaire. Cependant, on constate que chaque effet principal est jumelé avec une interaction,
c’est toujours le cas dans un plan fractionnaire. De cette fagon, si I’on choisit des facteurs tels
que leurs interactions soient négligeables, alors on peut connaitre les effets des 3 facteurs en
réalisant 4 expériences au lieu de 8.

Lorsque I’on travaille avec un grand nombre d’expériences, il est possible de beaucoup
fractionner le plan associ¢ ; cela implique un plus grand mélange des interactions avec les effets
principaux. Il faut alors construire judicieusement son plan fractionné de maniere a coupler les

effets d’intérét avec des interactions minimes. Les plans fortement fractionnés restent cependant
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source d’ambiguités et sont le plus souvent utilisés comme premiere approche d’un probléme,
avant de réaliser plus d’expériences pour préciser les effets intéressants.

Il existe une autre catégorie de plans d’expériences, qui n’est plus axée sur 1’étude des facteurs
et de leurs interactions (comme les plans fractionnaires), mais qui permet d’obtenir des modeles
prévisionnels permettant une étude fine de la réponse choisie. C’est I’approche que nous avons

souhaité suivre dans le cadre de la synthése d’hydrogels photo-stimulables.
1.3.3. Matrice de Doehlert

En 1970, Doehlert a proposé un modele de plans d’expériences appelé « Uniform shell
design »**>. Ces plans d’expériences, construits sur un réseau appelé de Doehlert, sont
facilement applicables a 1’optimisation de facteurs et demandent moins d’expériences que les
plans d’expériences décrit auparavant dans la littérature. Le réseau de Doehlert décrit un DE
sphérique, ses points expérimentaux sont répartis de maniére uniforme dans le DE. Pour deux
facteurs, il peut €tre représenté par un point au centre et six autres points formant un hexagone

régulier (Figure 128).

facteur 2
A
niveau|haut 2
( N \A
an N\
+\ facteur 1
. a\
niveau bas 1 \\ niveau haut 1
HH T/
\o /
k.

niveaulbas 2

Figure 128 : Représentation du domaine expérimental dans le cas d’un réseau de Doehlert a 2 facteurs.

Dans un plan d’expériences de Doehlert, le nombre de niveaux n’est donc pas le méme pour
chaque facteur. On voit graphiquement, que pour deux facteurs, I’un des facteurs est étudié sur
5 niveaux alors que le deuxiéme n’est étudié que sur 3 niveaux. L’expérimentateur peut donc
choisir comment il assigne ces niveaux, sachant qu’attribuer le plus de niveaux au facteur qui

226 Dans le

a le plus d’influence sur la réponse étudiée permet d’obtenir le plus d’informations
cas d’un plan d’expériences a 3 facteurs, comme dans ce travail, il faut choisir 5, 7 et 3 niveaux.

Les plans d’expériences de Doehlert sont définis a partir des variables codées C; de la matrice
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d’expériences. La relation entre valeurs codées et réelles est donnée par :

oo (K= X
‘ AX,

avec Ci la valeur codée pour le niveau du facteur i, X; sa valeur réelle dans une expérience, X;
la valeur réelle au centre du domaine expérimental, AX; est le pas de variation des valeurs
réelles et a la valeur codée limite pour chaque facteur. Le nombre d’expériences requis N est
donné par N = k? + k + Co avec k le nombre de facteurs et Co le nombre de points au centre. Le
point au centre est répété afin de valider le modéle par une analyse de la variance. En choisissant
de réaliser le point au centre en triplicat, le nombre d’expériences d’un réseau de Dochlert a

trois facteur s’éléve a 15 expériences.
[.3.4. Analyse de la variance

Les expériences réalisées dans le cadre d’un PE constitué d’expériences réelles sont soumises
a deux erreurs principales : I’erreur expérimentale et I’erreur de mesure. L’erreur expérimentale
est I’erreur provenant de la conception et réalisation des expériences. Elle est évaluée en
réalisant 1’expérience représentant le centre du domaine expérimental en triplicat. L’erreur de
mesure traduit la variabilité des réponses. Une fois toutes les réponses obtenues, des tests
statistiques (ANOVA) permettent de valider les modeles de prédictions obtenus. La somme des
carrés de la régression (SSR) et la somme résiduelle des carrés (SSr) explicitant la variance
totale des données ont été utilisées par Royes-Mir et coll.'®> afin d’estimer la validité de leur
modeles. Rapidement SSr a été décomposé en deux contributions : 1’écart au modele (SSlof) et
I’erreur pure de la somme des carrés (SSpe). L’écart au modele de la régression a été examiné
pour tous les modeles obtenus a I’aide d’un F-test comparant le quotient SSlof/SSpe aux valeurs
critiques tabulées pour les degrés de liberté indiqués. Puis la significativité de la régression a
¢té¢ évaluée en comparant le rapport SSR/SSr aux valeurs critiques de F-test tabulées et en
extrayant les p-values correspondantes. Le mod¢ele a été considéré significatif pour des p-

value<0,05.
1.3.5.Cas des hydrogels photo-stimulables

Dans le cadre du cahier des charges de notre hydrogel, la réponse étudiée dans un premier temps
a ¢té la rigidité en compression, ou module d’Young (E). L’objectif initial du projet est
d’obtenir deux gels tel que E = 5 kPa pour I’'un et 15 kPa < E <25 kPa pour I’autre. Ces valeurs
de modules correspondront a 1’état rigide de ces gels, ¢’est-a-dire lorsque les azobenzeénes sont

complexés par les cyclodextrines.
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Trois parameétres dont on suppose 1’influence comme décrite ci-dessous seront définis comme
facteurs :

- Le pourcentage de polymére en masse dans la formulation (%m) : il représente la
fraction massique des composés du gel dans le solvant. 11 a déja été montré
qu’augmenter la fraction de polymére en solution augmentait la rigidité de gel 22”-*?% on
s’attend a obtenir des résultats similaires ici.

- Le rapport tétrathiol/dithiol (4SH/2SH) : il représente le rapport entre les fonctions
mercapto provenant du POE-tétrathiol et celles venant du POE-dithiol. Le POE-
tétrathiol posséde plus de fonctions que le POE-dithiol par définition et ses branches
sont plus courtes. Il aura donc tendance a former des gels possédant une plus grande
densité de réticulation que le POE-dithiol pour un méme nombre de fonctions mercapto
apportées. On s’attend donc a ce que I’augmentation du rapport 4SH/2SH rende le gel
plus rigide.

- Le rapport AZO/B-CD: il représente le rapport entre le nombre de moles
d’azobenzene et celui de B-CD présents dans le gel. Nous avons montré que le 4F-AZO
et la B-CD se complexent avec une steechiométrie 1:1. Cependant, 1’équilibre
thermodynamique ainsi que I’accéssibilité de la cavité font que tous les AZOs ne seront
pas complexés par toutes les CDs. L’ajout de I’un des deux composés en exces pourrait
favoriser la complexation, créant plus de points de réticulation physique et donc un gel
plus rigide.

La stoechiométrie entre les fonctions maléimides et mercapto est imposée comme une constante
et est choisie afin d’obtenir des hydrogels avec les fonctions résiduelles désirées. Les calculs
ont été faits en considérant steechiométrique le rapport entre thiol et maléimides, si I’inverse
n’est pas spécifié.

Etant assez stirs que les facteurs et leur gamme de variation choisis sont influents sur la réponse
que nous souhaitons étudier (le module d’Young), nous avons choisi d’établir un modele
prévisionnel permettant de modéliser les variations des réponses en fonction de ces trois
facteurs. Pour cela, nous avons utilisé un réseau uniforme de Doehlert??.

Le plan d’expériences est construit avec les facteurs ci-dessus et leurs niveaux sont choisis selon
un réseau de Doehlert 3 facteurs. Au pourcentage massique de la formulation et au rapport entre
tétrathiol et dithiol ont été attribués 7 et 5 niveaux respectivement car ce sont les parametres qui
doivent avoir une influence critique sur la rigidité¢ du gel formé. Le facteur AZO/CD a donc

contenu 3 niveaux. Les niveaux extrémes et médians des facteurs sont dans un premier temps
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définis arbitrairement (Tableau 24). Le plan d’expérimentation suivi est présenté dans le

Tableau 25.

Réticulant chimique %m polymeére Réticulant physique
Tétrathiol/dithiol AZO/B-CD
Centre 50/50 20 50/50
Pas de variation 50 10 10

Tableau 24 : Niveaux des facteurs déterminés par leur valeur au centre et leur pas de variation pour un réseau de

Doehlert a trois facteurs.

Expérience tétrathiol/dithiol %m polymeére AZO/B-CD
1 100/0 20 50/50
2 0/100 20 50/50
3 75/25 30 50/50
4 25/75 10 50/50
5 75/25 10 50/50
6 25/75 30 50/50
7 75/25 23 60/40
8 25/75 17 40/60
9 75/25 17 40/60
10 50/50 26 40/60
11 25/75 23 60/40
12 50/50 14 60/40
13 50/50 20 50/50

Tableau 25 : Plan d’expériences suivant un réseau de Doehlert a trois facteurs.

Chaque ligne de cette matrice correspond a une expérience a réaliser. Dans le but d’estimer les
coefficients du modele quadratique postulé, il faudra que chacune des 13 expériences soit
réalisée au moins une fois et qu'une valeur de réponse soit associée a chacune. L une des 13
expériences doit étre réalisée 3 fois, pour réaliser une ANOVA. De manicre générale il s’agit

du point central du plan d’expériences, ici la formulation 13.
1.3.6. Application : méthode de calcul

Le plan d’expériences choisi pour 1’étude du systéeme hydrogel photo-stimulable donne les
conditions de chaque expérience a réaliser. Il est nécessaire de transformer ces conditions en
quantité de matiere a peser afin de pouvoir mélanger les différents composés dans les bonnes
proportions. Les composés choisis pour la formation des gels sont de type polymére, leur masse

molaire est mal définie. Pour s’affranchir de cette incertitude lors des pesées, nous avons utilisé,
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pour déterminer les masses a peser, le nombre de fonctions par unité massique, soit par gramme,
déterminé plus haut dans le chapitre. Il est possible d’écrire un systeme de 4 équations a 4
inconnues pour résoudre ce probléme :
Soient les inconnues :

x la masse de B-CD maléimide

y la masse de terpolymeére

z la masse de POE-tétrathiol

w la masse de POE-dithiol
Soient des constantes :

a le nombre de moles de groupes -cyclodextrine par gramme de B-CD maléimide

b le nombre de moles de fonctions maléimides par gramme de -CD maléimide

¢ le nombre de moles de fonctions maléimides par gramme de terpolymeére

d le nombre de moles de groupes azobenzeéne par gramme de terpolymere

e le nombre de moles de fonction mercapto par gramme de POE-tétrathiol

f le nombre de moles de fonction mercapto par gramme de POE-dithiol
Soit m¢ la masse totale de gel a préparer

p le pourcentage de masse de polymeére dans 1’hydrogel

X+Y+Z+WwW=Dp*My: « Equation de conservation de la masse

dy _ AZO .. . .
—_—=— * Définition du ratio des fonctions azo et CD
Alors : ax BCD ]
’ bx+cy=ez+ fw * Equimolairit¢ des fonctions maléimide et thiols
4SH . . . .
2 == « Définition du ratio des fonctions thiols entre 4SH et 2SH
fw — 2SH
X+ y+z+wW=p*xmy,
AZO
a—.x—dy =0
<:> BCD
bx+cy—ez—fw=20

4SH
eZ—fﬁ.W:O

Ce systeme peut étre écrit de fagon matricielle sous la forme AX=B avec A la matrice associée

au systeme et B la matrice des constantes.

1 1 1 1
AZO x P * Mot
— =1 0 0
“BCD an g
2 | =

b c —e —f W 0
0 0 1 4SH

2SH

Ce systeéme peut étre résolu par une inversion de matrice disponible dans Microsoft Excel. Les
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solutions X, y, z et w sont le résultat de la multiplication matricielle de la matrice inverse A™! et
de la matrice B.

Cette méthode de calcul des masses par résolution d’un systéme a quatre équations est rapide,
efficace et reproductible. Elle sera utilisée pour obtenir les masses a peser a partir des plans

d’expériences tout au long de 1’é¢tude.
[.4. Premiéres syntheéses d’hydrogels et optimisation du protocole de synthése

Une procédure générale a été définie préalablement a la réalisation des gels photo-sensibles
selon les plans d’expériences. Pour cela, des gels préliminaires sont réalisés et les parameétres

influengant la synthése sont étudiés et optimisés.
1.4.1.La réaction maléimide-thiol

La réaction entre thiol et maléimide est ’'une des réactions de type addition de Michael les plus
efficaces. Les forces motrices de cette addition sont 1’effet attracteur des deux carbonyles du
maléimide en configuration cis ainsi que I’abaissement de la tension de cycle?!’. Le mécanisme
le plus souvent décrit est celui de 1’addition de Michael nécessitant la formation de thiolates qui
permettent ’amorcage du cycle catalytique (Figure 129a.). Ces thiolates peuvent étre formés
de deux fagons : par ajout d’une base ou d’un nucléophile. Une base en quantité catalytique
peut déprotoner une petite quantité de thiols (Figure 129b.) qui, devenus thiolates, amorcent le
cycle catalytique. Dans le mécanisme d’addition nucléophile, 1’agent nucléophile attaque
d’abord le maléimide pour donner un intermédiaire zwitterionique qui déprotone par la suite
une quantité de thiols. La suite du processus est la méme que pour I’amorgage basique. Dans
ce second mécanisme, un sous-produit de 1’addition nucléophile est formé en faible quantité

(Figure 129 c)).

Intermédiaire

Transfert de
chaine Sous produit
de I'addition
nucléophile

Figure 129 : a. Mécanisme de 1’addition d’un thiol sur un maléimide N-substitué catalysée par un thiolate, b.
Formation d’un thiolate par équilibre acide-base, c) Formation d’un thiolate par réaction nucléophile sur un

maléimide. Schéma reproduit depuis Jansen et collaborateurs®%.
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Jansen et collaborateurs ont remarqué plus tard que, dans un tampon PBS, la réaction
maléimide-thiol entre un POE-tétramaléimide et un POE-dithiol pouvait se produire sans
I’addition de base. Les auteurs suggerent ainsi que, au pH du PBS, la formation de thiolate est
déja capable d’amorcer 1’addition de Michael. Dans ces conditions, la réaction dépendrait donc

du pKa du thiol**’.
1.4.2.Synthése de gels préliminaires par réaction maléimide-thiol

La réaction de Michael faisant réagir thiols et maléimides a été largement utilisée pour
synthétiser des hydrogels a base de POE. Phelps et coll. ont par exemple synthétisé plusieurs
hydrogels a base de POE grace a cette réaction. Les auteurs ont déterminé, en comparant
différents groupes accepteurs de Michael (acrylate, vinyl-sulfone et maléimide), que la réaction
entre maléimides et thiols permettait d’obtenir des gels adéquats pour des applications en
biologie et biomatériaux. En effet, ils réticulent rapidement (1-5 min) et possédent un réseau
serré dont la rigidité est de 1’ordre de celle de la MEC. Ils représentent donc de bons candidats
pour des applications cliniques, notamment en tant qu’encapsulant et/ou hydrogels
injectables®.

Pour se rapprocher du systeme d’étude, quelques gels ont été préparés sans B-CD pour étudier
les propriétés de gels composés de terpolymere et de thiols. Afin de se rapprocher des futurs
gels, synthétisés selon les plans d’expériences, ainsi que des conditions de la littérature, les gels
sans B-CD sont synthétisés a 10% en masse avec 100% de tétrathiol et un rapport
maléimide:thiol calculé stoechiométrique, dans I’eau. Cette formulation a ¢été réalisée en
triplicat. Une solution de terpolymeére et une solution de tétrathiol-POE sont préparées comme
indiquées dans la partie expérimentale puis mélangées dans un moule afin de former trois gels
identiques.

Le temps de prise de ces gels est d’environ 10 a 15 min ce qui n’est ni trop long ni trop court
pour I’application visée. Les gels résultants ont été laissés gonfler dans 1’eau et leur gonflement

a été étudié au cours du temps. Ces gels sont transparents et homogenes (Figure 130).
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Figure 130 : Photographies des hydrogels préparés sans cyclodextrine pendant et aprés gonflement.

Apres ces essais préliminaires, les hydrogels contenant les quatre briques sont formulés en

accord avec le plan d’expériences choisi.
1.4.3.Synthése de gels a base de B-CD-m-POE selon le premier plan d’expériences

La B-CD-maléimide synthétisée s’est avérée insoluble dans 1’eau, a cause de 1’hydrophobie
apportée par les 5 groupements maléimides. La B-CD-m-POE, soluble dans 1’eau, a donc été
utilisée pour de premicres synthéses d’hydrogels photo-stimulables. En amont de la
quantification précise de toutes les fonctions intervenant dans ces syntheses, de premiers gels
ont été synthétisés avec la B-CD-m-POE dans ’eau en suivant certaines formulations du
premier plan d’expériences décrit dans le Tableau 25. Les fonctions sont alors estimées avec
les données fournisseurs ainsi que les masses molaires des composés. La formation idéale des
hydrogels est schématisée Figure 131. Elle implique la formation des interactions hote/invité
dans un premier temps, par mélange de B-CD-m-POE avec le terpolymere, puis la formation
des liaisons chimiques par ajout de thiol. Expérimentalement, le terpolymeére dont le 4F-AZO
est sous forme cis et la f-CD maléimide sont pesés dans un méme pilulier et mis en solution
dans I’eau. Une solution de thiols est préparée en parallele et les deux solutions sont versées
simultanément dans un moule puis le gel est laiss¢ a réticuler chimiquement soit a température
ambiante, soit a 4°C.

Les formulations 1, 3, 5, 7, 8, 9, 10 et 13 sont synthétisées pour obtenir des gels entre 200 et
900 mg de matiere selon le premier plan d’expériences (Tableau 26 et partie expérimentale),
puis, une fois démoulées, sont mises a gonfler dans de 1’eau déionisée avant d’€tre caractériseés.
Les gels obtenus ont tous été transparents apres gonflement et ont pu, pour la plupart, étre

mesurés en compression.
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Figure 131 : Représentation schématique de la formation d’hydrogels chimiques et physiques et de leur mécanisme
suppos¢ de réponse a la lumiére.

Au cours des syntheses réalisées, une observation s’est imposée : dans les proportions utilisées,
la réaction maléimide-thiol est quasi-instantanée a température ambiante. De telles cinétiques
de réticulation ont déja été décrites dans la littérature’?’. Cela pose la question du bon

mélangeage et de ’homogénéité des gels qui en résultent.

Formulation Meyclodextrine (ME) Meerpolymere (ME) mysp (Mg) mosy (Mg) Meau (ME)
1 70,8 553 69,4 0 654,5
3 82,7 64,7 67,5 40,1 595,0
5 27,6 21,6 22,5 13,4 765,0
7 77,1 402 59,8 35,5 637.,5
8 39,3 46,1 14,7 78,4 671,5
9 50,0 58,6 438 26,0 671,5
10 59,6 69,8 39,1 69,5 612,0
13 48.9 38,2 29,8 53,1 680,0

Tableau 26 : Masse théorique calculées pour des gels de 850 mg selon les parameétres du premier plan

d'expériences.
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Malgré un controle non optimal des fonctionnalités de chaque espéce et des premieres
difficultés rencontrées dans la formulation de gel concentré (30%) a cause de la quantité
restreinte de solvant pour mettre les espéces en solution, ces synthéses ont permis de cibler
plusieurs points a améliorer. Notamment, certains gels a faible concentration massique en
polymere (formulations 5 et 8) ont ét€¢ trop mous pour étre correctement mesurés en
compression. Un second plan d’expériences a donc été envisagé par la suite, pour corriger ce

probléme.
1.4.4. Optimisation des paramétres influencant la synthése des gels

Le protocole utilisé pour ces syntheses d’hydrogels s’est avéré peu optimal : les gels se forment
trop vite et le démoulage n’est pas toujours facile ; le gel adhére beaucoup au moule et se
déchire réguliérement. Afin de répondre au mieux aux problématiques expérimentales,
plusieurs parameétres ont été étudiés et optimisés, a savoir : la technique de moulage, la méthode

de mélangeage, ainsi que les facteurs impactant la cinétique de la réaction maléimide-thiol.
1.4.4.1.Choix des moules et techniques de moulage/démoulage

Un premier moule a été utilisé dans ce travail pour permettre un démoulage facile des gels
formulés. Il s’agit d’un tore composé de deux pieces démontables et il a été employé pour la
synthése du premier lot de gels (Figure 132a.). Cependant, le démoulage de gels mous, module
d’Young inférieurs a 5 kPa, s’est avéré compliqué avec ce moule. En effet les gels ont tendance
a adhérer a la surface du moule et son ouverture a pu conduire a la fracture des gels les moins
résistants.

Pour cette raison, une seconde technique de moulage a été mise en place. Elle consiste a utiliser
une seringue en polypropyléne comme moule (Figure 132b.). Le démoulage est ainsi facilité
par la présence du piston qui pousse le gel formé jusqu’a la sortie. Cette seconde méthode sera

conservée comme méthode préférentielle pour le moulage des hydrogels.
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a.
25 mm
—>
10 mm
<+—>
10 mm I I 14 mm
b. 10 mm

+“—>

Figure 132 : Photographie et représentation schématique des deux types de moules utilisés. a. tore b. seringue

retournée.
1.4.4.2. Techniques de mélangeage

Au cours des différentes syntheses, nous avons pu observer que la réaction maléimide-thiol était
trés rapide. Typiquement, les gels réticulent entre 5 s et 1 min. Il a donc fallu mettre en place
une technique de mélangeage optimale afin d’obtenir un matériau homogene a 1’issue de la
synthese.

Trois méthodes permettant de mélanger les deux solutions précurseurs sont étudiées : un simple
pipetage en aller-retour avec une micropipette, un mélangeur en Y connecté a deux seringues,
un mélangeur a vis placé en bout d’une double seringue (partie expérimentale). Les deux
derniéres méthodes ont été testées dans un premier temps avec un gel modele composé d’un
POE-tétrathiol de 5000 g.mol” et d’un POE-tétramaléimide a 20000 g.mol™'. Pour vérifier
I’homogénéité du mélange, un colorant, le rouge de cochenille soluble dans I’eau, est ajouté a
la préparation intermédiaire de thiol. Une formulation ou le rapport des fonctions SH:maléimide
est 3:1 est coulée avec les deux systetmes de mélangeage puis une formulation avec
SH:maléimide 1:1 est coulée avec le systtme de mélangeur a vis. Le systéme de mélangeur a
vis s’est avéré extrémement efficace dans 1’obtention d’un bon mélangeage. Cependant, la
réticulation des deux formulations testées est tellement rapide que le gel formé reste bloqué
dans le mélangeur.

Le systtme en Y mélange les deux solutions intermédiaires sans faire réticuler le gel trop

rapidement par rapport au mélangeur a vis. Cette méthode est donc choisie pour étre testée sur
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plusieurs formulations extraites du plan d’expériences.

Cinq formulations 1, 2, 4, 9, 13 sont synthétisées en utilisant la B-CD-m-POE par
I’intermédiaire du mélangeur Y. On reléve des pertes de matieres au cours de 1’expérience
dans : les eppendorfs, les seringues, le mélangeur Y et les tubulures. Les gels sont formulés
pour une masse totale de 480 mg maximum. Les résultats de ces pertes sont rassemblés dans le

Tableau 27 ci-dessous.

) eppendorf seringue connecteur+tubulure
Gel Solution
perte (g) perte (g) perte (g)
B-CD/terpo 0,0118 0,0485
1 0,012
Thiols 0,0047 0,0156
-CD/terpo 0,0122 0,0531
2 P P 0,015
Thiols 0,0118 0,029
-CD/terpo 0,0101 0,0437
4 P P 0,013
Thiols 0,0111 0,0236
B-CD/terpo 0,0119 0,0493
9 0,0224
Thiols 0,0043 0,0171
-CD/terpo 0,0089 0,049
13 P P 0,0187
Thiols 0,005 0,016

Tableau 27 : Tableau indiquant les pertes de matiére mesurées au cours de la formation de gels avec le mélangeur
Y. Le terme « thiols » désigne le mélange dithiol/tétrathiol dans les proportions déterminées par le plan
d’expériences.

Le systeme de mélangeur Y donne des gels homogenes, cependant, I'utilisation de seringues
génere une perte massive et non controlable de matériaux : en moyenne, environ 100 mg de
solutions préparées sont perdus dans le processus. Sur 480 mg cela représente 20% de la masse
totale du gel. De plus, il n'est plus assuré que les proportions précisément calculées entre thiols
et maléimides soient conservées. En fin de réaction, il n’est donc pas garanti que le gel formé
ait les caractéristiques souhaitées. Cette méthode n’est finalement pas satisfaisante.

On remarque que les pertes de matiere dans les eppendorfs sont minimes (3% environ), il est
donc envisageable de simplement prélever les solutions intermédiaires et de les mélanger
ensemble dans le moule. Le pipetage a I’aide d’une micropipette s’est avéré étre la méthode la
plus viable. Elle nécessite quelques dizaines de secondes pour obtenir un bon mélange. Cela
implique que le temps de gélification du gel soit plus grand que le temps de 1’étape de mélange.
Les formulations qui réticulent plus rapidement ne sont donc pas adaptées a cette étude. Nous
nous sommes donc intéressés aux parametres influencant la cinétique de la réaction afin de

déterminer s’il €tait possible de ralentir la cinétique de prise des gels.
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1.4.4.3.Influence de la température

Des formulations ont été réalisées a température ambiante (30 °C), et a froid (dans un bain de
glace). Lors des expériences a froid, les pipettes et les moules sont placés au moins 30 minutes
au congélateur avant I’expérience tandis que les solutions intermédiaires de thiols et de mélange
B-CD/terpolymére sont placées dans un bain de glace 10 min avant 1’expérience.

En fonction des formulations, les temps de prise des gels vont de 10 a 120 sec environ, qu’ils
soient synthétisés a 30 °C ou a 0 °C. Travailler a froid ne semble pas étre la maniere la plus

efficace de ralentir la vitesse de réticulation.
1.4.4.4.Influence du pH

La rapidité de la réaction entre thiol et maléimide a déja été décrite dans la littérature. Jansen et
ses collaborateurs ont notamment étudié les moyens de réduire la vitesse de cette réaction lors
de la synthése d’hydrogels a base de POE en solution aqueuse®?’. Ils remarquent notamment
que passer de pH 7,2 a pH 5,8 diminue la cinétique de la réaction d’un facteur 6. Certaines
formulations d’hydrogel gélifient en moins de 5 sec et on voudrait augmenter ce temps a
environ 1 min. Une solution de HCI diluée a pH = 4,2 a été préparée. La formulation 4 du
premier plan d’expériences, composée de 10 %m de polymére, est préparée dans I’eau ultra-
pure en diluant les thiols dans la solution d’HCI (au total 28 %m de solution a pH4). Cette
formulation réticule en 20 sec environ. Il semble donc qu’acidifier le milieu ait bien tendance a

ralentir la cinétique de 1’addition de Michael.
1.4.4.5.Influence d’un peptide comme agent ralentisseur de réaction maléimide-thiol

Dans la méme étude, Jansen et ses collaborateurs se sont intéressés a 1’influence que pouvaient
avoir différents acides aminés a proximité de la fonction thiol sur le ralentissement de la réaction
maléimide-thiol. En effet, Lutolf ef coll. ont montré en 2001 que I’introduction d’acides aminés
chargés a proximité d’une cystéine permettait de modifier le pKa du thiol par interactions
¢lectrostatiques. Les auteurs remarquerent que la présence de charges positives a proximité du
thiol avait tendance a abaisser son pKa et a accélérer la réaction thiol-éne associée tandis que
la présence de charges négatives de 1’acide aspartique, a I’inverse, augmentait le pKa du thiol,
ralentissant la cinétique de réaction?*°. Jansen et coll. ont ainsi congu un oligopeptide portant
une cyctéine a chaque extrémité, capable de ralentir radicalement (d’un facteur 90) la réaction
maléimide-thiol dans le PBS au pH de 5,8. Nous avons décidé d’évaluer I’efficacité de ce

peptide (séquence CREIPESLRAGERC), sur la vitesse de réaction, dans notre systéme.
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Plusieurs formulations ont été préparées en remplagant le POE-dithiol par le peptide-dithiol, en
¢quivalent de fonction. Nous avons comparé¢ les temps de prise des gels préparés avec le POE-

dithiol et ceux préparés avec le peptide-dithiol.

Temps de prise Temps de prise
Formulation* 4SH/2SH %m polymére %m peptide
avec POE (s) avec peptide (s)
2 100% dithiol 20 2,2 25 1440
4 75/25 10 1,9 35 +00
5 25/75 10 1,3 24 84
12 50/50 18 2,6 20 1920

*Inspirées du premier plan d’expériences

Tableau 28 : Comparaison des temps de prise des gels lors de leurs synthéses en utilisant, soit les thiols pégylés,
soit le peptide de séquence CREIPESLRAGERC porteur de cystéines a chaque extrémité.

On constate effectivement un ralentissement important dans les quatre cas de réticulations avec
le peptide. L’utilisation de ce peptide est donc une méthode efficace pour diminuer la vitesse
de prise des gels. On remarquera que le peptide ayant une masse molaire plus faible que le POE-
dithiol, les gels a base de peptide possédent un pourcentage massique de polymeére inférieur a
celui renseigné dans le Tableau 28.

Or il semble que ce parameétre joue également sur le temps de gélification. Par exemple, la
formulation 4 qui doit étre composée de 10 %m de polymére n’est plus qu’a 8 %m. Cette
formulation n’a pas pris la forme d’un gel. Ceci peut étre di, soit au fait qu’a 8 %m de polymere
on se place sous la limite de percolation du gel, soit au fait qu’un excés de peptide ralentisse
tellement la réaction qu’elle n’a pas pu étre observée. Il faudra donc étre vigilant, dans

I’hypothese d’un PE avec du peptide, que toutes les formulations forment bien des gels.

I.5. Synthése de gels optimisés a base de f-CD-m-POE selon le deuxiéme plan

d’expériences

Un second lot de gel a été préparé a partir d’un deuxiéme plan d’expériences dont la gamme de
pourcentage massique a ét¢ modifiée. Au lieu de varier entre 10% et 30% massique, la fraction
de polymeére des gels varie maintenant entre 16%m et 30%m (Tableau 29) afin de ne plus
générer de gels trop mous pour étre mesurés en compression. Cette fois, toutes les
fonctionnalités des composés intervenant dans la syntheése de gel ont été déterminées par RMN
'H et fixées comme constantes. Celle de la f-CD-m-POE avait notamment été calculée a
2,8.10™>mol par gramme de produit en RMN 'H a cette étape, ce qui correspond a une faible

fonctionnalité (0,26 maléimide par cyclodextrine).
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Niveau tétrathiol/dithiol %m polymeére AZO/B-CD
1 0/100 16 40/60
2 25/75 18 50/50
3 50/50 21 60/40
4 75/25 23
5 100/0 25
6 28
7 30

Tableau 29 : Niveaux des facteurs pour un deuxieme réseau de Doehlert a trois facteurs.

Un lot de six gels a été synthétisé a partir de ce plan d’expériences et du systéme de mélangeage
en Y. Il s’agit du méme lot que celui synthétisé pour estimer les pertes de ce mélangeur.

Les gels de formulation 1, 2, 4, 9, 12, 13 appelés respectivement 1.2, 2.2, 4.2, 9.2, 12.2, 13.2
sont synthétisés selon le deuxiéme plan d’expériences pour une masse totale de 500 mg, comme
décrit en partie expérimentale, avant d’étre lavés et caractérisés. Les six gels synthétisés ont pu
étre mesurés en compression sans dégradation. L’objectif du deuxiéme plan d’expériences a
donc été rempli. Le mélangeur en Y entrainant des pertes importantes de matiére, on choisira

cependant de ne pas continuer le plan d’expériences avec ce systéme.
[.6. Autres syntheses d’hydrogels

1.6.1.Synthese de gels par une méthode de cosolvant

Deux gels a base de B-CD-m et f-CD-2m ont été formulés en présence de DMSO, car il s’agit
d’un bon solvant pour les cyclodextrines fonctionnalisées maléimides. L’objectif de cette
méthode est de solubiliser la B-CD fonctionnelle dans le DMSO en amont de son mélange avec
le terpolymere. Le DMSO ¢étant miscible avec ’eau, il pourrait permettre de solubiliser la -
CD-m en présence d’eau ou bien favoriser la rencontre entre le 4F-AZO plutdt hydrophobe et
la B-CD-2m, formant plus facilement le complexe hoéte/invité. Pour ce faire, la B-CD est
solubilisée dans du DMSO lors d’une premiére étape, avant d’étre mélangée a une solution de
terpolymeére dans des quantités respectant la formulation 5 du premier plan d’expériences. Le
DMSO est ensuite ¢liminé du gel par lavages.

Ainsi, B-CD-m a été solubilisée dans du DMSO avant d’étre mélangée au terpolymeére en
solution dans 1’eau. Le rapport en masse 1,5:10 DMSO:eau est utilis¢, mais le mélange n’est
pas transparent. Le gel obtenu selon la formulation 5 du plan d’expériences aprées ajout de thiols
réticule tres vite, pendant le mélange, et reste opaque (Figure 133a.). Il a ét¢€ lavé dans de I’eau

afin d’éliminer le DMSO. La méme méthode a ensuite été appliquée pour former un gel a base
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de B-CD-2m (5.3pmso) transparent apres les lavages (Figure 133b.).

Figure 133 : Photographies de gels a. a base de f-CD-m non soluble dans I’eau aprés gonflement et b. a base de
B-CD-2m soluble dans I’eau, en présence de DMSO lors de la synthése.

La méthode de cosolvant ne permet pas d’obtenir un gel homogene a partir de la B-CD-m mais
cela a été possible en utilisant la f-CD-2m soluble dans 1’eau. La B-CD-2m sera donc utilisée
¢galement pour la synthése de gel sans DMSO, méme si 1’étape de lavage rallonge le protocole

de synthese.
1.6.2.Syntheése de gels a base de B-CD-2m dans I’eau

La B-CD-2m n’a pas la fonctionnalité¢ en maléimides désirée, elle ne peut pas participer a la
formation du réseau chimique. En revanche, elle peut y étre incorporée car elle porte un
maléimide, et a I’avantage d’étre soluble dans 1’eau. Trois gels ont donc été formulés avec cette
molécule dans I’eau afin de pouvoir les étudier en parallele des autres. Les gels 5.3, 13.3 et
13.3pepTiDE Ont €t€ synthétisés, comme décrit dans la partie expérimentale, avec la B-CD-2m
soluble dans 1’eau.

Une fois ces gels synthétisés, ils ont été caractérisés par différentes méthodes classiquement
utilisées pour étudier les propriétés des hydrogels. Les objectifs de la partie suivante ont donc
été de déterminer et comparer les propriétés mécaniques des différents gels formés, ainsi que
I’influence de la formulation sur leurs propriétés de gonflement et leur organisation
microscopique. Enfin il a fallu déterminer si les interactions photo-stimulables hote/invité

permettaient de stimuler ces gels a I’aide de la lumicére.

I1. Caractérisation des hydrogels photo-stimulables

Les hydrogels sont, sans équivoque, d’excellents candidats pour I’étude du vivant. Cela leur
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impose d’étre compatibles avec les cellules, c’est-a-dire non toxiques et de posséder des
propriétés mécaniques proches de celles de la MEC. Il existe dans le corps de nombreuses
cellules différentes et elles ne sont pas toutes sensibles et fonctionnelles a la méme gamme de
rigidité. La Figure 134 donne les ordres de grandeurs des modules des principaux tissus
biologiques humains. La caractérisation des propriétés mécaniques de matériaux voués a étre
utilisés comme matrice extra-cellulaire de synthése pour la culture cellulaire a donc toute son

importance.

Figure 134 : Frise classant quelques tissus biologiques humains par ordre de rigidité.

Cette partie sur la caractérisation des hydrogels détaille 1’étude des propriétés de gonflement,
structurales, photo-stimulables et mécaniques des hydrogels macromoléculaires synthétisés.

Dans I’optique d’une application comme porte-échantillon pour la microscopie, les propriétés
de gonflement des gels doivent étre connues. Le moule du porte échantillon doit étre congu en
fonction de ce paramétre important. Le gonflement d’un matériau donne également des
informations sur les propriétés intrinseques des gels, notamment, il est dépendant de la taille de

maille du gel a I’équilibre qui peut étre reliée au taux de réticulation.
II.1.Taux de gonflement des hydrogels macromoléculaires

L’étude du taux de gonflement est d’une grande importance, en général, dans la caractérisation
d’hydrogels et ici, pour I’observation d’échantillons vivants en microscopie. En effet, il permet
de décrire et d’expliquer certaines propriétés des hydrogels comme leur rigidité, leur élasticité,
ou encore comme leurs propriétés de transport et relargage de molécules d’intérét biologique.
Par exemple, il a ét¢ montré que les gels gonflés sont plus fragiles que non gonflés car leurs

mailles sont tendues et plus proches de la rupture qu’a 1’état non gonflé (Figure 135)?%8.
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Etat initial Etat gonflé

Figure 135 : Schéma d’une maille d’hydrogel avant et aprés gonflement et définition du paramétre de maille &.

D’aprés Peppas et ses collaborateurs®*>, la structure d’un hydrogel peut étre définie par trois
parameétres importants : la fraction de polymere a 1’état gonflé (v2s), la masse molaire moyenne
d’une chaine polymére reliant deux points de réticulation voisins (M,) et la longueur de
corrélation, ou taille de la maille (§). vo,s est défini comme le rapport entre le volume de
polymere (V;) sur le volume du gel gonflé (Vgel). Le taux de gonflement (Q) a pu étre défini
comme I’inverse de vos tel que :
V25=Vp/ Ve =1/Q
Théoriquement, M, peut étre reliée au degré de réticulation (X) et a la masse molaire de 1’unité
de répétition du polymere (M) telle que :
M, =M,/2X

Cependant, elle est plus précisément déterminée par des expériences de gonflement®. Le taux
de gonflement d’un hydrogel est donc lié a la distance moyenne entre les points de réticulation.
Lorsqu’un gel est mis a gonfler, il est soumis a deux forces opposées: la force de
thermodynamique de mélange, liée au parametre d’interaction polymere-solvant (y1) et la force
de rétractation élastique. A 1’équilibre, ces deux forces sont égales. C’est ce que décrit la théorie
de Flory-Rehner. Une équation de Flory-Rehner modifiée a été proposée par Peppas et coll.

pour décrire des hydrogels préparés en présence d’eau”’ :
v
1 2 71 [ln(l - Uz,s) + Uy s + XlU%,s]
- I
Uzs)\3 _ Uzs
V2r [(UZ,T> <2U2,r>]

M, My,
avec M, la masse molaire des chaines polyméres préparées dans les mémes conditions mais

sans agent de réticulation, U le volume spécifique du polymere, Vi le volume molaire de I’eau

et vy, la fraction volumique de polymeére a I’état relaxé, c’est-a-dire immédiatement apres
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réticulation mais avant le gonflement. Les propriétés €lastiques de hydrogels peuvent également
étre utilisées pour déterminer leur structure en utilisant la théorie « rubber-elasticity ». Cette
théorie s’écrit comme suit pour un hydrogel préparé en présence de solvant et soumis a une

contrainte T lors d’un test de traction®” :

pRT 20, 1\ (v,.\"?
T= — 1—— (a — —) :
MC Mn az UZ,T

avec p la densité du polymere, R la constante des gaz parfaits, T la température absolue et a le

ratio d’élongation des chaines. La taille des pores & utilisée pour distinguer les gels macro,
micro et nanoporeux, peut ainsi étre calculée par la relation :

§ = a(R?)"?
avec (7,%)'/? la moyenne quadratique, non perturbée, de la distance entre deux bouts de chaine
polymeére reliant deux points de réticulation voisins. Dans le cas d’un gel gonflé de manicre
isotropique, on peut écrire a tel que :
a=v,, /3
Ainsi la théorie de Flory-Rehner décrit le fait qu’en controlant les paramétres
macromoléculaires d’hydrogels, il est possible de controler la structure de ces hydrogels et donc
leurs propriétés mécaniques, de diffusion et leur caractére stimulable.
La théorie de Flory-Rehner décrit le gel comme un réseau neutre réticulé par quatre fonctions
et composé de chaines polymeres caractérisées par une distribution de Gauss étroite. Cette
analyse est I'une des plus souvent utilisées dans le contexte de gonflement d’hydrogels. Zustiak
et Leach I'utilisérent par exemple dans le cas d’hydrogels a base de POE pour déterminer la
taille de maille de ces gels, formée par la réaction entre un POE vinylique tétrafonctionnel et
différents agents réticulant difonctionnels®*®. Ils étudiérent ainsi I’influence de la masse molaire
du POE, de la nature de 1’agent réticulant et la densité du polymeére sur & sur la taille de maille.
Cette théorie permet d’extraire des informations intéressantes depuis la synthése de gels
supposés idéaux, cependant, elle posséde certaines limites®*. Dans la réalité, les polyméres sont
imparfaits, ils ne possedent pas une masse molaire fixe, ce qui entraine la formation d’un réseau
inhomogene en ce qui concerne la taille de maille lors de la réticulation. D’autres écarts au
modele peuvent survenir comme la formation de boucles ou la présence de bouts de chaine non
réticulés. Le mod¢le considere également que la longueur des chaines complétement étirées est
bien plus grande que la distance entre deux points de réticulation voisins. Cette hypothése

entraine des €carts importants entre le modele et des cas de gels a taux de gonflement élevés ou
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a des systemes composés de courtes chaines. Enfin la complexité de certains polymeéres ainsi
que I’encombrement de groupes pendants n’ont pas été intégrés a ce modele. Ces limites ont
contribu¢ au fait que nous n’ayons pas essayé¢ de prédire ni d’analyser les propriétés des
hydrogels synthétisés dans ce travail avec la théorie de Flory-Rehner. En effet, la complexité
du terpolymeére utilisé (distribution des masses molaires, présence de groupes pendants
statistiques et taux de gonflement élevés) n’aurait certainement pas permis d’obtenir une
modélisation correcte des expériences.

Cependant, le taux de gonflement reste un parametre important dans notre étude car il témoigne
de la capacité des hydrogels a retenir du milieu. Ceci est en particulier nécessaire pour la culture
cellulaire®*. Trois formulations contenant de la B-CD, « F1 », « F2 » et « F3 » et une n’en
contenant pas « sans B-CD » ont donc été préparées et leur taux de gonflement relevés au cours
du temps tel que to corresponde au temps du démoulage. Les formulations F1 et F2 ont été
synthétisées avec la B-CD-m-POE et la formulation F3 avec la -CD-2m, comme décrit en
partie expérimentale. Notamment, la formulation F1 contient du dithiol tel que le rapport
tétrathiol/dithiol soit de 75/25 alors que les trois autres formulations ne contiennent que du

tétrathiol.

F1
F2
F3

Figure 136 : Gonflement de trois formulations de gel contenant de la B-CD et d’une n’en contenant pas. Les barres
d’erreurs représentent I’intervalle de confiance a 95% des mesures avec n=2 pour F1 et n=3 pour les autres
formulations.

La Figure 136 montre le gonflement au cours du temps de gels contenant différentes
cyclodextrines-maléimides et de gel n’en contenant pas. En comparant les valeurs de
gonflement des gels avec et sans B-CD, on constate que la formulation influence beaucoup la
valeur du plateau, c’est-a-dire le gonflement maximum que peut atteindre le gel. Cependant il

semble qu’elle joue peu sur le temps nécessaire pour atteindre ce plateau, en effet, quelle que
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soit la formulation, ce temps est d’environ 30h. Arslan et coll. ont étudié¢ ’influence de la
longueur des chaines POE et du taux de réticulation sur leurs propriétés de gonflement de gels.
IIs ont montré que 1’augmentation du taux de réticulation diminuait la capacité de gonflement

t2*!. Dans

en eau des gels alors que 1I’augmentation de la longueur des chaines POE I’augmentai
notre cas, la longueur des chaines POE ne varie que par la variation du rapport tétrathiol/dithiol.
Le taux de réticulation est également influencé par ce rapport. Nos expériences vont dans le
sens des observations des auteurs car le gel F1, contenant du dithiol, atteint un taux de
gonflement a 1’équilibre plus important que les autres formulations qui ne contiennent que du
tétrathiol. La présence de cyclodextrine et la nature de celle-ci semble également jouer un role
sur les capacités de gonflement des hydrogels. Il semblerait que I’utilisation de -CD-m-POE
permette d’obtenir des gels capables d’atteindre des gonflements plus importants qu’avec la j3-
CD-2m.

Il est donc possible de contrdler les propriétés de gonflement des hydrogels par leur

formulation. Ceci est un avantage notable pour ce qui est des applications d’hydrogels

injectables ou pour la délivrance de molécules d’intérét biologique.

II.2.Caractérisation de la microstructure des hydrogels pas microscopie

¢lectronique a balayage (MEB)

La microscopie ¢électronique a balayage est une technique d’imagerie qui permet d’obtenir des
images de la surface d’échantillons. Elle est souvent utilisée pour caractériser la structure

d’hydrogels!®%4?

et déterminer leurs tailles de pores. Ici, quatre échantillons de gels, issus du
deuxiéme plan d’expériences, ont été¢ observés en cryo-MEB haute pression. Des gels rigide
(13.2, ~17 kPa) et mou (4.2, ~5 kPa) ont été sélectionnés pour ¢étudier la relation entre la taille
des pores et la rigidité. Deux morceaux de gel 12.2 (~8 kPa) irradiés soit a 415 nm soit a 530
nm seront imagés pour voir I’'influence de la lumieére sur la taille des pores.

Sur les images de la Figure 137, on voit la présence de structures alvéolaires caractéristiques
des pores qui composent les hydrogels. Dans une étude similaire, Lee ef coll. ont synthétisés
des hydrogels de polyacrylamide a rigidit¢é photo-contrdlable grace a I’incorporation
d’azobenzénes comme agents de réticulation chimique du gel>*?. Ils analysérent en MEB la
structure de leurs hydrogels avant et apres irradiation UV et dans le bleu. Ils observerent des
changements structuraux au niveau des mailles des hydrogels suite aux isomérisations,

témoignant d’une réorganisation induite par les changements de configuration des azobenzénes.

On pourrait donc s’attendre ici a observer ce genre de réorganisation en comparant les gels 12.2
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trans et 12.2 cis, dans le cas ou la lumiére permettrait de complexer et décomplexer les 4F-
AZOs et les B-CDs présentes dans la masse. On s’attend également a retrouver une relation
reliant inversement la taille des pores a la rigidité du matériau en comparant les gels rigide 13.2

et mou 4.2.

Figure 137 : Images de cryo-MEB haute pression de 4 échantillons de gels, un rigide (13.2, ~17 kPa), un mou (5.2,
~5 kPa) et deux intermédiaires (12.2, ~8 kPa) sous forme cis et I’autre sous forme trans. Echelle : 1pum.

La taille des pores obtenue par ’analyse des images obtenues en cryo-MEB est de ’ordre de
dizaines de nanométres. Il s’agit de pores bien plus petits que ceux obtenus par Lee et al. par
exemple, dont les gels ont des pores d’environ 5 a 20 um. Cependant, la méthode d’analyse
n’est pas identique, ni les formulations. Afin de comparer les images obtenues entre elles, un
traitement d’image a 1’aide du logiciel Image J est réalisé. Il permet d’avoir une idée de la

distribution des tailles de pores de ces gels.
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Gel Diamétre moyen des pores (nm)
Rigide 69+2
Mou 69 +2
Cis 64+1
Trans 45+ 1

Tableau 30 : Tailles des pores de quatre gels, déterminées par cryo-MEB. Les incertitudes représentent 1’erreur
standard a la moyenne.
L’analyse statistique des données a été effectuée par analyse des variances unidirectionnelle
(ANOVA) suivi d’un post test de Tukey pour comparer les échantillons deux a deux. Ces tests
ont révélé que les écarts de taille des pores entre les gels rigide, mou et cis ne sont pas
significatif. Par contre le gel trans a des pores significativement plus petits que ceux des trois
autres ¢échantillons, dont le gel cis. Cela va a ’encontre de ce a quoi on s’attendrait en
considérant que la forme cis de I’azobenzene se lie a la B-CD. En effet, le complexe
supramoléculaire devrait ajouter des points de réticulation physique et favoriser des
rapprochements entre les chalnes. A cette étape du travail, nous avons émis cingq hypotheses
pour expliquer cette observation :

- la lumiére n’entraine peut étre pas 1’isomérisation cis—=>trans au sein du gel

- le gel n’était peut-Etre pas homogene et la différence entre cis et trans pourrait étre due

au morceau de gel choisi

- dans le systeme gel, la forme trans de ’azobenzéne se complexe mieux a la § -CD

- le complexe ne se forme pas dans les conditions expérimentales choisies

- I’étape de décomplexation n’engendre pas de déformation notable du réseau.
Les étapes suivantes du travail ont consisté a garder en téte ces hypotheses et a les évaluer de
différentes facons. La premiere étape a été de déterminer si la lumicre pouvait bien étre

responsable de I’isomérisation des 4F-AZOs contenus au sein des hydrogels.
I1.3.Photo-stimulation d’un hydrogel

Le caractere photo-sensible des hydrogels synthétisés a été étudi¢ par spectroscopie UV-
Visible. En effet, les azobenzeénes introduits dans le gel ont la capacité de s’isomériser en
fonction de la lumiere envoyée sur le matériau. Pour cela un spectrometre équipé d’une sphere
d’intégration a été utilisé afin de déterminer 1’absorbance en réflexion d’une tranche du gel de
formulation 5.3pmso. Prise entre deux lames de verre, la tranche est analysée entre 325 et 675

nm (Figure 138).
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Figure 138 : Réponse de I’hydrogel 5.3pmso (gauche) a la stimulation lumineuse par les LEDs a 415 nm, pour
donner le gel trans, et a 530 nm, pour donner le gel cis, observée par spectrométrie UV-Visible en réflexion. A
titre de comparaison, réponse du 4F-AZO-POE libre en solution, aux mémes stimulations lumineuses (droite).

Le verre commence a absorber la lumiére vers 350 nm, il n’est donc pas possible d’observer en
UV-Visible la bande n>7* des AZOs contenus dans ce gel. Le spectre noir (Figure 138 gauche)
représente le gel dont le 4F-AZO est partiellement cis et partiellement ¢rans apres gonflement.
Une irradiation bleue (415 nm) pendant 10 min entraine une diminution de la bande
d’absorbance du spectre vers 425 nm ainsi que son décalage vers les hautes longueurs d’onde
alors qu’une irradiation verte (530 nm) pendant 20 min entraine son augmentation et un
décalage vers les basses longueurs d’onde. Le gel ne semble pas totalement transparent, la ligne
de base n’est pas a zéro ce qui signifie que le matériau diffuse la lumiere. Cela peut étre di a la
présence d’interface gel-air au sein de 1’échantillon. En effet, placer le gel entre deux lames de
verre entraine la présence de fissures dans le gel. Diffusion mise a part, la réponse a la lumiere
de cet hydrogel est sensiblement comparable a celle du 4F-AZO-POE libre en solution (Figure
138 droite) dans 1I’eau. On peut donc conclure que les 4F-AZOs présents au sein du gel subissent
des isomérisations cis et frans lorsqu’ils sont soumis a des stimuli lumineux. Les gels
synthétisés ont donc la facult¢ de voir leurs azobenzenes changer de configuration sous
I’influence de lumiére visible, ils sont photo-stimulables. L’étape suivante a été¢ d’étudier les
propriétés mécaniques des gels supramoléculaires et de déterminer I’influence de

I’isomérisation des 4F-AZOs sur ces mémes propriétés.
[1.4.Détermination de la rigidité par test de compression

11 existe différentes méthodes pour caractériser les propriétés mécaniques des matériaux. Une

méthode courante pour les polymeéres est la méthode de traction qui consiste a déformer un

188



Chapitre 3 : Synthése et caractérisation d’hydrogels photo-stimulables

¢chantillon pris entre deux mors de fagon uniaxiale en traction (Figure 139a.). Cette technique
a été utilisée pour déterminer le module d’Young ainsi que I’élongation a la rupture de gels a

base de 2-hydroxyethyl methacrylate (HEMA) —acrylic acid (AA), gonflés ou non?*3

. Laplupart
des gels formés dans notre travail sont trop fragiles pour étre placés entre des mords sans risque
d’étre détériorés. Cette technique n’a ainsi pas été utilisée dans ce travail. Pour les matériaux
viscoélastiques, il est possible de mesurer les propriétés de gels soumis a un cisaillement
appliqué par un rhéometre (Figure 139b.). Cette technique est déja amplement utilisée dans le
cas d’hydrogels a rigidité modulable?*!?*2, Cependant, elle est peu adaptée a I’étude des
propriétés mécaniques d’hydrogels peu élastiques et risque de causer des cassures dans un
¢chantillon trop rigide (E>10 kPa) ou fragile. Une troisiéme méthode connue pour caractériser
les propriétés des hydrogels est la méthode de compression (Figure 139c.). Cette méthode a
déja été utilisée pour la caractérisation d’hydrogels d’agarose®* et de POE?**. Elle est facile a
mettre en ceuvre et permet notamment de caractériser des matériaux aux modules allant de

quelques kPa a plusieurs centaines de kPa. Nous avons utilisé la technique de compression,

rapide et facile a mettre en place pour des hydrogels dans notre gamme de rigidité.

Figure 139 : Schémas de différentes méthodes d’étude des propriétés mécaniques d’hydrogels : a. traction, b.
cisaillement en rhéologie, c¢. compression.

Les tests mécaniques en compression sont réalisés apres démoulage de I’échantillon, lavage et
mesure de ses dimensions (hauteur : ho et diametre : d) au pied a coulisse. L’échantillon est
ensuite placé pour la mesure et la force normale (Fo) mesurée par la cellule est relevée. Le
programme de compression reléve la force F appliquée par le module sur 1’échantillon ainsi que
le déplacement du plateau supérieur AL en fonction du temps. Les équations suivantes
permettent de tracer la courbe contrainte-déformation avec ces données :

IL-Lo|l _ AL

(1) soit € la déformation de I’échantillon : € =
ho ho

avec L : ’écart entre les plateaux a I’instant t (en mm),

Lo : I’écart entre les deux plateaux au contact (en mm)
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ho : la hauteur du gel (en mm)
F

m.(5)?

(2) soit o la contrainte appliquée sur I’échantillon : 0 = i

avec F : la force appliquée sur I’échantillon (en N)

S : la surface de I’échantillon soumise a la force F (en m?)

d : le diamétre de I’échantillon (en m)
Le tracé de la courbe contrainte-déformation permet d’accéder au module d’Young (E) du
matériau, d’apres la loi de Hooke :

o=E.¢

A faible déformation, I’approximation d’une déformation linéaire peut étre établie et la loi de
Hooke peut étre appliquée. Le module d’Young de chaque gel a été¢ déterminé comme la pente
initiale de la courbe contrainte-déformation tracée pour des compressions du gel d’environ
10%. Des expériences de compression ont donc été réalisées pour les différentes formulations

de gels synthétisés.
I1.4.1.Compression de gels synthétiques

Une fois synthétisés, les hydrogels sont lavés dans leur solvant aqueux et laissés gonfler au
moins 24h afin qu’ils atteignent leur équilibre thermodynamique. Leurs modules d”Young sont
déterminés a partir des expériences de compression.

La littérature est riche en exemples d’hydrogels dont la composition est sélectionnée afin
d’obtenir les propriétés mécaniques, de gonflement, de délivrance de molécules souhaitées.
Dans ces exemples, ’augmentation du pourcentage massique de polymere dans la formulation
entraine, dans la quasi-totalité des cas, une augmentation de la rigidité du matériau final®*®, Il
en est de méme du taux de réticulation, dont ’augmentation entraine une rigidité plus grande

du matériau ainsi qu’un gel souvent plus compact, avec un gonflement réduit.
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Figure 140: Résultats des modules des gels formulés par le premier plan d’expériences avec la f-CD-m-POE et
mesurés en compression. Les croix représentent les formulations qui n’ont pas pu étre mesuré car trop molles.

Les gels synthétisés a base de B-CD-m-POE selon le premier plan d’expériences ont été mesurés
en compression et les valeurs de module trouvées ont été représentées sous forme
d’histogramme sur la Figure 140. Ce plan d’expériences n’a pas ¢té finalisé car certaines
formulations, trop molles, n’ont pas pu étre mesurées en compression. Dans un souci
d’économie de matiére, nous avons donc choisi de ne pas réaliser toutes les expériences. Ces
expériences nous ont permis de faire plusieurs remarques quant a I’influence de la formulation
sur la rigidité finale des hydrogels. On constate tout d’abord en comparant les gels 3 et 5 que le
pourcentage massique en polymere joue bien un rdle dans la rigidité finale du matériau. En effet
le gel 5 contenant 10 %m de polymeére est si mou qu’il ne peut pas étre mesuré en compression
sans étre endommagé tandis que le gel 3 a 30 %m en polymere est le gel le plus rigide de la
série. En comparant les gels 1 et 13 par exemple, on peut voir I’influence du taux de réticulation.
En effet, plus une formulation est riche en tétrathiol par rapport au dithiol, plus son taux de
réticulation est important et plus son module semble élevé. Le gel 1 ne contenant que du
tétrathiol apparait plus rigide que le gel 13 pour le méme pourcentage massique. La méme
remarque peut €tre faite en comparant les rigidités des gels 8 et 9. La rigidité du gel 7 apparait

peu cohérente avec les observations précédentes. Il s’agit peut-€tre d’un point aberrant.
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Figure 141 : Résultats des modules des gels formulés par le deuxiéme plan d’expériences avec la f-CD-m-POE et
mesurés en compression.

Les résultats du deuxiéme plan d’expériences suggerent la méme tendance (Figure 141), les
gels 9.2 et 13.2 a respectivement 21 et 23 %m de polymere sont plus rigides que le gel 4 4 16
%m. Le gel 2.2 est le plus mou car il n’est constitué¢ que de dithiol qui ne participe pas a la
réticulation du gel de fagon aussi marquée que le tétrathiol. Seule la formulation 1.2 ne semble
pas obéir a ces regles. Cependant, des imprécisions peuvent venir de la méthode de mélangeage
(en Y) utilisée pour ces syntheses. On a pu noter que les changements opérés dans le deuxiéme
plan d’expériences, a savoir augmenter le %om de plusieurs formulations, ont permis de pouvoir
synthétiser et mesurer en compression les gel 2 et 4 pourtant attendus comme les plus mous de
ce plan d’expériences.

Les parametres choisis pour les plans d’expériences, permettent bien d’obtenir des gels aux
modules en compression variés et dans les ordres de grandeurs recherchés. Des mesures en
microscopie a force atomique ont ensuite été réalisées afin de déterminer si I’isomérisation des

4F-AZO au sein du gel permet un contrdle de ses propriétés mécaniques.

[1.5.Caractérisation des propriétés mécaniques des hydrogels par microscopie

a force atomique (AFM)
La microscopie a force atomique (AFM) est une technique de microscopie a champs proche qui
scanne la surface d’un échantillon en mesurant ses forces d’interactions avec la sonde. Cette

technique est classiquement utilisée pour deux types d’analyse, de la morphologie de surface

(imagerie) et de la caractérisation de propriétés mécaniques. Elle a déja été utilisée pour
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analyser les propriétés mécaniques d’hydrogels et a été utilisée ici pour évaluer la dépendance
entre la rigidit¢ des gels macromoléculaires contenant du 4F-AZO et de la B-CD, et la

configuration des 4F-AZOs contrdlée par irradiation a 415 et 530 nm.
I1.5.1.Théorie et méthode

L’AFM a été développée en 1986°+ et peut fournir des images en trois dimensions de la surface
de matériaux avec une résolution moléculaire, voire atomique dans certains cas. La sonde
utilisée par ’AFM est une pointe, généralement pyramidale ou conique, de taille
micrométrique. Cette pointe est montée au bout d’un bras de levier qui se déforme lorsque la
pointe approche, touche ou se retire d’une surface. Un laser pointant sur 1’arriere du levier est
réfléchi sur un photodétecteur a quatre cadrans (photodiode), ce qui permet d’enregistrer la
déformation du levier (Figure 142). Grace a la photodiode, les déflexions verticale et
horizontale du levier sont mesurées au cours du balayage de la surface d’intérét, renseignant

sur I’angle de déflexion du levier et donc sur les caractéristiques de la surface sous-jacente.

Figure 142 : Schéma de principe de I'AFM. Un laser arrive sur le levier et s'y réfléchit jusqu'a la photodiode qui
acquiert le signal.

Chaque levier est défini par sa constante de raideur (k), qui dépend de ses propriétés mécaniques
et de ses dimensions. Le levier est le capteur de force de I’AFM, sa déformation induite par une
force dépend de sa raideur d’apres la loi de Hooke. En fonction de 1’application recherchée, il
est nécessaire de travailler avec un levier de raideur adaptée. Par exemple, pour 1’analyse de
morphologies de surface, le levier ne doit pas déformer ni endommager 1’échantillon alors que
pour I’étude mécanique de surfaces par courbes de forces, il faut que le levier soit capable de
déformer légerement cette surface. Un levier de raideur faible ne permettra pas de déformer un

matériau treés rigide comme un levier de raideur importante ne permettra pas de mesurer de
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faibles forces.

Différents types d’interactions, attractives ou répulsives, peuvent entrer en jeu lors d’une
mesure par AFM. Elles sont classées en fonction de leur distance d’action : forces a trés courte
portée (0 a 1 nm), forces a courte portée (1 a 10 nm), forces a longue portée (au-dela de 10 nm).
A longue portée, ce sont les forces électrostatiques qui priment. Elles peuvent étre dues a la
présence de charges sur 1’échantillon ou a la présence d’un potentiel appliqué sur celui-ci. Les
forces a courte et trés courte portées englobent les forces de Van der Waals, attractives, les
forces « chimiques », lorsque des atomes de la pointe peuvent réagir chimiquement avec des
atomes de la surface, et les forces d’adhésion et de capillarité. La force de capillarité est due a
I’eau présente dans 1’air, le cas échéant, qui se dépose en fine couche sur tout I’échantillon et
génere un ménisque a I’approche de la pointe. La force d’adhésion est conséquente lors de
I’étude de matériaux comme les polymeres qui possédent une forte adhésion de surface. Ces
interactions peuvent étre mesurées en effectuant des courbes d’approche-retrait ou courbes de
force. Elles donnent les forces subies par la pointe en fonction de sa distance a la surface de
I’échantillon.

Il existe plusieurs modes de fonctionnement d’un AFM, a utiliser en fonction de 1’information
recherchée et de la nature de 1’échantillon. Pour les comprendre, nous expliciterons le potentiel

244

de Lennard-Jones*". Il décrit la force d’interaction entre deux atomes i et j telle que I’énergie

potentielle produite par ces atomes soit :

~ Ro 12 Ro 6
Viy(r) = 4e [(a) ‘(E)

avec Ry la distance interatomique pour laquelle le potentiel change de signe, € la profondeur du

puits ou I’énergie d’interaction est minimale, rj; la distance entre les deux atomes i et j. Le terme
en r % décrit les forces attractives de Van der Waals alors que le terme en r'? représente la

répulsion entre deux atomes (Figure 143)**.
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Figure 143 : Potentiel de Lennard-Jones et modes d’action de I’AFM en fonction de la distance pointe-échantillon.

Trois zones se dégagent du tracé du potentiel de Lennard-Jones, en fonction de la distance entre
la pointe de I’AFM et de 1’échantillon, correspondant a trois modes d’action de I’AFM (Figure
143).

Le mode contact s’effectue dans la zone ou les forces exercées sur la pointe sont répulsives. Ce
mode permet de caractériser la topographie de 1’échantillon en suivant la déflexion du levier
lorsque la pointe est en contact avec sa surface. Pour cela, on peut, soit mesurer la force
d’interaction a hauteur constante du levier par rapport a la surface, soit suivre la position du
levier a déflexion constante. La limite principale de cette méthode est le risque d’endommager
la surface de 1’échantillon, ou la pointe, car la pression appliquée par celle-ci peut s’avérer
importante lors du balayage de la surface. Il s’agit d’un inconvénient d’autant plus grand que
I’on veut analyser des matériaux mous.

Le mode contact intermittent, ou dynamique, a ét¢ développé par Martin ef coll. en 1987 pour

pallier ces limites®

. Dans ce mode, la pointe oscille a sa fréquence de résonnance juste au-
dessus de la surface de 1’échantillon. Lorsque la pointe interagit avec la surface, I’amplitude
des oscillations et leur phase sont modifiées respectivement par la topographie et la dureté de
I’échantillon. L’avantage de cette méthode par rapport au mode contact est la diminution des
forces de contact et donc un risque moindre d’abimer 1’échantillon. Cette méthode est cependant

moins rapide a exécuter que la précédente. L’expérimentateur devra donc faire un compromis

entre une plus grande qualité d’analyse ou un temps plus court.
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Le mode non-contact travaille dans le domaine ou les forces attractives priment. Dans ce mode,
la pointe n’entre jamais en contact avec 1’échantillon, elle est conservée a distance fixe de la
surface et oscille a une fréquence proche ou égale a sa fréquence de résonnance. La déflexion
du levier est enregistrée et elle n’est due qu’aux interactions attractives existant entre la pointe
et I’échantillon. Ce mode de fonctionnement concerne essentiellement les expériences menées
sous vide.

Dans ce travail nous avons utilisé I’AFM afin de déterminer les propriétés mécaniques locales
d’échantillons d’hydrogel. A ces fins, I’AFM est utilisé en mode de mesure de force par contact,
souvent appeler mode spectroscopie de force, la pointe enregistre la force appliquée en fonction
de la distance qu’elle parcourt en indentant le gel. La courbe de force ainsi tracée permet
d’extraire le module d”Young du gel grace a la constante de raideur du levier et a 1’application
d’un modéle mécanique a I’échantillon étudié. La constante de raideur est déterminée par une
calibration sur un substrat connu, ici une lame de verre. Le mode¢le de Hertz est le plus souvent
utilis€ pour décrire le comportement d’hydrogel dans leur domaine d’élasticité, avec le
coefficient de Poisson (v) adapté au polymére d’intérét, souvent 0,5 pour des gels de gélatine®*’
et de 0,45 4 0,5 pour des gels de POE?**!, La valeur de 0,5 sera considérée ici, correspondant a
I’hypothése que sur de tres faibles indentations, les gels macromoléculaires sont
incompressibles. La forme de la pointe sera considérée comme un cone de demi-angle 17,5°.
Ce mode d’acquisition de données et ce modele ont permis de tracer des courbes de force pour
plusieurs gels et d’analyser ainsi la rigidit¢ de ces matériaux en différents points, a différents

temps et pour différents états d’isomérisation du 4F-AZO.
I1.5.2.Résultats des analyses AFM

Afin de mettre au point la préparation d’échantillon et la méthode, des gels sans B-CD ont tout
d’abord été analysés en AFM par spectroscopie de force. Puis des gels macromoléculaires

photo-stimulables sont ensuite mesurés en présence d’irradiations in situ.
11.5.2.1.Gel sans -CD

Un gel formé a partir de terpolymere et de tétrathiol, sans cyclodextrine, a ensuite été étudié
afin de déterminer si I’isomérisation des 4F-AZOs contenus dans le gel suffit a entrainer un
changement de propriétés mécaniques du gel. En effet, certaines études ont montré que
’isomérisation d’un azobenzéne contenu dans des gels de POE'® et de polyacrylamide?*?
permettait le controle des propriétés mécaniques de ces gels. Plus précisément, Rosales et coll.

montrerent, en rhéologie, que le module de stockage de gels de POE pouvait chuter de 3 a 8%
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environ, selon la formulation, lors de 1’isomérisation trans—>cis. Les propriétés initiales des
gels pouvaient étre retrouvées apres 1’isomérisation retour, moyennant une certaine fatigue. De
la méme fagon, Lee ef coll. intégrérent un azobenzéne dans un gel de polyacrylamide puis
mesurerent par AFM le module d’Young de ces gels avant et aprés irradiation a 365 nm. Sur
quatre formulations préférentielles, deux formulations montrent une rigidification (de 1,1 a 2,5
fois) apres irradiation. Les deux autres montrent une diminution de module, I’une de 20% et
I’autre de 80%. Il n’est donc pas exclu que, méme sans la présence de B-CD, les hydrogels
macromoléculaires contenant du 4F-AZO aient des propriétés mécaniques photo-stimulables.

Le gel sans B-CD préparé est fixé sur une lame de verre avec du vernis et recouvert d’une goutte
d’eau (Figure 144a.) avant d’étre analysé. Pour le suivi, en fonction des irradiations, des
propriétés mécaniques du gel sans B-CD, des courbes de forces sont relevées a intervalle de
temps régulier en un point du gel, en méme temps irradi¢ a 415 nm ou a 530 nm (Figure 144b.).
Le gel est irradi€ in situ par la lumiere bleue puis verte a I’aide d’une fibre optique amenée a
I’intérieur du microscope. Il semble ici que la lumicre n’ait pas d’influence sur la tenue
mécanique du gel mesurée par AFM, qui semble stable au cours du temps malgré la présence
de variations importantes. Ces variations peuvent étre dues a la proximité entre la pointe AFM

et I’interface eau/air qui peut induire des forces parasites sur la pointe.

a. b.
| /
I /
/
Interface eau/air
@ « 4 Goutte d’eau
( ,;4 Lame de verre

Figure 144 : a. Représentation schématique du montage de 1’échantillon pour I’analyse AFM et b. suivi de la
rigidité en un point au cours du temps sous irradiation par AFM pour un gel sans 3-CD.
Plusieurs hypotheses peuvent étre formulées a la suite de ces résultats :
- L’isomérisation d’AZOs en tant que groupes pendants, non intégrés au réseau qui forme
le gel, n’affecte pas les propriétés du matériau. En effet dans les cas de Rosales et coll.

et de Lee et coll., I’azobenzéne est I’agent réticulant du réseau de I’hydrogel, il fait donc
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partie intégrante de la maille.

- La formulation choisie n’est pas optimale pour observer des variations de tenue
mécanique. Comme montré par les précédentes études, la formulation des gels a une
influence non négligeable sur I’amplitude de la réponse photomécanique.

- Le bruit de fond important obtenu pendant ces mesures cache 1’amplitude de la réponse
a la lumiere, qui, comme revu précédemment, n’est pas toujours supérieure a 10%.

Les analyses suivantes ont été faites sur des gels formulés avec de la B-CD, afin de discuter ces

hypotheses avec plus d’éléments.
11.5.2.2.Gel avec f-CD

Des hydrogels de différentes formulations contenant a la fois terpolymeére et 3-CD sont analysés
aprés gonflement d’au moins 24h en AFM (Figure 145). Plusieurs groupes de recherche ont
obtenu des résultats concluants en irradiant des hydrogels contenant des AZOs et CDs comme
groupements pendants de polymeres variés. Tamesue et coll. ont par exemple montré que les
propriétés rhéologiques de gels a base de PAA et de curdlane pouvaient étre contrdlées de
manicre réversibles entre des viscosités de 45 Pa.s et 9 Pa.s grace aux interactions AZO/CD

photoréversibles'6?

. Rosales ef coll. montrérent de facon similaire, que la présence d’AZOs et
de B-CDs comme groupes pendants sur de I’acide hyaluronique a permis 1’obtention
d’hydrogels a rigidité photocontrolable par irradiations UV et bleue!®*. Les propriétés
mécaniques de ces gels ont été controlées entre des modules 1 kPa et 650 Pa, déterminés en
rhéologie. Les gels développés par Jorge Royes Mir contenant un réseau chimique créé par
réaction maléimide-thiol et un réseau physique basé sur la complexation photocontrdlable entre
AZO et B-CD ont été étudiés par AFM. 1l a été montré que le module d’Young de ces gels
perdait 50% au cours de ’isomérisation trans=>cis'®. L’isomérisation inverse a permis de
retrouver les propriétés mécaniques initiales minorées d’une faible fatigue. L’objectif des
expériences suivantes a été de déterminer si les hydrogels synthétisés possedent des propriétés
mécaniques photo-stimulables et avec quelle amplitude. Dans ce cas un second objectif aurait
été d’optimiser cette réponse par la formulation. Un matériau possédant une grande amplitude
de réponse est considéré comme préférable a un matériau dont les propriétés ne changent pas

sensiblement en fonction de 1’irradiation.
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Figure 145 : Photographies d’une tranche d’hydrogel vue sous le microscope et des leviers AFM surplombant
I’hydrogel.

Dans un premier temps, trois gels synthétisés avec de la B-CD sont analysés (Figure 145) selon
le méme protocole que pour le gel sans B-CD, c’est-a-dire, un point de la surface est choisi pour
y enregistrer des courbes de force au cours du temps. L’analyse comprend un temps sans
irradiation, puis une illumination bleue qui isomérise les azobenzénes majoritairement sous
forme cis en forme frans. Une illumination verte suivra afin de ramener les azobenzeénes a un
état cis.

Un gel tres mou (5.3, E=1 kPa) et un gel plus rigide (9.2, E=25 kPa) ont été analysés, comme
précédemment, sur lame de verre (Figure 146a. et b.). Selon ce protocole, on a observé, a chaque
fois, d’importantes fluctuations sur le tracé du module d”Y oung au cours du temps, comme dans
le cas du gel sans B-CD. Ce phénomeéne parasite est certainement dii a la proximité entre la
pointe et I'interface eau/air. Le choix du levier peut également influencer la mesure. En effet,
le gel « rigide » a été analysé avec le levier C, le plus mou, de k=0,015 N.m™!. Peut-étre est-il
trop mou pour déformer correctement le gel. Ce protocole ne semble en tout cas pas permettre

de conclure a un effet des irradiations successives sur la rigidité des gels.
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Figure 146 : Résultats des analyses par AFM de a. un gel mou (5.3, Ex1 kPa), b. un gel rigide (9.2, E=25 kPa), c.
un gel mou (5.3pmso, E~1 kPa) dans la BioCell® et d. un gel de rigidité moyenne (F3) dans la BioCell® analysé
par cartes de forces. Les barres d’incertitudes représentent I’intervalle de confiance a 95% (k=2).

Une troisiéme expérience a été réalisée en placant 1’échantillon de gel mou (1 kPa en
compression) sur une lamelle de verre, dans une cellule BioCell®, un porte-échantillon fermé
par un joint hermétique (Figure 147). De cette fagon, la mesure devrait étre moins influencée
par la proximité¢ de l’interface eau/air ainsi que par I’évaporation de l’eau qui recouvre
’échantillon. La mesure utilise un levier MLCT-D de constante de raideur k=0,0379 N.m',
plus rigide que le levier MLCT-C. Ici, I’utilisation de la BioCell®, ainsi que celle d’un levier
adapté, semble avoir un vrai impact sur le bruit de la mesure, qui est significativement réduit
par rapport aux expériences précédentes (Figure 146c¢.). La tendance de la courbe expérimentale
a augmenter en pente douce jusqu’a I’atteinte d’un plateau s’apparente a une stabilisation
thermique, processus lent et indépendant des irradiations. Il apparait donc nécessaire de
stabiliser la température de bain, ou de la salle. Une irradiation rouge a été appliquée a
I’échantillon en début d’expérience afin d’étudier 1’effet de I’irradiation indépendamment de sa

longueur d’onde. Considérant que la modification des propriétés mécaniques sur cette portion
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de la courbe est liée a un effet thermique, le matériau ne semble pas sensible a la lumiére rouge.
I1 n’est malheureusement pas plus sensible aux lumicres bleue et verte appliquées par la suite.
Compte tenu de la littérature sur le sujet et des conclusions du Chapitre 2, le résultat attendu
pour une telle expérience aurait ét¢ la diminution du module d’Young lors de I’irradiation bleue
conduisant a I’isomérisation cis—>trans du 4F-AZO. Ce n’est pas ce que 1’on observe ici. Les
résultats ne laissent pas non plus entrevoir de rigidification du matériau lors de I’isomérisation
retour vers ’isomeére cis. Cette expérience nous pousse a conclure que 1’isomérisation des

azobenzenes de cet hydrogel n’a pas d’influence sur ses propriétés mécaniques.

Figure 147 : Photographies de a. un échantillon pour I’analyse AFM, tranche de 1mm d’épaisseur environ, b. de
la téte AFM au contact d’un échantillon sur lame de verre irradi¢ a 415 nm, c. du microscope utilisé pour I’AFM
et d.de la BioCell® contenant un échantillon fixé sur lamelle de verre et immergé dans 1’eau.

Chacune de ces expériences n’étudie les propriétés mécaniques du gel au cours du temps qu’en
un point. Un point dont la stabilité peut varier en fonction de ’adhérence du gel a la lamelle de
verre support ou de la déformation du matériau. Afin de s’affranchir de cette incertitude de
mesure, la dernieére expérience décrite ici enregistre des cartes de force au cours du temps sur
un échantillon de gel de formulation F3 placé dans la BioCell® sous atmosphere thermostatée
(23°C). Une carte de 4 pm? a 1024 pixels est enregistrée avant le début de I’expérience et une
seconde a la fin (Figure 148). Ces cartes sont précises mais longues a acquérir, ¢’est pourquoi
seulement deux sont enregistrées en début et fin d’expérience. Chaque carte de la cinétique

balaye 1 pm? divisé en 256 points. Chaque point du graphique (Figure 146d.) représente la
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moyenne des modules trouvés sur une carte. Pendant 1’acquisition, 1’échantillon est de nouveau
soumis a trois irradiations. Ce graphe ne semble pas montrer clairement une dépendance a la

configuration des 4F-AZO.

Pente Module d”Young
Avant irradiation:
¢ 4
Apreés irradiations
bleu-vert-bleu:
L4 L4

Figure 148 : Résultats des analyses par cartes de force sur le gel F3. Les cartes de gauche représentant la pente de
I’échantillon et les cartes de droite représentent le module d"Young. Les cartes sont enregistrées sur une surface de
2x2 um? divisée en 32x32 pixels, avant et aprés exposition aux irradiations.

Selon la méme tendance, les cartes enregistrées en début et fin semblent presque identiques. Le
module moyen mesuré sur 4 um? (1024 mesures) n’a pas varié au cours des irradiations, il est

passé de 10 kPa a 9,7 kPa.
11.5.2.3.Discussion et limites du modele

La microscopie par AFM, et notamment des expériences d’indentation et de courbes de forces,
se sont révélées de bons instruments pour la mesure de rigidité de matériaux mous comme les
hydrogels. Elle a notamment permis, dans cette étude, la mesure des propriétés mécaniques de
gels macromoléculaires au cours du temps sous irradiation in sifu, ainsi que 1’acquisition de
cartes de forces sur ces matériaux. Cependant, il existe des limites aux expériences menées ici,
essentiellement relatives a la valeur du coefficient de Poisson ainsi qu’a la pointe utilisée.

Lors d’une déformation en compression, le coefficient de poisson quantifie I’expansion du
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matériau dans les directions orthogonales a I’axe de compression~"°. Dans cette étude, la valeur

202



Chapitre 3 : Synthése et caractérisation d’hydrogels photo-stimulables

de 0,5 a été considérée pour des gels macromoléculaires a base de POE. Cette valeur est valide
dans le cas de gels modeles incompressibles et elle est le plus souvent juste pour de faibles
déformations, comme c’est le cas lors des expériences de nanoindentation. Cependant, des

études ont montré que cette valeur était sujette & diminuer dans le cas de gel de POE?*

, et ce
phénomeéne est d’autant plus marqué que le gel posséde un taux de gonflement important>*’. Le
modeéle de Hertz adapté a une pointe conique a été décrit par Lin et coll.>° tel que :
E.2tana.5?
S -y

avec F la force appliquée par la pointe sur le matériau

E le module d’Young du matériau

a I’angle de demi-ouverture du cone

0 la profondeur d’indentation

v le coefficient de Poisson du matériau
En conservant tous les paramétres de ce modéle constants, cette formule montre que pour une
variation de v de 0,5 a 0,3 (matériau incompressible a matériau compressible), le module
d’Young calculé par le modéle varie d’environ 20%. Il est donc possible que 1’écart de module
d’Young observé entre la compression et les mesure en AFM sur le gel 5 trés mou, soient dues
a un coefficient de Poisson imprécis car ce gel possede un taux de gonflement élevé. Une
seconde limite de I’AFM dans la caractérisation des propriétés mécaniques de matériaux mous
est le choix de la pointe AFM utilisée pour déformer le gel pendant la mesure. L utilisation de
pointes coniques peut poser probléme avec des gels trés mous dans la mesure ou elles risquent
de traverser I’échantillon plutot que de le déformer. Pour limiter cette difficulté, ’utilisation de
microsphere de verre en bout de pointe AFM a été employée dans la littérature et a montré de
bons résultats pour la mesure de propriétés mécaniques d’hydrogels**>?>!, Un défaut de ces
microspheres est qu’elles sont soumises a de plus grandes forces d’adhésion au moment du
retrait que des pointes coniques. Les gels synthétisés avec de la f-CD montrent déja une grande
adhésion a la pointe, I’utilisation d’une pointe qui exacerbe ce phénomene n’est pas souhaitable
ici. Les choix expérimentaux doivent donc étre le résultat du meilleur compromis. Pour des
matériaux mous de type hydrogel, il peut donc étre délicat de corréler les valeurs de rigidité
trouvées en compression avec celle déterminées en AFM. Dans notre cas, qui plus est, les
mesures de compression sont réalisées a 1’air alors que les échantillons AFM sont immergés

dans 1’eau ou le PBS.

Malgré ces limitations, au cours d’'une méme expérience, tous parametres étant égaux, il a été
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possible d’observer le comportement de gels macromoléculaires soumis a la lumiere. Le
protocole a été optimis€¢, notamment par 1’utilisation d’un module BioCell® et de
I’expérimentation en milieu thermostaté. Il apparait cependant, que, lors de ces expériences,
I’irradiation n’entraine pas de changement des propriétés mécaniques des hydrogels ; cela
malgré 1’isomérisation des azobenzénes qu’ils contiennent. En effet, I’association physique
entre B-CD est azobenzene aurait dii permettre au matériau de gagner en mobilité, se ramollir,
avec un 4F-AZO sous forme trans alors que son isomeére cis aurait di créer des interactions
physiques conditionnant la maille. Il ne semble pas que cela soit ce qu’il se produise ici. Il avait
¢été déterminé dans le Chapitre 2 que les constantes d’association entre les isomeres du 4F-AZO
dans la B-CD ¢étaient non nulles et différentes, plus élevées pour la forme cis. Que pourrait-il se
passer qui empéche le complexe de se faire, ou se défaire, menant ainsi aux propriétés
souhaitées ?

Une hypothése a été développée au cours des observations par AFM et de leur comparaison au
systeme développé par Royes-Mir ef coll. pour expliquer I’absence de réponse du systéme
¢tudié ici. Une différence majeure entre ces deux systémes, hormis la nature de I’azobenzéne,
est la présence d’un systéme polymére comme support du gel. Les fonctions azobenzénes et
maléimides du terpolymere sont présentes en bout de branches pendantes sur un squelette
méthacrylate (Figure 149a.). La présence de cette matrice polymére apporte probablement
beaucoup de mobilité au systeme global. A I’inverse, le gel développé par Jorge Royes-Mir
schématisé Figure 149b. possede plus de cohésion. Il semblerait que, dans un tel matériau, les
associations et décomplexations successives entre azobenzeénes et cyclodextrines soient a
I’origine d’une déformation se propageant de proche en proche dans la masse du gel, en le
déformant. Dans le cas du systéme étudi¢ dans cette thése, le support polymere limite
probablement la propagation d’une déformation, car ses chaines déformables ont la capacité
d’absorber les déformations, résultant en un effet macroscopique moindre, voire absent. Dans
la littérature, déja répertoriée dans le premier chapitre de cette these, le groupe de Wu a
développé un hydrogel photo-stimulable basé sur les interactions entre un tétra-méthoxy-AZO
et une B-CD, tous deux greffés sur un PAA!* alors que Yan ef coll. ont développé un gel basé
sur ces mémes interactions mais sous forme de dimeéres capables de s’autoorganiser par
’intermédiaire de liaisons hydrogénes'®®. Ce deuxiéme gel a la capacité de passer d’une
solution, avec le tétra-méthoxy-AZO sous forme cis, a un gel au module de stockage pouvant
aller jusqu’al00 kPa lorsque le tétra-méthoxy-AZO sous forme trans se complexe a la f-CD.

De telles amplitudes en rigidité n’ont, & ma connaissance, pas été publiées avec des systémes
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AZO/CD supportés par des polymeres. Cet exemple met en perspective le role que peut jouer
le support des molécules hotes et invitées dans la conception d’un matériau aux propriétés
macroscopiques stimulables. Il souligne la réflexion nécessaire sur le type de support a choisir
en fonction de I’application visée. Pour un systéme réversible rapidement, aux propriétés

répondant a la lumicre, le gel de Jorge Royes-Mir est idéal.

a.
415 nm
—
pe———
530 nm
b AR
366 nm
—
415 nm
o ‘o -e N
PMMA AZO complexé AZO décomplexé POE Maléimide B-CD POE-SH

Figure 149 : Comparaison schématique du systéme gel utilisé dans cette thése (a.) et de celui utilisé par Jorge
Royes-Mir'® (b.).

Afin de connaitre le phénomene qui empéche les gels synthétisés de répondre a la lumicre
comme attendu, nous avons étudi€ par la suite le comportement du terpolymere en solution dans

I’eau et dans certains solvants organiques, seul et en présence de B-CD ou de dérivés de B-CD.

II1.Etude des propriétés du terpolymeére et de son interaction avec

la g-CD

Les résultats obtenus en AFM peuvent étre reliés aux observations de cryo-MEB pour lesquelles
nous avions émis cinq hypotheses (I1.2). Ils nous permettent de conserver deux de ces
hypothéses quant a I’absence de réponse mécanique a la lumiere.

Nous avons premierement montré par UV-Visible que la lumiere déclenchait bien

I’isomérisation des 4F-AZOs. Ensuite, une supposition formulée dans ce paragraphe concernait
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la possibilité¢ que I’isomere trans se lie mieux que le cis au 4F-AZO a la B-CD au sein du gel.
Les résultats d’AFM nous permettent de conclure que cela n’est visiblement pas le cas
puisqu’aucune des isomérisations directe ou retour n’a semblé entrainer de changement dans
les propriétés mécaniques locales des gels analysés. Il est donc possible que les observations en
cryo-MEB soient liées a une inhomogénéité du gel échantillonné. II reste donc a étudier les
deux hypothéses restantes face au constat « le gel ne change pas de rigidité avec la lumicre », a
savoir :
- 1l est possible que le complexe ne se forme pas entre le 4F-AZO-terpolymere et la -
CD-m
- 1l est également possible que la complexation et décomplexation n’induise pas de
contraintes assez fortes pour réorganiser le matériau et entrainer des modifications de
ses propriétés mécaniques.
Pour déterminer la validité de la premicre hypothése, nous avons étudié la complexation entre
le terpolymére et la B-CD commerciale trés soluble dans I’eau par des méthodes
spectroscopiques, UV-Visible et RMN. Des analyses en diffusion de la lumiere viendront
¢toffer I’étude du comportement du terpolymeére en solution aqueuse. Cette étude a été réalisée
en collaboration avec le laboratoire de I'IMMM, au Mans. Certaines analyses comme la RMN
NOESY (Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY ) et la diffusion de la lumiére ont été faites
par ces collaborateurs, les résultats ayant été discutés de concert et font I’objet d’un article en

cours d’écriture.
[I1.1.Complexation de 4F-AZO-terpolymeére avec la B-CD ?

La premicre étape de cette partie a consisté a étudier la complexation entre le 4F-AZO porté
par le terpolymere et la B-CD commerciale puisqu’il s’agit du systéme le plus simple a étudier
dans un premier temps, et puisque I’on a déja montré que le 4F-AZO-POE libre pouvait se

complexer avec cette B-CD dans I’eau.
III.1.1.Propriétés spectrales du terpolymere en contact avec la B-CD

En solution, la formation d’un complexe entre azobenzene et B-CD peut étre suivie par le
déplacement des bandes d’absorption de 1’azobenzéne en UV-Visible, comme utilisé¢
précédemment pour déterminer la constante d’association du 4F-AZO-POE avec la B-CD
(Figure 150a.). Une solution de terpolymere protégé majoritairement trans est préparée dans

une solution de NaCl a 0,15 mol.L! afin d’imiter les conditions expérimentales utilisées en
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biologie. La B-CD également solubilisée est ajoutée en quantité croissante selon un protocole
de dosage. La Figure 150b. ne montre aucun déplacement des bandes de I’AZO du terpolymeére
avec I’ajout de B-CD alors que le 4F-AZO-POE en interaction avec celle-ci montrait clairement
un déplacement de la bande d’absorption n—>1*. Il semble donc que, comme présupposé, le

complexe ne se forme pas en solution aqueuse.
a.

Figure 150: Spectres d’absorbance UV-Visible et zoom sur la zone de la bande n>1* des différentes solutions
des dosages par la f-CD commerciale des a. 4F-AZO-POE-T dans I’eau et b. 4F-AZO-terpolymére protégé
majoritairement trans en solution saline [NaCl]=0,15 mol.L"".

De la méme fagon que pour étudier la steechiométrie des complexes 4F-AZO-POE / B-CD, la
RMN peut permettre d’attester la complexation du 4F-AZO du terpolymeére avec la B-CD en
suivant le déplacement chimique des signaux aromatiques de la molécule invitée avec 1’ajout
de molécule hote. Cette expérience est réalisée dans D20 et les échantillons sont analysés par

RMN 'H et '°F.
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Figure 151 : Spectre RMN de dosage du 4F-AZO greffé sur le terpolymeére par ajouts de f-CD dans D>O en suivant
la position des signaux des a. protons aromatiques de I’azobenzéne en RMN 'H et b. fluors portés par I’azobenzéne

en RMN '°F.

Dans I’eau, les protons aromatiques du 4FAZO générent des signaux extrémement larges, signe

2 ou m-stacking®?® par exemple, qui induit une perte de mobilité

d’une interaction, agrégation®
du bout de chaine. Il est donc difficile d’évaluer avec précision un déplacement chimique. Les
signaux des fluors, en revanche, sont clairement visibles et ne bougent pas avec 1’ajout de
cyclodextrine. Cette deuxieme méthode confirme 1’absence de complexe, ce qui explique
I’absence de réponse a la lumieére du matériau sous I’AFM. Par la suite nous avons voulu

comprendre pourquoi le 4F-AZO du terpolymere ne peut pas étre complexé par la B-CD.
[11.2.Auto-organisation du terpolymere dans 1’eau

En RMN 'H, la présence de signaux trés larges correspondant aux protons azobenzénes laisse
penser que les 4F-AZO sont soumis a des interactions et ne sont pas bien solvatés en solution
dans I’eau. Différentes techniques nous ont permis d’¢lucider cette question, a savoir la

fluorescence, la RMN NOESY, et la diffusion de la lumicre.
II1.2.1. Agrégation

Il est bien connu que les azobenzenes sous forme trans peuvent former du n-stacking entre leurs
deux cycles phényles plans?>*?>_ 11 existe des exemples dans la littérature ou les azobenzénes
greftés sur des polymeéres générent de I’émission induite par agrégation (AIE pour aggregation-

256,257

induced emission) en solution aqueuse Cette fluorescence, peu commune aux
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azobenzenes, est permise par le confinement dans 1’espace des photochromes, dans le cceur de
micelles par exemple. Dans ces conditions, la cinétique de photoisomérisation des AZOs est
significativement réduite. Ainsi, lors d’une excitation dans I’'UV, les AZOs trans ne pouvant
s’isomériser ont la possibilité de se désexciter par I’émission de fluorescence. Cela se traduit
par une augmentation de la fluorescence, tres faible chez 1’azobenzéne libre, lors de la mise en
solution du polymeére dans ’eau. Des expériences ont é€té menées sur le 4F-AZO-terpolymere.
Solubilisé dans un bon solvant, le DMSO, de I’eau est ajoutée en quantité croissante dans la

solution et sa fluorescence est analysée a chaque ajout.

a. b.

Figure 152 : Spectres de fluorescence en émission (ouverture de fente : 6 nm, Aex = 373 nm) du a. 4F-AZO-POE
trans et du b. terpolymere (4F-AZO trans) en solution dans différents solvants.

Le 4F-AZO comme le terpolymére montre de la fluorescence initialement dans le DMSO
(courbe noire « 0% H>O » Figure 152), puis 1’ajout d’eau I’éteint. Le terpolymeére ne montre
donc pas de signe d’un caractere d’AIE. Peut-étre que la présence d’atomes de fluor empéche
la formation de m-stacking. L’extinction de la fluorescence peut €tre due a une agrégation non
organisée des groupements azobenzenes en présence d’eau. Le 4F-AZO est en effet un

groupement trés hydrophobe.
I11.2.2.Repliement

L’utilisation du mode d’analyse NOESY en RMN (expérience réalisée par Inés Hamouda a
I’IMMM) permet de faire visualiser la corrélation des protons proches entre eux dans I’espace.
Il est donc possible d’accéder a des indices sur la morphologie du polymere et d’obtenir des
informations quant aux interactions qui parasitent la liberté des bouts de chaines photo-sensibles
dans I’eau. Le protocole utilisé est le suivant, on compare la NOESY du terpolymeére dans le

DMSO-ds qui solvate bien les chaines a celle d’une solution de terpolymere dans le DMSO-ds
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a laquelle de I’eau deutérée est additionnée lentement sous agitation (voie DMSO). On voit que
dans le cas du DMSO-ds pur (Figure 153a.), les signaux des protons aromatiques sont plus fins
qu’en présence d’eau. Ce qui apparait ensuite clairement est la présence de taches de corrélation
entre les protons du 4F-AZO et ceux du squelette de méthacrylate (Figure 153b.). Cette
observation laisse penser que les bouts de chaines 4F-AZO trés hydrophobes®*® ont tendance a
se replier sur le squelette du terpolymére en présence d’eau. Cela expliquerait 1’élargissement
des signaux aromatiques en RMN ainsi que I’absence de complexation avec la B-CD trés soluble

dans ’eau.

Figure 153 : Carte NOESY du terpolymere sous forme cis dans a. le DMSO-d6 et b. le D,O
par la voie DMSO.

I11.2.3. Micelle unimoléculaire

Afin d’avoir une meilleure connaissance des propriétés du terpolymere dans 1’eau, des analyses
en diffusion dynamique et statique de la lumiere (DLS/ SLS pour Dynamic/Static Light

Scattering) ont été réalisées a I'IMMM sur le terpolymeére dans sa version protégée.
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La Figure 154a. et b. montre une masse molaire apparente trouvée en diffusion de la lumiere
d’environ 40 000 g.mol™! et un rayon hydrodynamique de 6 nm pour le polymére dispersé dans
I’eau sous forme trams (ronds vides) comme sous forme cis (ronds pleins). Ces valeurs
correspondent a celle du polymeére seul et ne tendent pas vers la conclusion d’autoassemblages
intermoléculaires. L’imagerie par microscopie électronique en transmission (TEM pour
Transmission Electron Microscopy) confirme la présence d’objets de tres petites tailles (<10
nm) dans une dispersion du terpolymére dans 1’eau (Figure 154c.). Cependant, la petite taille
des objets ainsi que la qualité limitée du contraste n’ont pas permis d’extraire une distribution

de tailles a partir des résultats de TEM.

Figure 154 : Caractérisation du comportement dans I’eau du terpolymere protégé. Dépendance en concentration
de a. la masse molaire apparente du terpolymeére, de b. son rayon hydrodynamique en fonction de la méthode de
solubilisation utilisée et de 1’isomérisation de 1’azobenzéne. c. Image TEM du terpolymére dans I’eau a 1 g.L"!. d.

Schéma du comportement du terpolymeére en milieu organique et aqueux.

211



Chapitre 3 : Synthése et caractérisation d’hydrogels photo-stimulables

Il est connu que certains systémes appelés « cinétiquement gelés » n’ont pas la capacité¢ de

29 De nouvelles mesures

s’organiser thermodynamiquement par simple dissolution dans I’eau
ont été réalisées en solubilisant le terpolymere dans du DMSO lors d’une premiére étape puis
en y ajoutant de 1’eau sous agitation (voie DMSO). Par cette méthode, on retrouve des masses
molaires et rayons hydrodynamiques trés similaires a ceux de la simple dissolution dans I’eau
(Figure 154a. et b. carrés). Il en est de méme en variant la concentration en terpolymere. Dans
I’eau, il n’y a donc pas de formation d’objets contenant plusieurs chaines de polymeére mais
plus certainement une organisation intra-moléculaire de chaque molécule afin d’exposer le
moins possible les groupements hydrophobes a 1’eau, tandis que les chaines POE permettent la
solubilisation du composé (Figure 154d.).

Synthétiser I’hydrogel dans un systéme 100% aqueux, ne semble pas étre une méthode

permettant de créer les complexes AZO/CD désirés. Nous nous sommes donc intéressés a des

méthodes auxiliaires qui pourraient permettre d’atteindre cet objectif.
II1.3.Alternatives envisagées pour forcer la complexation

II1.3.1.Complexation dans un solvant organique

Différents exemples de la littérature utilisent un solvant organique comme solvant ou cosolvant
afin de créer des complexes hote-invité*®?. Le DMSO solubilise bien le terpolymére comme la
B-CD, on a donc commencé par étudier la présence ou non de complexation par RMN dans le
DMSO-ds. Plusieurs échantillons contenant du terpolymere et des quantités croissantes de 3-
CD sont étudiés en RMN 'H et RMN !°F (Figure 155). Dans ce cas, les signaux des protons
aromatiques du 4F-AZO sont clairs mais ne se déplacent pas avec 1’ajout de B-CD. Il en va de

méme des signaux des fluors.
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Figure 155 : Spectres RMN de dosage du 4F-AZO greffé sur le terpolymeére par ajouts de f-CD dans DMSO-de

en suivant la position des signaux des a. protons aromatiques de 1’azobenzéne en RMN 'H et b. fluors portés par
I’azobenzéne en RMN °F.

Des analyses en RMN DOSY (pour Diffusion Ordered SpectroscopY) ont été réalisées dans le
DMSO-ds et dans le DMF-d;. La DOSY permet de mesurer les coefficients d’autodiffusion
translationnelle des molécules dans une solution. Il devient donc possible de distinguer
différentes molécules d’un mélange car elles n’auront pas les mémes coefficients de diffusion
apparents. Ici, di a leurs masses molaires différentes, la f-CD et le terpolymere devraient avoir
des coefficients de diffusion différents. Une association hote-invitée entre les deux molécules
devrait rapprocher le coefficient de la B-CD de celui du terpolymere. D’apres le Tableau 31, les
deux molécules libres ont des coefficients trés similaires dans le DMSO donc il n’est pas
possible de conclure dans ce solvant. En revanche, dans le DMF, le mélange des deux molécules
ne modifie en rien 1’ordre de grandeur du coefficient de diffusion de la B-CD, assez différents
de celui du polymere. Changer de solvant n’apparait pas comme une solution pour forcer

I’interaction entre le 4F-AZO du terpolymere et la B-CD.

DMSO-ds DMF-d;
Terpolymére 3-107"m?2.s! 5-107m?.s!
Espece libre
B-CD 3,3-107"'m?2.s! 3-10%m?.s!
Terpolymére 3,4-107"°m?2.s! 6-10'm?%.s’!
M¢lange
B-CD 2,9-10m? ! 2,8-107m? !

Tableau 31 : Coefficients de diffusion apparents du terpolymére et de la B-CD seuls et mélangés dans deux solvants

différents mesurés par la RMN DOSY.
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I1 est possible que, dans ces deux solvants, la bonne solubilisation des extrémités AZO les
empéche de chercher un environnement hydrophobe dans la cavité¢ de la B-CD, ce qui ne

favorise pas la complexation.
I11.3.2.Complexation sans solvant

La B-CD est treés connue pour son rdle de solubilisant de molécules organiques tres hydrophobes
dans 1’eau. Or, comment ces molécules insolubles dans I’eau sont-elles insérées dans la cavité
de la B-CD ? Une méthode employée depuis longtemps dans la littérature est celle de broyage

a sec, ou a I’état pate, dans un minimum de solvant®®!,
1I1.3.2.1. Broyage manuel

A I’aide d’un mortier, le terpolymere est broy¢ avec un polymere commercial fonctionnalisé a
60 %m en B-CD (B-CD-polymeére) pendant 1h avant. Le broyat est analysé en UV au cours du
temps, a 15, 30 et 60 min. En spectroscopie UV-Visible il apparait que, avec le 4F-AZO sous
forme trans, la longueur d’onde du maximum d’absorbance varie de 442 nm pour 15 et 30 min
de broyage a 446 nm apres 1h. Ce décalage vers le rouge pourrait suggérer une complexation
des AZOs trans. Dans le cas ou 1’azobenzéne est isomérisé en cis avant le début du broyage, le
maximum d’absorbance de la bande n=>1*, trés aplatie, passe de 424 nm a 426 nm. Cela ne
permet pas de conclure de fagon fiable a la présence d’un complexe. Le mélange broyé est mis
en solution puis laissé reposer a température ambiante pendant plusieurs jours ; le mélange des
deux polymeres en solution n’a pas conduit a la formation de gel physique. Il semble donc que
le broyage n’ait pas permis la formation d’un gel physique par interactions hote-invité.

Une seconde expérience est réalisée avec broyage du terpolymere-4F-AZO-cis et de la B-CD-
2m pendant 30 min suivi de leur solubilisation dans 1’eau. A cette solution est ajoutée une
solution de POE-tétrathiol pour former un gel. L’analyse de ce gel en AFM par cartographie au
cours du temps sous irradiations bleues puis vertes ne montre pas de modification du
comportement mécanique avec I’irradiation. Le broyage permet peut-étre de complexer une
partie des AZOs dans la B-CD, mais, si c’est le cas, I’isomérisation de I’AZO ne suffit pas a

modifier les propriétés mécaniques d’un gel.
111.3.2.2. Mécanochimie

Dans I’optique de tester un protocole de « broyage » plus reproductible que le broyage manuel
mais aussi plus puissant, nous avons utilisé un vibro-broyeur MM400 pour essayer de forcer

I’inclusion des 4F-AZOs du polymere dans la cavité de la B-CD. Il s’agit de mettre les espéces
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a faire réagir dans une jarre tapissée de téflon, d’y insérer des billes en oxyde de zirconium et
d’activer le broyeur a vibration a la fréquence souhaitée. Trois jarres ont été préparées avec A.
le terpolymere seul, B. le terpolymére et de la f-CD-m-POE et C. le terpolymére et de la -
CD-polymere. Les deux produits n’occupant pas assez de place dans la jarre, il est nécessaire
d’apporter un diluant, nous avons choisi le sable de Fontainebleau pour son inertie chimique.
Les jarres sont agitées 30 min pour A. et 1h pour B. et C. a 24 Hz. Apres le broyage, chaque

mélange a été analysé en spectroscopie UV-Visible.

Figure 156 : Agrandissement sur la zone 370-570 nm du spectre d'absorption des surnageants extraits des réacteurs
A (noir), B (rouge) et C (bleu). Les spectres sont standardisés pour mieux voir le décalage de la longueur d’onde
du maximum d’absorbance vers 440 nm.

De la méme fagon qu’avec le broyage manuel, la mécanochimie en présence de p-CD semble
décaler 1égerement la longueur d’onde du maximum d’absorbance de la bande n=>1* vers les
hautes longueurs d’onde. Cependant, les spectres RMN dans le DMSO-ds n’indiquent pas de
décalage des signaux des AZOs et le mélange avec la B-CD-polymére ne conduit pas a la
formation d’un gel physique, ce que l’on aurait pu attendre si la reconnaissance entre

cyclodextrines et azobenzenes avait lieu.

IV.Conclusion

A la fin du Chapitre 2, le 4F-AZO-POE avait ét¢ choisi pour étre greffé sur un terpolymeére pour
la synthése de gels photo-stimulables. Le Chapitre 3 a présenté les différentes briques de
constructions choisies pour la synthese de tels hydrogels a savoir :

- un terpolymere a base d’un squelette méthacrylate possédant des greffons
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fonctionnalisés 4F-AZO, des greffons POE et des greffons fonctionnalisés maléimides,
- des B-CD fonctionnalisés maléimides,
- des POE-thiols commerciaux

Les fonctionnalités de ces briques élémentaires ont été calculées et ce travail a soulevé la
difficulté a quantifier de fagon fiable les fonctions maléimides présentes sur les dérivés de -
CD. Des hydrogels ont ensuite ét¢ formulés a partir de ces briques et des calculs de plans
d’expériences. Les lots successifs de gels synthétisés dans différentes conditions ont permis de
soulever plusieurs parameétres a optimiser au cours de ces synthéses. Plus particuliérement, la
cinétique de la réaction maléimide-thiol a été trés rapide dans les conditions des expériences et
des alternatives ont été trouvées pour la ralentir, notamment, ’utilisation d’un peptide chargé
s’est avéré tres efficace a cette fin. Les gels synthétisés au cours des optimisations ont ensuite
été étudiés a I’état gonflé dans un milieu aqueux. On a montré que le spectre d’absorbance de
ces gels était modifié lors d’irradiations vertes et bleues, signe que les azobenzénes incorporés
dans le matériau ont pu étre stimulés. Les propriétés mécaniques ont été étudiées en
compression montrant que les gels synthétisés posseédent des modules d’Young compris entre
5 et 25 kPa, correspondant a la gamme visée pour I’étude de cellules et tissus cardiaques. Enfin
la tenue mécanique de différents gels a été étudiée sous I’influence d’irradiation lumineuse verte
et bleues par AFM et les gels ont été imagés par MEB. Ces expériences ont fait état de I’absence
de modification des propriétés mécaniques des gels sous irradiation. Or, dans la littérature, les
associations hote/invité entre azobenzeénes et cyclodextrines ont plusieurs fois été utilisées pour
modifier, grace a la lumicere, les propriétés rhéologiques et mécaniques d’hydrogels.
Ce constat nous a poussés a nous interroger sur la nature du phénoméne nous empéchant
d’observer les modifications attendues. Nous avons mis en lumicre que le 4F-AZO porté par le
polymere n’avait pas la capacité a complexer la B-CD, ce qui était plutdt inattendu. En effet,
plusieurs hydrogels photo-stimulables ont déja été synthétisés avec succes par le groupe
d’Anseth a partir d’AZO et de B-CD greffées sur un polymére'®. Cependant, le polymére utilisé
dans ce cas était un acide hyaluronique soluble dans 1’eau, la présence d’un squelette
méthacrylate pourrait changer les propriétés du matériau final, en introduisant des repliement

parasites.
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a. Empilement des azobenzénes b. Effet d’écran des branches voisines

Maléimide

PMMA

Figure 157 : Représentation schématique des hypothéses empéchant les azobenzénes fluorés greffés sur le
terpolymere de complexer la B-CD dans I’eau.

Deux hypothéses ont pu étre stipulées quant au fait que 1’azobenzeéne ne puisse pas complexer
la B-CD en milieu aqueux (Figure 157). D’abord les azobenzenes sont connus pour avoir la
capacité de s’empiler par interactions , lorsque leur géométrie est plane. Plusieurs azobenzeénes
ne pouvant pas complexer la B-CD, cela pourrait expliquer I’absence d’interaction. Une autre
hypothese a été que les longues chaines POE greffées au terpolymeére pour lui procurer sa
solubilité dans 1’eau, puissent agir comme un « écran », entre les azobenzenes, greffés au bout
de chaines plus courtes, et les cyclodextrines. Des expériences de NOESY ont montré que le
terpolymere avait tendance a se replier dans 1’eau en micelles unimoléculaires, permettant
d’exposer le moins possible les groupements hydrophobes au solvant. C’est donc la présence
d’un azobenzene treés hydrophobe ainsi que d’un squelette polymeére hydrophobe qui promeut
’auto-organisation du polymeére dans I’eau et inhibe la complexation des azobenzenes par les
B-CD solubles dans I’eau.

L’¢étape suivante de ce travail a été¢ d’attester des propriétés de biocompatibilité et de ces
hydrogels et de tester leur potentiel pour des applications en tant que porte-échantillon pour la

microscopie photonique.
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Des hydrogels aux caractéristiques mécaniques variées et proches de celles de la matrice extra-
cellulaire cardiaque ont été synthétisés dans le chapitre précédent. Ils ont été congus afin de
servir de support a la culture cellulaire et I’encapsulation de tissus. Dans la derniére partie de
ce manuscrit, nous nous sommes intéressés aux prérequis nécessaires a 1’utilisation de ces gels
pour des applications en biologie ainsi qu’a leur observation par les microscopies confocale et
a feuille de lumiére. L’utilisation d’hydrogels comme porte-échantillons implique que les gels
eux-mémes soient biocompatibles, car la présence de molécules cytotoxiques risquerait de
provoquer de la souffrance cellulaire ou tissulaire non causée par la mécanique de I’hydrogel.
Avant de pouvoir étudier I’influence des gels macromoléculaires sur un tissu, leur
biocompatibilit¢ a donc di étre évaluée. Tout d’abord, les protocoles d’évaluation de la
biocompatibilité ont été mis au point avec des gels modeles d’agarose. Dans un deuxiéme
temps, ce chapitre s’intéresse a I’évaluation de la biocompatibilité des hydrogels en présence
de deux types cellulaires, dont des cellules cardiaques. L’encapsulation de tissus cardiaques de
souris dans les gels et I’observation de ceux-ci par différentes techniques de microscopie ont
ensuite été traitées. La microscopie confocale a permis d’imager des tissus marqués mais non
fixés, et d’en visualiser la construction. La microscopie a feuille de lumi¢re (SPIM) permet en
général d’obtenir une image en trois dimensions d’échantillons épais, avec des temps d’analyses
réduits. Les expériences présentées dans cette partie ont été réalisées en collaboration avec
I’Institut des Maladies Mcétaboliques et Cardiovasculaires (I2ZMC, INSERM) pour la
préparation de cellules, de biopsies, les tests de biocompatibilité et la microscopie confocale.
L’imagerie au microscope a feuille de lumiére est réalisée dans I’équipe STROMALab du

laboratoire RESTORE.

I. Etude de gels modeles d’agarose

Cette partie décrit dans un premier temps I’influence de la rigidité de gels modéles d’agarose
sur la biocompatibilité de cellules cardiaques. Deux lignées cellulaires distinctes ont été
utilisées pour les protocoles d’évaluation de la biocompatibilité. La premicre lignée est celle
des HEK 293T (cellules de rein embryonnaire humain), choisies pour leur disponibilité et pour
leur robustesse, ces cellules sont beaucoup utilisées en recherche car elles sont faciles a cultiver
et a transfecter’®?. La seconde lignée choisie est celle des H9C2 (cardiomyoblastes de rat) car
elles sont issues du myocarde du tissu cardiaque, d’intérét particulier dans ce travail. Cette
seconde lignée a été utilisée dans un deuxiéme temps, pour évaluer la biocompatibilité des

hydrogels macromoléculaires.
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I.1. Sensibilité des cellules a la rigidité de la matrice extra-cellulaire

Dans le cceur, les protéines de la MEC entourent et protégent les cellules qui composent le tissu
cardiaque. La matrice cardiaque est une structure dynamique qui subit synthese et dégradation,
modifiant sa composition dans I’espace et le temps en réponse a des stimuli. La rigidité du tissu
cardiaque subit d’importantes modifications pendant le début de la vie. Notamment, pendant
son développement embryonnaire, la matrice cardiaque humaine se rigidifie, d’'un module
d’Young inférieur a 0,2 kPa, sa rigidité physiologique atteint les 20 kPa a la naissance®®. Le
modele de la souris est pertinent pour 1’étude de I’influence de la rigidité sur le comportement
du tissu cardiaque. En effet, les propriétés mécaniques du tissu murin sont tout a fait similaires
a celles des tissus humains. Il a été montré que la rigidité de surface de ce tissu cardiaque sain
est centrée autour de 18 kPa alors qu’un infarctus du myocarde entraine son augmentation
jusqu’a des valeurs centrées autour de 28 kPa?%*,

Les conséquences de la rigidité de la matricielle sur les comportements de cellules cardiaques
ont déja ¢été mises en évidence. Par exemple, Shapira-Schweitzer et coll. ont étudié
I’organisation de cardiomyocytes néonatals de rats a l'intérieur de gel de fibrine-POE de
module en cisaillement compris entre 8 et 340 Pa (soit un module d’Young entre 20 et 1000 Pa
environ, comparable a la rigidité d’un tissu cardiaque néonatal)?®®>. Aprés quatre semaines de
culture sur ces gels mous, les auteurs ont remarqué que lorsque la rigidité matricielle
augmentait, le nombre de cellules contractiles diminuait. De méme, Jacot et coll. ont montré
que la rigidité de gels de polyacrylamide pouvait influencer le développement de myocytes
ventriculaires néonatal de rat?®®. Ce groupe a mis en évidence que les cellules évoluaient
normalement sur des substrats aux propriétés mécaniques similaires a celle de la matrice
cardiaque (E=10 kPa). En revanche, sur des substrats plus rigides ou plus mous, les cellules
génerent des forces contractiles plus faibles avec des transitoires calciques (impliquées dans la
génération du rythme cardiaque) également plus faibles. L’étude de cellules et tissus cardiaques
dans des matrices de synthése dont la rigidité se situe dans les ordres de grandeurs mentionnés
ici serait donc particulierement intéressante. Certains travaux ont développé des hydrogels a
gradient de rigidités, comprises entre 1 et 40 kPa, pour I’é¢tude de celluleuse adipocytaires ou
cardiomyocytaires humaines avec [’ambition d’apporter de nouveaux ¢éléments a la
compréhension des mécanismes liant rigidit¢ matricielle et comportements des cellules
souches?®7-268,

Une étude de viabilité de cellules en fonction du module mécanique de la matrice environnante
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a été menée en utilisant tout d’abord un gel modele. Pour cela nous avons choisi 1’agarose car
il est utilisé depuis longtemps en biologie pour sa perméabilité a I’oxygeéne et aux nutriments
ainsi qu’a sa biocompatibilité?®>*"°, L.’agarose a notamment été utilisé dans des applications de
thérapie cellulaire pour la cardiomyopathie. Mayfield et coll. ont développé des gels d’agarose
pour I’encapsulation de cellules souches cardiaques. IIs montrérent que, comparé a I’injection
de cellules en suspension, les capsules d’agarose a 3% massique, enrichies avec des protéines
clés de la MEC amélioraient la viabilité, la prolifération et la conservation des mécanismes de
survie des cellules souches cardiaques lors de leur injection in vivo 2!, Le controle de la gélation
de ’agarose par la température, sans agent de réticulation cytotoxique ainsi que le contrdle de
ces propriétés mécaniques par sa concentration sont d’autres avantages de ce polysaccharide,
qui I’ont désigné pour cette étude.

L’idée de tester la biocompatibilité de cellules en présence de gels d’agarose aux rigidités
croissantes a été réfléchie. Cette expérience devait initialement étre effectuée en 3D en étudiant
le comportement de sphéroides de H9C2 encapsulés dans ces gels d’agarose. Les aléas du projet
ont empéché la mise en place de cette expérimentation. Mettre les cellules au contact des gels
d’agarose en 2D a également été envisagé. Cependant, le modele s’écarterait trop de la réalité
in vivo. De plus, 1’agarose étant un polysaccharide auquel les cellules n’adhérent pas, elles
n’auraient certainement pas €té sensibles a un changement de rigidité de ce support. La relation
entre pourcentage massique d’agarose (« low melting ») en solution et le module d’Young du

gel résultant a cependant été étudi¢ afin d’en savoir plus.
[.2. Caractérisation mécanique de gels d’agarose de différentes rigidités

L’agarose est déja un systeme bien connu, biocompatible et souvent utilis¢ pour 1’imagerie du
vivant. Il a été montré que plus la quantité d’agarose était €levée en solution, plus le gel était
rigide?’2. Deux gammes de modules d’Young sont en particulier recherchées pour ces études :
autour de SkPa et supérieur 15kPa. De nombreuses études ont déja étudié 1’effet de la rigidité
matricielle variant de 10 a 100 kPa sur les phénotypes cellulaires. Cependant, plusieurs types
cellulaires sont sensibles a des variations de module de bien plus faible amplitude lorsqu’elles
sont cultivées en 3D. Plusieurs gels d’agarose a différentes concentrations en agarose (« low
melting ») ont été préparés par dissolution a 70 °C de I’agarose dans de 1’eau ou dans du PBS.
Apres refroidissement et gélification, les modules d’Young de ces gels sont mesurés en

compression.
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Figure 158 : Photographie de la machine de test en compression avec montage d’un échantillon entre les deux
plateaux.

Des gels entre 0,5% et 1,75% en masse d’agarose dans 1’eau et dans le PBS sont synthétisés et
testés en compression (Figure 158). La courbe de la contrainte appliquée a I’échantillon en
fonction de sa déformation 6=f(¢) est tracée pour chaque gel. Le module d’Young est obtenu

comme la pente a I’origine de cette courbe (Figure 159).

T T T T
3000 L . | Equation y=a+b*x
. Intercept -15+4
- Slope 215494714
—_ u R-Square 0,9989
@, 2000 + -
& .
Z .
] L]
]
1000 - .l _
u
u
L]
||
| ]
]
0 - ] " 1 1 1 |
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

€

Figure 159 : Courbe contrainte-déformation pour un gel d’agarose dans le PBS et détermination du module
d’Young comme la pente de la régression linéaire faite sur les quatre premiers points de cette courbe.
La Figure 160 montre les résultats obtenus pour le module d’Young en compression de gels 1)
synthétisés dans 1’eau puis laissés gonfler dans 1’eau apres leur complete gélification et 2)
synthétisés dans le PBS et mesurés au démoulage. Les valeurs moyennes de modules de ces
gels en fonction du pourcentage massique en agarose sont en accord avec la littérature?*>>72, il

y a bien une augmentation du module avec la concentration massique en agarose.
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Figure 160 : Module d’Young (E) évalué en compression de gels d’agarose a différents pourcentages massiques
synthétisés dans 1’eau et laissés gonfler dans ’eau ou synthétisé dans le PBS et mesurés au démoulage. Les barres
d’erreur représentent 1’écart type sur la distribution des valeurs.

Normand ef coll. ont par exemple fait une étude similaire avec deux types d’agarose, ’'un a
haute viscosité et ’autre a faible viscosité**>. Leurs résultats en compression pour des gels
compris entre 0 et 2,5% massique d’agarose sont renseignés dans le Tableau 32. IIs soulignent
que le type d’agarose, essentiellement sa masse molaire, utilis¢ influence de fagon non
négligeable les propriétés mécaniques de ces gels, pour une méme concentration massique en
agarose. Par exemple, pour un gel a environ 1,10% d’agarose, les auteurs ont mesuré¢ un module
de 14 kPa pour un gel d’agarose a faible viscosité et a 76 kPa pour un gel d’agarose a haute
viscosité. Dans notre cas, les gels d’agarose a 1% synthétisés dans I’eau ont des modules aux
alentours de 17 kPa, qui augmente avec la concentration en agarose, ce qui est cohérent avec

I’étude de Normand et coll.

% massique Haute viscosité Faible viscosité
0,48 - 1,5
0,79 - 5,3
1,08 76 -
1,12 - 14
1,60 - 38
2,18 235 -

Tableau 32 : Modules élastiques de gels d'agarose exprimés en kPa et mesurés en compression par Normand et al.

en fonction du pourcentage massique et du type d'agarose sur 8 réplicats au moins?33.
Des gels avec un pourcentage massique d’agarose entre 0,5 et 1,25% sont également synthétisés
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dans le PBS et mesurés en compression directement apres leur démoulage. Sur la Figure 160,
il semble que les gels synthétisés dans le PBS soient plus rigides que leurs homologues du
premier lot. Par exemple, un gel a 1% synthétisé¢ dans le PBS a un module de 25 kPa environ
ce qui est toujours en accord avec les valeurs trouvées par Normand et coll. cependant plus
¢levées que les valeurs trouvées dans I’eau, d’apres un test de Student réalisé sur les résultats a
1,25%. Pour ce pourcentage massique, la différence entre gel synthétisé et gonflé dans 1’eau est
significative par rapport aux gels synthétisés dans le PBS. Ce phénomeéne peut trouver son
explication dans I’effet du gonflement car les gels d’agarose peuvent gonfler (Q=35%) en

solution?*°

. Cette augmentation de rigidité peut aussi €tre due a un effet « salting-out ». Il s’agit
du fait que la présence de sels en solution diminue le nombre de molécules d’eau disponibles
pour solubiliser I’agarose. La concentration apparente en agarose se trouve alors plus élevée
que celle calculée sans la présence de sels.

Il semble ainsi que des gels entre 0.5% et 1,25%, dans ’eau et dans le PBS, soient adaptés a
I’¢tude de cellules dans des milieux de rigidité SkPa et 15kPa. Dés 1,25%, les gels synthétisés
dans le PBS atteignent des modules supérieurs a 40 kPa, ces valeurs correspondent a la rigidité
de tissus cardiaques atteints de fibrose. On a montr¢ ici I’importance du solvant sélectionné et

mis en avant que la présence de sels ont tendance a rigidifier la matrice d’agarose alors que le

gonflement du gel dans I’eau a, lui, tendance a le ramollir.

Les propriétés mécaniques d’un gel d’agarose a 1% ont également été mesurées par AFM. Les
mesures ont été réalisées avec un gel d’agarose a 1wt% dans I’eau sur une lame de verre. Un
fin morceau de gel est découpé et fixé sur une lame de verre avec du vernis transparent. Un
anneau de vernis est tracé autour du gel afin que 1’eau ajoutée pour immerger le gel ne s’écoule
pas sur la surface du verre. L’échantillon de gel est ensuite analysé par AFM en mode contact
intermittent avec un levier MLCT-D (Briiker, Etats-Unis) k autour de 0,03 N.m™, portant une
pointe pyramidale. Des courbes de forces sont enregistrées en dix zones afin d’avoir une vue
d’ensemble de la rigidité du matériau. Plusieurs mesures sont réalisées sur chaque zone, soit en
un seul point, soit sous forme de cartes de force. Programmer une carte de force permet de
réaliser le nombre de mesures désiré sur une zone de dimensions définies, ici 256 mesures sur

10x10 pm?.
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Figure 161 : Exemple d’une courbe de force traitée par le logiciel JPK Data processing représentant la déflexion
verticale du levier au cours de I’approche de la surface du gel par la pointe dans a. de bonnes conditions de mesure
et b. des conditions de forte adhésion.

Afin de remonter aux valeurs de modules d’Young du gel, les courbes de forces (Figure 161a.)
sont modélisées en fonction de la géométrie de la pointe, du levier utilisé et de sa calibration.
Certaines zones ne permettent pas de mesurer un module élastique a cause de la grande adhésion
du gel a la pointe. Ce phénomene peut étre également di a la non planéité de I’échantillon, il
empéeche la pointe de se décoller du gel entre chaque mesure ce qui conduit a des courbes a
I’allure de la Figure 161b. Ces zones ne sont pas prises en compte pour la détermination des

propriétés mécaniques du gel d’agarose.

a. b.

(Pa)
(Pa)

Figure 162 : Résultats de mesures du module d’Young d’un gel d’agarose a 1% par courbe de forces en AFM sur
différentes zones du gel a. en prenant plusieurs mesures en un seul point de la zone choisie (entre 11 et 15 points
expérimentaux par zone) et b. en réalisant une carte de force de 16x16 pixels sur 10x10 um (entre 95 et 256 points

expérimentaux par zone). Les barres d’erreurs représentent 1’écart type standard de la distribution.
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Les courbes de forces d’une méme zone sont modélisées ensemble, en excluant les valeurs
aberrantes (sur les cartes 7 et 9), et le module moyen en fonction de la zone est tracé Figure
162. Le gel semble posséder des zones de rigidité un peu différentes. Il est possible que ce gel
posséde des inhomogénéités, dans le cas ou des cristaux d’agarose solide ne se seraient pas bien
dissouts avec le chauffage, entrainant la présence de zones plus rigides que d’autres. La
modélisation de courbes de force de matériaux mous peut étre particulierement source
d’imprécisions. En effet, lors de I’enregistrement de courbes de force sur des matériaux mous,
on observe que celle-ci ont des courbures moins nettes que sur des matériaux plus rigides. Un
choix doit étre fait au moment de la modélisation quant a la partie de la courbe qui permet
d’extraire le module du matériau. La Figure 163 montre I’exemple d’une courbe extraite de la
zone 4, ou I’on peut constater qu’au cours de I’indentation, la pointe AFM rencontre un
matériau de plus en plus rigide. On peut repérer 3 portions de rigidité différentes modélisées
par les segments noir, bleu et vert représentant respectivement les portions, trés molle en surface
du matériau, intermédiaire entre 400 et 600 nm de profondeur et plus rigide au-dela de 700 nm
de profondeur. Une attention sera portée a essayer de modéliser au mieux les portions
intermédiaires et en profondeur, lorsque cela est possible. Il n’est cependant pas aisé de
sélectionner la méme section pour chaque courbe de force et cela peut mener a d’importantes
incertitudes.

La mesure de trois gels d’agarose a 1% en compression a donné un module d’Young moyen de
17 kPa. 1l semble donc que le module de compression mesuré corresponde plutot a la valeur de
E dans la masse de I’échantillon. Le fait que la pointe AFM ne pénétre qu’une faible épaisseur
d’un échantillon gonflé¢ d’eau sous évalue peut-€tre la valeur de E par rapport a la mesure en

compression.
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Figure 163 : Captures d’écran du logiciel JPK Data processing montrant comment une courbe de force de la zone
4 peut étre modélisée de plusieurs maniéres en fonction de la profondeur d’indentation regardée. Dans les trois
cas, la courbe d’approche est modélisée, la courbe d’adhésion n’étant pas prise en compte. Le cas a. modélise la
rigidité de la surface de I’échantillon a environ 400 nm de profondeur, elle vaut 1,2 kPa. Le cas b. modélise la
rigidité entre les profondeurs 400 et 600 nm qui vaut 4,4 kPa. Enfin le cas c. modélise la rigidité lorsque

I’indentation dépasse les 700 nm de profondeur dans le gel, elle vaut 8,8 kPa.
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L’agarose est connue pour son caractére biocompatible. Celui-ci a été testé¢ avec un gel

d’agarose « low-metling » au contact de cellules HEK 293T.
I.3. Agarose au contact de HEK 293T

Un test d’incubation a été réalisé mettant en contact un gel d’agarose a 1% et les cellules HEK
293T dans des puits de plaques de culture 6 puits. Apres 24 et 48h, le contenu des puits est
observé en microscopie a champs clair et comparé a des contrdles sans gel.

L’agarose n’est pas un matériau auquel les cellules adhérent. La lignée de HEK 293T est
incubée avec un gel d’agarose pour évaluer leur prolifération en présence d’un gel aux
propriétés mécaniques proches de celles de nos hydrogels macromoléculaires. L’observation a
48h du puits de culture, en Figure 164, montre bien que les cellules n’adhérent pas au gel

d’agarose. En revanche, leur prolifération n’est pas affectée par la présence du gel d’agarose.

Figure 164 : Résultat des expériences de biocompatibilité d’un hydrogel d’agarose 1% lavé selon le protocole de
« lavage long » observé par microscopie a champs clair. Lignée cellulaire : HEK 293T (50 000 cellules.mL™"). Les

tirets rouges représentent la limite de I’hydrogel dans le milieu de culture.

Ce gel d’agarose peut €tre considéré comme biocompatible et nono-toxique puisqu’il ne

perturbe pas le comportement des cellules par rapport au controle.
[.4. Conclusion

L’agarose est un biopolymere capable de former un hydrogel physique en refroidissant.
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L’agarose est biocompatible et a ét¢ utilis¢é comme support a la biologie dans de tres
nombreuses études, notamment au service de 1’ingénierie tissulaire des cartilages®***%. Les
propriétés mécaniques des hydrogels d’agarose dépendent de plusieurs parameétres. La
concentration en agarose est le paramétre qui affecte le plus les propriétés mécaniques du gel
final. Cependant, pour une méme concentration, des écarts de propriétés ont été¢ observés en

comparant des gels d’agarose de masses molaires différentes?*?

, aux vitesses de réticulation ou
a I’histoire thermique?”® différentes. Nous avons observé ici que la présence de sels dans le
solvant pouvait également jouer un réle dans les propriétés mécaniques finales des gels
d’agarose.

L’¢étude de ces gels modeles a permis la mise en lumiére de biais inhérents aux mesures de
propriétés mécaniques des hydrogels. On soulignera I’importance de la géométrie de
I’échantillon, autant pour les mesures de compression ou les faces supérieures et inférieures des
gels doivent étre planes et paralleles, qu’en AFM ou I’échantillon doit étre plan. En AFM, des
incertitudes peuvent également survenir sur un méme échantillon en fonction de la méthode de
modé¢lisation. L utilisation d’une méme procédure automatisée pour analyser un méme lot de
courbes aura donc été préféré pour ces analyses. L utilisation de gel d’agarose a également
permis de mettre au point un premier protocole pour les études de biocompatibilité. L’étape
suivante a été de déterminer la biocompatibilité des gels macromoléculaires contenant 4F-AZO

et B-CD.

I1. Biocompatibilité des gels macromoléculaires

Dans un premier temps, 1’objectif fixé a été la synthese de deux gels de rigidité respectives de
5 kPa et supérieure a 15 kPa afin de mimer les conditions néonatales et physiologiques du tissu
cardiaque. On envisage également 1’étude future d’échantillons cardiaques dans un
environnement tres rigide, type fibreux. Nous avons vu dans le chapitre précédent, qu’il était
possible d’obtenir des hydrogels macromoléculaires aux propriétés mécaniques variables dans
cette gamme de rigidité. Méme si ces gels ne répondent pas a la lumiere par un changement
dans leurs propriétés mécaniques, il reste néanmoins intéressant d’aller au bout du travail et de
voir s’il est possible d’utiliser ces gels comme capsules pour I’observation ou la conservation
de tissu cardiaque. La premicre étape a ¢été¢ d’évaluer la compatibilit¢ avec deux lignées
cellulaires. Des hydrogels macromoléculaires inspirés de la formulation 12 du second plan
d’expériences et contenant toutes les composantes décrites dans le chapitre 3 sont synthétisés a

pH4,2 afin de réduire la cinétique de prise du gel et d’obtenir un matériau homogene. Le module
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de compression de gels de cette formulation une fois gonflée dans I’eau a été mesuré et vaut 8,3
kPa. Les gels sont formés directement au fond de plaques 6 puits par mélange d’une solution
meére de mélange terpolymere/B-CD et d’une solution mére de thiol. Les gels sont laissés
prendre jusqu’a ce qu’ils ne s’écoulent plus puis sont lavés selon deux protocoles de lavage, un
« lavage court » et un « lavage long » (cf Partie Expérimentale). Afin d’évaluer le relargage
potentiel de molécules toxiques venant des gels, les milieux de lavage ont été récupérés et
utilisés pour I’incubation de cellules HEK 293T et H9C2. Puis, des cellules de ces deux mémes
lignées sont mises en contact de I’hydrogel lavé et sont incubées pendant 4 jours. Les cellules
dans le milieu de lavage conditionné puis au contact des gels sont observés au microscope a

champs clair toutes les 24h et comparés au puits témoin ne contenant pas de gel.
II.1.Incubation avec le milieu de lavage conditionné

Une fois les gels préparés au fond de plusieurs puits d’une plaque 6 puits, ils sont incubés dans
le PBS puis dans le milieu de culture, selon les deux protocoles de lavage, long (4,5h) et court
(2,25h). Le milieu de lavage conditionné est ensuite utilis¢ comme milieu de culture de HOC2
et HEK 293T. Le développement des deux lignées est observé dans le milieu conditionné est

comparé au développement des mémes cellules dans du milieu vierge pendant 4 jours.

Figure 165 : Résultats des expériences de biocompatibilité du milieu conditionné apres les protocoles de « lavage

court » et de « lavage long » observé par microscopie a champ clair. Lignée cellulaire : HOC2 (45 000 cellules.mL"

I).
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Figure 166 : Résultats des expériences de biocompatibilité du milieu conditionné aprés les protocoles de « lavage
court » et de « lavage long » observé par microscopie a champ clair. Lignée cellulaire : HEK 293T (50 000
cellules.mL™").

En comparant aux contrdles, on remarque que la présence de milieu de lavage des hydrogels ne
perturbe pas le comportement de H9C2 en culture (Figure 165), ni des HEK 293T (Figure 166).
On peut donc conclure, qu’au cours de leurs lavages, les hydrogels ne relachent pas de

molécules cytotoxiques dans le milieu.
I1.2.Incubation directe au contact de I’hydrogel apres lavage

Une fois lavés, les gels dont le milieu de lavage a été précédemment utilisé, sont immergés dans

du milieu contenant des cellules des deux lignées cellulaires déja mentionnées.

Figure 167: Résultats des expériences de biocompatibilité d’un hydrogel formulé a pH=4,2 puis lavé selon le
protocole de « lavage court » observé par microscopie a champ clair. Lignée cellulaire : HOC2 (45 000 cellules.mL"

1. Les tirets rouges représentent la limite de I’hydrogel dans le milieu de culture.
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Figure 168: Résultats des expériences de biocompatibilité d’un hydrogel formulé a pH=4,2 puis lavé selon le
protocole de « lavage long » observé par microscopie a champ clair. Lignée cellulaire : H9C2 (50 000
cellules.mL™). Les tirets rouges représentent la limite de I’hydrogel dans le milieu de culture.

Avec la lignée H9C2, les résultats du protocole « lavage court » (Figure 167) montrent un
développement de cellules autour du gel. Par rapport au contrdle, il semblerait que 1) la
prolifération soit ralentie ou 2) que la mort cellulaire soit accélérée au contact de I’hydrogel. Ce
phénoméne ne peut pas étre di a la présence de molécules cytotoxiques relarguées par le gel
car nous avons montré dans la partie précédente que la composition du milieu de lavage
n’entrainait pas de différence par rapport au contrdle. De plus, un deuxiéme protocole contenant
plus de lavages a été mis en place et permet d’observer le méme phénoméne. On remarque de
plus, que la morphologie de ces cellules en présence de gel est aplatie et allongée similaire au
controle, signe d’une prolifération saine?’*. L’hypothése d’une accélération de la mort cellulaire
est donc écartée. Les résultats du second protocole de lavage sont rassemblés en Figure 168. 1l
semble que la prolifération des cellules soit meilleure a 96 h dans le protocole de « lavage long »
par rapport au contrdle que dans le protocole de « lavage court ». Ce protocole de « lavage
long » est donc validé. Il semble finalement que, sans étre cytotoxique, la présence de gel non-

adhérent dans le fond du puits, ralentisse légerement la croissance des HOC2.
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Figure 169 : Résultats des expériences de biocompatibilit¢ d’un hydrogel formulé a pH=4,2 puis lavé selon le
protocole de « lavage court » observé par microscopie a champ clair. Lignée cellulaire : HEK 293T (50 000

cellules.mL™). Les tirets rouges représentent la limite de I’hydrogel dans le milieu de culture.

Figure 170 : Résultats des expériences de biocompatibilité d’un hydrogel formulé a pH=4,2 puis lavé selon le
protocole de « lavage long » observé par microscopie a champ clair. Lignée cellulaire : HEK 293T (50 000
cellules.mL™"). Les tirets rouges représentent la limite de I’hydrogel dans le milieu de culture.

Dans le cas de la lignée HEK 293T, la présence d’hydrogel semble induire une cytotoxicité au
contact du gel a 24 et 72h dans le cas du lavage court. Avec le protocole de « lavage long », les
cellules semblent reprendre une croissance ralentie apres 72 et 96h. Comme pour les H9C2,
cette toxicité ne peut pas provenir de molécules présentes dans le milieu de lavage. En revanche,
peut-étre que 1’inhibition de la croissance est due au propriétés mécaniques et non adhérentes
du gel. Cependant, la présence d’un gel d’agarose a 1% n’avait pas affecté la croissance des
HEK 293T dans une expérience précédente.

Notre gel est composé trés majoritairement de POE qui a été largement utilisé pour la synthése

de polyméres thermosensibles®*, de surfaces?”, ou d’hydrogels biocompatibles'3. On s’attend
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donc a ne pas trouver de toxicité induite par ces hydrogels. Notamment, Fu et Kao ont étudié le
comportement de trois types cellulaires au contact de gel a base de POE formés par réaction
maléimide-thiol®. Ils observérent une conservation de la morphologie ainsi que 1’absence
d’adhérence des monocytes, des fibroblastes et des kératinocytes au contact avec 1’hydrogel et
des taux de viabilité a 48h d’environ 100%, 95% et 75 % respectivement par rapport au controle
sans hydrogel. Ces résultats montrent bien que la viabilité des cellules au contact de ce type de
gel peut étre relative au type de cellule utilisé. De méme, Zuluaga-Vélez et coll. ont montré que
la culture de HEK 293 dans des puits contenant un hydrogel d’agarose rigide (E>200 kPa)
endiguait complétement la croissance de ces cellules?’®. Les auteurs ont émis I’hypothése que,
I’agarose ne possédant pas les caractéristiques favorisant I’adhérence de ces cellules adhérentes,
elles n’auraient pas la capacité a se développer normalement sur ce substrat. Dans notre cas, le
gel n’occupe qu’une faible place au fond du puits, les cellules semblent d’ailleurs se développer
normalement en périphérie éloignée de I’hydrogel. Il est donc possible que, la biocompatibilité

d’hydrogels non-adhérent soit dépendante du type cellulaire étudié.
I1.3.Conclusion

Les expériences d’incubation de cellules avec le milieu de lavage des gels puis directement a
leur contact permettent de conclure que les hydrogels ne relarguent pas de molécules
cytotoxiques dans le milieu de lavage. Les hydrogels macromoléculaires développés dans ce
travail réticulent extrémement rapidement et ne relachent pas de molécules cytotoxiques dans
leur milieu d’incubation. IlIs peuvent donc étre des candidats intéressants dans 1’élaboration
d’hydrogels injectables par exemple. Cependant, leur présence dans le milieu de culture de
cellules en 2D semble inhiber la croissance des HEK 293T et ralentir la prolifération des H9C2.
Le fait que ces gels non-adhérents soient en compétition avec le fond du puits qui est adhérent
peut expliquer la différence de densité de cellules observée au contact du gel par rapport au
controle. La culture en 2D est cependant tres différente de la culture en 3D, 1’étape suivante a
donc été d’inclure un tissu cardiaque non fixé dans de tels hydrogels et d’imager son

organisation par deux techniques de microscopie.

III.Imagerie de tissus cardiaques de souris encapsulés dans un
hydrogel macromoléculaire

L’objectif de ce projet de theése est le développement d’hydrogels permettant 1’étude

d’échantillons biologiques au cours de temps. Cela implique que les échantillons ne soient pas
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fixés, afin qu’ils aient la capacité de détecter un stimulus extérieur et d’y répondre en adaptant
leur comportement. Les gels doivent également étre des portes-échantillons adaptés aux
différentes techniques d’imagerie du vivant. Il existe peu d’exemples dans la littérature de telles
études sur tissus vivants, non fixés. On se propose, dans cette partie, d’étudier le tissu cardiaque
d’une souris encapsulé dans un hydrogel macromoléculaire, afin de déterminer si ces gels sont

pertinents pour I’imagerie d’échantillons biologiques.
[I1.1.0rganisation du tissu cardiaque

Le cceur est un organe compact, dont le fonctionnement dépend de la forte cohésion de son
architecture tissulaire et de ses interactions cellulaires étroites. La structure de son tissu assure
le fonctionnement mécanique et électrochimique de 1’organe dans son ensemble. Les cellules
musculaires du cceur, ou cardiomyocytes, schématisées en Figure 171, sont constamment
4s 3 ' i Loani ; : 277
exposés a des stimulations mécaniques, causées par la contraction du cceur”’’. Ces cellules
différent des autres cellules musculaires car elles sont mononuclées, plus courtes et liées entre
elles par un disque intercalaire. L’inconvénient majeur de I’organisation du tissu cardiaque est

qu’elle ne permet pas la régénération des cellules endommaggées.

a. b.
Vaisseau ———————— Créte
Sanguin
Noyau — Mitochondrie —
Fibres
contractiles
Disque Noyau

intercalaire
Fibres
contractiles

Disque
intercalaire

Figure 171 : Représentation schématique de a. une coupe transversale et b. une coupe longitudinale de
cardiomyocytes voisins dans un tissu cardiaque. Réalisé avec BioRender.

Les cardiomyocytes sont remplis de fibres contractiles ou myofibrilles permettant leur
contraction. Entre ces fibres se trouvent de trés nombreuses mitochondries. L’activité

contractile demande beaucoup d’énergie, apportée par une importante vascularisation du tissu.
II1.2.Imagerie en microscopie confocale

La microscopie confocale est une technique de microscopie largement utilisée en biologie. Elle
a été utilisée afin d’imager des biopsies de ventricule gauche de souris en absence et en présence

de gels.
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I11.2.1.Principe de la microscopie confocale

La microscopie confocale est une technique de microscopie largement utilisée en biologie car
sa trés faible profondeur de champ (400 nm) lui permet de diviser un échantillon en tranches
optiques de haute qualité. Les échantillons doivent étre marqués par des fluorophores dont
I’émission aprés excitation est captée par un photomultiplicateur. Pendant 1’observation, la
totalit¢ de 1’échantillon est soumise a I’illumination par la source de lumiere. Contrairement a
la microscopie a fluorescence, qui recueille la lumiere émise par I’ensemble de I’échantillon, la
microscopie confocale ne sélectionne que la fluorescence provenant du plan focal, ce qui limite

considérablement le bruit et donne une trés bonne résolution selon 1’axe z2’8.

détecteur

mmm'mmm  pinhole d’émission

filtre
d’excitation

filtre d’émission

source
laser
miroir
pinhole dichroique
d’excitation

objectif

//—5:\.%
plans non focal “ \<\ \plan focal
N

Figure 172 : Représentation schématique d'un microscope confocal.

L'observation de signaux fluorescents en microscopie confocale a lieu grace aux éléments
suivants : une source de lumicre responsable de I’excitation (laser), un fluorophore sensible a
la longueur d’onde d’excitation, des filtres qui séparent les photons d'émission des photons
d'excitation et un détecteur qui enregistre 1'émission et transforme ce signal lumineux en un
signal é€lectrique ou en une image photographique. Le détecteur peut étre une caméra CCD

haute sensibilité ou bien des photomultiplicateurs. Le microscope confocal utilise donc une
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longueur d'onde qui excite directement un fluorophore présent dans 1’échantillon a visualiser.
De cette fagon, de la fluorescence est émise depuis toute I'épaisseur de 1'échantillon traversée
par le faisceau laser. L'élément clé de ce microscopie confocal est la présence d’un pinhole
d’émission, ou iris confocale, placé devant le détecteur. C’est cet élément qui permet d’éliminer
la fluorescence provenant des plans non focaux et de donner a cette technique une aussi bonne
résolution. L’image de microscopie confocale est construite point par point par illumination et
détection de la fluorescence émise. L’obtention d’images fines et nettes peut donc demander
des temps d’acquisition tres longs. Ceci impose de longues expositions a la lumiére, ce qui peut
avoir des conséquences néfastes sur les échantillons biologiques, générant, soit de la
cytotoxicité, soit la photo-dégradation des fluorophores®’s,

La microscopie confocale a été utilisée dans cette étude afin d’observer un échantillon de

biopsie de tissu cardiaque de souris encapsulé dans une goutte d’hydrogel macromoléculaire.
II1.2.2.Résultats

Des biopsies de coeur battant de souris ont été prélevées et préparées comme décrit dans la partie
expérimentale. Elles sont marquées avec trois marqueurs différents pour I’observation au

microscope confocal. Les marqueurs choisis sont les suivants :

- le dichlorhydrate de dimidino-4',6-phénylindole-2 (DAPI, intercalant de I’ADN), excité
par I’UV il émet du bleu au niveau des noyaux marqués,

- le Wheat Germ Agglutin (WGA), Alexa Fluor ™, excité a 488 nm, il marque les
lectines des membranes plasmiques dont la membrane des cardiomyocytes par une
fluorescence verte,

- LeMitotracker™, excité dans le jaune, il marque les mitochondries des cellules vivantes

en émettant dans le rouge.

Des solutions meres de terpolymere déprotégé et f-CD-m-POE et thiol sont préparées dans le
PBS a 4°C. Apres un temps dédié aux marquages, les biopsies conservées a froid sont déposées
dans le puits d’une lame de verre. La formulation utilisée pour I’enrobage du tissu contient
1,5%m de peptide permettant de ralentir la réaction maléimide-thiol. Plusieurs gels sont ainsi
coulés sur les biopsies avant la prise. Sur une seconde plaque, deux gels d’agarose sont coulés
sur des biopsies €également marquées. Il faut noter que lorsque 1’agarose est déposée sur les
biopsies, celle-ci est & une température avoisinant les températures biologiques, autour de 37-

40 °C.
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Figure 173 : Visualisation du ventricule gauche d’une biopsie cardiaque (coupe transversale) d’une souris
C57Bl/6] vieille de 209 jours, aprés deux jours de marquage et son encapsulation dans un hydrogel synthétique a
base de POE versus dans un gel d’agarose 1%. Visualisation par microscopie confocale LSM900, objectif 63X a
huile, pinhole 46 um, gain digital 1.0, taille d’image 1024 x 1024 pixels. Echelle : 10 pm.

La Figure 173 montre trois images de biopsies imagées depuis une solution de PBS (controle),
un gel d’agarose et un hydrogel macromoléculaire. En comparant au contréle, la présence de
gels n’altere pas la qualité des images obtenues suite aux marquages et a 1’observation au
confocal. Les résultats montrent de trés beaux marquages sur les biopsies vues au travers des
gels. Les hydrogels ne sont donc pas un frein a 1’observation de tissus cardiaques en
microscopie confocale.

On peut remarquer sur les images de la biopsie contenue dans 1’agarose que certaines cellules
perdent le contact. Certaines membranes semblent étre altérées, comme le montrent les trous
noirs visibles entre les cellules, signe d’une souffrance tissulaire. De tels dommages ne sont pas
visibles sur les biopsies contenues dans les gels a base de terpolymére/f-CD-m-POE. Le
caractére biocompatible de 1’agarose étant reconnu, il semble raisonnable de penser que c’est

le contact a chaud avec la solution d’agarose qui a endommag¢ le tissu, a moins qu’il ne s’agisse
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d’un dommage causé lors de la découpe de la biopsie. Il est possible que le réchauffement du
tissu ait accéléré son processus de dégradation. Il est donc avantageux d’avoir développé un gel
qui peut réticuler rapidement a froid.

L’utilisation d’hydrogel pour I’encapsulation de biopsies cardiaques de souris permet donc
d’imager la structure du tissu en microscopie confocale sans altération ni aberrations optiques.
Des images en trois dimensions ont é¢galement été enregistrées grace a la microscopie confocale
(Figure 174). L’image du tissu est de qualité similaire a celle obtenue en I’absence de gel mais
le modéle est plus proche de I’environnement naturel du tissu, rigide en trois dimensions. La
comparaison avec un hydrogel qui gélifie par refroidissement montre que pouvoir former un

hydrogel rapidement, a froid, est un réel avantage afin de prolonger la cohésion tissulaire.

Figure 174 : Visualisation du ventricule gauche d’une biopsie cardiaque (coupe transversale) d’une souris
C57Bl/6] vieille de 209 jours, apres 2 jours de marquage et son encapsulation dans un hydrogel synthétique a base
de POE. Visualisation par microscopie confocale LSM900, objectif 63X a huile, pinhole 46 pm, gain digital 1.0,
taille d’image 4711 x 2867 pixels

La microscopie confocale a cependant certains désavantages pour I’imagerie d’échantillons
vivants et sensibles. En effet, comme la majeure partie de la lumiére réémise par 1’échantillon

est bloquée avant d’arriver sur I’analyseur, I’échantillon doit étre exposé a une radiation tres
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intense. Une telle intensité lumineuse peut entrainer du photoblanchiment et une phototoxicité
importante. La microscopie a feuille de lumicre s’est peu a peu distinguée comme une méthode
de choix pour I’imagerie d’échantillons biologiques en 3D. En particulier, cette méthode
n’induit pas de photodégradation et ses temps d’acquisitions sont plus courts que pour la

microscopie confocale.
[11.3.Imagerie en microscopie a feuille de lumiere (SPIM)

La microscopie a feuille de lumiére ou SPIM (« Selective Plane Illumination Microscopy ») est
une technique puissante permettant 1’imagerie en 3D d’échantillons de grande taille pendant
des temps longs. Elle a été utilisée ici pour 1’observation d’une biopsie de tissu cardiaque de
souris encapsulé dans un hydrogel a 17%m de polymeére contenant du terpolymere, de la f-CD-

m-POE et du tétrathiol, préparé dans le PBS comme décrit en partie expérimentale.
II1.3.1.Principe et histoire du SPIM

Le principe de la microscopie a feuille de lumiére est I’illumination d’un échantillon avec un
faisceau, en forme de feuille mince, tel que seule une section plane de méme ¢€paisseur que la
feuille de lumiere soit excitée (Figure 175). La fluorescence émise par cette section de
I’échantillon est collectée par un objectif de détection orthogonal a la feuille de lumicre et
enregistrée par une caméra. L’échantillon est ensuite déplacé sur son axe vertical et
I’accumulation des images collectées a plusieurs hauteurs permet la reconstruction d’une image
en trois dimensions de 1’échantillon. Avec cette méthode, aucun plan non focal n’est stimulé et
donc aucune lumiere émise n’a besoin d’étre filtrée. Cela permet d’atteindre des rapports signal

sur bruit trés élevés, gage d’une bonne qualité de I’image, et limite la phototoxicité*”.

7

Figure 175 : Schéma d’une feuille de lumiére traversant un échantillon sur une section plane.

Le premier microscope utilisant 1’excitation par feuille de lumiére a ét€¢ mis au point par Voie

et coll. en 1993%%° mais le SPIM est né en 2004, développé par Huisken et coll. pour I’imagerie
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in vivo de muscles chez le poisson Medaka génétiquement modifié*®!. Les auteurs montrérent
aussi la pertinence du SPIM pour I’observation in vivo de I’embryogénése de la Drosophila
melanogaster, pourtant relativement opaque. Depuis lors, la communauté scientifique a cherché
a développer des technologies toujours plus poussées afin d’augmenter la résolution ainsi que

la vitesse qu’acquisition.
I11.3.2.Résolution et vitesse d’analyse du SPIM

Dans I’optique d’étudier des phénomenes rapides ayant lieu a petite échelle, la recherche s’est
intéressée a la conception de systémes permettant d’atteindre de hautes résolutions et des temps
d’analyses les plus courts possibles.

Un probleme typique dans la conception d’instrument de haute résolution est la contrainte
technique du placement de 1’objectif. Les objectifs ayant la meilleure résolution travaillant a
courte distance, ils doivent étre placés treés prés de I’échantillon. Les objectifs d’illumination et
de détection étaient placés de facon orthogonale I’un a ’autre, il était souvent impossible de les
placer trop prés des échantillons. Travailler avec des objectifs a plus longues focales a
longtemps limité la résolution axiale, souvent critique, ce qui a forcé de nombreux groupes a
trouver des alternatives, notamment en modifiant la géométrie de leurs systémes. Par exemple,
Gebhart et coll. ont développé un systéme a feuille de lumiere réfléchie permettant
’agencement des objectifs 1’un face a ’autre, grace a un systéme de miroirs (Figure 176)*%2.

Objectif
d’illumination

=

Feuille de lumiere

Miroir

Porte
échantillon

Objectif de
détection

Figure 176 : Schéma du principe d’illumination a feuille de lumiere réfléchie.
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L’introduction de feuille de lumiére oblique a ainsi gagné en notoriété. Cependant, elle introduit
une perte de résolution puisqu’une partie de la zone illuminée n’est plus dans le plan focal du
détecteur. Ce phénomene a pu étre limité par I’introduction d’un second microscope oblique
permettant la conservation de I’image dans le plan focal, ou bien en créant une feuille de lumiére
oblique a I’objectif d’illumination et en plagant 1’objectif de détection perpendiculairement a
cette feuille de lumicre. Ces travaux successifs pousserent les microscopes a feuille de lumiere
aux limites de la résolution spatiale.

Le second paramétre particulierement intéressant a optimiser a ét¢ le temps d’analyse d’un
¢chantillon en 3D. Ce parameétre est essentiellement dépendant de la vitesse de mouvement de
I’échantillon car, en premier lieu, ¢’est 1’échantillon qui a été amené a étre déplacé puisque la
feuille de lumiere devait rester dans le plan focal du détecteur. Or, les échantillons biologiques
ne peuvent pas étre déplacé avec une trop grande rapidité au risque de les endommager. Une
solution a été de conserver 1’échantillon en place et de le scanner en déplacant la feuille de
lumiére. Les systemes de microscopie ont donc été adaptés dans ce sens, afin de conserver la
feuille de lumicre, mobile, toujours dans le plan focal. Notamment, translater les objectifs en
méme temps que la feuille de lumiére par I'intermédiaire de cellules piézoélectriques a été

283 Drautres

envisagé par Holekamp ef coll. afin d’augmenter drastiquement la vitesse d’analyse
groupes ont eu recours a des lentilles et miroirs afin d’éviter le déplacement des objectifs tout
en bougeant la feuille de lumiére. Finalement, la vitesse d’analyse de tels systemes a été¢ limitée

non plus par I’optique mais par la capacité des caméras
I11.3.3.Pénétration lumineuse d’échantillons inhomogenes au SPIM

Dans le cas de I’imagerie d’échantillons biologiques aux volumes importants, le probleme de
la dégradation de la qualité¢ de I’image est inévitable. Il est di a la présence d’inhomogénéités
dans 1’¢échantillon, qui perturbent le trajet optique de la lumiére en induisant des aberrations et
une diminution du rapport signal sur bruit. Retirer physiquement I’é1ément de 1’échantillon qui
dévie le trajet optique ou homogénéiser 1’indice de réfraction de I’échantillon grace a un agent
chimique sont deux voies possibles pour limiter la diffusion. Cependant cela n’est pas toujours
possible ou désiré, I’utilisation d’un agent chimique ne permettant pas I’imagerie d’échantillons
vivants par exemple. L’utilisation de lumiére a des longues longueurs d’onde rouges ou dans le
proche infra-rouge, limite la diffusion et a permis d’atteindre des pénétrations de I’ordre de 2
mm pour 1’observation de tissus cérébraux de souris**.

Modifier le systeme d’illumination ne pourra cependant jamais empécher la présence
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d’aberrations optiques sur 1’image finale puisque la fluorescence émise par la tranche
d’échantillon excitée devra traverser une masse d’échantillon inhomogéne. C’est pour corriger
la qualité de I’image en aval de sa détection que 1’optique adaptative a ét¢ développée. Elle
permet de compenser les aberrations optiques induites par 1’échantillon en améliorant le signal
optique par manipulation de sa phase a I’aide de miroirs déformables. Le SPIM utilisé dans ce
travail pour imager une biopsie cardiaque de souris dans un hydrogel macromoléculaire est
équipé d’un module d’optique adaptative devant permettre de réduire les aberrations créées par

la présence du gel autour de 1’échantillon biologique.
II1.3.4.Résultats

Dans un premier temps, nous avons voulu déterminer si I’hydrogel était adéquat pour la
microscopie a feuille de lumiére. Pour cela, un gel a base de terpolymere et de thiol est préparé
a 10% dans du PBS contenant des microbilles fluorescentes (@ = 0,5 um). 1% massique de
peptide est ajouté a la formulation afin de ralentir la réaction trés rapide entre les thiols et les
maléimides. Les composantes du gel sont mélangées puis versés dans plusieurs tubes capillaires
en verre pour former des carottes d’hydrogels. Dans ces conditions, les gels ont un temps de

prise de 10 a 20 min et peuvent étre observés au SPIM.

Micro-
billes

Figure 177 : Image de microscopie SPIM de microbilles encapsulées dans un hydrogel macromoléculaire. Les
points lumineux représentent les billes. Les images sont enregistrées avec une caméra Hamamatsu Orca Flash 4.0
2048 x 2048 pixels dont I’objectif a un grossissement de 20. Le temps d’exposition es de 100ms.

Les billes fluorescentes sont bien visibles au SPIM. Ce résultat est encourageant et nous pousse
a croire qu’un tissu marqué pourrait tout a fait étre visible également en microscopie a feuille

de lumiere.
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Des expériences d’imagerie de biopsie encapsulée par microscopie a feuille de lumiére ont été
programmeées mais de contraintes temporelles et techniques n’ont pas permis de réaliser a ce

jour cette expérience.

IV.Conclusion

Le dernier chapitre de ce manuscrit est tourné vers les applications des hydrogels synthétisés
dans ce travail, dans le cadre de la biologie cellulaire et tissulaire. Nous nous sommes tout
d’abord intéressés a la fabrication d’hydrogels mod¢les d’agarose de différentes rigidités dans
le but initial d’étudier I’influence de la rigidité de ces gels sur le développement de cellules
cardiaques H9C2. La littérature a en effet déja montré que sur de nombreux support, en fonction
des types cellulaires, les cellules adoptaient des morphologies et croissances différentes en
fonction de la rigidité du substrat. Il serait intéressant de mener a bout cette idée en cultivant
des sphéroides de H9C2 encapsulées dans des hydrogels de rigidité¢ différentes afin de
modéliser un environnement rigide en trois dimensions. Dans un second temps nous avons
voulu attester de la possibilité d’imager un tissu biologique inclus dans un échantillon
d’hydrogel macromoléculaire contenant du photochrome. Nous sommes parvenus a mettre au
point un protocole de préparation d’échantillon et avons observé des biopsies de cceur de souris
au travers du gel au microscope confocal avec succes a J+2 apres les marquages. Il serait
intéressant de poursuivre ce travail et d’étudier I’effet de la conservation de la biopsie dans le
gel sur ’intégrité tissulaire comparé a celle observée dans le PBS. Enfin nous avons envisagé
I’imagerie de microscopie a feuille de lumiere de biopsies marquées, des optimisations sont
cependant encore nécessaires afin d’observer correctement, sans trop d’aberrations otiques, la
structure du tissu. Ces premiers essais restent néanmoins encourageants. Les hydrogels
développés dans ce travail semblent donc étre de bons candidats pour la préparation de supports
a la culture cellulaire et tissulaire puisqu’ils sont biocompatibles et ne parasitent pas

I’observation en microscopie photonique.
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Au cours de ce projet de these, réalisé dans le cadre du projet ANR Gellight, nous avons cherché
a développer des hydrogels dont les propriétés mécaniques pourraient étre contrélées par la
lumiére visible. Dans ce but, un « cahier des charges » regroupant les caractéristiques désirées

pour ces hydrogels a été établi et peut €tre représenté comme schématisé sur la Figure 178.

‘ Rigidité de I’ordre de la matrice cardiaque
HYDROGEL

PHOTO-STIMULABLE
Transparent

Rigidité photo-stimulable de fagon réversible

. Biocompatible

Figure 178 : Cahier des charges d'un hydrogel photo-stimulable pour la biologie.

Ces hydrogels étant voués a servir de plateforme stimulable pour I’étude d’échantillons
biologiques, nous n’avons pas souhaité nous servir de lumiere UV a cause des risques de
cytotoxicité. C’est pourquoi nous nous sommes tournés vers un systéme répondant a la lumiére
visible. Les laboratoires de I'INSERM partenaires de ce projet, 2MC et Stromal.ab disposent
d’une expertise dans le domaine de la culture de cellules cardiaques ainsi que 1’imagerie de
tissus cardiaques. Nous nous sommes donc donnés pour objectif de synthétiser des hydrogels
dont les modules de rigidité seraient de I’ordre de grandeur de la rigidité de la matrice cardiaque.
Les propriétés mécaniques de I’environnement des cellules ont une grande influence sur leur
devenir. Nous avons souhaité développer un gel dont les propriétés mécaniques pouvaient étre
modifiées de fagon réversible afin qu’il puisse un jour servir comme support d’échantillons
biologiques en mécanobiologie. Dans 1’optique de travailler au contact d’échantillons
biologiques, ces hydrogels devaient également étre biocompatibles, c’est-a-dire ne pas causer
de dommages aux cellules.

Afin de se rapprocher de ce cahier des charges, plusieurs choix ont di étre faits, et peuvent
maintenant étre discutés. En premier lieu, I’utilisation d’un support polymere pour la molécule
photo-sensible devait permettre de faciliter la synthése et permettre la formation de gel sans
solvant organique, par rapport au travail de postdoctorat précédemment réalisé au laboratoire,
ou la synthése d’azobenzénes et B-CD fonctionnalisées maléimides s’était montrée complexe

et chronophage. L’utilisation du terpolymere contenant des POE a effectivement permis de
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réaliser des syntheéses de gels sans solvant organique. Cependant ce choix ne s’est pas avéré
pertinent pour la synthése efficace de gels aux propriétés mécaniques photo-stimulables. En
effet, la synthése du terpolymére n’a pas été triviale a mettre en place, ni a controler et la
présence d’un squelette polymeére de type méthacrylate a conduit a la formation de micelles
unimoléculaires du terpolymeére dans I’eau, isolant les groupes photochromes. Un second choix
a été de simplifier la syntheése de la B-CD-maléimide, quitte a fonctionnaliser plus de deux
maléimides par oligosaccharide. Cette méthode s’est avérée efficace mais la présence de trop
de fonctions malé¢imides en surface de la B-CD I’a rendue trés hydrophobe et a peut-étre
contribuer a une accessibilité des B-CD moindre par les molécules invitées. Le greffage de
chaine POE par maléimide thiol a tout de méme rendu possible sa solubilisation dans I’eau et
son utilisation pour la synthése d’hydrogels en milieu aqueux. Un troisiéme choix a été de
favoriser le 4F-AZO-POE plut6t que le 2C12F-AZO-POE afin de pouvoir obtenir des matériaux
répondant a la lumiére visible. L’étude sur les molécules libres en solution nous a permis de
faire un choix pertinent par rapport aux propriétés photochimiques et de complexation avec la
B-CD. Cependant, I’hydrophobicité marquée du 4F-AZO a sans doute été un facteur favorisant
le repliement du terpolymeére dans I’eau le rendant incapable de complexer la -CD.

Les hydrogels synthétisés dans ce travail remplissent le cahier des charges en ce qui concerne
leurs propriétés de biocompatibilité, de transparence et gamme de rigidité. Seule la modification
des propriétés mécaniques en réponse a un stimulus lumineux n’a pas été atteinte. Cela nous a
mené a nous interroger sur ce que 1’on ferait autrement si ’expérience était a refaire. Afin
d’obtenir un matériau aux propriétés stimulables, on pourrait envisager le greffage de fonctions
azobenzenes et maléimides sur un autre squelette polymere, plus soluble dans I’eau afin d’éviter
le repliement des azobenzenes fluorés. Une deuxieme alternative serait le retour a un systéme
plus compact en synthétisant un nouvel 4F-AZO bismaléimide et en 1’utilisant avec une f-CD
bismaléimide et des thiols pour la synthése d’hydrogels. La littérature sur les hydrogels comme
matrice extra-cellulaires de synthése, et la difficulté rencontrée ici a obtenir un systéme
stimulable dans le visible, nous pousse a nous demander si 1’utilisation de lumiere UV doit
vraiment €tre proscrite de ce type d’applications. En effet, 'immense majorité des hydrogels
dont la rigidité peut étre photo-controlable nécessite un rayonnement UV, qui, la plupart du
temps n’est pas considéré comme toxique par les auteurs de ces études, pour des raisons de
toxicité négligeable a courts termes dans les conditions de I’expérience. Il semble tout de méme
que I’'innovation dans ce domaine se trouve dans la conception de matériaux stimulables par

des lumieres biocompatibles comme le bleu ou le vert, voire le rouge, qui traverse aisément les
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tissus et peut €tre envisagé pour des €tudes ou de la thérapie in vivo.

Ce travail nous a permis d’envisager les perspectives suivantes pour ce projet, dans le contexte
de la synthese de matériaux stimulables par la lumiére visible pour la biologie. Tous d’abord, il
serait intéressant de réussir a imager un tissu biologique marqué par microscopie a feuille de
lumicre. Pour cela, il est nécessaire de déterminer, dans un premier temps, les paramétres
optimaux pour visualiser de fagon nette un échantillon encapsulé dans un gel. Puis dans un
second temps, il faut préparer un gel contenant une biopsie dans un porte échantillon du
microscope. Ensuite, I’étape a mettre en ceuvre afin d’obtenir un matériau capable de stimuler
les organismes vivants aurait d’y incorporer un peptide d’adhésion. En effet, le gel synthétisé¢
ne permet pas aux cellules d’y adhérer. Sans cela, leurs récepteurs mécanosensibles risquent de
ne pas €tre stimulés par des changements de rigidité en trois dimensions.

En conclusion, ce travail a confirmé que les hydrogels a base de POE et réticulés par la réaction
maléimide-thiol sont de bons candidats comme mode¢les de matrice extra-cellulaire. Il a mis en
évidence que les propriétés de complexation entre hdte et invité peuvent &tre fortement
modifiées lors du passage d’une molécule en solution a un systéme macromoléculaire plus
complexe. Il a ainsi souligné 1I’importance de la compréhension des interactions mises en jeu
lors du passage de la petite molécule a la macromolécule pour la synthése de matériaux

innovants et photo-stimulables permettant de répondre aux défis de demain.
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MATERIEL :

Les solvants employés pour les réactions ont été achetés avec un degré de pureté « analytique »
et utilisés sans purification préalable ni séchage sauf si spécifié.

Sauf si spécifi¢, PBS désigne une solution de tampon phosphate (PBS) préparée a partir d’une
tablette (Sigma Aldrich, Etats-Unis) dissoute dans 200 mL d’eau ultra pure. La solution possede
les concentration en sels suivantes : [NaCl]= 137.107 mol.L!, [KCI]= 2,7.10° mol.L"! et une

solution de phosphate a 10.10” mol.L™! (pH 7,4 4 25 °C).
Purificateur d’eau

L’eau ultra pure d’une résistivité de 18.2 MQ.cm utilisée dans ce travail est obtenue grace a

I’appareil PURELAB flex 1 Dispenser (ELGA LabWater, Royaume-Uni).
Systéme d’irradiation

Les sources lumineuses sont des LEDs (Mightex, Canada) de longueurs d’onde 365 nm (WLS-
LED-0365-03), 420 nm (WLS-LED-0420-03), 415 nm (WLS-LED-0415-03), 470 nm (WLS-
LED-0470-03) et 530 nm (WLS-LED-0530-03) montées sur le chassis WLS-22-A du méme
fournisseur. La lumiére est menée depuis la LED jusqu’a I’échantillon par une fibre optique de
2 mm de diametre dont I’extrémité est placée au contact de la cuve de quartz. L’intensité de ces
LEDs est controlable par un interrupteur rotatif. Pour la reproductibilité¢ des expériences, les
LEDs seront toujours utilisées avec le bouton I’interrupteur tourné sur la position délivrant une

puissance lumineuse maximale.

Puissance-metre

Les mesures de puissance lumineuses sont réalisées a I’aide d’un puissance-métre MAESTRO

€quipé d’une cellule de photodétection (Gentec-EO, Canada).

Spectrophotométrie UV-Visible

Les mesures d’absorbance UV-Visible ont ét¢ faites a 21°C (si non spécifié¢) avec soit le
spectrophotometre a barette de diode HP 8452A (Hewlett-Packard, USA) piloté par le logiciel
SpectralWork (Olis, USA), soit le spectrophotometre UV-Visible Cary 100 Bio (Varian, Etats-
Unis) équipé d’un contréleur de température Cary (Varian, Etats-Unis) et piloté par le logiciel

CaryWin UV (Varian, Etats-Unis).
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Dichroisme circulaire

Les mesure de dichroisme circulaire ont été exécutées avec un spectrometre a dichroisme
circulaire J-815 (Jasco, Etats-Unis) équipé d’un controleur de température pelletier PTC-

423S/15 (Jasco, Etats-Unis).

Spectrométrie RMN

Les spectres RMN ont ¢été enregistrés sur les spectrometres Bruker (Etats-Unis) suivants :
AVANCE 300 MHz, AVANCE 400 MHz et AVANCE 500 MHz équipé d’une cryosonde TCI
a gradient-Z de Smm et d’une cryosonde PRODIGY a gradient-Z de Smm. Les déplacements
chimiques sont exprimés en partie par million (ppm) par rapport au triméthylsilane pour les
RMN 'H et 13C et par rapport au trichlorofluorométhane pour les RMN "F et F-{'H}. Les
abréviations suivantes ont été utilisées pour exprimer la multiplicité des signaux : s (singulet),
sl (singulet large), d (doublet), dd (doublet dédoublé), dl (doublet large), t (triplet), tl (triplet
large), q (quadruplet), m (multiplet non résolu). L’acquisition des spectres a été réalisée a 298

K sauf si spécifié.
Appareil Karl Fischer

Le dosage de I’eau dans les cyclodextrines commerciales a été exécuté avec un titrateur
TitroLine KF trace (Schott Instruments, Allemagne). La présence d’eau est détectée par titrage

coulométrique avec une solution de Hydranal™ - Coulomat AD (Honeywell, Etats-Unis).
Logiciel SA

Un programme fait-maison, SA(http://cinet.chim.pagesperso-orange.fr/tele sa/install Sa Eng.
html), a été utilis€ pour modéliser/prévoir les données aux équilibres et les cinétiques des
expériences réalisées. Dans ce programme, les équations cinétiques de I’expérience sont
intégrées en chaque point jusqu’a ce que I’équilibre soit atteint. Pour un jeu de paramétres
donnés, les valeurs calculées a I’équilibre sont ensuite comparées aux données obtenues
expérimentalement. Les équations différentielles sont intégrées numériquement en utilisant une
méthode Runge-Kutta semi-implicite. Les paramétres inconnus sont calculés grace a un

algorithme itératif de type Powel congu pour minimiser 1’erreur quadratique résiduelle telle que,
£ Z (cijei)?
(n.N)

Avec cij et eij sont respectivement les concentrations modélisée et expérimentale, n le nombre
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de points de ’expérience et N le nombre d’essais (neuf dans ce cas). L’erreur résultant des
constantes de vitesse et des ratios de constantes de vitesse sont obtenues en supposant une

variation de 10% de 1’erreur résiduelle.

Chromatographie liquide couplée a la Spectromeétre de masse :

Les analyses HPLC-MS ont été réalisées sur I’appareil XEVO-G2QTOF de chez Waters.
Les analyses MALDI ont été réalisées sur I’appareil MALDI MICROMX de chez Waters.

Machine d’essai en compression :

Les tests de compression uni-axiaux ont été réalisés avec une machine d’essai en compression
ElectroForce 3100 (Bose, Etats-Unis) équipée d’une cellule de charge de 20 N (Bose, Etats-
Unis) pilotée par le logiel WinTest® PCI Control (Bose, Etats-Unis).

Microscopie a Force Atomique (AFM) :

L’appareil utilisé pour les expériences d’AFM est un NanoWizard 3 AFM (JPK Instruments,
Allemagne) monté sur un microscope a fluorescence (Axiovert 200, Carl Zeiss
Microlmaging, Allemagne). Les LEDs Mightex sont utilisées comme sources lumineuses a 415

et 530 nm, guidées par une fibre optique intégrée au microscope.
Fluorimetre

Les mesures en fluorescence ont été faites a 21 °C avec le spectromeétre de fluorescence

Fluorolog 3-2 iHR 320 (Horiba, Japon).
Analyse élémentaire

Les analyses ¢élémentaires CHN ont été effectuées sur un analyseur PerkinElmer 2400 II a partir

d’échantillons conservés sous atmosphere inerte.
Diffusion statique et dynamique de la lumiere

Les analyses en diffusion de la lumicre ont été réalisées par diffusion statique et dynamique de
la lumiére avec un corrélateur digital complet ALV-5000 multibit (ALV-GmbH, Allemagne),
multitau en combinaison avec un laser Spectra-Physics (émettant une lumiére polarisée

verticalement a k = 632,8 nm) et un bain thermostatique contrélé a 20 £ 0,2 ° C.
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Vibro-Broyeur

Les expériences de mécanochimie ont été réalisées avec un vibro-broyeur MM400 (Retsch
GmbH, Allemagne) a la fréquence de 24 Hz dans des jarres en acier inoxydable intérieur téflon

de 10 mL avec des billes en oxyde de zirconium de 10 mm de diameétre.

MODES OPERATOIRES

Dans les protocoles suivants, les concentrations de solutions de molécules bien définies seront
données en mol.L! et les concentrations de solutions de polyméres, polydisperses, seront
données en mg.mL".

Les expériences de spectrophotométrie UV-Visibles ont été réalisées avec le spectroméetre HP

8452A si non spécifié.

Caractérisation par spectroscopie RMN des composés recus

AZO-POE :

O
/©/ ooy
N,
o

L’AZO-POE (IMRCP, UMRS5623, Université Paul Sabatier Toulouse 3) a été synthétisé
comme décrit dans la littérature'®. 1l se trouve sous la forme d’une poudre orange.

'H NMR (300 MHz, CDCls) & (ppm) : 7,85 — 7,98 (m, 4H), 7,41— 7,70 (m, 3H), 7,02 — 7,10
(m, 2H), 4,25 (t, J = 4,7 Hz, 2H), 3,93 (t, J = 4,7 Hz, 2H), 3,71 — 3,81 (m, 6H), 3,63 — 3,67 (m,
2H), 2,04 (s, 1H).

B-CD :

La B-CD (Fluka, Allemagne) commerciale a été utilisée. Elle se présente sous la forme d’une
poudre blanche.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 5,66-5,78 (m, OH(2) et OH(3)), 4,90 (s, H(1)), 4,55
(m, OH(6)), 3,50-3,70 (m, H(3), H(5), H(6)), 3,25-3,40 (m, H(2) , H(4)).

RMN 'H (300 MHz, D,0) & (ppm) : 5,00 (d, H(1), J = 5 Hz), 3,90 (t, H(3), J = 9,8 Hz ), 3,76-
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3,85 (m, H(5), H(6)), 3,58 (dd, H(2), 3T = 3,7 Hz , 5] = 10,2 Hz), 3,60 (t, H(4), ] = 9,6 Hz).

2
c1F o\/l[o/\h)H
et
1 F

Le 4F-AZO-POE a été synthétis¢ par A. Comte (ICBMS, UMRS5246, Universit¢ Claude

4F-AZ0O-POE :

Bernard Lyon 1) et utilisé tel que recu. Il se trouve sous la forme d’une huile rouge sombre.
RMN 'H (300 MHz, CDCl3) § (ppm) : 7,29-7,39 (m, 1H), 7,06 (t, 2H, J = 8,7 Hz), 6,65 (d, 2H,
J=11,1 Hz), 4,16-4,25 (m, 2H), 3,90 (t, 2H, J = 4,7 Hz), 3,58-3,80 (m, 25H).

RMN YF (376 MHz, CDCls) & (ppm): -117,9 (s, 2Fa, cis form), -118.,6 (s, 2F2, trans form),
-120,6 (s, 2F1, cis form), -124,0 (s, 2F1, trans form).

POE-OTs:

?

HO\P/\OT(S\/O\”SJ
0] |

Le poly(oxyde d’éthylene) tosylate (ICBMS, UMRS5246, Université Claude Bernard Lyon 1) a
¢été utilisé tel que regu. Il se présente sous la forme d’une poudre blanche.

RMN 'H (300 MHz, D>0) & (ppm) : 7,80 (dl, 2H), 7,45 (dl, 2H), 4,20 (m, 2H), 3,00-4,00 (m,
24H), 2,34 (s, 3H).

2CI2F-AZO-POE :

o
£ N ,\%OJ]LTOH
Cr
. Cl

Le 2CI2F-AZO-POE (INM, Leibniz-Institut fiir Neue Materialien gGmbH, Allemagne) se
présente sous la forme d’une huile rouge sombre.

RMN 'H (300 MHz, CD>Cl,) § (ppm) : 8,00 (s, 2H), 7,46-7,60 (m, 1H), 7,20 (t, 2H, J = 8.8
Hz), 3,53-3,77 (m, 36H), 2,7 (s, 1H).

RMN 19F-{IH} (376 MHz, CD2Cl2) 6 (ppm) : -117,0 (s, 2F, cis form), -120,2 (s, 2F, trans form).
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Terpolymeére protégé :

£ N
(h) M F
3 -— (k)
- ()

Le terpolymeére (Specific Polymers) protégé regu se présente sous la forme d’une gomme rouge.
RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & (ppm) : 7,34 (m, H(l)), 7,05 (tl, H(k)), 6,72 (sl, maléimide
déprotégé), 6,65 (dl, H(j)), 6,32 (sl, H(i) exo), 6,22 (s, H(i) endo), 3,43-4,32 (m, H(e)), 3,39 (s,
H(%)), 3,22 (sl, H(g) endo), 2,84 (sl, H(g) exo0), 2,10 (m, H(c)), 1,79 (s, H(h) endo), 1,71 (s, H(h)
exo), 1,22-1,4 (m, H(b), H(m)), 0,6-1,22 (m, H(a), H(m)). Maxmr=20,000 g/mol

RMN 3C (125 MHz, CDCI3) § (ppm) : 177.41, 175.10, 174.69, 170.67, 161.92, 158.41, 158.35,
156.47, 156.33, 156.27, 154.41, 140.91, 138.02, 135.77, 130.47, 112.63, 112.47, 99.85, 99.67,
99.65, 99.46, 87.91, 87.58, 71.93, 70.56, 70.04, 69.86, 69.25, 69.14, 68.63, 68.45, 67.83, 67.21,
64.12, 63.88, 69.14, 68.63, 68.45, 67.83, 67.21, 64.12, 63.88, 59.03, 53.46, 52.47, 44.85, 37.98,
37.57,37.12,34.22,31.90, 29-29.8, 22.68, 19.59, 18.63, 15.89, 14.16.
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B-CD-my .
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La B-CD-mj (Specific Polymers) regue se présente sous forme d’une fine poudre beige.

RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) § (ppm) : 6,90-7,05 (sl, -CH=CH- maléimide déprotégé), 5,35
(sl, H(g) exo), 6,15-6,30 (sl, H(g) endo), 5,60-6,15 ((m, OH(2) et OH(3)), 4,70-5,30 (m, H(1)),
4,20-4,70 (m, OH(6)), 3-4 (m, H(2), H(3), H(4), H(5), H(6), H(a), H(b), H(e)), 2-3 (m, H(f)
endo et exo, H(c), H(d)), 1,6 (sl, H(h) endo), 1,5 (H(h) exo).

B-CD-2m .

La B-CD-m,; se présente sous forme d’une fine poudre beige.
RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : 7,00 (s, -HC=CH- maléimide déprotégé), 6,40 (s,
H(g) exo), 6,22 (s, H(g), endo), 5,50-6,00 (m, H(2)), 4,75-5,0 (m, H(1)), 4,25-4,75 (m, H(6)),
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4,00-4,25 (m, H(c)), 3,10-4,00 (m, H(4), H(b) H(e)), 3,9 (s, H(f)), 2,25-2,7 (m, H(d), H(i)), 1,60
(s, H(h) endo), 1,50 (s, H(h) exo0), 1,2 (s, H(1)).

Dosage de I’eau par la méthode de Karl-Fischer

Le DMSO utilisé est séché pendant 24h sur tamis moléculaire 4A préalablement activé 15 min
a 400 °C sous vide. Pour I’a-cyclodextrine (Wacker Chemie, Allemagne), la B-cyclodextrine
(Fluka, Allemagne), la y-cyclodextrine (Fluka, Allemagne) et I’AZO-POE, entre 8 et 20 mg de
solide sont pesés dans un tube a hémolyse et dissout dans environ 1 mL de DMSO anhydre puis
la solution est soumise 2 min aux ultra-sons. En paralléle, dans un second tube a hémolyse, 1
mL de DMSO « témoin » est également soumis 2 min aux ultra-sons. Une fois que 1’appareil
Karl-Fischer est stabilis¢, le DMSO « témoin » est injecté dans 1’appareil pour doser son
contenu en eau. Le DMSO contenant le composé a analyser est ensuite injecté. Pour chaque
mesure, 3 injections d’environ, 0,2 ; 0,3 et 0,4 mL sont réalisées. La masse d’eau contenue dans
I’échantillon est donnée en ppm. En retranchant le contenu en eau du DMSO seul, la mesure de

I’échantillon permet d’accéder a la masse d’eau contenue dans le solide d’intérét.

Spectroscopie UV-Visible et de dichroisme circulaire

Les spectres d’absorption UV-Visible et de dichroisme circulaire sont enregistrés dans des
cuves en quartz, de chemin optique 1= lcm, suivant un protocole classique. Rapidement, les
solutions sont préparées par solubilisation du composé dans un bon solvant, et les mesures sont
corrigées automatiquement par les caractéristiques du solvant (blanc), mesurées en amont de la

mesure. Les mesures sont faites a 21 °C.
Actinométrie

Toutes les expériences d’actinométrie sont réalisées dans 1’eau distillée 18,2 MQ.cm a 23 °C.
L’actinometre utilisé dans ce travail est le ferrioxalate de potassium synthétisé¢ au préalable

285 Une solution meére a 10.10” mol.L"! et une solution fille a

comme décrit dans la littérature
1,0.10° mol.L™! en actinométre sont préparées a I’abri de la lumiére pour les actinométries a
420 nm et 365 nm respectivement. Le temps d’intégration est toujours laiss¢ a 0,2 s et en
fonction des cinétiques, le temps total d’acquisition et le nombre de scans total sont modifiés.
Le Tableau 33 renseigne les parametres cinétiques entrés dans le logiciel d’acquisition de

données Olis pour les deux actinométries. L acquisition est faite entre 320 nm et 540 nm.
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Expérience Temps total d’analyse (s) Nombre de scans
Actinométrie 420 nm 3600 120
Actinométrie 366 nm 3600 180

Tableau 33 : Programme Olis utilisé pour suivre la cinétique des actinométries.

La réaction photochimique est réalisée en irradiant, avec des LEDs, les solutions d’actinomeétre
dans une cuve de quartz de largeur 1 cm équipée d’un barreau aimanté. L’intensité de ces LEDs
est controlable par un interrupteur rotatif. L’irradiation est réalisée par le c6té de la cuve de
facon a ce que le chemin optique valle toujours I=1 cm (Figure 179). Un filtre UV qui coupe
les longueurs d’onde inférieures a 350 nm est placé devant la source lumineuse du
spectrophotometre afin d’éviter qu’elle ne participe a la réaction photochimique. Une grille
métallique qui filtre 95,6% de I’intensité lumineuse incidente est placée entre le bout de la fibre

optique et la cuve et les LEDs sont utilisées a leur puissance maximale.

Figure 179 : Schéma du montage des actinométries et cinétiques d'isomérisation. Vue d’ensemble (gauche) et

zoom sur la cuve (droite).

Mesure de puissances lumineuses au puissance-meétre

Les mesures de puissance lumineuse sont réalisées dans une salle sombre et le blanc est pris
pour la cellule photovoltaique a éclairage ambiant. La fibre optique prolongeant le systeme
LED est placée au-dessus de la cellule a 2 mm environ de sa surface de sorte que la totalité de
la lumiére émise soit réceptionnée par le capteur. Les acquisitions sont ensuite réalisées en
irradiant la cellule photo-sensible pendant Imin a la puissance maximale pouvant étre délivrée
par la LED. Le puissance-metre mesure la puissance moyenne recue pendant 1 min.

L’expérience est répétée trois fois pour chaque LED.
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Détermination de la steechiométrie des complexes par spectroscopie

UV-Visible et dichroisme circulaire (Job Plot)

Une solution d’AZO-POE et une solution de cyclodextrine a 1,0.10“ mol.L"! sont préparées.
Les solutions sont soumises aux ultrasons pendant 10 min. Elles sont préparées le jour précédant
les manipulations et conservées a température ambiante dans le noir. Treize mélanges sont
préparés et tour a tour analysés en spectroscopie UV-Visible et dichroisme circulaire dans une
cuve en quartz. Leur spectre d’absorbance est ensuite relevé entre 190 nm et 800 nm. Pour
chaque point, le mélange eau/cyclodextrine est d’abord vers¢ dans la cuve en quartz. Un blanc
de CD dans I’eau a la concentration de chaque mesure est réalisé afin de supprimer I’effet
éventuel de la cyclodextrine qui absorbe 1égérement dans ’UV. Le tableau suivant donne la

composition de chacun des mélanges analysés, ou Xcp est la fraction molaire de cyclodextrine.

Solutions XCD [CD] (mol.L1) [AZO] (mol.LY) Vazo (mL) Vep (mL)
0 0 0,0 1,0.10°% 2,0 0,0
1 0,1 1,0.10° 9,0.10°% 1,8 0,2
2 0,2 2,0.10°% 8,0.10°% 1,6 0,4
3 0,3 3,0.10% 7,0.10°% 1,4 0,6
4 0,4 4,0.10° 6,0.10°% 1,2 0,8
5 0,45 4,5.10% 5,5.10% 1,1 0,9
6 0,5 5,0.10% 5,0.10% 1,0 1,0
7 0,55 5,5.10% 4,5.10% 0,9 1,1
8 0,6 6,0.10% 4,0.10% 0,8 1,2
9 0,7 7,0.10% 3,0.10% 0,6 1,4
10 0,8 8,0.10% 2,0.10% 0,4 1,6
11 0,9 9,0.10% 1,0.10% 0,2 1,8
12 1 1,0.10% 0,0 0,0 2,0

Pour I’'UV-Visible : la propriété choisie pour tracer le graphique de Job est AA. Elle sera

calculée comme suit : 44 = | A% o —[Azo].el,,.1 |

Avec A},.s : absorbance mesurée pour le mélange a la longueur d’onde d’étude.
[Azo] : concentration en azobenzene dans la solution
e, : coefficient d’extinction molaire de I’azobenzéne a la longueur d’onde d’étude.

1 : trajet optique 1 cm.

Pour le dichroisme circulaire : La propriété choisie pour tracer le graphique de Job est la
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différence de DC entre I’AZO seul et le complexe formé dans chaque solution a une longueur

d’onde d’intérét pondérée par la fraction d’azobenzéne. On I’appellera ADC*. Xazo.

Détermination de la steechiométrie des complexes par spectrométrie

RMN (Job Plot)

AZO-POE/B-CD :

Une solution mére d’azobenzéne a 6,0.107 mol.L™! est préparée dans 1’éthanol absolu. 250 pL
de cette solution sont prélevés et placés dans une fiole de 5 mL. L’éthanol est évaporé a environ
70°C au pistolet thermique sous flux d’argon. La fiole est placée dans une étuve sous vide
pendant plusieurs heures afin d’évaporer toutes traces d’éthanol. Une solution a 3,0.10%
mol.L! est préparée en complétant la fiole avec D,0O. Une solution mére de cyclodextrine a
6,0.107 mol.L"! est préparée dans D,0. 250 uL de cette solution sont dilués dans une fiole
jaugée de 5 mL de DO pour obtenir une solution fille a 3,0.10“ mol.L"!. Les solutions sont
soumises aux ultrasons pendant 10 min. Elles sont préparées le jour précédant les manipulations
et conservées a température ambiante dans le noir. Si I’AZO-PEG doit étre analysé sous sa
forme cis, la solution a 3,0.10* mol.L™! est irradiée 5 min a 366 nm le jour de ’analyse.

Onze tubes RMN ambrés sont ensuite préparés a partir de ces solutions filles a 3,0.10%
mol.L!. Le tableau suivant donne la composition de chaque mélange analysé, ot Xp.cp est la

fraction molaire de cyclodextrine.

Solutions Xp-cp [CD] (mol.L") [azo] (mol.L")  Vue(mL)  Vep (mL)

0 0 0,0 3,0.10* 0,6 0

1 0,1 3,0.10° 2,7.10* 0,54 0,06
2 0.2 6,0.10° 2.4.10% 0,48 0,12
3 0.3 9,0.10° 2,1.10% 0,42 0,18
4 0.4 1.2.104 1,8.10 036 0,24
5 0,5 1,5.10* 1,5.10* 0,3 0,3
6 0,6 1,8.10* 1,2.10% 0,24 0,36
7 0,7 2,1.10* 9,0.10° 0,18 0,42
8 0,8 2,4.10* 6,0.10° 0,12 0,48
9 0,9 2,7.10% 3,0.10° 0,06 0,54
10 1 3,0.10 0,0 0 0.6

Un douzieme tube contenant un rapport AZO:CD égal a 1:100 est préparé.
Pour chaque tube RMN préparé, une premicre analyse permettant d’enregistrer le déplacement

chimique du pic de I’eau (référence) est réalisée. Ensuite, le mélange est analysé par un
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programme irradiant le pic résiduel du solvant afin que son abondance ne géne pas la lecture

du déplacement chimique d’intérét.

4F-AZO-POE/B-CD et 2CI2F-AZO-POE/B-CD :

Deux solutions a 3,0.10* mol.L"!, de 4F-AZO-POE et de B-CD sont préparées dans D-O. Les
solutions sont soumises aux ultrasons pendant 10 min. Elles sont préparées le jour précédant
les manipulations et conservées a température ambiante dans le noir. Pour 1’analyse sous forme
cis, la solution a 3,0.10% mol.L! est irradiée 5 min a 366 nm pour le 4F-AZO-POE et 530 nm
pour le 2CL2F-AZO-POE le jour de I’analyse.

Onze tubes RMN ambrés sont ensuite préparés a partir de ces solutions filles a 3,0.10%
mol.L!. Les mélanges sont réalisés selon le méme tableau que pour I’AZO-PEG ci-dessus. Un

douzieme tube contenant un rapport AZO:CD égal a 1:100 est préparé pour le 4F-AZO-POE.

Détermination de constantes d’association des complexes par

spectroscopie UV-Visible (expérience de dosage)

Les expériences de dosage sont exécutées de la manicre suivante : une solution aqueuse
d’azobenzéne a 1,0.10* mol.L™! est préparée. La solution est soumise aux ultrasons pendant 10
min et laissée une nuit a température ambiante dans le noir. Une solution de cyclodextrine a
10.102 mol.L! est préparée dans I’eau. Le mélange est soumis aux ultra-sons pendant 15 min
a température ambiante pour finaliser la dissolution. Une deuxiéme solution a 1,0.107* mol.L™!
est préparée par dilution de la premicre. Onze solutions de concentration identique en AZO
mais de plus en plus concentrées en cyclodextrine sont ensuite analysées par spectrophotométrie

UV-Visible. Les détails de ces solutions sont renseignés dans le tableau suivant.

Solutions [CD] (mol.L") Vazo (ML) Vep,i mm (ML) Vep,10 mm (ML) VEeau (mL)
1 0,0 1,5 0,0 0,0 1,5
2 2,5.10°% 1,5 0,07 0,0 1,43
3 5,0.10°% 1,5 0,15 0,0 1,35
4 1,0.10°% 1,5 0,3 0,0 1,2
5 2,5.10% 1,5 0,7 0,0 0,8
6 5,0.10% 1,5 1,5 0,0 0
7 1,0.100 1,5 0 0,3 1,2
8 2,0.10° 1,5 0 0,6 0,9
9 2,5.10° 1,5 0 0,75 0,75
10 4,00E-03 1,5 0 1,2 0,3
11 5,00E-03 1,5 0 1,5 0
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Les spectres entre 190 nm et 800 nm sont relevés pour chacune des solutions. La courbe
A(L)=f([CD]) est ensuite tracée en choisissant A la longueur d’onde ou les dérivés d’azobenzeéne
seuls et complexés ont des coefficients d’absorption molaire différents. Cette courbe est
modélisée avec le logiciel SA, selon la procédure décrite plus loin dans la partie « Modélisation
avec le logiciel SA », et les constantes d’association entre dérivés d’azobenzéne et
cyclodextrine sont extraites du modele.

Pour le 4F-AZO-POE : Pour chaque point, Vcp+Veau est d’abord versé dans la cuve en quartz.

Un blanc est réalis¢ afin de supprimer 1’effet éventuel de la cyclodextrine qui absorbe
légérement dans ’UV. 1,5 mL de solution de 4F-AZO-POE sont ensuite ajoutés a la cuve.
Celle-ci est bouchée, agitée et son spectre absorbance entre 190 nm et 800 nm est enregistré.

Pour le 2CI2F-AZO-POE : Le protocole est exécuté sans les solutions 2, 5, 7 et 9.

Pour le terpolymére-protégé sous forme trans (Chapitre 3) : Une solution a 202 g.L! est

préparée dans une solution aqueuse saline (NaCl a 0,15 mol.L™!). La solution est soumise aux
ultrasons pendant 10 min et laissée une nuit a température ambiante dans le noir. Une solution
de B-cyclodextrine a 10.10 mol.L™! est préparée dans la méme solution saline. Le protocole

décrit ci-dessus est ensuite appliqué et les solutions suivantes sont préparées puis analysées.

Expérience [CD] (mol.L") Vazo (ML) Vb, 10 mm (ML) VEeau (mL)

1 0,0 1 0,0 1,5
2 2,5.10°% 1 0,0 1,43
3 5,0.10°% 1 0,0 1,35
4 1,0.10% 1 0,0 1,2
5 2,5.10% 1 0,0 0,8
6 5,0.10% 1 0,0 0

7 1,0.100 1 0,3 1,2
8 2,0.10° 1 0,6 0,9

Suivis cinétiques des irradiations par UV-Visible

Molécule invitée seule :

La cinétique d’une réaction d’actinométrie sous irradiation a 366 nm est suivie
systématiquement selon le protocole décrit en partie « Actinométrie » avant le cycle
d’irradiations pour vérifier I'intensité lumineuse arrivant sur I’échantillon. Par la suite, le

montage n’est plus déplacé ni modifié¢ avant la fin de I’expérience.
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Une solution de molécule invitée est préparée a 1,0.10* mol.L! dans I’eau et placée dans un
bain a ultrasons pendant 15 min. A 1 mL de cette solution est ajouté 1 mL d’eau dans une cuve
en quartz contenant un barreau aimanté. La cuve est irradié¢e successivement a 366 nm, 420 nm
puis 366 nm de nouveau, dans les mémes conditions que I’actinométrie. Les parameétres

d’enregistrement des spectres au cours du temps sont présentés dans le Tableau 38.

Expérience Temps total d’analyse (s) Nombre de scans
Actinométrie 366 nm 3600 180
Irradiation 1. 366 nm 150 150
Irradiation 2. 420 nm 150 150
Irradiation 3. 366 nm 150 150

Tableau 34 : Programme Olis utilisé pour suivre les cinétiques d’isomérisation de I’AZO-POE.

Complexe d’inclusion hote/invité :

Une actinométrie de controle est réalisée selon le protocole décrit en partie « Actinométrie »
avant d’irradier la solution d’intérét. Des solutions de molécules hétes a-, -, y-cyclodextrine
sont préparées dans 1’eau a des concentrations respectives de 3,6.10° mol.L™ ; 9,9.10 mol.L"!
et 18.107 mol.L!.

Le mélange réactionnel est préparé en ajoutant 1 mL de solution de molécule hote a 1 mL de
solution de molécule invitée dans une cuve en quartz contenant un barreau aimanté. La cuve est
ensuite irradiée successivement a 366 nm, 420 nm puis 366 nm de nouveau, dans les mémes
conditions que I’actinométrie. Les parametres d’enregistrement des spectres au cours du temps

sont présentés dans le Tableau 35.

Expérience Temps total d’analyse (s) Nombre de scans
Irradiation 1. 366 nm 150 150
o-CD Irradiation 2. 420 nm 150 150
Irradiation 3. 366 nm 150 150
Irradiation 1. 366 nm 120 120
pB-CD Irradiation 2. 420 nm 110 110
Irradiation 3. 366 nm 120 120
Irradiation 1. 366 nm 150 150
v-CD Irradiation 2. 420 nm 150 150
Irradiation 3. 366 nm 150 150

Tableau 35 : Programme utilisé pour suivre les cinétiques d’isomérisation de I’ AZO-POE.

268



Matériel et Méthodes

Etude de la photo-conversion des photochromes par RMN

4F-AZO-POE et 2CI12F-AZO-POE :

Une solution d’azobenzéne a 1,0.10* mol.L™! est préparée dans D,O et stockée dans un pilulier
a 8°C a I’abri de la lumiére. 0,6 mL de cette solution sont prélevés pour préparer un tube RMN
et 0,6 mL de cette méme solution sont irradiés dans le spectrophotomeétre par la LED 530 nm
poussée a sa puissance maximale et sans filtre. Plusieurs irradiations sont réalisées, entre
lesquelles la solution est agitée mécaniquement. L’isomérisation est suivie par
spectrophotométrie entre 190 nm et 800 nm jusqu’a ce que le spectre ne soit plus modifié¢ par
I’exposition a la lumiére. La solution est ensuite utilisée pour préparer un tube RMN.

Environ 0,6 mL de solution & 1,0.10™* mol.L! sont irradiés, de la méme facon, a 530 nm. Une
fois le PSS atteint, une seconde irradiation a 415 nm est réalisée de manicre identique. Un
troisiéme tube RMN est préparé a partir de cette solution. Les trois tubes sont analysés en RMN

'H (500 MHz).

Terpolymeére :

Une solution de 50 g.L! de terpolymére protégé est analysée par RMN 'H avant d’étre
déprotégée et irradié pendant 15 min par une LED verte (530 nm, P=30 mW.cm), pour
atteindre le PSS-cis, puis par une LED bleue pendant 10 min (415 nm, P=90 mW.cm™), pour
atteindre le PSS-trans. La spectroscopie RMN atteste de I’isomérisation et permet de

caractériser les PSS.

Détermination de constantes d’association des complexes par

spectroscopie RMN du proton

POE-OTs :

Une solution de poly(oxyde d’éthyléne) tosylate de méthyle ¢éther (ICBMS, UMRS5246,
Université Claude Bernard Lyon 1) est préparée a la concentration de 2.107 mol.L™! dans D-O.
Une solution de B-CD a 1,9.102 mol.L!' est préparée dans D,O et chauffée jusqu’a
solubilisation compléte. Cing solutions a 1.10° mol.L"! sont préparées avec des quantités
croissantes de B-CD comme reporté dans le Tableau suivant, et analysées en RMN 'H. Les

résultats sont modélisés par la linéarisation de Benesi-Hildebrandt.
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Expérience [CD] (mol/L) Vroe-ots (ML) Vep (mL) V2o (ML)
1 0 0,3 0 0,3
2 2.1073 0,3 0,06 0,24
3 4.10° 0,3 0,12 0,18
4 6.103 0,3 0,18 0,12
5 8.103 0,3 024 0,06
4F-AZO-POE :

Une solution d’4F-AZO-POE a 3,0.10* mol.L"! est préparée. La solution est soumise 10
minutes au bain a ultra-sons et laissée une nuit a température ambiante dans le noir. Une solution
de B-cyclodextrine a 6,0.107 est préparée dans ’eau. Le mélange est soumis 15 min aux ultra-
sons a température ambiante pour finaliser la dissolution. Une deuxiéme solution a 3,0.10™
mol.L! est réalisée par dilution de la premiére. Huit solutions du 4F-AZO-POE a 5,0.107
mol.L! et de plus en plus concentrées en cyclodextrine sont ensuite analysées par RMN 'H.

Les détails de ces solutions sont renseignés dans le tableau suivant.

Expérience [CD] (mol/L) Vaz (mL) Vep,0,3 mm (mL) Vebp,6 mm (ML) Veau (mL)

0 0,0 0,1 0 0,5
1 2,5.10% 0,1 0,05 - 0,45
2 5,0.10°% 0,1 0,1 - 0,4
3 2,5.10% 0,1 0,5 - 0

4 5,0.10% 0,1 - 0,05 0,45
5 1,3.10% 0,1 - 0,13 0,37
6 2,5.10°% 0,1 - 0,25 0,25
7 5,0.10% 0,1 - 0,5 0

Pour chaque tube RMN préparé€, une premicre analyse permettant d’enregistrer le déplacement
chimique du pic de I’eau (référence) est réalisée. Ensuite, le mélange est analysé par un
programme irradiant le pic résiduel du solvant afin que son abondance ne géne pas la lecture
du déplacement chimique d’intérét. Les données expérimentales sont interprétées par
modélisation selon la linéarisation de Benesi-Hildebrandt puis pas le logiciel SA selon la

modélisation disponible dans la partie expérimentale « Modélisation avec le logiciel SA ».
Test de turbidimétrie par spectrométrie UV-visible

4F-AZO-POE :

Trois solutions de 4F-AZO-POE sont préparées a 10.10~ mol.L™! dans trois solvants différents :
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H>0 (1,05.102 mol.L"), D20 (1,08.102 mol.L") et PBS (1,05.10 mol.L!). Pour chaque
mesure, la solution a analyser est versée dans une cuve de quartz qui est elle-méme placée dans
le porte-cuve thermostaté du spectrophotométre Cary 100 Bio. Pour chacune des solutions, un
blanc est mesur¢ avec le solvant puis 4 montée et descentes de température sont effectuées a 4
vitesses différentes (Tableau 36, Tableau 37, Tableau 38). L’observation est réalisée a 650 nm

avec comme température de départ la température de fin de descente en température.

Etape Acquisition des données (°C) Rampe en température (°C/min) Température de fin (°C)
1 0,5 2 18
2 0,5 2 9
3 0,5 1 18
4 0,5 1 9
5 0,5 0,75 18
6 0,5 0,75 9
7 0,5 0,5 18
8 0,5 0,5 9

Tableau 36 : Protocole de mesure de 'absorbance a 650 nm d'une solution de 1’azo-4F dans D,O en fonction de la

température.
Etape Acquisition des données (°C) Rampe en température (°C/min) Température de fin (°C)
1 0,5 2 38
2 0,5 2 18
3 0,5 1 38
4 0,5 1 18
5 0,5 0,75 38
6 0,5 0,75 18
7 0,5 0,5 38
8 0,5 0,5 18

Tableau 37 : Protocole de mesure de I'absorbance a 650 nm d'une solution de 1’azo-4F dans H,O en fonction de la

température.
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Etape Acquisition des données (°C) Rampe en température (°C/min) Température de fin (°C)
1 0,5 2 33
2 0,5 2 13
3 0,5 1 33
4 0,5 1 13
5 0,5 0,75 33
6 0,5 0,75 13
7 0,5 0,5 33
8 0,5 0,5 13

Tableau 38 : Protocole de mesure de I'absorbance a 650 nm d'une solution de 1’azo-4F dans le PBS en fonction de

la température.

Terpolymere :

Une solution de 65,0 mg.L"! de premier lot de terpolymére (Specific Polymers, SP-GELLIGHT-
52) dans H>O est préparée. Cette solution est analysée de la méme facon que pour le 4F-AZO-
POE. La solution est versée dans une cuve de quartz, placée dans le porte-cuve thermostaté
d’un spectrophotometre Cary 100 Bio. Pour chacune des solutions, un blanc est mesuré avec de
I’eau puis 2 montées et 2 descentes de température sont effectuées a 2 vitesses différentes
(Tableau 39). L’observation est réalisée a 650 nm avec comme température de départ la
température de fin de descente en température.

Etape Acquisition des données (°C)

Rampe en température (°C/min) Température de fin (°C)

3 0,5 1 50
4 0,5 1 10
5 0,5 0,75 50
6 0,5 0,75 10

Tableau 39 : Protocole de mesure de l'absorbance a 650 nm d'une solution de terpolymeére dans 1’eau en fonction

de la température.

Suivi de D’isomérisation cis=>trans

azobenzénes 4F-AZO-POE et 2CI1-2F-AZO-POE

par retour thermique des

37°C:

Deux solutions de 4F-AZO-POE et de 2CI12F-AZO-POE sont préparées a 1,0.10* mol.L"! dans
I’eau. Les solutions sont irradiées 2 min a 366 nm pour 1’4F-AZO-POE et 15 min a 530 nm
pour I’2CI12F-AZO-POE. La solution a mesurer est ensuite placée dans un bain sec a la

température de retour thermique. Les spectres d’absorbance sont relevés au cours du temps.
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60 °C :

Deux solutions de 4F-AZO-POE et de 2C12F-AZO-POE sont préparées a 1,0.10“ mol.L™! dans
I’eau. Les solutions sont irradiées 2 min a 366 nm pour le 4F-AZO-POE et 15 min a 530 nm
pour le 2CI2F-AZO-POE. Elles sont ensuite placées dans le porte-cuve du spectrométre UV-
Visible Cary 100 Bio dont la température est régulée a 60 °C. Les cuves sont équipées de
barreaux aimantés et 1’agitation magnétique est allumée pour la durée de I’analyse.
L’absorbance des solutions est suivie a trois longueurs d’onde: 300 nm, 350 nm et 400 nm. Un

point est relevé toutes les 30 secondes.

70 °C, 80 °C :

Une solution de 4F-AZO-POE a 1,0.10* mol.L"! est préparée dans I’eau. 12 mL de cette
solution sont irradiés soit 2 min par la LED a 366 nm. 6 piluliers en verre épais de 10 mL sont
chacun remplis avec 3 mL de la solution irradiée. Les piluliers sont scellés et placés a I’étuve a
la température du retour thermique. Les spectres d’absorbance sont relevés au cours du temps
en prélevant a la seringue 1,5 mL de solution. Apres le prélévement, la solution est remise a
I’étude. Pour le suivi a 70 °C, les solutions ayant servi a tracer les points a 0 et 2h sont prélevée

a nouveau pour les points a 24 et 30h.

Modélisation avec le logiciel SA

Modéle pour 1’actinométrie :

Le processus de photodégradation du ferrioxalate est considéré :
2K [Fe(C,0),] — 2K [Fe(C0)]+KCO +2CO,
Le modele mathématique utilisé pour modéliser la cinétique de décoloration du ferrioxalate de

potassium a été décrite dans Chapitre 2 de ce manuscrit.

Modgle pour les Job Plot !97-286.

La modélisation de Job considére que le complexe hdte (H)/invite (G) HnGn est le seul formé
et qu’il est donc le seul a engendrer une différence dans la propriété de milieu observée, par
rapport au molécules libres. Le diagramme de Job atteint donc son maximum lorsque pour une
solution ou [H]/[G] = m/n. Le mod¢le représente 1’équilibre suivant :

Ka
mAZO +nCD > AZOnw@CD, avec AZOn@CD la représentation du complexe
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e Pour les complexes ou n:m =1:1, la constante d’association K;.; peut s’écrire :

Ki.1 =[AZO@CD]/(JAZO].[CD])
Le déplacement chimique observé en RMN est décrit dans la littérature comme :

dobs = 0Az0@cD-([AZO@CD]/[AZOo]) avec dazoacp le déplacement du complexe seul

& Oobs = Xazo. dazot+ X Azo@cp. dAzo@cD

avec Xazo et Xazoacp les fraction molaires en AZO et en complexe
or Xazo =[AZO]/[AZO]o, Xazo@cp = [AZO@CD]/[AZO]o et Xazo + Xazoacp = 1.

dobs = Xaz0 0Az0 T XAzo@CD 0AZO@CD

= (1-Xazo@cp) 0azo + Xazo@cp dazo@cD

= dazo + Xazo@cp (0azo@cp -0Az0)

=> A8obs = Oobs - 0470 = XAz0@CD Admax = ([AZO@CD]/[AZO]0).ASmax

Le Modele calcule les concentrations pour Xcp croissant, en calculant a posteriori Adobs qui fait
intervenir [AZO@CD], permettant le lien entre modele et expérience. Admax a été déterminé en
utilisant un échantillon contenant 100 fois plus de CD que d’AZO. Il peut également étre

déterminé par le modele a posteriori.

e Pour les complexes ot n:m =1:2, la constante d’association Ki.1 peut s’écrire :

Ki2 = [AZO>@CD]/([AZO]*.[CD])
De la méme maniére que pour le cas d’un complexe 1:1 mais avec Xazo + 2Xazo2acp = 1
On a => A8obs = dobs - 0470 = Xazo@cp.(dazo2@cp -28az0) et on peut écrire :

Abobs = ([AZO2@CD]/[AZO]o).(daz02@cD -20A20)

Modeéle pour le suivi cinétique de 1’isomérisation photochimique de I’AZO-POE™®° ;

Trois processus sont considérés lors de I’irradiation de I’azobenzéne libre en solution : les
photoisomérisations directe et indirecte ainsi que la transformation thermique d’AZO-POE-C
en AZO-POE-T :
AZO-POE-T ¥ AZO-POE-C (¢}.4%)
k.
La cinétique de retour thermique est évaluée en relevant 1’absorbance au cours du temps de
I’AZO-POE en solution apres ’avoir isomérisé sous forme cis par irradiation a 366 nm. Les

données obtenues sont traitées par un modele d’ordre 1 et décrivent une cinétique trés lente de

I’AZO-POE-C vers ’AZO-POE-T a 23 °C, avec k.= 7.10° s! (Figure 180). Cette valeur
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correspond a un temps de demi-vie de plus de 27 h. Sa contribution est donc négligeable au
cours des expériences de photochimie dont la durée ne dépasse pas 15 min. La présence d’un
retour thermique est néanmoins prise en compte dans la modélisation avec k.; fixée comme

déterminée ici.

0.8} M
o

0.6}

A350

0.4}

0.2}

0
0 510* 110° 1.510° 210° 2.510° 310°
time/s

Figure 180 : Suivi de la réaction de relaxation thermique de I’AZO-POE-C en AZO-POE-T a 23 °C. L’absorbance
a 350 nm est enregistrée pendant presque trois jours (ronds ouverts : données expérimentales, ligne continue :

modélisation avec une loi du premier ordre, k = 7.10° s!). [azo] = 4,3.103 mol.L"'.

Pour modéliser la photochimie, les équations suivantes seront utilisées par le modele :

r=—ot el [i].1. 1. F*
—-d[AZOT] d[AZO(]
= T == dtc =1 —1c = k_q.[r7]

ou ri est la vitesse du processus photochimique et i représente I’AZO-POE-T ou -C.

F* est le facteur photocinétique tel que : F* = (1 - lO‘Ax) / A*

A’ est ’absorbance de la solution a la longueur d’onde A telle que : A*= (et*.[AZOr] +
ec*.[AZOc]) Iz,

@j* est le rendement quantique de la réaction photochimique de i a la longueur
d’irradiation A ou j représente I’isomérisation directe (D) trans—>cis et R ou I’isomérisation
retour (R) cis—=>trans,

Io* est le flux de photon incident a la longueur d’onde A,

&i* est le coefficient d’extinction molaire du composé i a la longueur d’onde A,

Ir est le trajet optique.

L’objectif de la modélisation est d’ajuster, par le calcul, les courbes obtenues
expérimentalement pour en extraire les paramétres inconnus. A cette étape, les parameétres déja
connus sont les suivants : Ip* grice a I’actinométrie, I (= 1 cm) imposé par la géométrie du
systéme, e1* et c”* obtenus par les titrages en spectroscopie UV-Visible. Les paramétres restant

366

a déterminer sont les rendements quantiques @p°°®, pp*?°, Pr*° et er**. Les données utilisées

275



Matériel et Méthodes

dans le logiciel sont les absorbances aux longueurs d’onde d’irradiation (366 nm et 420 nm) car
elles déterminent I’évolution du facteur photocinétique F*. Trois cinétiques d’isomérisation sont
présentées successivement au modele :

1¢r¢ isomérisation : D’abord, I’isomérisation directe par irradiation 2 366 nm seulement,
pour laquelle er” est ajusté afin que 1’absorbance initiale calculée soit parfaitement superposée
a I’absorbance initiale expérimentale. Cet ajustement permet d’assurer une modélisation
correcte de la pente initiale. Cet ajustement est tolérable car il est toujours inférieur a la gamme
d’erreur déterminée par titrage UV-Visible. Le paramétre e1* est ensuite fixé et les rendements
quantiques a 366 nm sont déterminés par le modéele. De plus, pour assurer la bonne modélisation
du point de départ de la deuxieme expérience, le coefficient d’extinction molaire du produit de
la premiere irradiation est laissé libre et ajusté, dans la gamme d’erreur tolérée.

2¢me jsomérisation : Les concentrations finales de chaque espéce sont relevées et
entrées comme les conditions initiales de la deuxiéme expérience alors que tous les parameétres
déterminés dans la premicre sont fixés. La deuxiéme irradiation est ensuite présentée au modele
qui détermine les deux rendements quantiques a 420 nm. Les conditions initiales de la troisiéme
irradiation sont déterminées de la méme fagcon que pour la deuxieéme.

3%me jsomérisation : Tous les paramétres sont alors fixés et le calcul du modéle est alors
compar¢ aux données expérimentales de la troisieme expérience. Une reproduction a I’identique
de I’expérience par la modélisation permet de valider ou invalider les paramétres précédemment
extraits des premieres et deuxiémes irradiations.
Finalement tous les parameétres sont ajustés une derniere fois, de facon simultanée en tenant

comptes des trois irradiations afin de trouver leurs valeurs optimales.

Modéle pour la détermination de Ka par spectrométrie UV-Visible et par RMN :

Les constantes d’affinités déterminées par des expériences de dosage ont ét¢ modélisées par le

logiciel SA en utilisant la méthode et les équations décrites par Thordarson'®’.

Modéle pour le suivi cinétique de 1’isomérisation photochimique des complexes entre AZO-

POE et CD*®

Pour cette dernicre étape, les parametres déja connus sont les suivants : les intensités des LEDs,
les coefficients d’absorption molaire aux longueurs d’onde d’irradiation des AZO-POE-T et
AZO-POE-C libres en solution, les rendements quantiques des réactions d’isomérisation directe
et inverse de I’AZO-POE pour les deux irradiations et les constantes d’affinités de chaque

complexe AZO-POE/CD. On considere que la formation du complexe est bien plus rapide que
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la réaction de photoisomérisation.

La procédure de modélisation est la méme que celle utilisée pour le cas de I’AZO-POE seul
avec en plus le phénoméne de complexation AZO-POE/CD correspondant. De plus
I’isomérisation de I’AZO-OE est associée a son ¢jection de la cyclodextrine. Trois modeles sont
construits pour décrire les interactions entre I’AZO-POE et chaque cyclodextrine :

a-CD :

Kk
AZO-POE-T+0-CD *&° AZO-POE-T@a-CD avec Ka=k,/k_|

AZO-POE-T@a-CD += AZO-POE-C + 0-CD 3@ 4 2%ecn

Tous les parameétres sont connus et fixés mis a part les rendements quantiques du complexe lors

366 et ¢420

des deux irradiations ¢ azo@cp €t Pazo@cp

qui sont a déterminer. En suivant la procédure

employée pour I’azo seul, un parametre est déterminé grace aux modélisations de chacune des
deux premicéres irradiations, la troisiéme expérience servant de validation du mod¢le avant le

réajustement des deux inconnues a la fois.

B-CD :
k
AZO-POE-T+B-CD % AZO-POE-T@B-CD avec Ka, =k, /k ,
Iy
AZO-POE-C+B-CD 4~ AZO-POE-C@B-CD avec Ka,=k,/k,

AZO'POE'T@B'CD — AZO'POE'C@BCD (¢:?1(§% —T@cD 1¢222%*T@CD1 q)i%%*C@CDJ ¢j%%*C@CD)

La B-CD a la capacité de se lier aux deux isomeres. Les quatre parametres a déterminer lors de
ces irradiations sont les rendements quantiques des deux isomeres complexés.

NB : on considére que I’isomérisation de I’AZO-POE entraine sons éjection de la cavité.
v-CD :

k,
2 AZO-POE-T+y-CD ¥ AZO-POE-T,@y-CD  avec Ka=k/k

AZO-POE-T,@y-CD = 2AZO-POE-C+y-CD  ($33bacp-Pazo@cn)
Le modele pour I’inclusion de deux azobenzénes dans la cavité de la y-CD considere que seul
ce complexe se forme en solution et que I’isomérisation des deux molécules invitées entraine
leur ¢jection de la cavité. Seuls les deux rendements quantiques du complexe aux deux

longueurs d’onde d’irradiation sont donc a déterminer pour ce complexe.

Déprotection du terpolymere :

Dans un ballon bicol de 10 mL, 100 mg de terpolymeére sont pesés et dissous dans 2 mL de 1,4-

dioxane. Un appareil de type Dean-Stark est monté sur le ballon, rempli de 1,4-dioxane et
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équipé d’un réfrigérant. Le mélange sous agitation magnétique est chauffé a 93 °C et placé sous
et bullage d’argon par le septum fermant le second col, pendant 4h. Aprés 2h de chauffe, le
Dean-Stark est vidé et rempli avec du 1,4-dioxane pur avant de relancer le chauffage pour les
deux dernicres heures. A la fin des 4 heures, le mélange est laissé a refroidir puis est irradié
pendant 15 min a 530 nm (P=30 mW.cm™) protégé de la lumiére. La LED est amenée jusqu’a
environ 2 cm de la surface du mélange par sa fibre optique. Le mélange est ensuite transvasé
dans un tube a hémolyse taré. Le 1,4-dioxane et le DMFu libre sont évaporés a 1’évaporateur
rotatif pendant 30 min a 40 °C et 5 min a 50 °C a 60 mbar puis le polymeére est séché sous vide
a la pompe a palette a température ambiante. L huile rouge-orangée obtenue avec un rendement
de 95% est conservée au congélateur jusqu’a son utilisation.

RMN 'H (500 MHz, CDCls) & (ppm) : 7,34 (m, -CF=CH-CH=CH-CF), 7,05 (t, -CF=CH-
CH=CH-CF), 6,72 (s, -N-CO-CH=CH-CO(N)), 6,65 (d, -CH-CF=C(N2Cg¢HsF2)-CF=CH-),
3,43-4,32 (m, -O-CHz-CH-0-), 3,39 (s, -O-CH2-CH>-O-CH3), 2,10 (m, -CH:- squelette), 1,22-
1,4 (COOH-C(CH3)2- bout de chaine, -(CH2)10-CH3 bout de chaine), 0,6-1,22 (-CH3
squelette, -CH3 bout de chaine). My nmr=19,600 g/mol.

RMN 3C (125 MHz, CDCl3) § (ppm) : 177,32, 170,66, 160,20, 153,76, 153,69, 152,74, 151,69,
150,70, 134,19, 129,45, 112,62, 112,62, 112,45, 112,18, 112,04, 99,84, 99,46, 99,09, 98,89,
71,93, 70,56, 70,04, 69,23, 69,14, 68,43, 67,81, 67,08, 64,12, 63,88, 59,03, 44,85, 37,12, 31,90,
29,0-29,80, 27,18, 22,69, 19,59, 14,12.

Déprotection de la -CD-maléimide-protégée :

Dans un ballon de 10 mL, 250 mg de B-CD-m, sont dissous dans 3 mL de DMSO. Le mélange
est chauffé a 93 °C sous agitation magnétique et bullage d’argon pendant 4h. La réaction est
réalisée en milieu ouvert pour favoriser 1’évaporation du groupement protecteur
diméthylfurane. Une fois la réaction terminée, le mélange réactionnel est laissé a refroidir puis
est précipité dans 40 mL d’un mélange 80 :20 éther diéthylique:acétone dans un tube de
centrifugeuse. Le tube est centrifugé a 5 °C pendant 1h40 a 9000 tr/min. Le surnageant est
ensuite ¢liminé et le solide orangé est lavé avec 40 mL d’acétone et de nouveau centrifugé a 5
°C pendant 1h40 a 9000 tr/min. Le surnageant est ¢liminé et la B-cyclodextrine maléimide

déprotégée (B-CD-m) est séché dans une étude a vide, a température ambiante (25 °C).
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RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm) : RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 6,90-7,05
(sl, H()), 5,60-6,15 ((m, OH(2) et OH(3)), 4,70-5,30 (m, H(1)), 4,2-4,7 (ml, OH(6)), 3-4 (m,
H(2), H(3), H(4), H(5), H(6), H(a), H(b), H(e)), 2-3 (m, H(c), H(d)).

Spectroscopie de masse

ESI-TOF :

Un échantillon de B-CD tosylée est solubilis¢ dans du DMSO puis dilu¢ au millieme dans la
phase mobile. Le spectre de masse ESI-TOF est acquis avec le spectrometre XEVO-G2QTOF
(Waters) en ionisation par é€lectrospray en mode positif et négatif. L’analyse est faite par
couplage LC/MS avec un phase mobile composée d’un gradient de mélange A:B avec A : eau
+ 0,1% d’acide formique et B : acétonitrile + 0,1% d’acide formique (Tableau 40). Les
températures de source et de désolvatation utilisées sont respectivement 130 °C et 450 °C. La
tension de cone a €té optimisée a 30 V. La détection se fait par spectroscopie de masse entre

100 et 2500 g.mol! ainsi qu’avec un détecteur UV a la longueur d’onde de 234 nm.

Gradient Temps (min) Débit (mL.min) %A %B
1 0 0,5 85 15
2 2 0,5 85 15
3 17 0,5 0 100
4 19 0,5 0 100
5 20 0,5 85 15
6 24 0,5 85 15

Tableau 40 : Gradient de A : eau + 0,1% d’acide formique et B : acétonitrile + 0,1% d’acide formique utilisés pour

I’analyse LC/MS de la f-CD-my,
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La détection masse est utilisée pour établir quel composé (branché n fois) de B-CD est présent

dans la fraction qui sort au temps t. La détection UV est corrélée a la détection masse afin de

déterminer quel signal sur le chromatogramme correspond a quelcomposé de B-CD. Il est ainsi

possible de quantifier grossie¢rement chaque composé et de tracer la fraction de chaque composé

en fonction du nombre de branches n.

Analyse élémentaire

Les échantillons sous forme de poudre séche sont analysés par analyse ¢lémentaire CHN. Pour

chaque B-CD, les %m théoriques d’¢léments C, H et N sont calculées pour un taux de

substitution entre 1 et 7 puis comparés aux valeurs expérimentales, moyenne calculée sur 2

mesures. Les masses calculées pour les B-CD-mp et f-CD-m en fonction du nombre de branches

sont reportées dans les tableaux suivants.

Atomes B-CD-mp (nombre)

%m éléments

Nombre de

branches ¢ N i ¢ N "

1 60 3 93 49.21 2.87 6.36
2 78 6 116 52.23 4.69 6.47
3 96 9 139 5431 5.94 6.55
4 114 12 162 55.84 6.86 6.61
5 132 15 185 57.00 7.56 6.66
6 150 18 208 57.92 8.11 6.69
7 168 21 231 58.66 8.55 6.72

Tableau 41 : Nombre calculé d’atomes de carbone (C), azote (N) et oxygéne (O) pour la 3-CD maléimide protégée

et % théorique de chaque ¢lément en fonction du nombre de branches fonctionnelles portées par la molécule.

Atomes B-CD-m (nombre)

%m éléments

Nombre de

branches ¢ N i ¢ N i

1 54 3 85 47.40 3.07 6.22
2 66 6 100 49.50 5.25 6.25
3 78 9 115 51.06 6.87 6.27
4 90 12 130 52.27 8.13 6.29
5 102 15 145 53.24 9.13 6.31
6 114 18 160 54.03 9.95 6.32
7 126 21 175 54.68 10.63 6.33

Tableau 42 : Nombre calculé d’atomes de carbone (C), azote (N) et oxygeéne (O) pour la B-CD maléimide

déprotégée et % théorique de chaque élément en fonction du nombre de branches fonctionnelles portées par la

molécule.
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Dosage des fonctions maléimides par le 1-octanethiol

105 mg de B-CD-m,; sont solubilisés dans 1,7 mL de DMSO-ds et déprotégé selon le protocole

de déprotection. Le brut réactionnel est divisé en 6 piluliers et les masses calculées de B-CD-m

sont données dans le Tableau 43.

0 1 2 3 4 5
Myl (Mg) 109,7 98,5 109,5 101,1 100,4 96,7
mp-cp-m (Mg) 0 10,0 11,1 10,2 10,1 9,8
Moctanethiol (M) 0 0,57 1,19 1,57 2,06 2,63

Tableau 43: Paramétres expérimentaux du dosage de la B-CD-m par le 1-octanethiol.

Des quantités croissantes de 1-octanethiol sont ajoutés a 5 des 6 piluliers a partir d’une solution

mére de 1-octanethiol dans le DMSO-ds a 14,8 g.L!, telles que reportées dans le Tableau 43.

Les piluliers sont placés sous agitation magnétique pendant 1,5h a température ambiante. La

spectroscopie RMN 'H est utilisée pour analyser les 6 échantillons et quantifier les fonctions

maléimides. Les tableaux suivants (Tableau 44) ont ¢été utilisés pour déterminer la

fonctionnalité moyenne de la 3-CD-m en maléimide.

I maléimide
Nmaléimide restant Nmaléimide reStant/g
pour rnethyl Noctanethiol (mg) noctanethiol(mm()l)
(mmol) (meq/g)
octanethiol =3

tube 0 10.84* 0,00 0,0000
tube 1 8 0,57 0,0039 0,0156 1,5667
tube 2 1,65 1,19 0,0081 0,0067 0,6078
tube 3 0,47 1,57 0,0107 0,0025 0,2463
tube 4 0,082 2,06 0,0141 0,0006 0,0569
tube 5 0,069 2,63 0,0180 0,0006 0,0635

* pour H1 CD I=7
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Nmaléimide total Nmal¢imide total I proton H1
nep** (mmol) Nmaléimide/Nep total
(mmol) (meq/g) cyclodextrine
tube 0 7 /
tube 1 0,0195 1,96 5,88 0,0033 5,95
tube 2 0,0149 1,34 2,28 0,0027 5,60
tube 3 0,0132 1,29 1,57 0,0024 5,51
tube 4 0,0146 1,44 1,29 0,0026 /
tube 5 0,0186 1,90 0,92 0,0024 /

** dosées en considérant I’octanethiol comme étalon interne
Tableau 44 : Tableau permettant de calculer la fonctionnalité approximative en malé¢imide de la 3-CD maléimide

par dosage avec I’octanethiol.

Synthése de la p-CD-maléimide-POE (B-CD-m-POE)

Dans un pilulier de 4 mL, 98,5 mg de B-CD-mp sont dissous dans 1 mL de DMSO sec. Le
mélange est chauffé a 93 °C sous agitation magnétique et bullage d’argon en milieu ouvert
pendant 4h. Une solution a 1 équivalent de POE-monothiol 6000 g.mol! (Sigma Aldrich, Etats-
Unis) par rapport a la B-CD-m est préparée dans du DMSO sec a la concentration de 190
mg.mL!, soit 142 mg dans 0,75 mL. La solution de POE-monothiol est ajoutée par un goutte-
a-goutte manuel sur la solution de B-CD-m sous agitation vigoureuse. Le mélange est laissé
sous argon et sous agitation pendant une nuit a température ambiante. 2 mL d’eau sont ajoutés
au mélange sous agitation. Le DMSO est éliminé par dialyse dans un tube de dialyse équipé
d’une membrane de taille de pore moyenne de 1000 g.mol ™. La disparition du DMSO est suivie
par RMN 'H dans le MeOD. 11 faut au moins 3 jours de dialyse avec des changements d’eau
réguliers pour €éliminer le DMSO résiduel. La f-CD-m-POE est obtenue comme une poudre

beige clair apres lyophilisation.
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RMN 'H (300 MHz, DMSO-de) & (ppm) : 6,90-7,05 (s, H(f)), 5,4-6,2 ((m, OH(2) et OH(3)),

4,75-5,35 (m, H(1)), 4,20-4,70 (m, OH(6)), 3,30-40 (m, H(2), H(3), H(4), H(5), H(6), H(a),

H(b), H(e), H(h), H(j), H(k)), 3,26 (s, H(1)), 2-3 (m, H(c), H(d), H(g), H(1)).

Déprotection de la p-CD-bismaléimide-protégée (B-CD-2m))

Dans un pilulier de 4 mL, 108,3 mg de B-CD-2mp sont dissous dans 1,6 mL. de DMSO sec. Le
mélange sous agitation magnétique est chauffé a 93 °C sous bullage d’argon en milieu ouvert
pendant 4h. Une fois la réaction terminée, le mélange réactionnel est laissé refroidir puis 1,6
mL d’eau distillée y sont ajoutés. Le produit est précipité dans 30 mL d’acétone dans un tube
de centrifugeuse puis centrifugé a 4500 rpm pendant 3h a 5 °C. Le surnageant est évacué et le
produit est resolubilisé dans 3 mL d’eau distillée avec I’aide d’ultrasons pendant 3 min. Le
produit est reprécipité dans 30 mL d’acétone et centrifugé a 4500 rmn pendant 2h a 5 °C. Les
étapes de solubilisation et précipitation sont répétées une troisiéme fois puis le solide est séché
sous flux d’argon pendant Smin avant d’étre récupéré dans un pilulier de 4 mL et séché sous
vide, jusqu’a stabilisation de sa masse. La 3-CD-2m est obtenue comme un solide rosé avec un

rendement de 75 %.

uantification des fonctions par RMN 'H
Q p

Les quantifications par étalonnage interne ont été réalisées en préparant une solution
d’échantillon (Sech) de concentration connue dans un tube RMN et une solution d’étalon (Séstaton)
de concentration connue dont une masse précise (metlon) @ €t€ introduite dans un capillaire. Le
capillaire a été introduit a son tour dans le tube RMN pour I’analyse en RMN 'H. La
comparaison des intégrales entre 1’étalon et les signaux des fonctions a doser permet de

déterminer la fonctionnalité du composé échantillon.
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Fonctions du Terpolymeére :

Sétalon : solution de 26 g.L™! de nitrométhane dans le chloroforme deutéré ; Seen : solution de 17

g.L! de terpolymére dans le chloroforme deutéré ; meaion: 16,7 mg.

Maléimides -CD-m :

Setalon : solution de 56 g.L'! de chloroforme pur dans le DMSO-ds ; Séch : solution de 6,4 g.L™!
de B-CD-m dans le DMSO-ds ; m¢galon : 35 mg.

Maléimides de la B-CD-m-POE :

Sétalon : solution de 65,6 g.L'! de DMF pur dans le DMSO-de ; Sech : solution de 32 g.L! de -
CD-m-POE dans le DMSO-ds ; metalon : 44,3 mg.

Maléimides de la B-CD-2m :

Sétalon : solution de 65,6 g.L' de DMF pur dans le DMSO-ds ; Sech : solution de 11,4 mg de -
CD-2m dans le DMSO-ds ; métalon : 44,3 mg.

Thiols des POE-thiols :

POE-4SH : S¢taton : solution de 13,1 mg de nitrométhane dans le chloroforme deutéré; Sech:
solution de 8,5 mg de thiol dans le chloroforme deutéré.
POE-2SH : Setalon : solution de 4,5 mg de nitrométhane dans le chloroforme deutéré; Sech:
solution de 8,9 mg de thiol dans le chloroforme deutéré.
POE-SH : Sétalon : solution de 121 g.L'! de nitrométhane dans le chloroforme deutéré; Secn:

solution de 11,2 mg de thiol dans le chloroforme deutéré ; meaion : 9,5 mg.

Plan d’expériences

Onptimisation de Doehlert :

rt225

Un tableau uniforme de Doelhe a été choisi ici afin d’étre capable de dessiner des surfaces

de réponse. La forme générale du modéle polynomial du second ordre pour un plan de Doehlert

k k k—1 k
i=1 i=1 i=1 j=2

avec j>1, k le nombre de variables étudiées, by la moyenne des réponses expérimentales, b;

est:

I’effet principal de la variable encodée X;, b;; 1’effet quadratique de la variable encodée X;, et

b;j ’effet d’interaction du premier ordreentre les variables encodées X; et X;.
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Matrice expérimentale du premier plan d’expériences :

)

Expérience X1* X2%* X3* tétrathiol/dithiol polymére AZO/p-CD
1 1 0 0 100/0 20 50/50
2 -1 0 0 0/100 20 50/50
3 0,5 0,866 0 75/25 30 50/50
4 -0,5 -0,866 0 25/75 10 50/50
5 0,5 -0,866 0 75/25 10 50/50
6 -0,5 0,866 0 25/75 30 50/50
7 0,5 0,288 0,816 75/25 23 60/40
8 -0,5 -0,288 -0,816 25/75 17 40/60
9 0,5 -0,288 -0,816 75/25 17 40/60
10 0 0,577 -0,816 50/50 26 40/60
11 -0.,5 0,288 0,816 25/75 23 60/40
12 0 -0,577 0,816 50/50 14 60/40
13 0 0 0 50/50 20 50/50
*X1, X2 et X3 sont les coordonnées codées de la matrice de Dohlert.
Matrice expérimentale du deuxiéme plan d’expériences :
%m
Expérience X1* X2* X3* tétrathiol/dithiol polymére AZO/p-CD
1 1 0 0 100/0 23 50/50
2 -1 0 0 0/100 23 50/50
3 0,5 0,866 0 75/25 30 50/50
4 -0,5 -0,866 0 25/75 16 50/50
5 0,5 -0,866 0 75/25 16 50/50
6 -0,5 0,866 0 25/75 30 50/50
7 0,5 0,288 0,816 75/25 25 60/40
8 -0,5 -0,288 -0,816 25/75 21 40/60
9 0,5 -0,288 -0,816 75/25 21 40/60
10 0 0,577 -0,816 50/50 28 40/60
11 -0,5 0,288 0,816 25/75 25 60/40
12 0 -0,577 0,816 50/50 18 60/40
13 0 0 0 50/50 23 50/50

*X1, X2 et X3 sont les coordonnées codées de la matrice de Dohlert.

Synthése de gel maléimide-thiol selon différentes techniques de

mélangeage

Une solution de POE-tétramaléimide a 20 000 g.mol! (Sigma Aldrich, Etats-Unis) a 240
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mg.mL"! et une solution de POE-dithiol 4 8500 g.mol™! (Polymer Source, Canada) 4 488 mg.mL"
! sont préparées dans le PBS. La Figure 181 montre les deux systémes utilisés pour le

mélangeage des gels.

Figure 181 : Photographies des montages de mélange a. avec mélangeur en Y et b. avec double seringue équipée

d'un mélangeur a vis.

Méthode mélangeur en Y : 150 pL de solution de maléimide et 300 pL de solution de thiol sont

versées dans deux seringues distinctes de 1 mL. Ces seringues équipées d’aiguilles de diamétre
Imm sont reliées par des tubulures souples au mélangeur en Y dont la sortie est placée au-
dessus du moule. Une fois le montage préparé, les pistons des deux seringues sont poussés de
facon synchrone et le mélange est récupéré dans le moule puis laissé gélifier a température
ambiante.

Méthode mélangeur a vis : de la méme fagon que pour le mélangeur en Y chaque solution mere

de thiol et de maléimide et versée dans les deux demi-seringues de la double seringue équipée
de son mélangeur a vis. Le double piston est poussé et le mélange récupéré en sortie de
mélangeur dans un moule. Un premier gel est coulé en utilisant 150 uL de solution de
maléimide et 300 pL de solution de thiol, un second avec 300 pL de solution de maléimide et

150 pL de solution de thiol.

Synthese de gel sans B-CD

Des hydrogels sans B-CD ont été préparés a partir de terpolymére et de POE-tétrathiol et
formulés a partir de 100% de POE-tétrathiol et de 10%m de polymeére. Une solution de
terpolymére a été préparée a 122 mg.mL"! dans I’eau et une solution de tétrathiol a été préparée

a 80 mg.mL"! dans I’eau. Trois hydrogels identiques ont été formés en mélangeant 164 pL de
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solution de terpolymere et 69 pL de solution de thiol. Les gels ont été démoulés aprés une nuit

a 4°C dans le noir.
Synthése de gel a base de p-CD-m

Dans un mélange DMSO:H>0 15:85 en masse :

Formulation Meyclodextrine (mg) Miterpolymere (mg) mysH (mg) mosH (mg) Msolvant (mg)
585 (H:0)
DMSO:H,0 15:85 16,8 343 374 66,5
113 (DMSO)

La B-CD-m pesée est solubilisée dans la quantité¢ indiquée de DMSO puis mélangée a une
solution de terpolymeére dans I’eau. La solution se trouble. Elle est mélangée a une solution

préparée avec les thiols pesés dans 1’eau. Le gel peut étre moulé mais reste opaque.
Synthése de gel a base de B-CD-m-POE :

En suivant le premier plan d’expériences :

Huit gels sont formulés selon le premier plan d’expériences avec les paramétres suivants :

X B-CD-POE-m Mx (g/mol)= 8700 f(thiol,z) 33
y Terpolymére 1 My (g/mol)= 20400 f(thiol,w) 2
z Tétrahiol 5K Mz (g/mol)= 5000 f(malé,x) 4.8
w Dithiol 9K Mw (g/mol)= 8900 f(malé,y) 2,5

f(azo,y) 3

Les masses molaires de y, z et w proviennent des données fournisseurs, la masse molaire de la
B-CD-m-POE a été calculée. f(thiol,z) a été dosé€ par étalonnage interne, f(malé,x) a été calculé
par dosage par étalonnage interne des maléimides de la B-CD-m puis soustraction de 1 décrivant
la substitution moyenne de 1 maléimide par le POE-SH (6000 g.mol™!). f(malé,y) et f(azo,y) ont
été dosées par étalonnage interne sur le premier lot de terpolymeére (SP-GELLIGHT-52) recu
en faible quantité. f(thiol,w) a été déterminé arbitrairement car non encore quantifié.

Les formulations de gels ont été préparées a partir du Tableau 45 sur 850 mg de matiére avec
les quantités de réactifs regroupées dans le Tableau 46. Les formulations 1 et 7 ont été préparées
par pesée directe de chaque composé. Ces pesées engendrant trop de pertes de cyclodextrine et
de terpolymere, les six autres formulations ont été¢ préparées a partir de solutions meres de
terpolymére (Si: 200,9 mg.mL" et S2: 100,5 mg.mL ") et de p-CD-m-POE (447 mg.mL") dans

I’eau.
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Formulation Meyclodextrine (M) Mierpolymere (M) mysy (Mg) mosy (mg) Meau (ME)
1 70,8 553 69,4 0 654,5
3 82,7 64,7 67,5 40,1 595,0
5 27,6 21,6 22,5 13,4 765,0
7 77,1 40,2 59.8 35,5 637,5
8 39,3 46,1 14,7 78,4 671,5
9 50,0 58,6 43,8 26,0 671,5
10 59,6 69,8 39,1 69,5 612,0
13 48.9 38,2 29,8 53,1 680,0

Tableau 45 : Masses théoriques calculées pour des gels de 850 mg selon les paramétres du premier plan

d'expériences.

Formulation Meyclodextrine (M) Mierpolymere (ME) Mmash (Mg) mosh (Mg) Meau (ME)
1 64,8 50,9 64,1 0 780
3 89,9 70,1 73,1 45,4 646
5 27,6 21,7 22,8 13,7 773
7 76,1 39,9 58,5 36,1 766
8 26,5 40,1 12,8 67,2 680
9 43 50,5 37,7 23,9 750
10 14,0 16,7 9,2 16,8 163
13 52,9 39,5 31 54,3 713

Tableau 46 : Masses réelles pesées pour les gels du premier plan d'expériences, premier lot.

Le terpolymere et la B-CD maléimide sont pesés dans un méme pilulier en verre tandis que les
thiols sont pesés dans un second pilulier. L’eau est ajoutée en répartissant la quantité nécessaire
dans les deux piluliers pour que tous les composés soient solubles. Les deux piluliers sont
ensuite mis dans un bain a ultrasons pendant quelques minutes. Une fois tous les composants
du gel solubilisés, les deux solutions sont versées simultanément dans un moule puis agitées
manuellement. Les gels sont laissés réticulés pendant 30 min a température ambiante (15 °C)
puis démoulés avant d’étre lavés dans de 1’eau distillée avec au moins 3x5 mL sous agitation

légére pendant 24h.

En suivant le deuxiéme plan d’expériences :

Six gels sont formulés selon le deuxieme plan d’expériences avec les parametres suivants :
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X B-CD-POE-m a (mol BCD/g BCD2)= 0,00012
y Terpolymére 2 b (mol malé /g BCD2) = 0,0000283
Tétrahiol 5K ¢ (mol malé/g terpo)= 0,000322

W Dithiol 9K d (mol azo/g terpo)= 0,000279
¢ (mol thiol/g tetrathiol) = 0,00056

f (mol thiol/g dithiol) = 0,000306

Les constants a, b, ¢, d, e et f proviennent de dosages par étalonnage interne en RMN. Le
terpolymeére utilisé provient du lot final fourni par Specific Polymers (SP-GELLIGHT-55), le
POE-tétrathiol du premier lot de chez Sigma Aldrich et le POE-dithiol du premier lot de
Polymer Source.

Les formulations de gels ont été préparées a partir du Tableau 47 sur 500 mg de mati¢re avec
les quantités de réactifs regroupées dans le *sur 350 mg de gel

Tableau 48. Une solution mére de B-CD-m-POE (235 mg.mL') dans I’eau est utilisée,

mélangée au terpolymere solide.

Formulation Meyelodextrine (M) Mierpolymere (ME) mysy (Mg) mosh (Mg) Meau (ME)
1 66,6 28,6 19,8 0 385
2 58,2 25,0 0 31,7 385
4 41,8 18,0 3,1 17,1 420
9 48,7 31,4 15,4 9,4 395
12% 35,8 10,5 54 9,8
13 62,1 26,7 9,7 16,9 385
*sur 350 mg de gel

Tableau 47 : Masses théoriques calculées pour les gels du premier plan d'expériences, deuxieme lot.

Formulation Meyclodextrine (ME) Meerpolymere (ME) mysy (Mg) mosy (mg) Meau (ME)

1.2 66,1 28,3 20,1 0 387
2.2 58,1 25,9 0 30,7 395
2.2 58,5 24,5 0 31,9 387
4.2 41,2 17,6 3,3 17,1 422
9.2 48,2 31,4 16,4 11,2 397

12.2% 36,1 10,6 5,4 9,7

13.2 61,7 27,4 9,7 17,4 386

*sur 350 mg de gel

Tableau 48 : Masses réelles pesées pour les gels du premier plan d'expériences, premier lot.

Le terpolymere et la solution de -CD-m-POE sont pesés dans un méme pilulier en verre tandis
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que les thiols sont pesés dans un second pilulier. L’eau est ajoutée en répartissant la quantité
nécessaire dans les deux piluliers pour que tous les composés soient solubles. Les deux piluliers
sont ensuite mis dans un bain a ultrasons pendant quelques minutes puis dans un bain de glace
pendant 20 min. Une fois tous les composants du gel solubilisés et refroidis, les deux solutions
sont versées dans des seringues et mélangées par I’intermédiaire du mélangeur en Y comme
décrit plus haut. Les gels sont laissés réticulés pendant 1h a température ambiante (25 °C) puis
démoulés avant d’étre lavés dans de I’eau distillée avec au moins 3x5 mL sous agitation légere

pendant 24h.

Synthese de gel a base de p-CD-2m

En suivant le premier plan d’expériences :

Quelques gels sont formulés avec la B-CD bismaléimide selon le premier plan d’expériences

avec les parameétres suivants :

X B-CD-2m a (mol BCD/g BCD2)= 0,000726
y Terpolymeére 2 b (mol malé /g BCD2) = 0,0000839
Tétrahiol 5K ¢ (mol malé/g terpo)= 0,000322

W Dithiol 9K d (mol azo/g terpo)= 0,00025
¢ (mol thiol/g tetrathiol) = 0,00075

f (mol thiol/g dithiol) = 0,000149

Le terpolymere utilisé provient du lot final fourni par Specific Polymers, le POE-tétrathiol du
deuxiéme lot de chez Sigma Aldrich et le POE-dithiol du premier lot de Polymer Source.
Remarque : Dans ces expériences, la fonctionnalité du dithiol a été sous-estimée, les gels
suivant ont donc un rapport entre maléimide et thiol approchant 1:2 plutdt que 1:1.

Les formulations de gels ont été préparées a partir du Tableau 49 sur 400 mg de matiere avec
les quantités de réactifs regroupées dans le Tableau 50. La B-CD-2m et le terpolymere sont

pesés directement a 1’état solide avant leur mise en solution.

Formulation Meyclodextrine (ME) Merpolymere (ML) mysy (mg) mysy (mg) Meay (Mg)
5 4,6 13,4 8,2 13,8 360
13 7,2 21,0 8,6 43,1 320

Tableau 49 : Masses théoriques calculées pour les gels a base de B-CD-2m.
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Mecyclodextrine Mierpolymere M4sH

Formulation Moasu (mg) Mysolvant (ME)
(mg) (mg) (mg)
5.3 4.4 15,3 8,2 13,9 373
5.3pmso 312 (NaCl)
4,6 14,9 8,5 13,7
(12% DMSO) 48,5 (DMSO)
13.3 7,3 23,7 8,7 43,4 322
13.3pepTiDE 39,5 (POE-2SH)
_ 7.2 23,0 8,6 , 325
(0,17% peptide) 0,85 (peptide)

Tableau 50 : Masses réelles pesées pour les gels a base de f-CD-2m.

Synthése de gels pour I’étude des propriétés de gonflement

Trois hydrogels F1, F2 et F3 ont été formulés a partir d’un mélange 1:1 entre -
CD:AZO(terpolymere) broyée a la main pendant au moins 15 min avant la mise en solution. La
concentration massique finale du gel est fixée a 10 %m. F1 est formulé avec la B-CD-m-POE a
partir d’un rapport 75/25 de tétrathiol/dithiol tandis que F2 et F3 sont formulés pour 100% de
tétrathiol a partir de B-CD-m-POE et -CD-2m, respectivement.

Nom Meyclodextrine (M) Merpolymere (ME) mysh (Mg) mosu (Mg) Msolvant (ME)
F1 22,0 16,0 14,3 242 700
F2 10,3 7,4 8,8 0 240
F3 3,8 16 6,6 0 250

Apres le broyage et 1a mise en solution du mélange B-CD/terpolymere, la solution est mélangée

a la solution de thiol préparée en amont et le gel est laissé prendre la nuit a 4 °C.

Taux de gonflement

Les gels sont démoulés et pesés avant d’étre plongés dans leur solvant (eau ou solution aqueuse
de NaCl a 0,15 mol.L"). Le taux de gonflement des hydrogels a été étudié par la méthode
classique de gravimétrie. Les gels sont pesés au démoulage puis plongés 9 mL de solution
aqueuse dans une plaque 6 puits, a 4 °C sans agitation, jusqu’a atteindre 1’équilibre. La masse

des gels est relevée au cours du temps pour tracer la cinétique de gonflement.
Microscopie électronique a balayage (MEB)

Quatre découpes de gel d’environ 8 mm? environ sont préparées a partir des gels 4.2, 13.2 et
12.2. Trois de ces gels, le 4.2, le 13.2 et un 12.2, sont irradiés pendant 10 min par une LED a
415 nm (90 N,cm?). Un deuxiéme gel 12.2 est irradié¢ 30 min avec une LED a 520 nm (30
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N,ecm™). Les gels sont ensuite insérés entre deux portes échantillons pour congélation haute
pression (HPF pour « high-pressure freezing »), dédiés a la cryofracture (Leica) puis
immédiatement chargés dans le microscope ICE HPF (EM-ICE, Leica, Nanterre, France) comme
décrit par Payre et coll.?®" Les échantillons sont fixés et congelés pendant 5 ms a 2050 bar puis sont
transférés dans des flacons de stockages cryogéniques dans 1’azote liquide. Le porte échantillon
contenant le gel congelé est ensuite inséré dans la chambre de préparation (Quorum PP3000T). Pour
ce transfert, un adaptateur de support d’échantillons cryogénisés est utilisé en suivant la description
de Payre et coll.®® Aprés un transfert rapide sous vide dans la chambre de préparation,
I’échantillon est fracturé a -140 °C, sublimé a -95 °C pendant 20 min puis recouvert d’une
pulvérisation de platine (métallisation). L’échantillon est finalement transféré dans la chambre
d’observation cryo-MEB (Quanta 250 FEG) et conservé a -140 °C pour 1’observation avec un
microscope €lectronique a balayage (FEI Quanta 250 FEG) a une tension d’accélération de 5

kV.
Caractérisation UV-Visible d’un hydrogel

Une tranche du gel 5.3pmso est découpée et placée entre deux lames de verre fixées entre elles
par de la pate adhésive. L hydrogel est analysé avant et apres des irradiations a 415 nm ou 530
nm pendant 15 min en utilisant le module sphére d’intégration du spectrophotométre Varian

Cary 100 Bio.

Expériences de nanoindentation par microscopie a Force Atomique

(AFM)

Les expériences de nanoindentation sont effectuées sur des hydrogels synthétisés et gonflés
comme décrit précédemment. Une tranche de gel la plus fine (e < 1 mm) et la plus plane possible
est découpée depuis un hydrogel gonfl¢ a I’aide d’une lame de rasoir. La tranche est ensuite
fixée sur une lame ou lamelle de verre a 1’aide de vernis a ongle. L’échantillon est ensuite
immerg¢é dans son solvant en attendant, et pendant la durée de 1’expérience. Les propriétés
mécaniques des gels ont été déterminées en milieu aqueux, eau ou solution aqueuse NaCl (0,15
mol.L!) a température ambiante (ou contrdlée quand spécifié), soit sur lame de verre, soit sur
lamelle de verre dans la cellule BioCell®(JPK Instruments, Allemagne). Les échantillons ont
¢été analysés par des pointes MLCT-C (Bruker, Etats-Unis) de constante de raideur du ressort
k= 0,01 N.m"!, ou MLCT-D (Bruker, Etats-Unis) de constante de raideur du ressort k= 0,03

N.m!, pyramidale (angle du demi-cone 0=17,5°). Les constantes de raideurs sont toujours
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calibrées selon la méthode de fluctuation thermique inclue dans le logiciel de contrdle de JPK.
La relation entre le signal et la défection du levier a été obtenue grace a la courbe de force
réalisée sur lame de verre, dans les conditions de solvant et température de I’expérience. Les
propriétés mécaniques des hydrogels ont €té suivies en temps réel sous irradiation par
I’intermédiaire de courbes de force-déplacement. Deux procédures ont été utilisées pour étudier
les propriétés des matériaux au cours du temps :

- L’enregistrement de courbes de force au cours du temps en un méme point du matériau.
Cela implique de supposer que le matériau est uniforme, ou répond de manicre
isotropique a un stimulus lumineux.

- L’enregistrement de « carte de force » consistant a 1’enregistrement de 256 ou 1024
mesures sur des surfaces variant de 10x10 a 2x2 pm? en fonction des cas, au cours du
temps et/ou en début et fin de chaque irradiation.

Le module d’Young (E) est extrait pour chaque courbe en utilisant le logiciel de traitement de
données JPK data ainsi que le modeéle conique de Sneddon suivant :

_ 2.E.tana

F=—078 2
(1 —v?)
ou v est le coefficient de Poisson, arbitrairement fixé a 0,5 et 6 I’indentation mesurée. Les

modules d’Young mesurés sont ensuite tracés au cours du temps.

Fluorescence des 4F-AZO-POE et du terpolymeére

Les expériences de spectroscopie en fluorescence sont réalisées avec le Fluorolog 3-2 iHR 320
dans une cuve de quartz de trajet optique 1=1 cm. Une solution de 4F-AZO-POE est préparée a
3,5.10* mol.L"! dans le DMSO. Une solution de terpolymére (protégé) est préparée a 2,7
mg.mL! dans le DMSO. Les solutions échantillons sont préparées par dilution avec de 1’eau

distillée ou du DMSO comme indiqué dans le Tableau qui suit :

Solution %m d cau Vsolution (ML) Vbmso (mL)  Vgau (mL)
ajoute
0 150 450 0
100 150 150 300
4F-AZO-POE 200 150 50 400
300 150 0 450
0 150 450 0
Terpolymer 100 150 150 300
200 150 50 400
300 150 0 450

Les solutions sont excitées a 373 nm et la fluorescence est enregistrée entre 400 et 700 nm avec
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une fenétre d’ouverture de 6 nm pour les solutions de 4F-AZO-POE et de 4 nm pour les

solutions de terpolymere.

Etude de la complexation entre terpolymére et p-CD en RMN 'H et
19F

Dans DO :

Un solution de terpolymére sous la forme trans a été préparée dans le D20 a 10,0 mg.mL!. La
solution est passée 10 minutes au bain a ultra-sons et laissée une nuit a température ambiante
dans le noir. Le jour de I’analyse, la solution est irradiée 15 min a 530 nm sous agitation pour
passer le 4F-AZO sous forme cis. Une solution de B-cyclodextrine a 1,0.102 mol.L™! est
préparée dans le DO avant ’analyse. Six solutions de terpolymére a 2,0 mg.mL™! et de plus en
plus concentrées en cyclodextrine sont ensuite analysées par RMN du proton et du fluor. Les

détails de ces solutions sont renseignés dans le tableau suivant :

Expérience [CD] (mol.L") Vazo (ML) Vep (mL) V2o
(mL)
1 0 0,1 0 0,400
2 1,5.10% 0,1 0,0075 0,3925
3 3,0.10% 0,1 0,015 0,385
4 6.10% 0,1 0,03 0,37
5 1,5.10% 0,1 0,075 0,325
6 3.10% 0,1 0,150 0,250
7 6.10% 0,1 0,300 0,100

Pour chaque échantillon analysé en RMN 'H (500 MHz), un spectre de D,O est enregistré avant

d’analyser 1’échantillon avec une séquence qui irradie le pic du solvant.

Dans DMSO-ds :

Un solution de terpolymere sous la forme trans a été préparée dans le DMSO-ds a 15,7
mg.mL!. La solution est placée 10 minutes dans un bain a ultra-sons. Une solution de B-
cyclodextrine a 1,05.10> mol.L™! est préparée dans le DMSO-ds avant ’analyse. Six solutions
de terpolymére a 2,8 mg.mL™! et de plus en plus concentrées en cyclodextrine sont ensuite
analysées par RMN du proton et du fluor. Les détails de ces solutions sont renseignés dans le

tableau suivant.
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Expérience [CD] (mol/L) Vazo (ML) Vep (mL) Vpwmso (mL)
1 0 0,09 0 0,410
2 2,5.10% 0,09 0,012 0,389
3 5,0.10% 0,09 0,024 0,386
4 1.10°% 0,09 0,048 0,362
5 2,5.10% 0,09 0,120 0,290
6 5.10% 0,09 0,240 0,170

Analyse NOESY du terpolymére en solution (I. Hamouda, IMMM)

Deux solutions de terpolymére sont préparées a 20 mg.mL! par dissolution du terpolymére
dans DO dans un cas et dans le DMSO-ds pour ’autre. Les solutions sont ensuite diluées d’un
facteur 10 dans I’eau. Pour cela, D>O est ajouté lentement et sous agitation sur la solution dans
le DMSO-ds. Les deux solutions diluées sont analysées en spectroscopie RMN 'H, NOESY
(400 MHz).

Analyses en diffusion de la lumiére du terpolymere en solution (I.

Hamouda, IMMM)

Deux solutions de terpolymére sont préparées a 20 mg.mL™! par dissolution du terpolymére
dans I’eau distillée dans un cas et dans le DMSO pour I’autre. Les solutions sont ensuite diluées
d’un facteur variant entre 2 et 10 dans 1’eau. Pour cela, ’eau est ajoutée lentement et sous
agitation sur la solution dans le DMSO. Les mesures de masses molaires apparentes et de
rayons hydrodynamiques ont été réalisées a des angles (0) compris entre 20 et 150°. Avant les
mesures, les solutions sont filtrées a 1'aide d'un filtre 8 membrane inorganique de 0,45 um. Les
solutions de concentrations en terpolymére comprises entre 2 et 10 mg.mL"! sont analysées en
considérant I’incrément d’indice de réfraction dn/dC = 0,155 mL.g™!, similaire au valeurs de la
littérature pour les polyméres a base de polymethacrylate?®3. Le temps de relaxation moyen (I)
s’est avéré indépendant de q* ou q est le vecteur de diffusion (q = (4nn/k)/sin(6/2)). Le
coefficient coopératif de diffusion (Dc) a été calculé tel que D. = I'/q*. A des concentrations
assez faibles, pour que les interactions entre molécules soient négligeables, le rayon
hydrodynamique apparent moyen z (Rn) du soluté peut étre calculé depuis le coefficient de

diffusion avec la relation de Stokes-Einstein :
kgT

h = 6D,

ou kgest la constante de Boltzmann, T la température absolue et 1 la viscosité du solvant.
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L’intensité relative de diffusion en excés (Ir) a été déterminée comme sa différence entre
l'intensité totale et la diffusion du solvant divisée par la diffusion du toluéne a 20 °C. Ir est li¢

a la compressibilité osmotique ((dn/dC)-1) et au facteur de structure moyen z (S(q)) telle que :
Ir = KCRT(CEy — 1)s
r= (Gp) ~DS@

ou C est la concentration en soluté et K une constante optique qui dépend de 1’incrément
d’indice de réfraction. En solution diluée, Ir est liée a la masse molaire moyenne en masse (Mw)
par la relation :

Ir =KC.Mw.S(q)
S(q) décrit la dépendance de Ir au vecteur d’onde de diffusion. Dans la gamme de
concentrations étudiées (2 4 10 mg.ml!), les interactions influencent I’intensité de diffusion et

le résultat obtenu en extrapolant =0 représente une valeur apparente de masse molaire (Ma).

Analyse du terpolymére en microscopie électronique a transmission

(MET)

Une goutte de solution de terpolymére a 1 mg.mL™" dans 1’eau a été déposée sur une grille de
cuivre recouverte de carbone et soumis a une décharge luminescente dans une station Pelco
easiGlow juste avant le dépot. Le liquide en exceés a été éliminé et une gouttelette de colorant
négatif a 2 %m d'acétate d'uranyle a été¢ déposée avant le séchage. L’exces de colorant a été
absorbée et la préparation a été laissée sécher. L'échantillon a été observé avec un microscope
JEOL JEM-2100 Plus fonctionnant a 200 kV et les images ont ét¢ enregistrées avec une caméra

Gatan Rio 16.
Analyse DOSY de terpolymére et de la B-CD en solvant organique

Deux solutions de B-CD commerciale sont préparées dans DMSO-ds et DMF-d; a 1,05.107
mol.L! et 1,83.102 mol.L"! respectivement. Deux solutions de terpolymére sont préparées dans
DMSO-ds et DMF-d7 a 15,7 mg.mL"! et 13,8 mg.mL™' respectivement. Les solutions sont
analysées séparément en RMN DOSY (500 MHz) puis deux solutions sont préparées en
mélangeant les solutions de terpolymere et f-CD commerciale dans le DMF-d; d’un c6té et
dans le DMSO-ds de I’autre, dans des proportions approchant la steechiométrie entre fonctions

azobenzenes et B-CD.
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Broyage sans solvant (mécanochimie)

A la main :

- B-CD-polymére : 30,5 mg de terpolymeére protégé et 140 mg de B-CD-polymere (Sigma
Aldrich, Etats-Unis) sont déposés dans un mortier en agate. 100 pL d’eau sont utilisés pour
mélanger les composés entre eux sous forme de pate puis ceux-ci sont broyés a la main pendant
1h avec un pilon en agate. Des fractions de pates sont prélevées au cours du broyage a 15, 30
et 60 min et dissoutes dans I’eau a la concentration de 2 mg.mL"!. Des spectres UV-Visible sont
enregistrés pour chaque avancement (10 spectres par solution) et la longueur d’onde maximale
de la bande n>1* est relevée pour chaque solution (moyenne sur 10 spectres).

- B-CD-2m : Les quantités proviennent d’'une formulation contenant 100% de tétrathiol, un
rapport AZO/CD de 50/50 et un pourcentage massique de 10%m (formulation F3). 56,9 mg de
terpolymere protégé et 13,5 mg de B-CD-2m sont déposés dans un mortier en agate et broyés a
la main pendant 30 min. Le mélange est récupéré dans 475 pL d’eau ultra-pure pour la suite.
Les pertes sont évaluées par solubilisation dans CDCls et dosage des azobenzénes par
étalonnage interne. 9 mg de polymere et 2 mg de B-CD-2m étaient restés dans le mortier. Une
solution de tétrathiol-POE est préparée a 88,5 mg.mL™! dans I’eau. Trois réplicats de gels sont
formés en mélangeant 155 pL de solution de broyage et 95 uL de solution de POE-tétrathiol.
Les gels prennent en 30 secondes et leur taux de gonflement a été mesuré. L un des réplicas est

découpés pour étre testé en AFM.

Automatisé au vibro-broyeur :

Les expériences de mécanochimie ont été réalisées avec un vibro-broyeur a la fréquence de 24
Hz dans des jarres en acier inoxydable intérieur téflon de 10 mL avec deux billes en oxyde de

zirconium de 10 mm de diamétre. Trois expériences ont été effectuées dans trois jarres séparées

telles que :
Jarre Mierpolymere (ME) nature CD mcp (mg) Mgable (g)
A 32,7 Ancune 0 1,35
B 45,9 B-CD-m-POE 65,5 1,25
C 47,5 B-CD-polymere 15,5 1,25

Les jarres sont agitées par le vibro-broyeur pendant 30 min pour le terpolymeére seul et 1h pour

les jarres contenant de la B-CD. Un prélévement du contenu de la jarre A est effectué et repris
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dans des solvants deutérés, D,O et DMSO-ds. Le contenu des jarres en ensuite récupéré dans
un minimum d’eau. Le sable est laissé décanter et la phase supérieure est récupérée et
centrifugée 3 min a 13000 rpm. Les solutions finales sont diluées au besoin afin de pouvoir
enregistrer leurs spectres d’absorbance UV-Visible. La solution concentrée récupérée depuis la

jarre C est gardée en observation afin de voir si la formation d’un gel physique apparait.

Synthese des gels d’agarose

Des solutions d’agarose dans 1’eau et dans le PBS ont été préparées a différentes concentrations
massiques (0,5%, 0,75%, 1%, 1,25%, 1,5% ou 1,75% en masse). Les solutions sont chauffées
a environ 70 °C sous agitation jusqu’a dissolution de 1’agarose. Elles sont ensuite versées dans
des moules (Figure 182) et laissées a gélifier a température ambiante. La planéité des faces
supérieure et inférieure du cylindre est cruciale pour le bon déroulement du test en compression,
Celle-ci est assurée par le dépdt d’une lame de verre au-dessus du moule une fois la solution

versée en léger exces.

Figure 182 : Photographies d’un moule utilisé pour la synthése de gels d'agarose vu a, du dessus, b, de coté et c,

vue schématique de coté avec les cotes du moule.

Culture cellulaire H9C2(2-1) ATCC CRL-1446 et HEK 293T (N.
Pataluch, I12MC)

Préparation Milieu de culture complet :

Un milieu culture complet est préparé a base de milieu de DMEM Glutamax 4,5 g/L. Glucose +
Pyruvate (Gibco Life Technologies, Etats-Unis) enrichi de 10% de Sérum de veau foetal abrégé
SVF (Gibco Life technologies, Etats-Unis) et de 1 % penicilline-streptomycine (Sigma Aldrich,
Etats-Unis), Le reste de milieu sans SVF et sans penicilline-streptomycine dans un Falcon au

frigo).

Préparation trypsine:

Les cellules HOC2 sont décollées avec une solution de trypsine a 0,25% % (p /v)-EDTA 0,53
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mM. Les cellules HEK sont décollées avec une solution de trypsine a 0,05 % (p / v)-EDTA 0,53
mM.

Décongélation des cellules :

Dans une flasque 12 ml, 9 ml de milieu complet sont ajoutés puis incubés 15 min a 37°C, 5%
CO> (pour stabiliser le pH). Les cellules congelées sont récupérées dans un tube et 9 mL de
milieu complet y sont ajoutés. Le tube est centrifugé 5 min a 1000 rpm et le surnageant est
retiré. Le culot est resuspendu dans 3 mL de milieu complet puis transféré dans la flasque qui

contient 9 mL de milieu complet pré-incubé, Les cellules sont ainsi incubées a 37°C, 5% CO..

Passage et Ensemencement des cellules :

Remarque : La population myoblastique s'épuise rapidement si les cultures sont autorisées a
devenir confluentes. Pour éviter la perte de cellules myoblastiques, les cultures doivent étre
repiquées avant qu'elles ne deviennent confluentes (Maximum 80%), Ne pas dépasser le
passage 18 car laa prolifération est lente jusqu’a P10 puis accélere.

- Passage
Le milieu de culture est retiré de la flasque (aspiration toujours a l’opposé du tapis cellulaire)
et la couche cellulaire est rincée avec 2 ml de solution de trypsine afin d’éliminer des traces de
sérum (contenant des inhibiteurs de protéase). La solution de rincage est ensuite ¢liminée et 2
mL de solution de trypsine fraiche sont ajoutées (par flasques 24 mL) pour décoller les cellules
(vérification au microscope). Les cellules sont incubées pendant environ 5 minutes a 37°C, 5%
COz. Une fois les cellules décollées, 8 ml de milieu complet sont ajoutés dans la flasque. Les
cellules sont écupérées(total 10 mL).

- Ensemencement (plaque 96 puits)
Le milieu de culture est retiré de la flasque et rincé avec 2 ml de solution de trypsine, a son tour
retirée. Les cellules sont décollées avec 2 mL de solution de trypsine puis laissées dans
I’incubateur a 37°C a 5% de CO; pendant maximum 5 min. 6 mL de milieu complet sont ajoutés
(par flasque de 24 mL). Les cellules sont ensuite récupérées, placées dans un tube puis
centrifugées 5 min a 1000 rpm. Le surnageant est aspiré et le tube est agité manuellement pour
resuspendre les cellules aprés ajout de 10 mL de milieu complet pour les HOC2 et 40 mL pour

les HEK.
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Comptage cellulaire dans une plaque 6 puits :
oH9C2 = 45000 cellules/ml
oHEK = 50000 cellules/ml

Biocompatibilité d’un gel d’agarose

Une solution d’agarose est préparée a 1% en masse d’agarose dans 1’eau et elle est chauffée a
70°C sous agitation jusqu’a ce que la solution soit homogeéne. Une goutte de solution est
déposée au fond de puits d’une plaque 6 puits et laissé réticuler quelques minutes a température
ambiante. Les gels sont ensuite lavés selon le protocole de lavage défini avec du PBS et du
milieu de culture avant d’étre incubés avec des cellules de 2 lignées différentes (HEK 293T ou

HOC2).

Biocompatibilité de gels macromoléculaires

Au contact des gels :

Une solution de B-CD-m-POE 4 environ 380 mg,mL"! est préparée. Une solution aqueuse
d’acide chlorydrique (HCI) est préparée a pH4,2. Un lot de gels est préparé pour 500 g de

mati€re en suivant la formulation ci-dessous.

B-CD-m-POE Terpolymere Tétrathiol Dithiol
H>O pHA4,2 (mg)
(mg) (mg) (mg) (mg)
51,5 16,6 7,9 13,9 407

Une solution intermédiaire de terpolymere/ B-CD-m-POE (S1) est préparée en ajoutant 16,6 mg
et 194 mg d’eau acide a 184 mg de solution de B-CD-m-POE. Une solution intermédiaire de
thiol (S2) est préparée en solubilisant 7,9 mg de tétrathiol et 13,9 mg de dithiol dans 80 mg
d’eau acide. La formation de gel au fond de la plaque 6 puits se fait par mélange de 40 pL de
solution S1 et de 10 uL de solution S2 suivi d’une agitation manuelle a la spatule.L’agitation
est arrétée lorsque le gel commence a adhérer a la spatule, aprés environ 1min. Les gels sont
ensuite laissés au moins 1h a température ambiante a réticuler avant d’étre immergés dans du

PBS (Figure 183). Deux protocoles de lavages différents sont testés appelés :

Protocole de « lavage court » : 1 lavage au PBS(Gibco Life technologies, Etats-Unis)
de 30 min, 1 lavage au PBS de 1h et 3 lavages au milieu de culture de 15 min ; et
Protocole de « lavage long » : 2 lavages au PBS de 30 min, 2 lavages au PBS de 1h et 3

lavages au milieu de culture de 15 min.
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Les lavages sont faits sous oscillations a 90 rpm. A la fin des lavages, du milieu de culture
contenant des cellules de I'une ou I’autre de 2 lignées étudiées (HEK 293T ou H9C2) est versé
dans les puits correspondants. Le comportement des cellules a été observé les jours suivants la

mise en contact avec le gel, au microscope a champs clair.

Figure 183 : Protocole expérimental des tests de cytotoxicité des hydrogels au contact de cellules,

En milieu conditionné :

Des hydrogels sont synthétisés dans des puits d’une plaque 6 puits et lavés selon les protocoles
de « lavage court » et de « lavage long », Le dernier milieu de lavage est récupéré et versé sur
des cellules HOC2 et HEK en culture alors qu’un milieu de culture propre est versé sur les
hydrogels (Figure 184). Apres 24h, les cellules cultivées en milieu conditionné sont observées
en microscopie a champs clair puis leur milieu est remplacé par le milieu de lavage des

hydrogels. Cette procédure est répétée sur 4 jours.

O S
@00 » OO0

Figure 184 : Protocole expérimental des tests de cytotoxicité des hydrogels par mise en contact des cellules avec

le milieu conditionné de lavage des hydrogels.

Encapsulation de biopsie dans un hydrogel macromoléculaire :

Des biopsies de Imm? sont prélevées depuis le ventricule gauche de ceeurs battants de souris
(souris C57BL6J d’environ 2 mois). Ces biopsies sont marquées pendant 2 a 3 jours avec les

marqueurs WGA, Isob4 et Mitotraker, Une fois le temps de marquage terminé, les biopsies sont

placées dans des puits de lame de verre puis recouverte de préparation d’hydrogel afin
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d’effectuer I’encapsulation (Figure 185).

Marquages fluorescent: MlCI'OSCOI)e
Coeur battant + WGA

«Isolation du ventricule +  Isob4 Inclusion :

gauche *  Mitotraker dans
*Biopsies de 1 mm? T’hydrogel @

Image

Figure 185 : Représentation schématique du protocole expérimental de préparation des biopsies et de leur inclusion
dans un hydrogel.

Les hydrogels sont préparés a partir de la formulation 1 modifiée, contenant une fraction de
peptide, du plan d’expériences 2 selon le Tableau 51. Une solution sont préparée dans le PBS
(Gibco Life technologies, Etats-Unis) a 4°C, I’une contenant les thiols et le peptide, 1’autre
contenant le terpolymeére et la f-CD-m-POE. Les deux solutions sont mélangées et 30 pL du

mélange sont versés dans trois puits contenants des biopsies (Figure 186).

Masses théorique (mg)  Masses expérimentales (mg)

Terpolymere 5,5 6,2
B-CD-m-POE 7,9 8,6
4-SH 6,6 6,5
PBS 80 110
Peptide 1 2

Tableau 51 : Formulation utilisée pour la préparation du gel d'enrobage.

lame de verre

e < S N
4 N
K “— hydro.gel
/ < \ biopsie
' |
\ 1
\ 1
\ , .
. < puits

S _——-

Figure 186 : Photographie d’une biopsie d’1 mm? encapsulée dans dans un hydrogel photo-sensible.
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Les gels sont laissés réticuler a 4°C pendant environ 10 min avant d’étre lavés au PBS froid
pendant 10 min sans agitation. Le PBS de lavage est retiré et remplacé par du PBS frais pour
un second lavage de 1h sous légere agitation. Les puits sont ensuite recouverts de lamelles de
verre fixées a la lame de verre par un joint en silicone afin d’éviter les fuites pendant

I’observation au microscope confocal (Figure 187).

Figure 187 : Schéma de mise en contact des biopsies avec le gel photo-stimulable et préparation de I’échantillon

pour I’observation au microscope confocal

Préparation de carottes de gel pour le SPIM

Des carottes de gel ont été préparées pour I’analyse en SPIM grace a des capillaires en verre.
Les gels ont été préparés a partir de la formulation a 10% massique sans cyclodextrine et
contenant 1% massique de peptide, comme présentée dans le Tableau 52. Les composants du
gel ont €t¢ indépendamment solubilisés dans du PBS (Gibco Life technologies, Etats-Unis)
contenant 10® microbilles fluorescentes de 0,5 um de diamétre par mL. Les solutions ont été
mélangées puis 30 pL environ de mélange ont été versés dans plusieurs tubes capillaires en
verre pour former des carottes d’hydrogels. Au moins 30min aprés moulage, les carottes ont pu

étre démoulées et analysées en SPIM.

Masses expérimentales (mg)

Terpolymeére 23,6
4-SH 6,4
PBS 270

Peptide 3

Tableau 52 : Formulation utilisée pour la préparation de carottes d’hydrogel.
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Annexe 1 : Avantages et inconvénients des différentes techniques utilisées dans la littérature pour
déterminer les caracteristiques de complexes hote-invite.

sous forme de diméres

Inconnue Méthode Technique Avantages Limites Références
UV-Visible -facile a mettre en ceuvre -nécessite un écart assez important entre les spectres de 22D
la molécule invitée et du complexe
RMN -complexation facilement repérable -plus couteux 291
Job Plot -indices sur la géométrie du complexe

-méthode précise

Dichroisme circulaire | -facile a mettre en ceuvre -analyses chronophages £
-informe sur la géométrie du complexe

UV-Visible -facile & mettre en ceuvre 289

Stoechiométrie
RMN -analyses précises -plus couteux 22
Titrage ITC -donne acces aux paramétres thermodynamiques 195,293

Dichroisme circulaire | -facile a mettre en ceuvre -analyses chronophages W

Fluorescence -permet d’étudier les complexes ou I’invité est présent 294
sous forme de diméres

UV-Visible -facile a mettre en ceuvre -difficile de déterminer des constantes trop faibles 288

(<1000 L.mol™")

RMN -méthode précise -plus couteux 164,292
-permet de calculer de trés faibles constantes

ITC -méthode précise 1B, 228

Constante Titrage -donne accés aux paramétres thermodynamiques de la
d’association réaction de complexation

-permet de calculer de trés faibles constantes

Fluorescence -permet d’étudier les complexes ou I’invité est présent 290,294
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Annexe 2 : Dosage du 4F-AZO-POE trans et cis par la 3-CD
par RMN

g-cD M

Spectres 'H RMN montrant le déplacement du signal du proton H3 du 4F-AZO-POE-T dans D,O en présence de

concentrations croissantes de 3-CD.

B-CD

Spectres 'H RMN montrant le déplacement du signal du proton H3* du 4F-AZO-POE-C dans D,O en présence de

concentrations croissantes de -CD.
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ANNEXE 3 : Synth¢se du terpolymere a partir de trois
synthons par Specific Polymers

Synthése du monomeére méthacrylate-POE-maléimide (POE-MA-my,) :

Réalisée en deux étapes, cette synthése met en jeu la synthése d’un synthon maléimide protégé
par la réaction de Diels-Alder entre le maléimide et le DMFu puis le greffage de ce synthon par

la réaction de Mitsunobu avec le POE-MA-OH (500 g.mol)*>. (Figure 188)

H o OH
O A o
0. H o) q-1
N \ o}
o> o N
t% eau, rt g PPh,, DEAD, THF, rt )\H/Q WO/\/
g-1
o)

Figure 188: Voie de synthése en deux étapes pour l'obtention du POE-MA-m,,.

(0]

La premicére étape de Diels-Alder entre le maléimide et le diméthylfurane fonctionne (SP-
GELLIGHT-27), et permet I’obtention du maléimide protégé diméthylfurane avec un
rendement de 75% (30g) et une pureté de 95%. Le spectre RMN 'H du produit final est présenté
en Figure 189

Figure 189 : Spectre RMN 'H du maléimide protégé diméthylfurane (SP-GELLIGHT-27).

La seconde étape de Mitsunobu entre le maléimide protégé et le POE-MA-OH (SP-
GELLIGHT-28) fonctionne ¢également. Cependant, malgré une purification par

chromatographie sur colonne de silice (¢éluant DCM/MeOH), la pureté du produit obtenu n’est

328



que de 70%. Des impuretés provenant du POE-MA-OH commercial, des résidus de
diéthylazodicarboxtlate mais également d’autres signaux non identifiés sont présents sur le
spectre RMN 'H du produit final. Le rendement est par ailleurs assez faible (37%),
probablement du fait de pertes lors de la purification sur colonne. Un lot de 10g de POE-MA-
m, a ainsi été obtenu.

A T’issue de la seconde synthése (SP-GELLIGHT-51), les conditions d’¢lution lors de la
purification sur colonne sont optimisées, ce qui permet d’obtenir un lot de POE-MA-m, ayant
une pureté améliorée de 85%wt (au lieu de 70%wt). Le produit contient encore des résidus de
DEAD et d’impuretés issues du POE-MA-OH commercial (Figure 190). Par ailleurs, le

rendement est tres faible, de 1’ordre de 25%, correspondant a 9g de produit final.

Figure 190: Spectre RMN 'H du POE-MA-m, diméthylfurane (SP-GELLIGHT-51).

Protocole expérimental :

Dans un ballon de 500mL, le maléimide (20.00g, 0.206mol, leq) et le 2,5-diméthylfurane
(33.67, 0.350mol, 1.7eq) sont additionnés dans 240mL d’eau, puis mis sous agitation
magnétique pendant 72h a température ambiante. Le précipité formé dans le milieu réactionnel
est filtré sur fritté Por4 puis séché au dessiccateur afin d’obtenir une poudre blanche.

Le POE-MA-OH (26.82g,0.052mol, 1eq), le maléimide protégé (SP-GELLIGHT-48 : 20.00g,
0.104mol, 2eq) et la triphénylphosphine (31.23g,0.089mol, 2.3eq) sont solubilisés dans 780g
de THF anhydre. Le ballon est refroidi a 0°C avant d’ajouter au goutte a goutte, en 30 minutes,
le DEAD (40%) (51.83g, 0.119mol, 2.3eq). Le milieu est ensuite laissé sous agitation une nuit
a température ambiante. Le THF est évaporé a I’évaporateur rotatif avec une température de

bain maximum de 30°C. Le produit est repris dans 300mL d’eau puis extrait deux fois avec
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1200mL de dichlorométhane. La phase organique est séchée sur Na;SOg, filtrée puis évaporée.
Le produit est séparé en trois fractions puis purifié sur colonne chromatographique de silice
(DCM/MeOH). La colonne avec une é¢lution isocratique (DCM/MeOH 99/1vol)) apporte la
meilleure purification afin d’obtenir un produit visqueux marron.

Synthése du monomeére 4F-AZO-POE-MA

La synthése du POE-MA-4FAZO consiste en la méthacrylation au chlorure de méthacryloyle
de la fonction hydroxyle du POE-MA-4FAZO (Figure 191).

RSN fie prage oL

Net,, DCM, 0°C

Figure 191: Voie de synthése pour I’obtention du 4FAZO-POE-MA.

La synthése est réalisée sur 9,5 g de POE-MA-4FAZO, en ajoutant directement 1,5 éq de
chlorure de méthacryloyle, ce qui permet d’atteindre une conversion totale sans ajout de réactif.
L’optimisation des conditions de synthése et de purification permet d’obtenir un le POE-MA-
4FAZO avec un rendement de 93% et une pureté de 94% en masse. Les spectres RMN 'H et
F du monomeére sont présentés en Figure 192 et Figure 193 et montrent la conformité de sa
structure chimique. La fonction diazobenzéne-4F n’a pas isomérisé au cours de la synthése. Le
produit obtenu sous la forme d’un liquide visqueux orange est stocké a 4°C a I’abri de la lumicre

afin d’éviter une isomérisation ultérieure du diazobenzéene.

Figure 192: Spectre RMN 'H du POE-MA-4FAZO (SP-GELLIGHT-38)
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Figure 193: Spectre RMN “F du POE-MA-4FAZO (SP-GELLIGHT-38)

Protocole expérimental :

Le POE-MA-4FAZO (m=9.5g, 0.016mol, leq) et la triéthylamine (m=2.83g, 0.028mol, 1.7eq)
sont solubilisés dans 100 mL de dichlorométhane. Le bi-col est inerté¢ sous argon puis plongé
dans un bain d’eau glacée avant d’ajouter le chlorure de méthacryloyle (m=2.58g, 2.6mmol,
1.5eq) au goutte a goutte. Une fois 1’ajout terminé, le mélange est laissé revenir a température
ambiante puis laissé sous agitation pendant 1h30. Le produit est dilu¢ dans 400mL de
dichlorométhane puis extrait une fois avec 15mL d’une solution d’HCI 0.5M. La phase
organique est mise sous forte agitation avec S0mL de soude 1M pendant 2h, trois fois. La phase
organique est ensuite séchée sur NaSOs, filtré puis évaporé a I’évaporateur rotatif afin
d’obtenir un produit visqueux marron.

Svynthése du terpolymére par RAFT

Le terpolymere est synthétisé par une polymérisation RAFT (Reversible Addition-
Fragmentation Chain Transfert). Le produit final possédant une fonction maléimide protégée
thermosensible, une polymérisation a faible température doit étre privilégiée. L’amorceur
utilisé est le V-70 dont la structure est présentée Figure 194. Le temps de demi-vie du V-70 a

30°C est ti2 = 10h.

N /'\k
B
N
\o>(\~/

CN

Figure 194: Structure de 'amorceur V-70.

Le terpolymére est synthétisé en deux lots : un premier lot de 0.8 g (SP-Gellight-52) et un
second lot de 5.6 g (SP-Gellight-55), dans les conditions suivantes (Figure 195). Les spectre
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RMN montrent dans les deux cas la présence de maléimides déprotégés a 6.7 ppm (Figure 196,

pic d’intégration 0.05)

Figure 195: Synthése du terpolymére par RAFT a 30 °C amorcée au V-70.

Figure 196: Spectre RMN 'H de SP-Gellight-54.

La polymérisation est arrétée a au bout de 28h a 30°C, correspondant a un taux de conversion
de 68% Le profil GPC est monomodal, et le produit n’est pas réticulé. Apres purification par
dialyse et précipitation dans un mélange éther/pentane 95/5 v/v, un lot de 0.8g de terpolymere
est obtenu sous la forme d’un produit visqueux orange avec un rendement de 31%. Ses

caractéristiques, déterminées par RMN 'H et GPC-THF, sont présentées dans le Tableau 53.
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Alimentation x=055 y=0.30 z=0.15 21400g/mol !

x=0.656 y=0.1586 z=0.188
SP-GELLIGHT-
52 36 units 21000 gimaol 19100 gimal
15.2 unités 1.5 dédorotégde 4.3 unites
2 1 protégées

Tableau 53 : Caractérisation du terpolymere SP-GELLIGHT-52.

Un pourcentage ¢levé de fonctions maléimide déprotégé est observé (42%) malgré une
température de polymérisation faible (30°C). Le terpolymére posséde environ 3.6 unités
maléimide par chaine et est entieérement soluble dans 1’eau. La polymérisation par RAFT a 30°C
dans le DMF avec un agent de transfert de type trithiocarbonate (DDMAT) et I’amorceur V-70
sont les conditions optimales pour la synthése d’un terpolymere MA-PEG-OMe/MA-PEG-
Maléimide/ POE-MA-4FAZO.

Ces conditions de synthése sont reproduites a plus grande échelle donnant SP-GELLIGHT-54.
La polymérisation est reproductible, puisque le polymere obtenu présente une composition et
une masse molaire similaires a celles de SP-GELLIGHT-52. Tout comme lors de 1’essai
précédent, une déprotection partielle des groupements maléimide est observée. Une derniére
¢tape de reprotection par réaction de Diels-Alder avec le diméthylfurane produisant SP-
GELLIGHT-55 est finalement réalisée afin d’éviter la dégradation du polymere lors du

stockage. Les caractéristiques de ce nouveau lot sont présentées dans le Tableau 54.

SP-GELLIGHT- x=0.628 y=0.165 z=0.207
5 |
et mSJ:OICjM 35 unités 19200 g/mal 15300 g/mo
P 134 unités 1.5 ddprotdgde 4.4 unités
2.0 protégdes
SP-GELLIGHT- x=0.656 y=0.188 z=0.156
55 = 20000 g/mal 15400 g/mal
aprés reprotection . 4.1 unites . : ¥
143 unites 1 1 dédprotégde 3.4 unites
4 protégdes

Tableau 54 : Caractéristiques des terpolymeres SP-GELLIGHT-54 et SP-GELLIGHT-55.
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Figure 197 : Spectres RMN 'H (500 MHz), '3C (125 MHz), "*C quantitative, COSY, HSQC, HMBC du
terpolymere (SP-GELLIGHT-55) dans CDCls.

Protocole expérimental :

Le POE-MA (6.0g, 6.32mmol, 18.8eq), le POE-MA-m, (SP-GELLIGHT-51 : 3.2g, 3.36mmol,
10eq), le POE-MA-4FAZO (SP-GELLIGHT-38 : 1.09g, 1.69mmol, 5eq), le DDMAT (0.122¢g,
0.335mmol, 0.5eq) et le V-70 (0.042g, 0.136mmol, 0.4eq) sont solubilisés dans 22.3mL de
DMF dans un schlenk de 100mL. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation 46h a 30°C. Le
milieu est dilué¢ dans 240mL de THF afin de le dialyser (membrane 1kDa). Le contenu des
boudins est ensuite évaporé, puis précipité dans 240mL un mélange pentane/éther (95/5 vol).
Le précipité est solubilisé dans du DCM puis évaporé a 1’évaporateur rotatif afin d’obtenir un
produit visqueux orange.

Dans un ballon monocol, le terpolymére (10.0g) est solubilisé dans 1.5 de dichlorométhane.
Puis, 0.67mL de diméthylfurane sont ajoutés. L’ensemble est laissé sous agitation a température
ambiante pendant 24h. En fin de réaction, le dichlorométhane est éliminé par évaporation sous
vide a 30°C. Le produit final est obtenu sous la forme d’un produit visqueux orange avec un

rendement de 63% (5.6g).

Méthode de calcul de la masse molaire du terpolymeére

Le calcul de la masse molaire du terpolymére est effectué par RMN "H. Il est nécessaire de connaitre
I’avancement réactionnel au moment de 1’arrét de la réaction et la composition finale du composé. A

partir du taux d’avancement on peut déterminer le nombre total d’unités ayant réagi en appliquant ce
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pourcentage au nombre initial d’unités engagés pour I’ensemble des monomeres. Le nombre total
d’unités ayant réagi connu, il faut y appliquer le pourcentage de chaque unité : x, y et z. Ainsi le nombre
d’unité de chaque monomere est connu. Il faut ensuite multiplier le nombre d’unités de chaque POE par
sa masse molaire respective. Enfin, il faut rajouter a cette valeur la masse molaire de I’agent de transfert

utilisé qui correspond au bout de chaine du polymere.
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Annexe 4 : Synthese des B-CD male¢imide par Specific
Polymers

Etape 2
O )
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Figure 198 : Synthese multi-étape de la B-CD-maléimide protégée (B-CD-my)
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Etape 1 : Synthese de la B-CD-pipérazine

Cette voie de synthése nécessite deux étapes comme décrit précédemment (Figure 199). La
premigére étape consiste en la formation de fonctions tosylates par réaction du chlorure de tosyle
sur les fonctions hydroxyles de la B-CD. La seconde étape consiste a substituer les fonctions

tosylates par la pipérazine.

OH Q OH
c—$
o
Q - Q
o O . _ Pyridine HO
OH "7 4pec

OH

O

NH
/ N\ OH i
HN NH
/ 4}
o N
HO. Ol
120 °C
OH " Q
HO 0.
OH n=7

n=7

Figure 199: Voie de synthése de la B-CD-pipérazine.

L’objectif de la tosylation est de greffer un bon groupement partant sur la position 6 (alcool
primaire) de la B-Cyclodextrine. Les tosylates sont en effet des fonctions de choix pour les
réactions de substitution, et réagissent avec les nucléophiles de la méme fagon que les
halogénures d’alkyle. De cette fagon, la B-CD tosylate pourra aisément étre convertie en 3 CD
pipérazine lors de I’étape suivante. De plus, seules les fonctions en position C6 sont a priori
réactives vis-a-vis de la tosylation, du fait d’une meilleure accessibilité du réactif aux positions
C6 externes, qui sont €galement des alcools primaires plus réactifs que les alcools secondaires
des positions C2 et C3.

La réaction de tosylation de la fonction alcool sur le carbone C6 est effectuée avec du chlorure
de tosyle dans la pyridine. La pyridine a un double rdle, elle sert a la fois de solvant mais
¢galement de base pour capter I’acide chlorhydrique (HCI) libéré lors de la réaction. Les
conditions ont ét¢ adaptées d’aprés un article de la littérature décrivant la synthése de B-CD
ditosylate*!.

Afin d’empécher I’hydrolyse du chlorure de tosyle lors de la réaction, la cyclodextrine est
séchée a 1’étuve a 80°C pendant une heure avant utilisation. D’aprés le suivi gravimétrique
réalisé avant et apres séchage, la f-CD commerciale contient environ 15%wt d’eau (ce qui est
cohérent avec les spécifications du certificat d’analyse). La pyridine utilisée est quant a elle
préalablement distillée, puis conservée en milieu anhydre sur tamis moléculaire. La tosylation
est donc réalisée avec 7 équivalents de chlorure de tosyle. Apres 30 min a 40°C, la réaction est
arrétée a I’aide d’un bain d’eau glacée, puis rapidement purifiée pour obtenir la B-CD-tosylée
sous la forme d’une poudre blanche avec un rendement de 92% (46g). La -CD obtenue possede

alors une fonctionnalité moyenne de 4.3, déterminée par RMN 'H (Figure 200).
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Figure 200: Spectre RMN 'H de la -CD-OTs : SP-GELLIGHT-21.

L’objectif de la seconde étape de synthese est d’effectuer une réaction de substitution de la
pipérazine sur le groupement tosylate. Les conditions expérimentales ont été adaptées et
optimisées d’aprés un protocole de la littérature!®. La pipérazine est utilisée comme réactif
mais également comme solvant de réaction. La synthese se fait donc en masse a une température
de réaction supérieure a la température de fusion de la pipérazine, c’est-a-dire a 120°C (la
température de fusion de la pipérazine étant de 106°C). L’analyse RMN 'H montre que la
réaction a fonctionné, puisque la disparition des protons aromatiques du groupement tosylate
est observée a 7.35 et 7.7 ppm. L’analyse RMN 'H montre également que le taux de greffage
est total, puisqu’aucun signal caractéristique de la fonction tosylate n’est observé sur le spectre
final. En revanche, la présence d’APTS résiduel est observée. Afin d’éliminer cette impureté,
le composé est purifié¢ a I’aide de résine Amberlite IRA-400. Il s’agit d’une résine échangeuse
d’ions porteuse de fonctions ammonium quaternaire qui permettent de fixer les molécules
d’APTS. L’analyse RMN 'H du produit aprés purification montre une disparition totale de
I’APTS. Aprés purification sur résine, 16.5g de produit sont obtenus sous la forme d’une poudre
marron clair avec un rendement de 48%.

La comparaison des valeurs d’intégration des signaux caractéristiques du noyau de la
cyclodextrine avec ceux de la pipérazine (cf. calcul de la fonctionnalité de la B-CD-pipérazine)
permettent d’évaluer la fonctionnalité de la B-CD-pipérazine, qui est estimée a 5.2. Une légere

différence est observée par rapport a la f-CD-OTs (fonctionnalité = 4.3), mais ceci est attribué
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a la marge d’erreur provenant de I’intégration du spectre RMN 'H du fait du fort étalement des
signaux. Cependant, I’ordre de grandeur valide une réaction de couplage totale avec des valeurs
de fonctionnalité cohérentes avant et aprés greffage de la pipérazine.

La B-CD-pipérazine est obtenue en deux €tapes avec un rendement global de 44% (Tableau 55).
Dans un premier temps le greffage des fonctions tosylates sur la position C6 de la B-CD a été
réalisé, suivi de la substitution de ces groupements par la pipérazine. Une quantité de 16.5g de

cyclodextrine pipérazine est disponible pour le couplage avec le synthon maléimide.

Manipulation SP-GELLIGHT-21 SP-GELLIGHT-23
45%
Rendement 92% (Rendement global = 44%)
Quantité 46q 16.5g
Fonctionnalité 4.3 5.2

Tableau 55 : Résultats de la synthése de la B-CD-pipérazine.

Protocole expérimental

La B-Cyclodextrine (30.00g, 0.026mol, 1éq), préalablement séchée a I’étuve dans un
cristallisoir a 80°C pendant 1h, est introduite dans un ballon bicol de 500mL contenant 210g
(80%) de pyridine anhydre. Le milieu réactionnel est placé a 40°C sous bullage d’argon. Le
chlorure de tosyle (35.28g, 0.185mol, 7eq) est solubilisé dans 50g de pyridine anhydre, puis
introduit a I’aide d’une ampoule a addition avec un goutte a goutte rapide sous courant d’argon.
Le milieu est laissé sous agitation magnétique a 40°C pendant 30min, puis est directement
précipité dans un mélange éther/éthanol (1/1) (3.6L), afin d’obtenir une poudre blanche. Le
précipité est solubilisé dans un minimum de DMSO puis précipité a nouveau dans un mélange
éther/éthanol (8/2), filtré. Une troisieme précipitation dans les mémes conditions est réalisée,
puis le précipité obtenu est mis a I’étuve 3h a 60°C afin d’obtenir une poudre blanche.

La pipérazine (202.73g, 2.354mol, 100eq) est introduite dans un ballon monocol de 250mL
sous argon. Le ballon est plongé quasi-intégralement dans un bain d’huile, chauffé a 120°C,
afin de faire fondre la pipérazine (T°fusion=106°C), puis la -CD-OTs (45.00g, 0.024mol, leq)
(SP-GELLIGHT-21) est additionnée et le milieu réactionnel est mis sous agitation magnétique
a 120°C pendant 4h. Un volume de 200mL d’eau est additionné dans le ballon afin de faire
précipiter ’ensemble dans 2*2000mL d’acétone, puis le précipité est filtré sur fritté Por4.
L’opération de précipitation est répétée six fois, avec un volume d’eau de 100mL et un volume
d’acétone de 1800mL. Enfin le précipité est mis a sécher au dessiccateur afin d’obtenir une

poudre marron. La totalité¢ du précipité est repris dans 300mL et mis sous agitation avec 6g de

342



résine Amberlite IRA-400. La résine est filtrée sur coton puis le filtrat est précipité dans
2000mL d’un mélange éthanol/acétone (1/1vol) puis filtré sur fritté Por4 afin d’obtenir une

poudre beige.

Etape 2 : Synthése du synthon maléimide protégé

Le synthon maléimide protégé est obtenu par une voie de synthése en trois étapes (Figure 198).
La premicre étape consiste a synthétiser 1’acide maléimidobutyrique via I’ouverture de
I’anhydride maléique par 1’acide aminobutyrique suivie de la formation du maléimide par
déshydratation et cyclisation de I’acide amique. Le maléimide est ensuite protégé par le
diméthylfurane grace a une réaction de Diels-Alder. Enfin la formation d’un ester activé NHS
est effectuée par réaction du N-hydroxysuccinimide sur la fonction acide carboxylique du
synthon.

La premicre étape consiste en une réaction entre 1’acide 4-aminobutyrique et 1’anhydride
maléique dans 1’acide acétique. La réaction s’effectue en deux étapes, avec une premicre étape
a température ambiante pour I’ouverture de 1’anhydride maléique par la fonction amine de
I’acide, puis une seconde étape a reflux pour effectuer la refermeture du maléimide par
déshydratation. La réaction est effectuée sur deux lots de 20g (SP-GELLIGHT-11 et SP-
GELLIGHT-16). La pureté des produits est obtenue apres évaporation totale de I’acide acétique
et filtration sur silice et sont respectivement de 95%wt et 97%wt. Les deux syntheses permettent
d’obtenir au total 40g d’acide 4-maléimidobutyrique, avec un rendement moyen de 55%.

La fonction maléimide étant fortement réactive, par addition de Michael ou en addition
radicalaire (thermique ou UV), il est important de la protéger pour la préserver lors des
prochaines étapes de fonctionnalisation ainsi que lors du stockage de la B-CD maléimide. La
protection est réalisée par le diméthylfurane a 1’aide d’une réaction de Diels-Alder a
température ambiante. Il est possible de déprotéger ultérieurement la fonction maléimide grace
a une réaction de rétro Diels-Alder activée thermiquement. La synthese est effectuée a
température ambiante dans le chloroforme. Une premiére réaction (SP-GELLIGHT-12) sur 23¢g
de composé maléimide est réalisée avec 3.15 équivalents de diméthylfurane. Une quantité de
8g de poudre blanche est obtenue avec une pureté de 92% (rendement de 22%). Il s’agit d’un
mélange de composé endo et d’exo (95/5). Lors de la seconde synthese (SP-GELLIGHT-17),
le nombre d’équivalents de diméthylfurane par rapport a 1’acide 4-aminobutyrique est diminué
en passant de 3.15 a 1.95, dans le but de faciliter la purification et ainsi améliorer le rendement
et la pureté finale. Aprés purification, 23g d’une poudre blanche sont obtenus avec une pureté

de 96% (rendement de 53%). Le produit est majoritairement endo (98.5%).
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La troisiéme étape de synthése consiste a former un ester activé par réaction du N-
hydroxysuccinimide sur la fonction acide carboxylique du synthon. Cette réaction permet de
générer une fonction réactive pour le greffage sur la B-cyclodextrine-pipérazine. Le groupement
NHS est en effet un bon groupement partant, ce qui permettra a la pipérazine de réagir
facilement sur ’acide afin de former une fonction amide. La synthése est effectuée a
température ambiante dans le chloroforme en présence d’EDC.HCI. Les conditions
expérimentales sont validées sur 7g de réactif dans les conditions décrites précédemment. La
réaction permet d’obtenir 7.5g du produit souhaité, sous la forme d’une poudre blanche avec
une pureté de 94%, et un rendement de 82%. Le composé final contient majoritairement la
forme endo (89%), peu de forme exo (6%) et une fraction de forme déprotégée (5%). Le rapport
endo/exo est du méme ordre que celui du composé de départ. Effectivement, cette réaction est
effectuée sur SP-GELLIGHT-12 qui contient 5% de produit exo. La déprotection, provenant
d’une réaction de rétro Diels-Alder, a pu avoir lieu lors de I’évaporation du solvant a
I’évaporateur rotatif, malgré une température de bain maintenue a (30°C)*°. La seconde
synthése, réalisée dans les mémes conditions que la précédente a partir de 23g de synthon,
permet d’obtenir 27.5g d’une poudre blanche avec une pureté de 95% pour un rendement de
89%. Le produit final contient 2% de forme exo, tout comme son précurseur (SP-GELLIGHT-
17), ce qui vient confirmer qu’un changement de configuration n’a pas lieu lors de cette
réaction. Toutefois la présence de produit déprotégé apres purification (8%) est encore
observée. Ainsi, il n’est pas possible de s’affranchir de la déprotection d’une partie des
fonctions maléimides, qui a lieu partiellement méme a basse température (30°C).

Protocole expérimental :

Synthese de [’acide 4-maléimidobutyrique :

L’anhydride maléique (20.00g, 0.204mol, leq) est solubilisé¢ dans 220g d’acide acétique dans
un ballon monocol de 1000mL. L’acide 4-aminobutyrique (21.03g, 0.204mol, leq) est
solubilisé dans 100g d’acide acétique puis additionné au goutte a goutte a I’aide d’une ampoule
a addition sur ’anhydride maléique. Le milieu réactionnel est laissé sous agitation magnétique
pendant 3h a température ambiante. Le ballon est équipé d’un réfrigérant puis le milieu
réactionnel est porté a reflux a 120°C pendant 18h, en recouvrant le ballon de papier aluminium.
L’acide acétique est évaporé a 1’évaporateur rotatif puis 300mL d’eau sont ajoutés et le produit
est extrait trois fois avec 300mL d’acétate d’éthyle, avant d’étre séché sur Na2SOs, filtré puis
évaporé a nouveau. Enfin 100mL dichlorométhane sont ajoutées afin de filtrer le produit sur un
dépdt de silice. Le dépot est élué avec 1000mL de dichlorométhane puis le filtrat est évaporé

pour obtenir 17.6g de poudre blanche.
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Synthese de [’acide 4-maléimidobutyrique protégé diméthylfurane :

L’acide 4-maléimidobutyrique (23.00g, 0.126mol, 1eq) est solubilisé dans 765g de chloroforme
dans un ballon monocol de 2000mL. Le 2,5-diméthylfurane (38.03g, 0.396mol, 1.9¢eq) est
additionné dans le milieu réactionnel puis mis sous agitation magnétique a température
ambiante pendant trois jours. Le chloroforme est évaporé a I’évaporateur rotatif a 30°C, puis le
solide obtenu est trituré avec 60mL d’un mélange dichlorométhane / hexane (1/1 vol), enfin le
produit est filtré sur fritté¢ afin d’obtenir une poudre blanche.

Synthese de [’ester active-NHS-4-maléimidobutyrique protége diméthylfurane :

L’acide 4-maléimidobutyrique protégé (22.80g, 0.082mol, leq) et le N-Hydroxysuccinimide
(9.87g, 0.086mol, 1.05eq) sont solubilisés dans 130g de chloroforme. L’EDC.HCI (16.44¢g,
0.086mol, 1.05eq) est solubilisé¢ dans 70g de chloroforme et additionnée au goutte a goutte sur
le milieu réactionnel sous courant d’argon. Le précipité formé en court de réaction est filtré puis
le filtrat est évaporé a [’évaporateur rotatif. Le produit est repris dans 500mL de
dichlorométhane puis lavé avec 100mL d’eau, deux fois. La phase organique est séchée sur
NaxSOg, filtrée puis évaporée jusqu’a obtention d’un volume de 250mL. Le produit est précipité

dans 1800mL d’hexane afin d’obtenir une poudre blanche.

Etape 3 : Synthése de la f-CD-m

La derniére étape de synthese consiste a greffer le synthon maléimide ester activé sur la f-CD-
pipérazine, de fagon a obtenir la f-CD-maléimide. La cyclodextrine devra contenir au minimum
deux fonctions maléimides nécessaires a la formation de I’hydrogel. Dans un premier temps, le
couplage entre la cyclodextrine pipérazine et le synthon maléimide protégé sera réalisé. Dans
un second temps, les conditions de déprotection par retro Diels-Alder devront étre validées afin
de s’assurer qu’elles permettent une régénération efficace des fonctions maléimides sans
dégradation de la B-CD.

La réaction d’amidification est réalisée entre les fonctions amines secondaires des groupements
pipérazines portées par la B-CD et la fonction ester activé NHS du synthon maléimide. Le
couplage entre la B-CD-pipérazine purifiée et un nouveau lot du synthon 4-Maléimidobutyrique
ester-NHS (SP-GELLIGHT-29) est effectué sur les 16.5g de B-CD-pipérazine disponibles. La
réaction de couplage fonctionne, comme le montre le spectre RMN 'H en Figure 201 sur lequel
apparaissent les signaux du maléimide greffé entre 6 et 7 ppm. Le produit obtenu possede une
fonctionnalité d’environ 5.6 (3.9 maléimides protégés + 1.7 maléimides déprotégés), ce qui est
en accord avec les valeurs du précurseur -CD-pipérazine (SP-GELLIGHT-23 : fonctionnalité

de 5.2). La fonctionnalisation est donc totale. Le rendement de la réaction est de 74% et permet
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d’obtenir 23g d’une poudre blanche.

Figure 201: Spectre RMN 1H de la B-CD-m (SP-GELLIGHT-30).

Tout comme lors de la synthése précédente, un phénomene important de déprotection des
fonctions maléimides est observé. Ainsi, la déprotection a lieu malgré 1’élimination de I’APTS
résiduel dans la B-CD-pipérazine. Sachant que la réaction de retro Diels-Alder est activée
thermiquement, le fait de chauffer le produit pendant trois jours a 40°C (durée de la réaction
d’amidification) peut étre a ’origine de ce phénomene. Malgreé tout, le taux de greffage est de
100% et la cyclodextrine conserve une fonctionnalité similaire avant et apreés greffage du

synthon maléimide (Tableau 56).

Manipulation SP-GELLIGHT-23 SP-GELLIGHT-30

Rendement 48% 74%
Quantité 18.5g 23g
Fonctionnalité 5.2 5.6

Tableau 56: Résultats de la synthése de la f-CD-m.

Protocole expérimental :

Dans un ballon de 1000mL, I’ester diméthylfurane butyrate NHS (26.02g, 0.070mol, 6.3eq) et
la triéthylamine (7.89g, 0.078mol, 7eq) sont solubilisés dans 450g de DMF. Le ballon est placé
sous argon dans un bain de glace avant d’ajouter au goutte a goutte la B-CD-pipérazine (SP-
GELLIGHT-23 : 16.5g, 0.011mol, 1eq) solubilis¢ dans 150g de DMF. Le bain de glace est

enlevé afin de faire revenir le ballon a température ambiante puis la chauffe est allumée a 40°C
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pour le weekend. Le milieu réactionnel est directement précipité dans 2000mL d’un mélange
éther/éthanol (80/20vol). Le précipité obtenu est solubilis¢ dans un minimum de DMSO avec
d’étre précipité dans les mémes conditions afin d’obtenir une poudre beige.

Remarque : A chaque étape, le taux de greffage de la B-CD a été total, ce qui a permis de
conserver la fonctionnalité fixée lors de la tosylation (Tableau 57). La variation dans les valeurs
de fonctionnalités obtenues apres chaque étape provient de la marge d’erreur due a
I’interprétation du spectre RMN 1H. La disparition des signaux caractéristiques souhaités
confirme que le taux de greffage est de 100% a chaque étape de synthese. La B-cyclodextrine

finale obtenue posséde une fonctionnalité de 5,6.

Nom de

om de SP-GELLIGHT-21  SP-GELLIGHT-23 SP-GELLIGHT-30
manipulation
. 74%
Rendement 2% 48% {Rendement giobal = 32%)
Quantité 469 16.5g 23g
Fonctionnalité 43 5.2 5.6

(3.9 protege + 1.7 déprotége)

Tableau 57: Résultats des propriétés réactionnelle des synhéses de la f-CD-m.
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