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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.
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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.
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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

15



Chapitre 1 : Introduction Bibliographique

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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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

43



Chapitre 1 : Introduction Bibliographique

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
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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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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.

66



Chapitre 1 : Introduction Bibliographique

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 l