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Abréviations

AET : 2-aminoethanethiol

DSC : Differential Scanning Calorimetry

EDC : 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide
KPS : potassium persulfate

LCST : Lower Critical Solution Temperature

MADAP : N,N-[(dimethylamino)propyl] methacrylamide
NHS : N-hydroxysuccinimide

NIPAmM : N-isopropylacrylamide

PAA : poly(acide acrylique)

PBS : Phosphate-Buffered Saline, tampon phosphate salin
PDMA : poly(N,N-dimethylacrylamide)
PEGMA/POEGMA : poly(oligo(ethylene glycol) methyl ether methacrylate)
PEPO : poly(ethylene oxide-co-propylene oxide)
PNIPAmM : poly(N-isopropylacrylamide)

RMN *H : Résonance Magnétique Nucléaire du proton
SEC : Size Exclusion Chromatography

UCST : Upper Critical Solution Temperature

Ce: Concentration d’enchevétrement
Cy : Concentration en polymere
Cenipam : Concentration en PNIPAmM

b : Dispersité

G’ : Module de conservation (Pa)

G’’ : Module de perte (Pa)

M, : Masse molaire moyenne en nombre
My : Masse molaire moyenne en masse
n" : Viscosité complexe (Pa.s)

Nrel - Viscosité relative

Nsp : Viscosité spécifique

Tas : Température d’association

Tsol-gel : Température de transition sol-gel



Tableau récapitulatif - Copolymeres greffés

Greffons
Noms de
Squelette PNIPAM PDEGMA PEPO
code
38k 8k 20k 27k 2k

PAA1-N37 37 wt%
PAA1-N67 PAA1 67 wt%
PAALN7S | M, =230kg/mol oo

PAA1-N75/8k

75 wt%

PAA2
PARZNTS | 1 2 710 kg/mol | 7506
ALG1-N15 15 wi%
ALG1-N45 45 W%
ALG1-N72 ALGL 72 wt%
ALG1-D45 | Mn=155kg/mol 45 Wt%
ALG1-P45 45 Wit
ALG1-P67 67 Wt%
ALG2-N45 " =§;Gk2g ol |45 %%

HA-N55/20k | My = 200 kg/mol 55 wt%

Vi
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Introduction générale

Les hydrogels sont des solides macromoléculaires possédant une forte affinité pour 1’eau et
résultant de I’assemblage de chaines polymeres par des liaisons covalentes (gels chimiques) ou
physiques (gels réversibles). Ces matériaux hydratés font 1’objet de nombreux développements
dans des domaines aussi variés que I’industrie alimentaire, cosmétique, pétroliere ou les
domaines de la chimie analytique (chromatographie) ou du paramédical avec des applications
bien connues telles que les superabsorbants dans les couches-culottes, les lentilles de contact

ou les pansements.

La possibilité pour ces matériaux de transiter de maniére contr6lée entre un état liquide et un
état solide, a conduit durant ces derniéres décennies a d’intenses recherches dans le domaine
biomédical avec le développement d’hydrogels injectables. Sur ces 5 derniéres années, on
trouve en effet plus de 800 articles comportant les termes « hydrogel » et «injectable »
uniquement dans le titre. En plus des avantages typiques des hydrogels conventionnels, tels que
la biocompatibilité, la permeabilité a l'oxygene et aux nutriments, propriétés similaires aux
caractéristiques de la matrice extracellulaire, et I’existence d’une structure poreuse permettant
le chargement d'agents thérapeutiques, leur caractére injectable permet un minimum
d'invasivité associé a une mise en ceuvre relativement aisée pour combler des sites aux formes

irrégulieres.
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Comme schématisé sur la Figure 1, les hydrogels injectables sont actuellement envisagés dans
de nombreuses applications, soit en tant que matrice 3D ou comme transporteurs d’agents
thérapeutiques tels que des médicaments, des cellules, des protéines et des molécules bioactives
utilisées dans le traitement de maladies comme le cancer et pour la réparation et la régénération
des tissus. Il est ainsi possible de cibler précisément le site de traitement en injectant, a I’aide
d’une seringue par exemple, la solution contenant les précurseurs de 1’hydrogel ainsi que
d’éventuels cellules ou principes actifs a I’endroit souhaité. Dans le cadre du relargage ciblé de
principes actifs, leur encapsulation au sein de 1’hydrogel permet de plus un relargage progressif
et localisé en augmentant I’efficacité du traitement et en évitant la toxicité d’un relargage
rapide. Notons que ces systémes injectables sont également envisagés dans le cadre
d’applications transmucosales (muqueuses buccale, oculaire, nasale...) pour lesquelles la
transition sol/gel peut se faire par pulvérisation ou par simple dépdt de la formulation
initialement liquide.

Pour obtenir cette transition sol-gel, deux principales méthodes sont utilisées :

- la réalisation de réactions chimiques (photopolymérisation, polymérisation thermique, etc.) in
vivo, conduisant a un phénomene irréversible dd a la création de liaisons covalentes entre les
chaines de polymere ;

- I’application d’un stimulus interne ou externe (pH, température, force ionique, UV...) qui va
provoquer la formation de liaisons physiques qui sont réversibles par nature lors d’un retour a

I’environnement initial.

D’une manicre générale, 1’utilisation de gels réversibles, permettant d’éviter toutes réactions
chimiques in situ, a la préférence des chercheurs. Parmi ces systemes, les réseaux
thermostimulables pouvant transiter aux environs de la température du corps font I’objet d un
intérét tout particulier. Ils reposent trés souvent sur I’intégration dans la structure
macromoléculaire de polymeéres thermosensibles de type LCST, caractérises par une séparation
de phase générée par chauffage, qui offrent un tres large choix de structures chimiques
permettant d’atteindre une température de transition proche de celle du corps. Ces polymeres a
LCST sont généralement couplés a des chaines hydrosolubles afin de limiter le phénomene de
séparation de phase au niveau microscopique et ainsi permettre 1’obtention d’un hydrogel stable
en température. D un point de vue pratique, les hydrogels thermostimulables sont trés souvent
développés a partir de structures greffés ou a blocs offrant a travers ces architectures une tres
grande variété de parametres structuraux.

Or, si on trouve aujourd’hui de nombreux travaux utilisant les propriétés thermogélifiantes de

tels systemes, ces articles s’intéressent plus spécifiqguement aux températures de transition et de



gélification, aux propriétés du gel a la température du corps ainsi qu’a des applications
thérapeutiques spécifiques. Il existe néanmoins peu d’études systématiques ayant pour objectif
de répondre aux questions suivantes :

- Comment la nature chimique et la masse molaire de la séquence hydrosoluble impactent les
caracteéristiques viscoélastiques des formulations gélifiantes avant et apres transition ?

- Comment la taille et la nature chimique des séquences a LCST permettent de controler le
mécanisme de thermoassociation (température et discontinuité de la transition) et les propriétés
a haute température : élasticité, cohésion, adhésion ?

- Quelle est le meilleur compromis entre ces deux composantes et peut-on prévoir simplement

les propriétés thermogélifiantes a partir des parametres structuraux ?

Afin de tenter de répondre a ces questions, 1’objectif de ce travail de thése a été d’établir les
relations structure/propriétés a partir de copolymeres thermogélifiants développés
principalement sur la base d’architectures greffés constituées d’un squelette hydrophile et de

greffons thermosensibles a LCST.
Ce manuscrit est divisé en 7 chapitres.

Le Chapitre 1 est consacré a une étude bibliographique sur les hydrogels injectables afin de
définir quels sont les critéres nécessaires a 1’¢laboration de tels systémes pour des applications

biomédicales et notamment de délivrance de principes actifs.

Le Chapitre 2 rassemble quant & lui toute la partie relative a la synthése des copolymeres
thermosensibles qui a été réalisée majoritairement en 2 étapes faisant intervenir la
télomérisation des greffons a LCST portant une fonction amine terminale suivi de leur greffage
sur des squelettes hydrosolubles portant des fonctions carboxyliques par couplage peptidique
en présence de carbodiimide (cf. Figure 2). Ce chapitre rassemble également la présentation des

différentes techniques expérimentales qui ont été mises en ceuvre dans ce travail.

COOH COOH
COOH L

Figure 2 : Schéma de la réaction de couplage entre les fonctions acides et amines a ’aide d’un
carbodiimide, ’EDC.

Les chapitres suivant relatifs aux résultats expérimentaux sont divisés en trois parties.

La Partie A est consacrée a I’étude d’un copolymére greffé thermogélifiant totalement
synthétique : le poly(acide acrylique)-g-poly(N-isopropylacrylamide)) (PAA-g-PNIPAmM). Ce



copolymeére posséde un squelette hydrophile polyélectrolyte et des greffons thermosensibles,
possedant une LCST aux alentours de 32 °C. Ce copolymere servira de systeme modéle afin de
poser les bases des relations structure/propriétés de copolymeéres greffés thermosensibles de

topologie donnée. L’étude de ce systéme modéle est découpée en deux chapitres.

Le premier chapitre (Chapitre 3) est consacré a la caractérisation des solutions aqueuses d’un
copolymére PAA-g-PNIPAm de référence via différentes techniques (rhéologie, RMN, DSC,
test de tack, etc.).

Le second chapitre (Chapitre 4) permet d’appréhender I’impact de la structure
macromoléculaire sur les propriétés de thermogélification a partir d’une méme structure greffée
PAA-g-PNIPAm, ou nous avons fait varier divers parameétres tels que la taille du squelette, la

taille des greffons et/ou leur nombre (cf. Figure 3).

/ P \ e -T\\
{ Taille greffons | | [ | Densité de greffage | |
| Taille squelette |

he

Figure 3 : Parametres structuraux des PAA-g-PNIPAm étudiéé dans le Chapitre 4.

Dans la Partie B, les systémes étudiés sont toujours de nature synthétique, mais nous avons fait

varier soit la nature chimique des greffons, soit la topologie de 1’architecture macromoléculaire.

Dans un premier chapitre (Chapitre 5), I’architecture greffée des copolymeres est remplacée
par une architecture linéaire développée sur la base de copolymeres statistiques de type
P(NIPAmM-co-AMPS). L’objectif de ce Chapitre 5 est de vérifier, avec ce type d’architecture
peu étudiée mais relativement simple a synthétiser, dans quelles conditions de force ionique et
pour quelles compositions il est possible d’obtenir des formulations thermogélifiantes stables a
la température du corps. Dans ce cadre, nous nous intéresserons ¢galement a I’impact de la
topologie, greffée ou linéaire, sur les propriétés rhéologiques aux petites et grandes

déformations (modules dynamiques et tests d’adhésion).

Dans un second chapitre (Chapitre 6), I’architecture greffée est conservée mais c’est la nature
des greffons qui est modifiée en utilisant des copolymeres de poly(éthyléne glycol
méthacrylate), PEGMA, a la place du PNIPAmM. Le mécanisme d’association et les propriétés
thermogélifiantes de ces copolymeres greffés PAA-g-PEGMA sont ainsi analysés et comparés
aux résultats obtenus avec les PAA-g-PNIPAmM présentés dans la Partie A (Chapitres 3 et 4).



Les résultats obtenus dans les deux premiéres parties (Parties A et B) avec des systémes
synthétiques serviront ensuite de référence en éelargissant notre étude aux copolymeéres greffés

avec un squelette polysaccharide.

Dans la Partie C (Chapitre 7), deux biopolymeres, I’alginate et 1’acide hyaluronique, ont été
utilisés avec comme objectif de comparer leurs propriétés thermogélifiantes dans le cadre tres
général des copolymeéres greffés. Ce chapitre repose principalement sur 1’étude comparative de
trois copolyméres greffés a base d’alginate: ALG-g-PNIPAmM, ALG-g-PDEGMA et
ALG-g-PEPO (PEPO = poly(oxyde d’éthyléne-co-oxyde de propyléne)) avec des analyses

complémentaires orientées vers I’injectabilité des solutions et la délivrance de principes actifs.

Le synoptique des copolymeéres étudiés dans les chapitres expérimentaux est présenté sur la

Figure 4.
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Figure 4 : Synoptique des copolymeéres étudiés dans les chapitres expérimentaux
(leur synthése est détaillée au Chapitre 2).
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Chapitre 1
Chapitre 1 : Etude bibliographique

I. Introduction sur les hydrogels injectables

Les hydrogels sont des réseaux tridimensionnels formés de chaines macromoléculaires
hydrophiles, d’origine naturelle ou synthétique, reliées entre elles par des liaisons covalentes
et/ou des interactions physiques schématisés par des points de réticulation sur la Figure 1.1.
Faiblement dissociables dans 1’eau, les hydrogels possedent la propriété de gonfler en milieu
aqueux en raison des fonctions hydrophiles portées par les chaines de polymeére. Selon leur
nature chimique, ils peuvent présenter des teneurs en eau trés variables, généralement entre 40
et 95 %, pouvant atteindre des pourcentages supérieurs a 99,9 % dans le cas des gels
superabsorbants. En raison de leurs caractéristiques physico-chimiques similaires aux tissus
humains, module élastique de 1’ordre du kPa et forte teneur en eau, les hydrogels sont
particuliérement utilisés dans le domaine biomédical.

Cependant, dans la plupart des cas, le réseau tridimensionnel n’est pas injectable directement
sous sa forme « solide » et il est alors intéressant de développer une transition de solution a gel
au cours de I’injection. La solution contenant les précurseurs de 1’hydrogel doit alors posséder
une viscosité faible a température ambiante suivi par une gélification relativement rapide in
situ. Dans le cadre d’applications biomédicales, les hydrogels injectables présentent 1’avantage
d’éviter une intervention chirurgicale via la formation de I’hydrogel directement au niveau de
la zone de traitement. lls peuvent en effet étre utilisés notamment pour la délivrance de principes

actifs ou la régénération tissulaire in situ.

WM+—— pointsde
* 9 réticulation

o
Figure 1.1 : Schéma d'un hydrogel.

Dans ce cadre, deux technologies d’hydrogels injectables peuvent étre envisagees: les

hydrogels covalents, ou hydrogels chimiques, et les hydrogels physiques.

La formation d’hydrogels injectables covalents peut étre induite par photopolymérisation®-2,
polymérisation thermique® ou amorcage rédox*, etc. Le désavantage lié a la formation de ces
hydrogels est la toxicité que peuvent entrainer des réactions chimiques réalisees directement en

présence de matériel vivant (réactions secondaires avec le milieu vivant, résidus de réaction...).
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Des réactions alternatives, visant a limiter ou supprimer la toxicité in vivo, ont alors été
développées. 11 s’agit de réactions dites bio-orthogonales qui n’interférent pas avec les
processus biologiques®®. Malgré ces développements, remplacer des réactions chimiques par
des associations physiques stimulées par un changement d’environnement apparait comme la
meilleure alternative pour la formation de gels in vivo.

Ces hydrogels physiques reposent sur 1’utilisation de polymeres solubles dans 1’eau qui en
présence d’un stimulus (ou de plusieurs stimuli) vont s’associer pour conduire & la formation
d’un réseau macromoléculaire tridimensionnel. Ces stimuli peuvent étre associés a un
changement de température (cf. Figure 1.2), de force ionique, de pH, etc. Dans ce cas, ce sont
des liaisons faibles qui se forment entre les chaines de polymeres (interactions hydrophobes,
¢lectrostatiques...) et la transition est souvent réversible par retour a 1I’environnement initial.
Cependant, en raison des liaisons faibles qui forment les zones de jonction inter-chaines, les
propriétés mécaniques des hydrogels physiques restent souvent moins élevées que celles des

réseaux covalents.

Figure 1.2 : Transition sol-gel dans le cadre d’hydrogels injectables thermosensibles ;
une Tgel inférieure a celle du corps est nécessaire pour assurer la formation du gel in situ,
adapté de Yu et al.’.

La formation induite d’hydrogels physiques peut également étre réalisée par injection d’un
systeme bi-composant a partir duquel les deux composés vont interagir fortement lorsqu’ils
seront mis en présence. C’est le cas par exemple des mélanges entre un polyanion et des especes
polycationiques (polymeres ou cations multivalents) qui vont se complexer par interactions
électrostatiques et conduire a la formation d’hydrogels ionotropiques. Un des exemples les plus
connus est celui de I’alginate en présence d’ions calcium Ca?'. L alginate est un polysaccharide
issu des algues brunes constitué de motifs acides mannuronique (M) et guluronique (G) chargés
négativement dans les conditions physiologiques (pKa ~ 3.5). Les fonctions carboxylates des
unités G ont la propriété de complexer fortement les ions multivalents, tels que le calcium Ca?*,
pour conduire a la formation de séquences associatives (modele boite a ceufs) qui vont réticuler

les chaines entre elles (cf. Figure 1.3). Avec ce type de systeme, la formation d’un réseau étant



pratiqguement instantanée, un dispositif de double seringue est nécessaire pour conserver le

caractere injectable avant introduction dans le milieu choisi.
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Figure 1.3 : Réticulation physique de 1’alginate en présence d’ions Ca?* 8,

Dans le cadre d’applications biomédicales, les hydrogels injectables sont généralement utilisés
dans deux principaux domaines : 1I’ingénierie tissulaire et la délivrance de principes actifs. Dans
ces types d’application, les hydrogels servent a encapsuler et piéger des cellules dans le cas de

I’ingénierie tissulaire (cf. Figure 1.4) ou des principes actifs pour la délivrance contrdlée in situ.

En ingénierie tissulaire, les hydrogels servent de matrice pour le développement cellulaire. Via
un systeme injectable, la régénération des tissus peut alors avoir lieu directement au sein du
corps. Ceci présente 1’avantage d’éviter une culture cellulaire in vitro et d’avoir a implanter

I’hydrogel par la suite.

J
Q‘a

Figure 1.4 : Cellules piégées au sein d’un hydrogel.

Cellules

Un critére important en ingenierie tissulaire est la biodégradation de la matrice. En effet, la
matrice sert de milieu de développement aux cellules mais doit ensuite se dégrader
progressivement pour laisser place aux nouveaux tissus formés. Elle doit étre complétement
dégradée une fois les tissus totalement reconstruits. La dégradation doit donc étre contrblée et
doit suivre la tendance inverse de formation des nouveaux tissus.

Un autre parametre a prendre en compte est le module élastique de la matrice. En effet, les
cellules sont sensibles a leur environnement et se différencient en fonction du module du
substrat®. Sur la Figure 1.5, des modules de 1 kPa, 10 kPa et 100 kPa permettent d’obtenir
respectivement des neurones, des myoblastes (cellules musculaires) et des ostéoblastes (cellules

osseuses) a partir de cellules souches. Caliari et al.!° ont ainsi montré qu’en contrdlant
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I’¢lasticité du support 2D (hydrogels de 1 a 34 kPa et
différenciation des cellules (cf. Figure 1.5).

Factors regulating stem cell fate
Soluble o
factors | Mesenchymal Substrate elasticity
stem cell
S 1 kPa (soft) 10 kPa 100 kPa (rigid)
L
O
Q\o°
S
9
S
Lineage: neuronal muscle bone
2D hydrogel culture
1 kPa 11 kPa 34 kPa Glass

verre), il était possible d’orienter la

Figure 1.5 :
Différenciation des cellules en
fonction de I’élasticité de la
matrice!®1?,

En délivrance de principes actifs (« controlled drug release » ou « controlled drug delivery »),

le but est de contr6ler le relargage sur un temps donné.

En effet, en contrdlant le relargage a

I’endroit cibleé, il est possible de diminuer la toxicité du médicament puisque celui-ci est libéré

majoritairement au niveau de la cible a traiter et également d’augmenter son efficacité via une

cinétique controlee.

Dans le cadre des hydrogels injectables, le relargage de principes actifs peut s’effectuer par

diffusion et/ou via le gonflement du gel en milieu physiologique.

Plus I’hydrogel gonfle et plus la maille du réseau s’agrandit ce qui va permettre aux principes

actifs de sortir plus facilement du réseau (cf. Figure 1.6).

Le relargage peut également se faire

via la dégradation/érosion du gel in situ. Pour avoir un relargage contrélé sur un temps donné,

il est donc important d’avoir une bonne connaissance des propriétés du gel in situ, notamment

au niveau de sa stabilité et de ses propriétés thermodynamiques (gonflement, solubilisation).

Stimulus .
G

el : Principes actifs
piégés au sein du
réseau

Solution :
Polymeéres stimulables +
principes actifs

I ~.,
-
[ ]
P
,”
&
[}

Relargage in situ

Figure 1.6 : Relargage de principes actifs via un hydrogel injectable.
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Lors de traitements médicaux comme la délivrance de principes actifs, il existe plusieurs
dispositifs. Dans le cas des hydrogels injectables, I’administration via une seringue est la voie
la plus classique car elle permet ’accés direct a la zone a traiter, surtout quand celle-ci est
difficile d’accés (injection sous-cutanée ou intramusculaire). Cependant, pour des applications
topiques comme au niveau de 1’ceil ou des muqueuses, une solution liquide (collyre) ou une
solution sprayable peuvent étre directement déposées sur la surface a traiter. Pour ces cas, on
note que 1’hydrogel doit présenter des propriétés d’adhésion afin d’éviter leur élimination trop

rapide de la surface.

I1. Comportement des polymeéres en milieu solvant

Dans cette partie, les principales caractéristiques des polymeéres en solution et a 1’état de gel
sont abordées. Cette revue assez générale a pour objectif de faire le point sur les principales
fonctionnalités recherchées dans le cadre des hydrogels injectables et notamment de souligner

les critéres importants a prendre en compte pour définir le cahier des charges.
[1.1. Polymeéres en solution

11.1.1. Conformation de la chaine macromoléculaire

En milieu dilué, la chaine macromoléculaire peut adopter différentes conformations en fonction

de la qualité du solvant (cf. Figure 1.7).

neutral polymers in

good solvent
i X A0 Figure 1.7 : Représentation
8959 iz schématique d’une chaine de polymeére
i\ neutre (en mauvais solvant, solvant-0
‘ § et bon solvant) et d’un polyélectrolyte
o en solution diluée et en absence de sel.
dilute polyelectrolyte with no salt D’apres Colby et al.1?2

£

Dans le cas de chaines flexibles, on distingue la conformation de référence (pelote statistique)
en solvant-0, que 1’on retrouve avec le polymére a I’état fondu, de celle en bon solvant, ou la
chaine gonfle sous I’effet du volume exclu. En mauvais solvant, la chaine adopte une
conformation globulaire pour réduire ses interactions avec le solvant. Quelle que soit la qualité
du solvant, il existe une relation implicite entre la dimension de la chaine (notée R) et sa masse
molaire (M) proportionnelle au nombre d’unités monomeéres (N) : R~MY~N", avec v = 3/5,

1/2 et 1/3 en bon solvant, solvant-6 et mauvais solvant*?.

11
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Dans le cas des solutions diluées de polyélectrolytes sans sel ajouté, la chaine adopte une
conformation tres étirée en raison des répulsions électrostatiques entre charges portées par la
chaine. Dans ce cas, I’exposant (v) de la loi de puissance précédente vaut 1 ; la taille de la chaine
est donc proportionnelle a sa masse molaire. En présence de sel ajouté, la chaine polyélectrolyte
se replie progressivement pour rejoindre a force ionique élevée la conformation d’une chaine

neutre.

[1.1.2. Régimes de concentration et lois d’échelle

Dans le cas de solutions de polyméres, on distingue tout d’abord deux principaux régimes de
part et d’autre de la concentration de recouvrement (c*) : le régime dilué pour ¢ < c* et le régime
semi-dilué pour ¢ > c*. Ce dernier se divise en deux sous-régimes de part et d’autre de la
concentration d’enchevétrement (ce) : le régime semi-dilué non enchevétré pour c* < ¢ < c. et

le régime semi-dilué enchevétré pour c > c. (cf. Figure 1.8).

%_gj 8 8\ QKQ = Nsp Co "/

\ /,(2/ M(\ 10°+ » /

© K@ %ﬁ fu
Gse c=c c>c* 10? ,

Figure 1.8 : (Haut) Représentation schématique de la " c*
concentration de recouvrement (c*) séparant les régimes 10°1 ‘ /
dilué et semi-dilué. (Droite) Variation de la viscosité
spécifique nsp, (N-Ms)/Ms, d’une solution aqueuse de
poly(oxyde d’éthyléne) (My, = 5.10° g/mol) a T = 25 °C,
mettant en évidence les différents régimes de
concentration. D’aprés Colby et Rubinstein?s, jole” N

T

Avec, 1 : viscosité de la solution et n : viscosité du solvant. ‘
0.0001  0.001 0.01 0.1

c (9.mL")

D’une maniére générale, la concentration de recouvrement c¢* peut étre calculée a partir des
paramétres de la chaine (c*~M/R3~M1~3V) et évaluée expérimentalement en posant n = 21 ;
soit ng, = 1, ou ¢* = 1/[n] avec [n], la viscosité intrinseque. De la méme maniere, la
concentration d’enchevétrement des polymeéres neutres est généralement observée pour des

concentrations 5 a 10 fois supérieures a la concentration de recouvrement!?: ¢, ~ (5 — 10)c".

Selon le régime de concentration dans lequel on se place, la solution va présenter des
caractéristiques viscoelastiques trés différentes qui sont généralement décrites a partir des
variations du module de cisaillement (G en Pa), du temps de relaxation terminal (t en s) et de

la viscosité qui relie ces deux paramétres : n = G.t (Equation 1.1). Des théories bien établies,

12
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relatives a la dynamique des polyméres en solution et utilisant le modele de reptation en milieu

enchevétré!*, conduisent aux lois d’échelle rassemblées dans le Tableau 1.1.

Tableau 1.1 : Variation des parametres viscoélastiques en fonction de la nature du polymere
(neutre ou polyélectrolyte) et des conditions de solvatation??,

Régime | Nature polymére | Conditions G (Pa) T (s) 1 (Pa.s)
Neutre solvant-0 c | M1 c® M3/2 c M/2
c<c* bon solvant c | m? c® S c M*/5
Polyélectrolyte sans sel c | M1 c M3 C M?

Neutre solvant-0 c | M1 C M? c? M

c*<c<ece bonsolvant | ¢ | M1 | Y4 M2 | %4 M

Polyélectrolyte sans sel c | M1 cl/2 M2 | c/? M
solvant-0 c’? | MO c’3 M34 | 143 | M3

Neutre

C>cCe bon solvant | ¢4 | M° c3/2 M34 | c15/4 | M3
Polyélectrolyte sans sel c32 | MO c® M34 | 32| w3

11.1.3. Analyse viscoélastique

L’analyse des propriétés viscoélastiques est le plus souvent réalisée sous cisaillement de
maniére continue ou oscillatoire. Dans ce dernier mode, 1’analyse est effectuée en appliquant
un balayage en fréquence afin d’évaluer les contributions visqueuse et élastique de la solution.
Cette analyse des modules élastique (G’), ou module de conservation, et visqueux (G’’), ou
module de perte, est généralement réalisée dans le domaine linéaire ou ces grandeurs restent
constantes et indépendantes de la déformation ou de la contrainte appliquée.

La connaissance de ces modules permet de remonter a la viscosité complexe (") exprimée

selon I’équation suivante :

. ) G'"\%  [6"\? .

Equation1.2: n*= (7) + (;) Avec, o : pulsation (rad/s).

Un exemple représentatif d’une solution viscoélastique est donné sur la Figure 1.9, dans le cas
du modéle de Maxwell couplant en série un amortisseur purement visqueux et un ressort
Hookéen. Aux faibles fréquences, le fluide possede dans cet exemple un comportement liquide
visqueux caractérisé par une viscosité newtonienne de 100 Pa.s. A hautes fréquences, pour des
temps caractéristiques beaucoup plus faibles que le temps de relaxation (t = 1 s), le systeme se
comporte comme un solide élastique caractérisé par un module de cisaillement : G = 100 Pa.
Le point de croisement des courbes G’ et G** en fonction de la pulsation o permet de déterminer

le temps de relaxation de la solution : 7 = 1/w,.
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Lorsque les expériences sont réalisées en cisaillement continu, en faisant varier le gradient de
cisaillement sur une échelle similaire (y = 10 & 10% s%), la viscosité mesurée, 1y, est constante
et identique a la viscosité complexe pour les faibles valeurs de y (viscosité newtonienne).
Au-dela de y ~ 771, I’accord est parfois conservé en comparant *(w) et n;(y = w) (loi de
Cox-Merz), mais des divergences sont parfois observées pour des gradients de cisaillement
¢levés en raison des fortes déformations subies par 1’échantillon lors d’un cisaillement continu.
Sur une échelle de gradient donnée, la viscosité d’un fluide peut étre décrite par une loi de

comportement établie par d’Ostwald-de Waele (cf. Figure 1.9, pour o > 1 rad/s) :

Equation 1.3: 7, = Ky™™*

Avec, K : indice de consistance (Pa.s") et n : indice d’écoulement décrivant le comportement newtonien
(n = 1), rhéofluidifiant (0 < n < 1) ou rhéoépaississant (n > 1).

—o— n* (Pa.s)

1000 —rerm
1002
| &
W AN

01|

001 ¢
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1000
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Figure 1.9 :
Caractéristiques d’un
fluide viscoélastique

calculées sur la base du
modele de Maxwell avec
G=100Pa,t=1set
n = G.t =100 Pa.s.

0,001 - =
0,001 0,01 0,1 1 10 100 1000

o (rad/s)

0,001 0,01 01 1 10 100 1000

o (rad/s)

I1.1.4. Viscosite et injectabilité

La viscosité des fluides est un paramétre important qui intervient dans tous les processus
impliquant leur transport. Si on se place dans le cas des injections réalisées dans le domaine
biomédical, I’injectabilité d’une solution renvoie le plus souvent a 1’utilisation d’une seringue

équipée d’une aiguille. Dans le cas de liquides newtoniens, la force d’injection (F) peut étre

calculée a partir de la loi de Hagen—Poiseuille!®1® :
. . 81nLQyR?
Equation1.4: F = % + Fy

a

Avec, 1 : viscosité dynamique, L : longueur de ’aiguille, Qy : débit volumétrique, Rs: rayon interne de
la seringue, R, : rayon interne de ’aiguille et Fr : force de friction du piston dans la seringue.

Généralement, les caractéristiques de 1’aiguille (diamétre et longueur) different en fonction du
site d’injection et de I’age du patient. Le diamétre de I’aiguille est exprimé en Gauge. Plus le

diamétre est petit et plus le nombre de Gauge augmente. Les aiguilles médicales se situent dans
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la gamme de 20 a 30 Gauges. Dans le cas des injections intramusculaire ou sous-cutanée, les

diamétres et les longueurs d’aiguille standards sont reportés dans le Tableau 1.2.

Tableau 1.2 : Caractéristiqgues des aiguilles utilisées en injection sous-cutanée et
intramusculaire (source : www.immunize.org).

Type d’injection Aiguille Diametre | Diametre Longueur
o : & externe interne g
Injectlon, 23-25G 0,64-0,51 | 0,33-0,26 16 mm
sous-cutanee : mm mm
subcutaneoys tissue
muscle
. . %90“angle
~ Injection - 5y p5G | 071-051 | 041-026 | L .
intramusculaire S mm mm
subcutanpous tissue
muscle

D’aprés I’Equation 1.4, on note que le rayon interne de 1’aiguille joue un role prépondérant sur
la force d’injection (F~R;*), ainsi que dans une moindre mesure celui de la seringue (F~R?2).
Sur la Figure 1.10A, en passant de 18 G a 27 G, la force sur le plateau augmente d’environ 0,5

a 7 N. La force d’injection augmente également lorsque la longueur de I’aiguille augmente
(cf. Figure 1.10B).

A B
418G 425G x %"
425G 425Gx1 %"
212 {a27G Z 12 1
] o
$ 8
e S
§° 5 °
° °
[
T 4 41
0 0 v v v - T
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Time (s) Time (s)

Figure 1.10 : Force d’injection en fonction (A) du diamétre de 1’aiguille (B) de la longueur de
’aiguille!’.

Il est également important de prendre en compte le temps d’injection et donc la vitesse
d’injection. Plus la vitesse d’injection (ou le débit Qy) augmente et plus la force d’injection
augmente. Selon Watt et al.'®, une force d’injection n’excédant pas 20 N est idéale, surtout dans

le cadre d’une auto-injection. Via des tests d’injection de solutions d’alginate par un panel de
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participants, Robinson et al.!8, suggérent méme une force d’injection inférieure a 12 N pour

une injection facile (cf. Figure 1.11).

Figure 1.11 : Score de difficulté d’injection selon
un panel de participants en fonction de la force
d’injection mesurée, pour une injection de 5 mL de
solution d’alginate en 50 s'8,

3 zones sont définies :

F <12 N (injection facile), 12 N < F <38 N (efforts
considérables) et 38 N < F < 64 N (efforts trés
R?=0.89 importants ; toute la solution ne peut étre injectée).
A noter qu’au-dessus de 64 N, I’injection n’est plus
possible.

Difficulty = 0.038 x Force + 1.55

Subjective Injection Difficulty

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Objective Injection Force (N)

Bien que la viscosité n de la solution intervienne sur la force d’injection de maniere plus
modérée (cf. Equation 1.4), elle reste un paramétre prépondérant dans la mesure ou elle peut
varier avec une trés grande amplitude. C’est notamment le cas des solutions de polymeéres, et
plus particuliérement de biopolymeres, qui ont des viscosités souvent importantes, méme a de
faibles pourcentages massiques. Neéanmoins, certains biopolyméres présentent un
comportement rhéofluidifiant comme c’est le cas pour I’alginate (cf. Figure 1.12).

Xia et al.? ont également reporté ce comportement pour d’autres biopolyméres, comme la
méthylcellulose et 1’acide hyaluronique. Ces polyméres sont notamment utilisés pour la
formation d’hydrogels injectables et seront présentés par la suite. Dans ce cadre, le caractére
rhéofluidifiant peut étre mis a profit car les solutions sont soumises a des valeurs de y tres

élevées lors de I’injection, souvent supérieures a 10% s,

10000 e 1wWwh%
o 2wWh%

1000
= 5Wwh\%

w
]
o 100
2
17
o
o
2
>

0.1

0.1 1 10 100 1000
Shear Rate (s")

Figure 1.12 : Comportement rhéofluidifiant de solutions d’alginate en fonction de la
concentration®®,

Dans le cadre des fluides rhéofluidifiants, la force d’injection peut étre calculée a partir de
’équation précédente (Equation 1.4) en prenant la valeur de la viscosité correspondant au

gradient de cisaillement effectif développé dans 1’aiguille.
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Une autre possibilité revient a prendre en compte les indices K et n donnés par la loi
d’Ostwald-de Waele (Equation 1.3) et a les intégrer dans 1’équation de Hagen-Poiseuille

(Equation 1.4) ce qui conduit a la relation*>*8 suivante :

)n_1 + F

Equation1.5: F = 22l TMLREKQY (3n+1

R3nt1 2n+1
Sur la Figure 1.13, d’aprés I’Equation 1.3 (ny = Ky™1), lajustement linéaire permet de
déterminer les indices de consistance (K) et d’écoulement (n) a partir, respectivement, de

I’ordonnée a I’origine et de la pente (n-1).

o 0.8%

103 I8 = 06%
- A 0.4%
© e 02%
nE' —— Linear fit
=
.‘%
o
(5]
w
=
L .n2
£ 10
w
c
>
a

1

10? 10° 10*
Shear rate [s7]

Figure 1.13 : Viscosité de solutions de Carbopol en fonction du gradient de cisaillement?,
a 25 °C et ajustement linéaire permettant de remonter aux parametres K et n de la loi
d’Ostwald-de Waele.

Un exemple est présenté sur la Figure 1.14 ou le comportement d’injectabilité de suspensions

colloidales de chitosane est modélis¢é par I’équation de Hagen-Poiseuille modifiée
(cf. Equation 1.5).
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2wl .. 2 ‘. ........... Recommended force | pécessaire a 1’injection en fonction
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E | .
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11.2. Propriétés physico-chimiques des hydrogels
[1.2.1. Transition Sol/Gel

Dans le cas ou un processus de réticulation chimique ou physique est mis en jeu, il est important
de déterminer les caractéristiques associées a cette transition. Comme schématisé sur la
Figure 1.15, le processus de réticulation conduit au cours de la conversion (p) a la création de
liens entre les précurseurs qui forment des agrégats dont la taille augmente avec p. La formation
de ces clusters conduit a une augmentation significative de la viscosité (cf. Figure 1.15B) et a
une diminution de I’exposant n de la loi de puissance G'~w™. Avec la conversion, la viscosité
augmente puis diverge au point de gel (pc) correspondant a la formation d’un réseau percolant.
Dans ces conditions critiques, G’ et G*’ suivent les mémes lois de puissance G'~G"~w™ et ce
critére, établi par Winter et Chambon??, est parfois utilisé pour définir cette transition. Au-dela
du point de gel (p > pc), des interactions inter-chaines continuent a se former et G’ augmente
(cf. Figure 1.15B) pour conduire a un état de gel ou le module devient constant et indépendant

de la fréquence.

,_/X\ - T - r Figure 1.15 : Représentations
s el Y k@ schématiques : (A) de la
croissance des clusters pendant la
A p=0 O<p<p; p.<p<l réticulation, (B) de la divergence
P de la viscosité au point de gel

avec le développement d’un
log G
logM
| B

module élastique et (C) de la
0 point de gel 1 log ®

variation de la dépendance en
fréquence du module élastique en
fonction de I’avancement de la
réaction,

Le suivi du processus de gélification peut étre effectué de différentes maniéres. En suivant le
critére établi par Winter et Chambon selon lequel les modules G’ et G’ adoptent les mémes
dépendances en fréquence au point de gel, il peut étre avantageux de porter tan 6 = G*’/G’ en
fonction de la conversion pour différentes fréquences. La signature du point de gel correspond
alors au croisement des courbes (cf. Figure 1.16). Une autre méthode plus souvent employée
consiste a considérer que le point de gel correspond approximativement au croisement des
modules G’ et G’ en fonction du paramétre clé (p) qui peut étre le temps, la température
(cf. Figure 1.17), etc.
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Figure 1.16 : Mesure du point de gel, via le Figure 1.17 : n*, G’ et G”’ en fonction de la
critere de Chambon-Winter?*, pour de la température pour un systéme thermogélifiant
méthylcellulose, un biopolymere a base de poly(acrylamide)-g-poly(N-
thermogélifiant. isopropylacrylamide)?.

11.2.2. Cinétique de gélification

La cinétique de gélification est importante & prendre en compte pour estimer le temps de
formation du gel. Dans le cadre des hydrogels injectables, une fois la solution injectée au sein
du corps, il est nécessaire de connaitre le temps de gélification. En effet, si le temps de
gélification est trop long, une partie des cellules ou principes actifs a encapsuler sera déja
relarguée avant méme la formation du gel. Ce phénomene de relargage prématuré est appelé
« burst release » et correspond donc a la libération brutale des principes actifs ou des cellules
dans les premiers temps suivant ’injection. Un temps minimal de gélification est donc souhaité.
Dans la Figure 1.18, la courbe de relargage suivant un ordre zéro est la courbe idéale ; aucun
relargage prématuré apparait et une cinétique controlée est obtenue.

Les deux désavantages principaux de ce phénomeéne de « burst release » sont :

- la toxicité que peut entrainer une forte dose de principes actifs libérée sur un temps trés court ;

- la nécessité de réinjecter plusieurs fois I’hydrogel pour permettre un traitement sur le long
terme.

- Release profile
% with burst
Qo
E \ \
=y . sz . , e
= Figure 1.18 : Libération prématurée des
o Zero-order controlled release . . . , 9e - .
- principes actifs en début d’injection
£ Burst (« burst release »)%,
U Release
Time )
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Le temps de gélification peut étre déterminé par la méthode de I’inversion du tube?®’. Cette
méthode consiste a placer le tube contenant les précurseurs du gel dans les conditions de
gélification adéquates (température, pH, pression, etc.) et a mesurer le temps a partir duquel le
gel ne s’écoule plus dans le tube en retournant celui-ci. Il peut étre également déterminé par
rhéologie?®3! en mesurant dans le temps les modules G’ et G**, & une température donnée. Le

temps de gélification correspond au temps associ¢ au croisement de G’ et G*’.

11.2.3. Caractéristiques des gels (Q, G, &)

Dans des conditions de solvatation données (température, pH, force ionique), les propriétés
intrinséques des gels sont intimement liées a la fraction volumique en polymere (¢2) que I’on
exprime généralement a travers le gonflement (Q = 1/¢2) ; rapport du volume du gel gonflé sur
le volume du gel sec (souvent exprimé en rapport massique).

D’un point de vue thermodynamique, la pression de gonflement d’un gel (Ilge) résulte d’un
équilibre entre un terme de mélange (ITm), li¢ notamment a I’affinité du polymeére pour le
solvant, et un terme élastique (Ie), lié aux forces de rappel générées par les chaines entre points
de réticulation et/ou enchevétrements. Si le gel est mis en présence d’un excés de solvant, la
pression dans le gel va s’équilibrer avec la pression du liquide extérieur (Iext) qui est nulle dans
le cas d’un solvant pur.

Dans le cas des réseaux neutres dits fortement réticulés, pour lesquels le nombre de motifs
monomeres entre nceuds de réticulation (N) est plus faible que celui entre enchevétrements
(N < Ne(¢0)), 1a pression dans le gel peut étre déterminée a partir de 1’expression suivante établie

a partir du modele de réseau fantébme :

Equation 1.6 :

RT RT 2 2/3 4113
ngl :Hm+Hel :[_Tl(ln(l_¢2)+¢2+}(12¢22)] [_W(l_T]—NZ J:Hext

Avec, R : constante des gaz parfaits, T : température, Vi : volume molaire du solvant, ¢, : fraction
volumique du polymere, ¢o : fraction volumique du polymére lors de sa préparation, yi,: parametre
d’interaction de Flory, f : fonctionnalité des nceuds et N : nombre de motifs monomeres entre nceuds.

A partir de cette Equation 1.6, on peut noter que le gonflement du gel va surtout dépendre de la
qualité du solvant (y.2= 0 en bon solvant ; x12 = 0,5 en conditions théta et y..> 0,5 en mauvais
solvant) et du degré de réticulation (proportionnel a 1/N) ; le gonflement augmentant lorsque
vz diminue donc lorsque la qualité du solvant augmente et lorsque N augmente donc lorsque le

degré de reéticulation diminue.
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L’influence du degré de réticulation est présentée sur la Figure 1.32, avec la cinétique de
gonflement de films d’alginate plongés dans des solutions de CaCl, de concentration
croissante®. Apres environ 15 minutes, le gonflement relatif ((Mgonfice-Mseche)/Mseche) atteint sa
valeur a 1’équilibre. Le ratio de gonflement diminue lorsque la concentration en ions calcium

augmente puisque le calcium joue ici le réle de réticulant.

i
5.

i

Swelling ratio (SR)

—&#—0.375% wlv —=—0.75% wiv
1.5% wiv —#— 3% wiv
6% wiv

0.0 ; r : - - I - - | - - :
0 10 20 30 40 50 60
Time (minute)

Figure 1.32 : Gonflement de films d’alginate pour différents pourcentages en calcium®2,

Le gonflement peut également varier avec le pH®34 la concentration en sel®, la
température3334, etc. Ces paramétres jouent également sur la qualité du solvant. Pour des
applications biomédicales, il est donc important d’étudier le gonflement dans des conditions
physiologiques.

Le gonflement est également relié a la tenue du gel en milieu aqueux. En effet, dans le cas de
gels physiques ou de gels chimiques faiblement réticulés, le gel peut gonfler a tel point qu’une
dissociation et/ou une rupture progressive des liaisons inter-chaines se produise ; I’intégrité du
gel est progressivement perdue. Les hydrogels physiques présentent donc I’avantage de pouvoir
se dissocier apres un certain temps. En effet, dans le cadre des hydrogels injectables, le gel doit
pouvoir se dégrader, des lors que le traitement a été réalisé. Ainsi, I’intégrité d’un gel, ou sa
cinétique d’érosion, sont également des aspects importants a prendre en compte en fonction du

temps de traitement envisagé.

Conformément a 1’équation précédente (cf. Equation 1.6), ’ajustement des propriétés de

gonflement va ainsi contrdler le module de cisaillement du gel (G =—I1, ), qui rend compte de

I’aptitude du gel a se déformer sous contrainte. On obtient ainsi les lois de variation du module

et du gonflement en fonction des conditions de solvatation® :

- en bon solvant : G~N‘1<¢>g/12 712 et Q~N3/5¢51/4

- en conditions-0 : G~N"1¢2p1/> et Q~N3/8¢p;*/*

21



Chapitre 1

Dans le cas des gels faiblement réticulés, avec (Ne(do) < N), le traitement théorique conduit a
des variations plus importantes du gonflement avec la concentration de préparation ; les
modules suivant quant a eux les mémes lois que celles établies pour les solutions semi-diluées
enchevétrées® :

-en bon solvant : G~¢5 22/ et @~y

- en conditions-0 : G~¢Zps’> et Q~py>'*

Les données expérimentales ne sont pas toujours en accord avec les lois de puissance proposées.
Obukhov et al.*® suggérent qu’un mélange de ces deux types d’effet est a I’origine d’un module
G variant entre ¢* (Ne(do) > N) et $23 (Ne(do) < N) pour un solvant 0 ou entre ¢t et $p22° pour

un bon solvant.

Les propriétés de gonflement du gel vont également affecter le maillage du réseau, de taille
caractéristique &. Il est important de souligner que dans la littérature cette caractéristique
géométrique, qui correspond intuitivement a la distance moyenne entre deux points de
réticulation, est souvent associée a la notion de longueur de corrélation &c introduite par
De Gennes®. Par définition, & est la distance caractéristique en deca de laquelle il existe une
plus grande probabilité de trouver un monomere appartenant a la méme chaine polymere plutét
qu’a une autre chaine. Elle est également appelée longueur d’écran car les effets de volume
exclu disparaissent rapidement pour des distances supérieures a &c en raison de la présence
d'autres chaines polyméres. Or, si § est supposée dépendre uniquement de la densité des nceuds
de réticulation, & quant a elle ne dépend pas de la densité de réticulation mais varie avec la
concentration suivant les lois d’échelles établies pour les solutions semi-diluées de polymeére
(é,~c™%;aveca =0,5; 0,75 et 1 pour des polymeres neutres en solvant théta ou en bon solvant
et pour les polyélectrolytes, respectivement)®’. Une troisiéme distance caractéristique, plus
proche du maillage géométrique et proportionnelle a cette derniére, a été proposée par Pincus®®.
Il s’agit du blob élastique (¢,;) qui correspond a la taille caractéristique d’une chaine dite

élastiquement active et qui peut étre obtenu a partir du module élastique (G~&;3~&~3)%.

D’une maniére générale, le contréle de G et &, aux variations opposées (cf. Figure 1.19), est
particulierement important pour les applications biomédicales puisqu’il permet d’ajuster les
propriétés élastiques du gel a celles de la matrice extracellulaire et des tissus. Comme vu dans
I’introduction de ce chapitre, la différenciation des cellules dépend du module du gel.

D’autre part, le controle du maillage du réseau a partir du gonflement permet de régler la

diffusion des molécules dans le cas d’applications de relargage controle.
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Hydrogel Structure

Macromolecular Chain

Figure 1.19 : Impact de la densité de
Cross ik réticulation (px) sur les propriétes de
I’hydrogel ; Q : ratio de gonflement,
G : module de cisaillement, § : taille
d’un pore, D : diffusivité®.

Property

Cross-linking Density (p,)

[1.2.4. Propriétés d’adhésion

L’adhésion des gels est également un point important pour garantir le bon maintien du gel a
I’endroit ou il a été injecté.

Le phénoméne d’adhésion d’une formulation sur une surface fait intervenir différents processus
physico-chimiques liés au mouillage, & la formation de liaisons interfaciales et aux
caracteristiques viscoélastiques de la formulation déposée.

- Le mouillage permet tout d’abord de former un contact intime entre la formulation et le
substrat. Il va dépendre de la tension superficielle formulation/substrat et de I’aptitude de
celle-ci a bien recouvrir la surface et a pénétrer les anfractuosités. Lorsque 1’angle de contact
est nul, conditions proches du dépot d’une goutte de solution aqueuse sur un tissu biologique,
la formulation peut mouiller totalement le solide et la viscosité devient le parametre clé dans le
cas de substrat rugueux.

- La formation d’une liaison interfaciale entre la formulation et le substrat peut se faire par le
biais de réactions chimiques (formation de liaisons covalentes) ou d’interactions physiques
(Van der Waals, liaisons-H, interactions électrostatiques, etc.). Corrélée au mouillage,
I’insertion du liquide dans les anfractuosités de la surface (rugosité) permettra un meilleur
ancrage du dépot sur le solide. La formation d’interactions physiques formulation/substrat joue
un réle important dans les processus de bioadhésion et plus spécifiguement de mucoadhésion
impliquant le relargage de principes actifs au niveau des muqueuses buccale, oculaire, vaginale,
rectale, nasale ou gastro-instestinale. Dans ce cas, la fonctionnalité des polyméres joue un réle
important au niveau des interactions avec la muqueuse. 1l est reconnu que les polyélectrolytes,
et notamment le poly(acide acrylique), 1’alginate, la carboxymethylcellulose (CMC) ou le

chitosane, possédent de meilleures propriétés mucoadhésives*® que les polymeéres neutres.
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A titre d’exemple, un comparatif de la capacité mucoadhésive des polyméres dans le cas d’une

application occulaire est donné dans le Tableau 1.3.

Tableau 1.3 : Pouvoir mucoadhésif en fonction du polymére et de sa charge®.

Polymer Charge Mucoadhesive
capacity
Poly(acrylic acid) (neutralized) A ++
Carbomer (neutralized) A +++
Hyaluronan A +++
Chitosan C +
Na carboxymethylcellulose A +H+)
Poly(galacturonic acid) A ++
Na alginate A +H+)
Pectin A +H+)
Xanthan gum A +
Xyloglucan gum A +
Scleroglucan A +
Poloxamer NI +H+)
Hydroxypropylmethylcellulose NI +
Methylcellulose NI +
Poly(vinyl alcohol) NI +
Poly(vinyl pyrrolidone) NI +

Charge: A: amonic; C: cationic; NI: non-ionic.

Mucoadhesive capacity: +++: excellent; ++ good; +: poor/absent.
Dans le cas de macromolécules neutres comme le POE, il a également été montré que les
polymeres de masses molaires élevées (M > 100 kg/mol) étaient plus mucoadhésifs que ceux
de faibles masses molaires en favorisant la formation d’enchevétrements lors de leur pénétration

dans la couche de la muqueuse*?.

- Le troisieme critere considéré précédemment concerne les propriétés viscoélastiques de la
formulation qui doivent étre a la fois cohésive et dissipative pour résister aux déformations.
Pour cela il est possible de s’appuyer sur la littérature abondante relative aux adhésifs sensibles
a la pression (PSA) dont les propriétés d’adhésion non spécifique résultent d’un équilibre entre
composantes élastique et visqueuse lorsqu'ils sont soumis a des déformations.

Comme nous I’avons vu, le comportement de type liquide (visqueux) permet a lI'adhésif de
s'écouler et de mouiller le substrat pour créer un bon contact, tandis que le comportement de
type solide (élastique) confere a I'adhésif la force de résister au décollement. Un matériau
viscoélastique se comporte généralement de facon plus élastique lorsqu'il est déformé a des
échelles de temps rapides et se comporte de maniére plus visqueuse lorsqu'il est déformé a des
échelles de temps lentes. Les caractéristiques de la formulation et ses variations lors de la
transition de phase vont donc fortement influencer leurs propriétés d’adhésion aux interfaces.
L’¢évaluation des propriétés adhésives de couches minces peut se faire par différentes techniques
mais le test d’adhésion appelé « probe tack » reste 1’une des plus répandues en raison de sa

simplicité de mise en ceuvre. Il s’agit d’un test de traction réalise sur le matériau a vitesse
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constante. La force nécessaire au décollement du poingon est ainsi mesurée en fonction du
déplacement.

Le comportement aux faibles déformations de cette couche confinée va varier en fonction de
son caractére de liquide visqueux ou de solide €elastique et peut étre décrit a partir des relations

suivantes®

- Equation 1.7 : pour un liquide de viscosité 1, oy = 3nA (1 + (a"/;") )
- Equation 1.8 : pour un solide de module G, oy = 3G (1 + (a°/h°) )e

Avec, oy = F/S . contrainte nominale, F: force mesurée, S: surface du poingon, n: Vviscosité,
G : module de cisaillement, ao : rayon de la sonde cylindrique, ho : épaisseur initiale de la couche,
A =hl/hg : élongation, & = A-1 : déformation et A : vitesse de déformation.
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Figure 1.20 : Représentations caractéristiques des principaux comportements observés pour les
courbes contrainte-déformation obtenues lors de tests de tack et schématisation des profils
latéraux au cours de la déformation : (a) rupture fragile (interfaciale) avec nucléation de cavités
a I’interface, (b) rupture adhésive avec formation de cavités dans le volume dont les murs
forment les fibrilles qui se déforment avec éventuellement un phénomene de renforcement sous
déformation (b-2), (c) rupture cohésive, de type liquide, avec formation de cavités et pénétration
d’air par digitation. D’aprés Deplace et al.4+%.

Sous grande déformation, la couche confinée va présenter différents comportements et modes

de détachement en fonction de ses caractéristiques viscoélastiques qui démontrent bien
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I’importance de 1’équilibre entre les composantes ¢élastique et visqueuse sur I’énergie
d’adhésion Wadn, qui est proportionnelle a I’intégrale sous la courbe contrainte-déformation
(cf. Equation 1.9).

Equation 1.9 : Wap, = ho [ "

0 oy.de

Sur la Figure 1.20, trois comportements caractéristiques des tests de tack sont présentés.

Un composé élastique présentera un comportement de type rupture fragile représenté par le cas
(@) qui est caractérisé par une absence de plateau. Pour un matériau viscoélastique, son
comportement est typique du cas (b). Le matériau de par son coté élastique va entrainer une
augmentation de la contrainte aux faibles déformations jusqu’a atteindre un maximum puis
celle-ci va chuter, cette partie est similaire au cas (a). Le c6té visqueux du matériau va entrainer
la formation de fibrilles qui peuvent s’étirer et ainsi entrainer 1’apparition d’un plateau. Le cas

(c) correspond a celui d’un liquide qui entraine une rupture cohésive.

L’objectif de cette premiére partie était de mettre 1’accent sur les principales fonctionnalités
recherchées dans le cadre des hydrogels injectables et notamment de souligner I’importance de
la viscosité de la formulation initiale et de la cinétique de gélification, ainsi que les
caractéristiques du gel formé (élasticité, porosité, propriétés d’adhésion et de gonflement...).
Dans le cadre de cette these, nous allons maintenant nous intéresser aux polyméres

thermosensibles qui seront utilisés dans le but de former des hydrogels injectables physiques.

I11. Polymeéres thermosensibles

Apreés un bref rappel sur le phénomene de separation de phase dans les mélanges binaires
polymere/solvant, nous allons nous intéresser plus particulierement aux polyméres hydrophiles
caractérisés par une séparation de phase de type LCST en milieu aqueux qui jouent un role

majeur dans le développement des hydrogels injectables.

I11.1 Thermodynamique des polymeres en solution et séparation de phase

Dans le cas d’un mélange polymeére (2) / solvant (1), la théorie de Flory-Huggins permet de
décrire la variation de densité d’enthalpie libre de mélange (Agm) en fonction des parametres

de formulation :

_ AGy _ RT

Equation 1.10 : Agy, = v V_l(%lllnfh + i—zzln 2 + X12 P12)

Avec, R : constante des gaz parfaits, T : température, ¢1 et ¢, : fractions volumiques du solvant et du
polymeére ainsi que mz = Vo/V1 : rapport des volumes molaires entre le polymére (V) et le solvant (V1).
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Y12 est quant a lui le paramétre de Flory qui définit I’interaction entre le polymére et le solvant.
Il rend compte de la qualité du solvant pour un polymere dans des conditions données

(température, pression, concentration en sel, etc.). Sa dépendance en température peut étre

décrite par une expression tres générale :

Equation 1.11: y;, = A+ %

Avec, Aet B/T: contributions relatives aux variations d’entropie et d’enthalpie de mélange,
respectivement.

En fonction de la solubilité du polymeére avec la température, une séparation de phase peut avoir
lieu conduisant a un comportement dit a UCST ou a LCST (cf. Figure 1.21). UCST signifie
Upper Critical Solution Temperature (en francais, température supérieure de solubilité
critique), c’est-a-dire que I’insolubilité du polymére dans un solvant apparait quand la
température du milieu est diminuée. A contrario, LCST signifie Lower Critical Solution
Temperature (en francais, température inférieure de solubilité critique). Ainsi, le polymeére
devient insoluble quand le milieu est chauffé.

Par une extension phénoménologique de la théorie de Flory-Huggins, I’Equation 1.11 ci-dessus
peut étre appliquée aussi bien pour les binaires a UCST (B > 0) et a LCST, en posant B < 0.
Sur un diagramme de phase, la LCST est définie comme la température minimale de la courbe

binodale alors que la UCST est la température maximale de la binodale (cf. Figure 1.21).

a T b 7, Figure 1.21 : Diagrammes de
One phase (solution) Liquid and 5 ‘ .
7 e solid (precipitate) phases Phase d un polym‘ere '
= i 2 & (a) a UCST (polystyréne dans
g ucsT g .
3 - 3 du cyclohexane), (b) a LCST
& 4 1 L /
é- Two liquid phases T é- U "qlf'd phtace Tep (PNIPAm dans l’eau)46
8 Uq‘;da;d“ & PR S| =S west f T Tee : point de Berghmans,
solid (precipitate) p— _M”'““”’ défini comme I’intersection
h 0°C .
o Solid water Glase de la binodale et de la courbe
Polymer concentration, ¢ Polymer concentration, ¢ de transition vitreuse (Tg)-

Un autre point important a commenter sur les diagrammes de phase est le point de Berghmans
Tep. Il est défini comme I’intersection de la binodale avec la courbe de transition vitreuse (Tg).
Au-dessus du Tgp, pour un polymere & UCST, le polymere se sépare en deux phases liquides et
en dessous de celui-ci, en une phase liquide pauvre en polymeére et une phase riche en polymere
qui est a sa transition vitreuse (cf. Figure 1.21). Le comportement inverse est bien entendu
observé pour les polymeéres a LCST. Dans les deux cas, on constate que pour des polymeres
possedant des Tq élevées, la concentration de la phase riche en polymére et ses propriétés sont

conditionnées par la transition vitreuse du mélange.
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Impact de la concentration

Comme il est observé sur la Figure 1.21, le polymeére ne précipite pas seulement au niveau de
la température critique (LCST ou UCST) mais pour toutes les températures de franchissement
de la binodale. La température de séparation de phase ou démixtion est donc dépendante de la
concentration en polymere. Cette température est souvent notée T, (pour « cloud point »), ou
Tdem cOmme reportée sur la Figure 1.21. Elle peut étre déterminée par différentes techniques
optiques comme la spectrophométrie UV, la diffusion de la lumiére, etc.*’” En effet, le
phénomeéne de séparation de phase conduit généralement & une augmentation de 1’opacité de la
solution, visible a I’ceil nu. Ceci correspond a la formation de phases riches et pauvres en
polymeére possédant des indices de réfraction différents. Avec le temps, ces deux phases peuvent
se séparer macroscopiquement avec une interface nette entre une phase dense et un surnageant.
Les différentes techniques de détection seront présentées par la suite pour les polyméres a LCST

principalement utilisés dans cette these.

Impact de la masse molaire

La masse molaire joue également un réle majeur sur le diagramme de phase et par conséquent,
sur les températures de séparation de phase (LCST ou UCST). En effet, plus la longueur de
chaine augmente et plus I’entropie de mélange diminue. Ainsi, plus la taille du polymere
augmente et plus sa solubilité diminue conduisant a des transitions de phase s’effectuant pour
des valeurs de 12 plus faibles ; ce qui correspond a des températures plus élevées pour un
polymére & UCST ou plus basses pour un polymére & LCST*® (cf. Figure 1.22). On notera que
dans le cas du poly(oxyde d’éthyléne), les plus faibles masses molaires présentent a la fois une

LCST a basse température et une UCST a haute température.

TC[ sso0000 A 1 * ;A tar A:. B
84 | e 1 T e ., Figur_e 1.22 : Impact de la masse
il | 200f v AR molaire du polymeére (M>) sur le
pa—— Vit 2180 4 diagramme de phase ;
80 . “azzio v T (A) Courbes de point de trouble de
| o 2 type UCST pour le couple
84 000 — polystyréne/cyclohexanol*®,
76 120 gv‘w_,__‘_,..w-"' 1 (B) Courbes de point de trouble de
ol | g_-s._.i._;, e type LCST pour le couple
4, 1020 000 & poly(oxyde d’éthyléne)/eau®®>?,
70 1 1 1 1 Bo

0 0.04 008 0.12 0.16 0.20 0 01 02 03 04 05

Dans le cadre des hydrogels injectables, les polyméres a LCST sont les plus utilisés car

I’insolubilité¢ du polymere dans 1’eau est recherchée quand la température du milieu augmente.
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En effet, dans le cadre d’applications biomédicales, la solution passe de la température ambiante
(soit environ 25 °C) a environ 37 °C, la température du corps. Ainsi, théoriquement, une LCST
entre 26 et 33 °C est recherchée. En effet, elle doit étre a la fois inférieure a la température du
corps pour étre certain d’obtenir un gel au sein du corps mais également supérieure a la

température ambiante pour permettre la conservation du caractere injectable de la solution.

[11.2. LCST en phase aqueuse

A T’échelle de la macromolécule, la transition de phase de type LCST correspond & une
transition conformationnelle de type pelote/globule. En effet, lorsque le polymere est soluble
dans I’ecau a basse température, il possede une conformation de pelote stabilisée par des liaisons
hydrogeéne créées entre les groupements polaires du polymére et les molécules d’eau. A partir
d’une certaine température (Tcp), ces liaisons hydrogénes intermoléculaires sont détruites et le
polymere se déshydrate en favorisant des interactions hydrophobes et en adoptant une

conformation compacte de type globule (cf. Figure 1.23).
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Figure 1.23 : Transition pelote-globule (gauche) en fonction de la température®
et thermogramme d’une solution aqueuse de polymeére thermosensible (PNIPAm)
a 1 wt% (droite)®.

Cette déshydratation, qui peut étre observée a ’échelle d’une macromolécule®, s’accompagne
généralement en solution d’une séparation de phase macroscopique résultant de 1’agrégation
des chaines polymeres entre elles qui vont ainsi limiter leur contact avec 1’eau et former une
phase riche en polymére.

Contrairement au processus de démixtion de type UCST, le phénomeéne de séparation de phase
de type LCST est généralement décrit comme étant de nature entropique, avec une
augmentation du désordre qui provient notamment de la destruction de I’arrangement structural

des molécules d’eau autour des groupements hydrophobes.
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Le bilan énergétique, qui correspond a la rupture des liaisons hydrogéne initialement formées
entre I’eau et les groupements hydrophiles et leur réorganisation, est généralement
endothermique et peut donc étre suivi dans certains cas par calorimétrie comme il est montré

sur la Figure 1.23.

111.3. Exemples de polymeéres a LCST

Il existe de nombreux polyméres possédant une LCST dans 1’cau. Une large gamme de
température peut étre obtenue via la diversité des polyméres a LCST, ce qui ouvre leur
utilisation pour des applications variées. Comme expliqué précédemment, pour des applications
biomédicales, il s’agira de choisir un polymere avec une LCST proche de la température du

corps. Quelques exemples de polymeres a LCST sont répertoriés dans le Tableau 1.4.

Tableau 1.4 : Exemples de polymeres & LCST.

Nom du polymére / Abréviation LCST
Poly(N-isopropylacrylamide) / PNIPAm ~32°C%58
Poly(N-vinylcaprolactam) / PNVCL ~30-38 °C>%7
Poly(oligo(ethylene glycol) methyl ether methacrylate) / POEGMA, PEGMA ~26-90 °C>862
Poly(methyl vinyl ether) / PMVE ~12-35 °C®364
Jeffamine®M-2005 - Poly(ethylene oxide-co-propylene oxide) / PEPO ~18°C
Poly(2-oxazoline) ~25-85 °C%¢7

Dans la suite, nous nous intéresserons plus particulierement aux caractéristiques du
poly(N-isopropylacrylamide) et des poly(oligo(ethylene glycol) methyl ether methacrylate) qui

font I’objet de ce travail de thése.

111.3.1. Le poly(N-isopropylacrylamide)

Le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAm) est le polymere a LCST le plus étudié dans la
littérature. L’un des intéréts du PNIPAm est sa LCST proche de la température du corps qui en
fait un candidat idéal pour des applications dans le domaine biomédical. De plus, sa température
de démixtion (Tdem OU Tc¢p) proche de 32 °C est peu dépendante de la masse molaire et

relativement constante sur une large gamme de concentration (cf. Figure 1.24).
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Figure 1.24 : Variation de la température de séparation de phase des solutions aqueuses de
PNIPAM® (Gauche) et de copolyméres de P(NIPAm-co-acrylamide) (AAm) et
de P(NIPAm-co-N-tert-butylacrylamide) (NtBAm)®® (Droite).

Il est également possible d’ajuster la LCST du PNIPAm via la copolymérisation. En effet, la
LCST d’un polymére dans I’eau, et donc sa solubilité, peut étre abaissée en ajoutant un
comonomere plus hydrophobe lors de la synthése. C’est le cas de la copolymérisation du
NIPAm avec le monomeére N-tert-butylacrylamide (NtBAm) qui permet d’abaisser de maniére
controlée la température de séparation de phase®°°. Comme on peut le noter sur la Figure 1.24,
celle-ci rejoint 0 °C pour une composition NIPAM/NtBAm de 30/70 %.

A I’opposé, I’incorporation de monoméres plus hydrophiles, tels que 1’acrylamide (AAm)®7°
ou le N,N-(dimethylaminopropyl)methacrylamide (MADAP)® (cf. Figure 1.24), permet
d’augmenter le point de trouble de maniére importante en jouant sur la composition.

Plus le pourcentage en monomeére hydrophile augmente et plus la solubilité du copolymere
augmente. Au-dela d’une certaine teneur en monomere hydrophile (25 mol% pour I’AAm et
50 mol% pour le MADAP non
(cf. Figure 1.25).
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111.3.2. Cas des poly(oligo(ethylene glycol) methyl ether methacrylate)

Les poly(oligo(ethylene glycol) methyl ether methacrylate), aussi abrégés PEGMA ou
POEGMA, ont I’avantage de présenter une large gamme de LCST en fonction du nombre n

d’unités oxyde d’éthyléne (OE) dans la chaine latérale du monomere (cf. Figure 1.26).

0
Hzcﬁo/\%OH
n

CH;
Figure 1.26 : Monomére d’oligo(ethylene glycol) methyl ether methacrylate.

Plus le nombre d’oxyde d’éthyléne augmente, plus le systeme est hydrophile et donc plus la
LCST du polymeére augmente (cf. Tableau 1.5).

Tableau 1.5 : LCST de différents homopolyméres de PEGMA dans I’cau.

Nom du polymeére Nombre d’unités OE LCST
Poly(DEGMA) 2 ~ 26 °C>8 0
Poly(TEGMA) 3 ~ 52 °C58

Poly(OEGMA;q0) 4/5 ~ 67-68 °Ct06!
Poly(OEGMA47s) 8/9 ~ 90 °C*?

La LCST des PEGMA peut également étre modulée, tout comme pour le PNIPAm, en modifiant
la composition par copolymeérisation.

Lutz et al.% ont reporté I’ajustement de la LCST en fonction du ratio molaire de DEGMA et
OEGMA475. Un pourcentage molaire de 5% de OEGMA47s est nécessaire pour obtenir une
LCST similaire au PNIPAm, soit environ 32 °C (cf. Figure 1.27). Des copolymeéres de DEGMA
et OEGMAzq ont également permis de moduler la LCST en fonction de leur pourcentage

respectif®’.

Ll L v Ll M Ll v Ll

y=27.99 + 1.04x
(R* = 0.996)

LCST (°C)

25 +——r—7T—r—TrTrT—TrTrT
o 5 10 15 20 25 30 35

average number of OEGMA units per chain

Figure 1.27 : Point de trouble en fonction du pourcentage molaire en OEGMA475%.
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Le point de trouble est dans ce cas mesuré a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visible. Avec
cette technique, la Tp correspond a la température relative a la chute brusque de la transmittance

(ou a la brusque augmentation de 1’absorbance) quand le milieu est chauffé®" %7173,

Le groupement terminal de la chaine polyéther joue également un réle important sur la LCST.
En effet, celui-ci permet d’augmenter ou de diminuer 1’hydrophilie du polymeére. Une baisse de
la T¢p d’une vingtaine de degrés peut étre observée en passant d’un groupement terminal CHz a
CH>-CHjs, sur la chaine latérale de PEG (cf. Figure 1.28).

100 tliHa :
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40 537 %) : '.,..ﬂ‘gﬁu“c
26 °C Q ] Asrec |
20 | T :
’ , "A15 océ R= CH;CHJE ;
) Aic | ; ;
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Number of Oligo(ethylene glycol) unit (m)

Figure 1.28 : Point de trouble en fonction du groupement terminal R,

I11.4. Parameétres externes influencant la LCST

D’une maniére générale, I’addition d’un troisiéme composant (3) au sein d’un mélange binaire
va modifier sa stabilité et les caractéristiques du systeme ternaire ainsi formé doivent alors étre
¢valuées a partir des parameétres d’interactions binaires 12, (13 €t y23.

Sans entrer dans la thermodynamique des mélanges ternaires, 1’objectif de ce paragraphe est de
donner une vision qualitative de I’impact de I’ajout de soluté, essenticllement les sels et les

co-solvants, sur la transition de phase.

111.4.1. Addition de sel

L’effet des sels sur la solubilité des polyméres est un sujet de longue date marqué par le travail
de reférence de Franz Hofmeister sur 1’influence des sels sur la solubilité des protéines et la
publication d’une série d’articles dans les années 1890747, Ses travaux ont permis de séparer
I’effet des anions (prépondérant) de celui des cations sur la solubilité des protéines et des
polymeres en général. Leur classification, donnée ci-dessous, et connue sous le nom de série de
Hofmeister, permet de ranger les ions en fonction de leur impact sur la solubilité ; le carbonate

et ’ammonium étant les plus efficaces pour précipiter les polymeres :
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- Classement des anions :
CO3% > S04% > $,05% > HoPOs > F > Cl > Br>NOs > I'> ClOs > SCN-

- Classement des cations :
NH;" > K" > Na* > Li* > Mg?* > Ca?*

Cette classification rend compte de la compétition des ions avec les polymeéres vis-a-vis des
molécules d’eau. Certains anions (de COs? a CI") sont connus pour abaisser la solubilité des
polyméres et on parle alors d’effet de « salting-out ». A I’inverse, les anions de I"a SCN™ ont
un effet opposé, dit de « salting-in », en augmentant la solubilité des polymeres. On peut noter
que cette classification a également été associée par la suite a la notion d’hydratation des ions,
avec des ions kosmotropes fortement hydratés qui vont réduire [’hydratation des
macromolécules et provoquer leur précipitation alors qu’a I’inverse les ions chaotropes, moins
hydratés, n’auront pas cet effet. Bien qu’elle rende compte des effets généraux des sels sur la
solubilité des polymeres, cette description reste avant tout qualitative avec des contributions
plus complexes prenant en compte la nature chimique des unités monomeres, comme proposé

par Cremer et Zhang'® et schématisé sur la Figure 1.29.
(a)
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Figure 1.29 : Interactions entre les anions, le PNIPAM et les molécules d’eau d'hydratation :
(@) Liaison hydrogéne de I'amide et sa déstabilisation par polarisation par I'anion, X" ;
(b) L'hydratation hydrophobe de la molécule est associée a la tension superficielle qui peut
&tre modulée par le sel ; (c) Liaison directe de I'anion au groupe amide du PNIPAM’.

L’effet de ces sels a été largement étudié, notamment par 1’équipe de Cremer dont les travaux
réalisés sur le PNIPAM’"78 et le PEGMA® sont reportés sur la Figure 1.30.

Comme attendu a partir de la classification de Hofmeister, un effet de salting-in correspondant
a une augmentation de la température de démixtion est effectivement observé avec les anions
thiocyanate et chlorate. De leur c6té, les anions kosmotropes (carbonate, sulfate, thiosulfate et
phosphate) qui interférent fortement sur le processus d’hydratation des chaines polyméres

diminuent de maniere importante leur solubilité (salting-out).
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Figure 1.30 : Variation de la température de séparation de phase en fonction de la nature et
de la concentration en sel pour des solutions aqueuses de PNIPAM’’ (gauche) et PEGMA’®

(droite).

L’effet des sels est particuliérement important et permet dans le cas des POE (cf. Figure 1.22)
d’abaisser la température de démixtion de plus de 100 °C et ainsi d’étudier dans des conditions
proches de I’ambiante des phénomenes qui pourront avoir lieu a trés haute température et sous

pression comme dans le cas des fluides de forage pétrolier™.

111.4.2. Ajout d’un co-solvant

L’addition de solvants organiques dans les solutions aqueuses de polymére a LCST est un
phénomeéne qui a été, et qui est toujours, tres eétudié en raison de la complexité et de la richesse
des diagrammes de phases obtenus. D’une maniére générale, on retrouve avec certains
polymeres a LCST les effets dits de « co-nonsolvency » observés lorsqu’un polymere
initialement soluble dans deux solvants distincts devient insoluble pour certaines compositions
de leur mélange. Dans le cas du PNIPAm qui a été particulierement étudié, cela a tout d’abord

été reporté par Schild et al.®% et Winnik et al.®! dans le cas des mélanges eau/méthanol.

70 7 A 100 ~ —————
] . ALCST
% o _ 801 B s AUCST
50 1 oo ] . 1
S . N~ GOA
G 401 Dioxane g ] 1 phase
= = ] A
5 30 g 40 A 2 phases
h (N Q o0 " o
20 E L A X
10 1 01 A 8,
] Methanol 1phase
0 [ S ——
-10 T 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Volume Fraction Cononsolvent

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9 1.0

Mole Fraction of Ethanol

Figure 1.31 : Variation de la température de démixtion des solutions aqueuses de PNIPAmM
en fonction de la teneur en co-solvant ajouté. D’apres (A) Schild et al.® et (B) Costa et al.®2.
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Ce phénomeéne a ensuite été élargi a de nombreux autres solvants tels que les alcools courts,
I’acétone, le THF, le DMSO, le DMF, etc. (cf. Figure 1.31A). Pour ces systémes, il a méme été
montré qu’en balayant toute la gamme de composition eau/co-solvant, la formulation du
ternaire pouvait passer par différents comportements sur la gamme de température 0-100 °C :
LCST, insoluble, UCST et soluble (cf. Figure 1.31B).

Différentes interprétations ont été avancées pour expliquer les caractéristiques remarquables de
ces mélanges. On trouve d’une part des arguments dérivés de la théorie de Flory-Huggins
considérant les interactions entre les trois composantes (y12, x13, x23)% avec la possibilité de
fortes interactions attractives (formation de complexes) entre les deux solvants (terme y1s
faible, voire négatif). D’autres interprétations font intervenir 1’existence d’une adsorption
compétitive entre les deux solvants et la chaine macromoléculaire (formation de liaisons
hydrogéne)® ou bien encore I’existence de mécanismes différents en fonction de la composition
du milieu®*. Dans le domaine de composition riche en eau, le processus d’hydratation
hydrophobe prédomine et 1’ajout de co-solvant déstabilise la structure des molécules d’eau
hydratant les groupements hydrophobes ce qui provoque la précipitation du polymere a une
température donnée (diminution de la LCST). A I’inverse, dans le domaine de composition
riche en co-solvant, le comportement peut étre décrit a partir du traitement thermodynamique
classique des mélanges ternaires selon lequel I’ajout d’un mauvais solvant, I’cau, va diminuer
la solubilité du polymere a une température donnée (augmentation de la UCST).

Quoi qu’il en soit, tous ces effets thermodynamiques décrits dans le cas les mélanges ternaires
de PNIPAm sont intrinsequement liés a la nature chimique du polymere et des effets différents
peuvent étre observés avec d’autres polymeres a LCST. C’est le cas par exemple des solutions
aqueuses de PMVE qui voient leur LCST augmenter de maniére continue avec I’ajout de

méthanol avant de disparaitre au-dela de 40 vol% (T > 100 °C)&,

[11.5. Potentialités des polymeres a LCST

En raison de ce phénomeéne de séparation de phase induit par chauffage, les formulations a base
de polymeéres a LCST sont envisagées dans de trés nombreuses applications ou cette transition
conformationnelle peut induire de fortes modifications a I’échelle macroscopique sous 1’action
d’un gradient de température. Au cours des années 80-90, de nombreux travaux académiques
ont été publiés en s’intéressant principalement a la synthese et aux propriétés des gels covalents
a LCST®. En effet, la préparation de ces matériaux thermostimulables permet de générer de
fortes modifications de volume sous 1’action de la température. Ces travaux ont permis d’une

part d’explorer les aspects thermodynamiques des transitions de phase mais également de
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développer des dispositifs de transduction thermique. C’est le cas par exemple des technologies
microfluidiques qui utilisent des gels minces de PNIPAm pour moduler par la température le
gonflement de films polyméres et ainsi piéger des cellules®®, des protéines?’, etc. Il existe bien
entendu de nombreux développements concernant les gels covalents thermostimulables qui
peuvent adsorber/désorber des cellules par modification des propriétés de surface®8® mais dés
lors que I’on s’intéresse au polymeére sous sa forme non réticulée, la séparation de phase se
traduit généralement par une simple précipitation, qui ne permet pas 1I’obtention d’un hydrogel.
Si on considére le développement de systemes liquides thermogélifiants, il est donc important
de mieux orchestrer le phénomeéne associatif en le distribuant a une échelle plus locale, donnant
lieu a des micro-séparations de phase, plutot qu’a une macro-séparation de phase. Pour cela,
une composante hydrosoluble doit étre intégrée dans la structure macromoléculaire. La partie
thermosensible va ainsi permettre la formation de domaines associatifs, formant les points de
réticulation, via notamment des interactions hydrophobes, au-dela de la température
d’association. La partie hydrophile, quant a elle, va continuer a interagir fortement avec I’eau
lors de la formation du réseau et maintenir ainsi la stabilité de la formulation. C’est cette
réflexion, basée sur un contrdle thermique de la balance hydrophile/hydrophobe, qui a conduit
au développement des systemes thermoggélifiants qui sont a la base de ce travail et que nous

allons discuter dans la partie suivante.

V. Systemes thermogélifiants

Dans cette partie, nous présenterons différents systémes capables d’induire une
thermogeélification lors du chauffage de la solution. Pour chacun d’entre eux, nous discuterons
leurs relations structure/propriétés en précisant les parametres clés et donnerons quelques-unes

de leurs applications en temps qu’hydrogel injectable dans le domaine biomédical.

IV.1. Hydrogels thermosensibles a LCST

Certains polymeéres sont connus pour présenter une transition de solution a gel par chauffage.
C’est notamment le cas des dérivés de cellulose comme la meéethylcellulose ou

I’hydroxypropylméthylcellulose.

IV.1.1. Dérivés de cellulose

Les dérives de cellulose comme la méthylcellulose (MC) ou I’hydroxypropylméthylcellulose
(HPMC) sont capables d’induire la formation d’un hydrogel lorsque la température augmente.

Ceci réside dans I’association de leurs parties hydrophobes avec 1’augmentation de la
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température permettant ainsi 1’obtention d’un réseau physique (cf. Figure 1.32). Comme
expliqué précédemment, c’est 1’association des parties hydrophobes qui permet la formation de
points de réticulation. Les parties hydrophiles du polymeére peuvent alors interagir avec 1’eau

permettant la formation d’un hydrogel.

hydrophobic effective unit
e
~——=~—""—_ hydrophobic association

hydrophobic junction

Gelation by heating

\\\_-'

Figure 1.32 : Schéma du mécanisme de gélification de la MC et de la HPMC®.

Leur point de gel, tout comme pour la Tcp, est déependant de la concentration en polymere. La
méthylcellulose permet d’obtenir une large gamme de Tsol-gel €n fOnction de sa concentration
dans I’eau (cf. Figure 1.33). Plus la concentration augmente et plus la Tsol-ge diminue. Ceci est
un phénoméne généralement rencontré pour les polyméres thermogélifiants. En effet, en
augmentant la concentration en polymeére, la proximité entre les chaines augmente, facilitant

alors les associations inter-chaines a de plus faibles températures.
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Figure 1.33 : Tsol-gel €n fonction de la concentration en méthylcellulose pour différentes masses
molaires ; (bleu) My, : 530 kg/mol, (rouge) My : 300 kg/mol, (noir) My : 150 kg/mol?.

La Tsol-gel reste néanmoins élevée aux faibles concentrations en polymeére, généralement aux
alentours de 50 & 60 °C dans ’eau pure pour la MC?*9¥92 et pour la HPMC®-%, Cependant,
des sels peuvent étre utilisés pour abaisser cette transition®92% comme présenté

précedemment pour les polymeres a LCST, en utilisant des sels a effet salting-out.
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Peu d’impact est observé en fonction de la masse molaire comme reporté sur la Figure 1.33. Le
seul point limitant avec les masses molaires les plus hautes est la viscosité qui augmente
fortement et qui entraine une diminution du caractere injectable. La gamme de Tsol-gel QUi peut

étre obtenue est donc plus limitée.

IV.1.2. Chitosane

Le chitosane est un polysaccharide cationique (cf. Figure 1.34) extrait de la carapace des
crustacés. Il est soluble en milieu acide di a la protonation de son amine. Au-dessus de son pKa
d’environ 6,5, le chitosane précipite et conduit a la formation d’un gel (phase concentrée).

Le chitosane seul ne posséde pas de caractéere thermosensible mais en présence de certaines
molécules comme 1’urée/NaOH, le bicarbonate de sodium ou la B-glycérophosphate, il est

capable d’induire une transition sol-gel sous stimulus thermique.

OH OH OH
Q fe) 0
HO o)
HO HO OHB&/OH
NH; NH; NH.

Figure 1.34 : Structure du chitosane.

Chitosane/urée

A pH 7, le chitosane de par sa structure cristalline ne peut étre dissout dans ’eau. Via
I’utilisation d’un solvant eau/NaOH en présence d’urée, il est possible de le solubiliser.
Cependant, lorsque la température augmente, la protection conférée par I’urée/NaOH est perdue
progressivement conduisant a la formation d’un gel. Des gels de chitosane a 3 wt% dans une
solution de NaOH/urée peuvent ainsi étre obtenus aprés immersion de deux minutes dans un
bain a 45 °C?8 (cf. Figure 1.35).

Figure 1.35 : Solution de chitosane a 3 wt%
dans un mélange urée/NaOH ;
(A) Avant immersion, (B) Apres immersion
2 minutes dans un bain & 45 °C?%,

Cependant, le temps de gélification augmente si la température est abaissée ou si la
concentration en chitosane diminue. En effet, pour 3 wt% de chitosane, a 37 °C, il faut environ

8 minutes pour obtenir la transition sol-gel, temps relativement long s’il on imagine une

39



Chapitre 1

application de délivrance de principes actifs ou un effet de burst release pourrait apparaitre

apres injection.

Chitosane/f-glycérophosphate

L’addition du B-glycérophosphate (B-GP) (cf. Figure 1.36) entraine 1’augmentation du pH,
autour de 7 & 7,4 mais empéche la précipitation du chitosane a ce pH®. Cependant, lorsque la
température augmente la formation du gel a lieu via des interactions hydrophobes et
électrostatiques®®’,

HO

Na* O
\ /O\

Nat P 0 CH,
O

Figure 1.36 : Structure du B-glycérophosphate.

Le temps de gélification dépend a la fois de la concentration en B-GP et de la température
(cf. Figure 1.37). Il est a noter qu’a 37 °C, le temps de gélification reste élevé, avec 7 min et
4 min pour 0,46 M et 0,56 M de B-GP, respectivement?’. Une concentration en B-GP suffisante
est nécessaire pour écranter les interactions répulsives entre chaines de chitosane chargées et
permettre la formation du gel, ainsi en augmentant celle-ci le temps de gélification diminue.

Comme avec 1’urée/NaOH, la concentration en chitosane joue également un réle important?’,

avec une diminution du temps de gélification lorsque la concentration augmente.

20
(a)

h e

&0

Gelation Time (o)
=]

Figure 1.37 : Temps de gélification en fonction de la température pour du chitosane a 2 wt%
pour deux concentrations en B-glycérophosphate ; (noir) 0,46 M, (blanc) 0,56 M?’,

Chitosane/NaHCOs3

En ajoutant du bicarbonate de sodium (NaHCO3), un hydrogel thermosensible de chitosane peut
également étre obtenu a 37 °C, pour une concentration de 2 % (w/v). Dans ce cas-ci, la
formation du gel thermosensible a lieu via la neutralisation de I’amine en présence de HCO3
(cf. Figure 1.38). La formation de COy, lors de la neutralisation, augmente progressivement le

pH. A de plus hautes températures, le phénoméne s’accélére et permet la formation de

I’hydrogel.
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Une concentration suffisante en HCO3™ doit étre introduite pour permettre une neutralisation
rapide a haute température. Cependant, sa concentration ne doit pas étre trop élevée car la

gélification peut avoir lieu a des températures bien inférieures a 37 °C.

k
(1) CS-NH, + H* === CS-NH,’ K,=kylky
2

(2) H* + HCO;” ===H,C0; =— H,0 + CO,}

(3) CS-NH;" + HCO;” === CS-NH;"||HCO3" = CS-NH, + H,0 +CO,}
Figure 1.38 : Equilibres intervenant en présence de chitosane/NaHCO3%.

Néanmoins, méme si la gélification peut avoir lieu a la température du corps humain, les temps
de gélification a 37 °C sont longs. lIs varient de 20 heures a 30 minutes, pour des concentrations
de 0,08 a 0,12 mol/L en NaHCO3%. Trente minutes est le temps minimal de gélification qui
peut étre obtenu car au dela de 0,13 mol/L en NaHCO3%, le systéme précipite et plus aucun gel

n’est obtenu.

Nous avons vu qu’avec le chitosane, 1’ajustement du temps de gélification dépendait de
nombreux parametres (température, concentration en polymeére et en especes permettant la
thermogélification) et qu’ils sont généralement de plusieurs minutes. L’idéal est d’obtenir
plutét des temps de gélification de quelques secondes (< 1 min) pour éviter un relargage

prématuré des principes actifs ou cellules.

IV.2. Copolymeéres thermoggélifiants

Des polyméres non stimulables naturellement peuvent également démontrer un caractére
thermogélifiant via la modification chimique et notamment [’ajout de séquences
macromoléculaires a LCST. Il est également possible de synthétiser des copolymeéres
synthétiques et de jouer sur la balance hydrophile/hydrophobe du polymeére pour obtenir un

caractére thermogélifiant.

IV.2.1. Copolymeéres linéaires a blocs

Certains triblocs sont connus pour leurs propriétés thermogélifiantes. C’est notamment le cas
des poloxameres.

Les poloxameéres sont des triblocs de poly(oxyde d’éthyléne-b-oxyde de propylene-b-oxyde
d’¢éthyléne) (PEO-PPO-PEQ) (cf. Figure 1.39). IIs sont composés d’une partie hydrophile, les
blocs PEO et d’une partie hydrophobe, le bloc PPO. Pour modifier leur Tso.gel, e nombre

d’unités de chaque bloc peut étre ajusté pour changer la balance hydrophile/hydrophobe.
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Figure 1.39 : Structure chimique des poloxameres.

Un des poloxameéres couramment utilisé est le poloxamére 407 (P407 ou PF-127), avec 101
unités de PEO (a = 101) et 56 unités de PPO (b = 56). Son désavantage est la nécessité d’une
forte concentration en polymeére pour obtenir un hydrogel. Dans la littérature, il est reporté qu’a
partir de 17-18 wt%*%, la Tso.ger devient inférieure a 37 °C.

Le poloxamere 188 (P188 ou PF-68), quant & lui, a une Tsol-get bien plus haute pour des
concentrations similaires au P407 (30 wWt%, Tsolgel - 38,1 °C%). Il est composé de 80 unités
(a = 80) de PEO et 27 unites de PPO (b = 27).

Des études portant sur le mélange de ces deux poloxameéres ont permis de trouver des conditions
éligibles pour la formation d’hydrogels a des températures inférieures a 37 °C%1%1 Cependant,
la concentration totale en polymeére est trés elevée (~ 30-40 wt%).

Les poloxaméres P407 et P188 ont notamment fait 1’objet d’études pour du relargage de
principes actifs'%? (cf. Tableau 1.6). Des additifs sont également utilisés dans les formulations,
comme des sels, pour diminuer la Tsoi-get ou des polymeres comme 1’alginate pour augmenter la

mucoadhésion.

Tableau 1.6 : Applications des poloxaméres P407/P188 en biomédical®.

Zones d’application Yeux Vagin Nez Rectum

Pourcentages testés % - P407/P188 | 15/14-16%01 | 15-20/15-201° | 18193 | 9.15/3-30°%104

D’autres triblocs permettent I’obtention de formulations thermogélifiantes comme le poly(acide
lactique-co-acide  glycolique)-b-poly(éthylene  glycol)-b-poly(acide  lactique-co-acide
glycolique) (PLGA-PEG-PLGA).

IV.2.2. Copolymeéres linéaires statistiques

Via des copolymeres linéaires statistiques, il est également possible d’induire une
thermogélification. Ceci a été reporté pour du PNIPAm-co-(acide 2-acrylamido-2-
méthylpropane sulfonique) (PNIPAM-co-AMPS), de Mw ~ 2500 kg/mol*® (cf. Figure 1.40).
Ainsi, en ajoutant des monomeres chargés, ici I’AMPS, dans la chaine thermosensible
(PNIPAm), le polymere peut alors continuer a interagir avec 1’eau a haute température pour

former un hydrogel thermosensible stable.
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La masse molaire de ce type de polymére est un paramétre important concernant la
thermogélification. En effet, comme wvu précédemment, pour des copolymeres
P(NIPAM-co-MADAP), aucune thermogélification n’a été observée pour des My de 1’ordre de
15 kg/mol, dans la gamme de concentration testée?®. De plus, Bae et al.!% reportent une
thermogélification pour des P(NIPAm-co-(acide acryliqgue)) de Mw environ égale a
1000 kg/mol, pour 2 & 5 mol% d’acide acrylique'® mais ce n’est pas le cas pour des My de

100 000 g/mol, a 5 wt% PBS.

20 2r5 Bb 3‘5 4|0 4-'5 S‘D 5|5 Gh 65
T¢0)
Figure 1.40 : Propriétés thermoépaississantes d’un PNIPAm-co-AMPS, & 8 wt% dans 1’eau'®.

Il est a noter que peu d’exemples de copolymeres statistiques capables d’induire une transition
sol-gel ont été reportés dans la littérature. Ce type de polymére fera 1I’objet d’un chapitre de
cette these.

Les copolymeres greffés quant & eux font I’objet d’intenses recherches, pour la formation

d’hydrogels injectables thermosensibles.

IV.2.3. Copolymeres greffés

Dans le cadre de copolymeres greffés thermogélifiants, un réseau physique peut également étre
formé. En effet, dans le cas d’une structure ou le squelette est hydrophile et les greffons sont
thermosensibles (cf. Figure 1.41), ces derniers en devenant hydrophobes avec I’augmentation
de la température cherchent a limiter leur contact avec 1’eau et s’associent pour former des
zones de jonction. lls jouent alors le role de réticulant physique tandis que le squelette
hydrophile va interagir avec 1’cau lors de leur association, permettant ainsi la stabilisation du

réseau physique.
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Figure 1.41 : Diagramme de phase d’un
| copolymeére greffé (squelette hydrophile
Sol ' en bleu et greffons a LCST en rouge).
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Dans le cadre de cette thése, ce sont des copolymeéres greffés qui ont principalement été

synthétisés et étudiés. lls seront présentés par la suite dans ce manuscrit.

IV.2.3.a. Stratégies de synthése

Plusieurs stratégies peuvent étre utilisées pour synthétiser des copolymeéres greffés. Sur la

Figure 1.42, les procédés de « grafting onto », de « grafting from » et de « grafting through »

sont illustrés.
a
“Grafting-Onto”
¥ _
Functional

polymer Multifunctional polymer

b
“Grafting-From”
o + —
Monomer

Macroinitiator

Cc =
/ “Grafting-Through” Graft Copolymer
+ O ﬁ
Initiator
Macromonomer

Figure 1.42 : Stratégies de greffage’®’.

Grafting onto

Une réaction de couplage a lieu entre la fonction terminale du polymeére fonctionnel et une des
fonctions du polymére multifonctionnel, qui joue le réle de squelette.

Un exemple de réaction utilisée pour la formation de copolymeére greffé thermosensible est le
couplage amine/acide carboxylique (NH2/COOH) via [’utilisation du 1-éthyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) et du N-hydroxysuccinimide (NHS)®108-110,
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Grafting from

Il'y a deux amorcages possibles de la réaction pour cette stratégie, soit le polymeére est modifié
par des amorceurst!!, soit la réaction de polymérisation se fait directement sur le polymére sans
besoin de le modifier chimiquement au préalable'?113,

Le désavantage de la deuxiéme approche est le manque de contréle de la polymérisation qui
conduit & une dispersité élevée des masses molaires des greffons.

Pour la premiére approche, le controle de la polymérisation peut avoir lieu en modifiant le
squelette par des amorceurs de type agent RAFT, par exemple.

Cependant, pour les deux techniques, la polymérisation peut se faire hors du squelette et
entrainer la formation de greffons libres. Ils peuvent alors étre éliminés par dialyse et/ou

précipitation.

Grafting through

Dans ce cas, un macromonomere est polymérisé en présence d’un second monomére et d’un
amorceur. Cette stratégie est plutdt utilisée pour des systémes completement synthétiques. Par
exemple, des copolyméres grefféss de  poly(N,N-dimethylacrylamide)-g-poly(N-
isopropylacrylamide) (PDMA-g-PNIPAm) et de PNIPAmM-g-PDMA capables d’induire une
transition sol-gel ont été synthétisés par cette méthode#115, Cette stratégie, qui offre beaucoup
de liberté sur la topologie des copolymeres greffés, permet notamment d’évaluer I’impact de

I’architecture sur les propriétés du gel, comme nous allons le voir a présent.

IV.2.3.b. Effet de la topologie de copolymeres greffés sur leurs propriétés

Guo et al.!* ont ainsi synthétisé et étudié des copolyméres greffés de PDMA-g-PNIPAmM et de
topologie inverse PNIPAmM-g-PDMA (cf. Figure 1.43).

PDMA-g-PNIPAm  PNIPAm-g-PDMA
Figure 1.43 : Schéma des deux topologies inverses.

Leurs propriétés rhéologiques sont quasiment similaires en absence de sel. Cependant, en
présence d’une concentration croissante en KoCOs, leur comportement thermogélifiant est
drastiguement différent. Sur la Figure 1.44A, pour un systtme PDMA-g-PNIPAm,
I’augmentation de 0 a 0,3 M de K>COs permet une diminution de la Tas de de 38 °C a 24 °C

environ, sans pour cela perdre les propriétés thermoépaississantes.
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Figure 1.44 : Effet de la concentration en K>COz pour deux topologies inverses ;
(A) PDMA-g-PNIPAm et (B) PNIPAM-g-PDMAL,

Par contre, pour le systeme inverse PNIPAm-g-PDMA (cf. Figure 1.44B), I’augmentation de
la concentration en sel dans le milieu entraine progressivement la perte des propriétés
thermogélifiantes du systéme. A partir de 0,2 M en K,COs, le systéme n’est plus capable de

conduire a un réseau percolant a cette concentration en copolymere (3 wt%).

L’impact de la topologie est donc important sur les propriétés de thermogélification. Un
squelette hydrophile permet une meilleure stabilité du réseau, notamment en présence d’additifs
affaiblissant la solubilité du polymére thermosensible. Cette stabilité du réseau en présence de
sel est un paramétre a prendre en compte pour des applications biomédicales, puisque les
conditions physiologiques correspondent approximativement a une concentration en NaCl
d’environ 0,15 M.

Dans le cadre de cette thése, un des objectifs est I’utilisation de biopolymeres comme squelette
pour augmenter la biocompatibilité du systeme, les greffons seront donc thermosensibles et le

squelette hydrophile.

IV.2.3.c. Copolymeres greffés a base de biopolyméres modifiés

L’utilisation de biopolyméres modifiés pour [’obtention d’hydrogels injectables est
particulierement répertoriée dans la littérature. Pour des applications biomédicales, il est
important que les systemes injectables présentent une biocompatibilité et une biodégradabilité,
ce qui peut étre envisagé via ’utilisation de biopolymeéres.

La biodégradabilité du systeme est un parametre clé car méme si I’hydrogel, une fois injecté au
sein du corps, doit pouvoir maintenir sa structure, de plusieurs heures a plusieurs jours selon le

traitement a effectuer, il doit finir par se dégrader aprés un temps donné.

Parmi les polysaccharides, 1’acide hyaluronique (HA) et 1’alginate (Alg) ont particuliérement

été etudiés dans le cadre de la préparation de formulations thermosensibles.
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Alginate

L’alginate (Alg) est un polysaccharide issu des algues brunes. Il est biocompatible et peu
toxique. En effet, Zimmermann et al.}® ne reportent pas de réaction inflammatoire aprés
purification de I’alginate, par dialyse, contrairement a I’alginate non purifi¢ qui induit la
formation de fibrine.

Lee et al.'*” ne reportent pas de réponse inflammatoire in vivo en présence de gels d’alginate
sur des souris. Cependant, I’alginate ne peut pas étre dégradé in vivo car I’enzyme alginase n’y
est pas présente. Kong et al.}*® ont reporté la dégradation progressive d’hydrogels physiques
d’alginate, préalablement oxydé, dans un milieu de culture cellulaire. La préoxydation des
chaines d’alginate semble étre une option pour entrainer leur dégradation, une fois injectées. La

dégradation d’alginate préoxydé dépend également du pH (cf. Figure 1.45).

250

200

150
z 100 F N~
¥, BE—
i — 3

0 I | 1 | 1 ] I | I | I

M (kDa)

Time (days)

Figure 1.45 : Variation de la masse molaire d’alginate préoxydé en fonction du temps pour
différents pH!!® ; Ronds vides : pH = 4,5, carrés vides : pH = 7,4, ronds noirs : pH = 9,2.

Acide hyaluronique

L’acide hyaluronique (HA) est naturellement présent au sein du corps et peut étre dégradé via
I’enzyme hyaluronidase. Cette dégradabilité présente un avantage mais ne doit pas non plus
étre trop rapide pour que 1’hydrogel puisse rester intact le temps du traitement.

Hahn et al.'®® ont reporté que la dégradation d’hydrogels chimiques d’acide hyaluronique
dépendait du réticulant. Ainsi, des hydrogels d’HA pouvaient étre maintenus de 2 semaines a

plus de 29 jours in vivo selon le réticulant utilisé.

De nombreux exemples de la littérature sont basés sur des copolymeres greffés a base de
biopolyméres et leur domaine d’applications dans le biomédical est varié. Par exemple,
L et al.*?! utilisent des hydrogels injectables & base de chondroitine sulfate-g-PNIPAm pour

de la culture cellulaire.
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Des systémes a base d’Alg-g-PNIPAm sont particulierement répertoriés (cf. Tableau 1.7).
Liu et al.*® reportent notamment la formation d’un hydrogel d’Alg-g-PNIPAmM en 35 s en
passant de 25 a 37 °C (cf. Figure 1.46). Ce temps de gélification faible le rend utilisable pour
1’élaboration de systémes injectables. En effet, la formation du réseau en moins d’une minute

permettrait d’éviter le relargage prématuré des cellules ou principes actifs.
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Figure 1.46 : Propriétés thermogélifiantes d’un hydrogel injectable a base
d’Alg-g-PNIPAM® (C, = 7,4 wt% eau) ; (Gauche) Temps de gélification déterminé par
rhéologie, (Droite) Transition sol-gel entre 25 et 37 °C.

Des exemples de copolymeres greffés a base de biopolymeres comme squelette permettant

I’obtention d’hydrogels injectables sont répertoriés dans le Tableau 1.7.

Tableau 1.7 : Exemples de copolyméres greffés thermogélifiants a base de biopolymeéres.

Greffons thermosensibles

Squelettes

PNIPAM Alginate3%69109122 . chondroitine sulfate'?! ; Chitosane!!?
PNVCL Chitosane'?® ; Hydroxypropylguar!!?
PEPO CMcllo ; HA124

Polyoxazoline

HA125,126

Dans le cadre de cette these, des hydrogels injectables thermosensibles a base d’alginate ou
d’acide hyaluronique seront présentés. Beaucoup d’exemples sont déja répertoriés dans la
littérature mais dans le cadre de cette thése, nous avons souhaité donner un guide pour la
formation d’hydrogels injectables utilisables dans des conditions physiologiques. Le but
principal sera notamment de relier la structure des polymeéres aux propriétés des gels formés.
De nombreuses propriétés seront étudiées allant des propriétés a 1’état liquide (injectabilité,

viscosité...) a celles a 1’état gel (propriétés rhéologiques, adhésion, etc.).
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V. Conclusion

Dans ce chapitre, les polymeres thermosensibles a LCST ont été introduits et nous avons vu
comment les utiliser pour former des systéemes thermogeélifiants.

Pour obtenir une thermogélification du systeme, une partie hydrophile doit étre présente dans
le copolymeére afin de stabiliser le réseau lors de 1’association des parties thermosensibles, qui
jouent le réle de réticulant physique. La balance hydrophile/hydrophobe est un point clé pour
I’obtention d’une thermogélification. Dans ce cadre, différentes architectures peuvent étre
utilisées comme des copolymeres linéaires statistiques, a blocs ou greffés.

Dans le cadre d’applications biomédicales, une Tsoi-gel inférieure & 37 °C est nécessaire pour
assurer la formation du gel in situ. D’autres paramétres sont également a prendre en compte
pour que I’hydrogel injectable puisse étre viable dans le cadre d’applications biomédicales. Ces

différents parametres sont récapitulés dans le Tableau 1.8.

Tableau 1.8 : Récapitulatif des différentes caractéristiques pour 1’élaboration d’hydrogels
injectables pour des applications biomédicales.

Caractéristiques Conditions

Injectabilité a Tamb Viscosité modérée de la solution ; caractere rhéofluidifiant

e . Lregs s Gélification rapide in situ (< 1 min) — éviter un relargage
Cinétique de gélification P ( ,) gag
prématuré

Dissociation du gel aprés un temps donné, gonflement
Gonflement/Tenue du gel gelap P g

controlé
Biocompatibilité/Biodégradabilité Utilisation de biopolyméres
Adhésion/Bioadhésion Utilisation de polyélectrolytes - mucoadhésifs

L’objectif principal de cette thése est d’étudier 'impact de la structure de copolymeéres
thermosensibles sur les propriétés des hydrogels formés afin de pouvoir présenter un guide pour
la formation d’hydrogels physiques thermosensibles.

Les copolyméres greffés thermosensibles seront 1’objet principal de ce travail. A travers cette
architecture versatile, il est en effet possible d’analyser I’impact de nombreux parameétres (taille

du squelette, densité de greffage, etc. ) comme indiqué sur la Figure 1.47.
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Figure 1.47 : Parameétres pouvant étre modifiés sur la structure des copolymeéres greffés.

Dans une premiere partie (Partie A), des systemes modéles entierement synthétiques a base de
poly(acide acrylique)-g-PNIPAm (PAA-g-PNIPAmM) seront étudiés pour mieux comprendre
comment les propriétés rhéologiques et d’adhésion peuvent étre modulées en fonction de la

taille des greffons, de la taille du squelette et de la densité de greffage.

Dans la Partie B, nous nous intéresserons a la nature méme des greffons. Pour cela, des
copolymeéres de PEGMA seront tout d’abord étudiés pour comprendre comment moduler leur
LCST. lls seront par la suite greffés sur le squelette PAA de référence avec pour objectif de
comparer leurs propriétés a celles des PAA-g-PNIPAmM.

La modification de 1’architecture du systéme fera également 1’objet d’un chapitre particulier.

Pour cela, des copolymeéres linéaires statistiques a LCST seront utilisés.

Dans une troisieme partie (Partie C), nous changerons la nature du squelette en utilisant des
biopolymeres, 1’alginate et 1’acide hyaluronique. Parallélement a 1’analyse systématique de
leurs propriéteés viscoélastiques aux petites et grandes déformations, I’étude des copolymeéres
greffés a base d’alginate sera également orientée vers une application de delivrance de principes
actifs. Dans ce cadre, nous nous intéresserons aux propriétés d’injectabilité a température
ambiante ainsi qu’aux propriétés en milieu physiologique et notamment de relargage d’une
molécule modele, la rhodamine B, a la température de 37 °C.

Enfin, nous ferons le bilan des travaux rassemblés dans ce manuscrit en résumant les résultats

saillants et leurs perspectives.
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes

|. Plateforme macromoléculaire

I.1. Réactifs et précurseurs

Les polymeres commerciaux et réactifs utilisés dans ce travail sont répertoriés dans le
Tableau 2.1.

Tableau 2.1 : Réactifs et polyméres utilisés.

Noms Noms de code Fournisseur N.Iw M, (D)
fournisseur
NIPAmM Sigma
DEGMA Sigma
TEGMA Sigma
OEGMA47s Sigma
AMPS Sigma
AET,HCI Sigma
KPS Sigma
NaOH Sigma
EDC Sigma
NHS Sigma
PEPO-NH, P Huntsman — M2005 ~ 2 kg/mol
PAA PAA1 Sigma ~ 250 kg/mol 230 kg/mol (M,)
PAA PAA2 Polysciences ~ 450 kg/mol 710 kg/mol (M)
Alginate ALG1 Cargill - NS 900 155(';%”10'
Alginate ALG2 Brothier— FD 170 53 kg/mol (2,4)
Acide hyaluronique HA Soliance ~ 400 kg/mol 200 kg/mol (2)

1.2. Synthése des polymeéres a LCST
1.2.1. PNIPAM-NH

La synthése des greffons thermosensibles a été réalisée selon la méthode de Durand et al.?
(cf. Figure 2.1). La polymérisation est réalisée dans I’cau et a température ambiante a 1’aide du
couple d’amorceurs redox persulfate de potassium/cystéamine (KPS/AET). La cystéamine est
un agent de transfert qui permet tout d’abord de contrdler la masse molaire moyenne des chaines
tout en limitant la dispersité des masses molaires (aux alentours de 1,5, dans notre cas). Elle
possede de plus une fonction amine qui va pouvoir étre transférée a 1’extrémité de la chaine
macromoléculaire et permettre ainsi sa fonctionnalisation qui sera utilisée dans |’étape suivante

de greffage.
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N KPS, HEN\/\SH qu\/\s

o) NH
Figure 2.1 : Synthése du PNIPAm fonctionnalisé.

Dans le cas du PNIPAm 38Kk, un protocole type peut étre décrit comme suit :

22,63 g (0,2 mol) de NIPAm sont introduits dans un tricol et dissouts dans 90 mL d’eau
milli-Q a température ambiante. Le milieu est alors désoxygéné pendant au moins 45 minutes
par bullage d’azote. Parallelement, les solutions d’amorceurs sont préparées séparément ;
0,54 g de KPS (0,002 mol) dans 4 mL d’cau et 0,16 g d’AET (0,0014 mol) également dissout
dans 4 mL d’eau. Le tricol est alors placé dans un bain de glace avant I’ajout des solutions
d’amorceurs pour d’éviter la précipitation du PNIPAm dans le milieu a cause de I’exothermie
de la polymérisation. Apres 30 minutes de bullage d’azote, les solutions de KPS et d’AET sont
ajoutées simultanément dans le milieu réactionnel qui est maintenu sous azote tout au long de
la réaction. Apres quatre heures de réaction, les fonctions NHs"™ sont déprotonées par 1’ajout
d’environ 1,4 mL d’une solution de NaOH 5 M (OH/ NH3* = 5). Le milieu est ensuite dialysé
dans des membranes de cellulose régénérée pendant au minimum quatre jours dans de I’eau
milli-Q, en changeant I’eau 2 a 3 fois par jour. Le seuil de coupure des membranes est de 1 kDa

ou 3,5 kDa en fonction de la taille du greffon. Aprés dialyse, le polymere est lyophilisé.

Tableau 2.2 : Conditions de synthése et masses molaires des greffons PNIPAm.

PNIPAmM 8k PNIPAmM 20k PNIPAmM 38k
NIPAm (mol) 0,1 0,106 0,2
AET ; KPS (mmol) 2,377 ;1,667 1,593 ; 2,389 1,408 ;2
Rendement (%) 31 52 58
Mn ; Mw (kg/mol) 7,6:9,2 20; 31 38; 61

1.2.2. PEGMA-NH:

Dans le cas des PEGMA, la réaction de télomérisation est transposee dans le DMSO en raison
de la faible miscibilité des monoméres dans 1’cau. Mis a part le milieu de synthese, le protocole
expérimental reste similaire a celui décrit précédemment pour les PNIPAm. A la fin de la
réaction, le milicu réactionnel est dilué dans de 1’eau milli-Q froide (environ 2 fois le volume

du milieu réactionnel), par ajout petit & petit et sous forte agitation. De 1’eau milli-Q peut étre
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ajoutée au cours de la dilution si le milieu se trouble. Ensuite, la quantité appropriée de soude
(OH/ NHs" = 5) est ajoutée. L’agitation vive et I’utilisation d’une température basse sont des
criteres importants pour éviter la précipitation du PEGMA dans le mélange de co-solvants, qui
devient dans ce cas difficile a resolubiliser dans I’eau. Les solutions sont ensuite dialysées
contre de 1’eau pure pendant au moins quatre jours et lyophilisés. Les PEGMA étant a 1’état
caoutchoutique a température ambiante, les lyophilisats sont dilués dans 1’eau a une

concentration d’environ 20 wt%, pour permettre leur utilisation plus aisée par la suite.

Les conditions de synthése et masses molaires des copolyméeres PEGMA sont rassemblées dans
les Tableau 2.3 et Tableau 2.4. Les copolymeéres de P(DEGMA-co-TEGMA) a 23,5 mol% et
36 mol% de TEGMA seront appelés T1 et Ty, respectivement.

Les copolymeres de P(DEGMA-co-OEGMAu75) a 1,5 mol% et 5 mol% de OEGMA47s

(Mn = 30 kg/mol) seront appelés O et O, respectivement.

Tableau 2.3 : Conditions de synthése et masses molaires des copolymeéres
P(DEGMA-co-TEGMA).
TEGMA mol% 23,5 36 44 55 100
DEGMA (mmol) 8,58 5,56 5 4 0
TEGMA (mmol) 2,56 2,96 4 5 11,7
AET; KPS (mmol) | 0,387;0,258 | 0,303;0,202 | 0,5;0,33 | 0,5;0,33 | 0,48;0,32
Rendement (%) 77 41 53 75 48
30; 47
M ; My (kg/mol 38,5;56 50; 69 38;83 37,59 ’
n M (kg/mol) 29 ; 52 (THF)

Tableau 2.4: Conditions de synthese et masses molaires des copolymeres
P(DEGMA-co-OEGMA47s).

OEGMA75 mol% 0] 1,5 5 5 5
DEGMA (mmol) 15 17,16 20,19 10,78 25,24
OEGMA475 (mmol) 0 0,3 1,1 0,57 1,34
AET ; KPS (mmol) 0,49, 0,33 0,57;0,38 2,2;1,5 0,405;0,27 | 0,88;0,59
Rendement (%) 78 38 58 37 30
M, ; My (kg/mol) 27 ; 81 (THF) 26; 49 14; 22 30;49,5 66 ; 106

61



Chapitre 2

1.2.3. Copolymeres linéaires de P(NIPAm-co-AMPS)

La synthése des copolymeres linéaires de P(NIPAmM-co-AMPS) suit le méme protocole que
celui développé pour les PNIPAM-NH>. La différence majeure réside dans la dissolution d’une

quantité appropriée d’AMPS (cf. Tableau 2.6) avant le début de la copolymeérisation.

Tableau 2.6 : Conditions de synthese et masses molaires des P(NIPAmM-co-AMPS).

PN-
PN-A2 PN-A3,5 PN-A5 PN-A9,3 A3,5/155k
NIPAm ; AMPS (mmol) | 26,5;0,54 | 26,5;0,965 | 35,35;1,86 | 26,5;2,95 17,67 ;9,3
AET ; KPS (10 mol) 5;3 5;3,6 7;5 6;4 13;8
Rendement (%) 98 96 97 91 44
M ; My, (kg/mol) 389, 628 385, 635 417, 656 408, 654 155, 229

I.3. Synthése de copolymeres greffés thermoassociatifs

La synthése des copolymeéres greffés a été réalisée par la méthode dite de « grafting onto ». Elle
met en jeu la formation d’une liaison amide, activée par le 1-éthyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) en présence de N-hydroxysuccinimide (NHS), entre
I’extrémité amine du greffon et un des groupements carboxyliques du squelette (cf. schéma

réactionnel sur la Figure 2.2).

Carboxylic Primary Amine Stable Conjugate
Al (amide bond)
oL @
@, ¥
% 0 Hydrolysis
o | Os
+NH
0- Acyllsomea
Intermediate
NQC (unstable)
EDC N Amme reactive
; K N Sulfo-NHS Ester anary
S N HO” (dry-stable) Amine
0
Sulfo-NHS

Figure 2.2 : Schéma réactionnel de couplage peptidique impliquant I’activation par ’EDC
et la formation d’ester-NHS activé (source : Thermo-Fischer).

Pour toutes les réactions de couplage qui ont été réalisées dans I'eau, le pH est un paramétre clé
pour la formation des liaisons amides car il résulte d'un compromis entre les réactions
successives qui font intervenir : 1) la réaction de 'EDC/NHS avec des groupements COOH

pour former a pH = 3,5-5 I’intermédiaire O-acylisourée ou I’ester NHS activé qui est beaucoup
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plus stable? et 2) la formation d'amide entre les intermédiaires précédents et les amines non
protonées qui prévalent & un pH plus élevé. L'équilibre d'ionisation dépend bien entendu du
pKa de I'amine, mais généralement il s'avére qu’un pH égal & 5 est un bon compromis entre les
exigences mentionnées ci-dessus. Dans le cas particulier du greffage de chaines a LCST, il est
également important de considérer les propriétés thermodynamiques des greffons en milieu
aqueux. Les réactions de greffage ont donc été réalisées dans un bain glacé a T = 2-3 °C afin
de travailler dans des conditions homogénes et pour favoriser une distribution aléatoire des
greffons a LCST le long du squelette. D’un point de vue pratique, le squelette est solubilisé
dans de I’eau milli-Q pendant une nuit lorsqu’il s’agit de biopolymeére, sinon quelques heures
pour les PAA. Le pH de la solution de polymere est alors ajusté entre 5,5 et 6 avant 1’ajout des
greffons, aprés quoi le pH est a nouveau contr6lé et réajusté si la valeur est inférieure a 5,5.

L’EDC et le NHS sont alors ajoutés dans le milieu.

Dans la littérature, les quantités d’agent de couplage EDC/NHS varient trés largement et par
expérience cela dépend beaucoup du type de squelette utilisé, de la taille des greffons et de la
concentration des espéces reactives. Dans notre cas, en fonction des conditions, les ratios
EDC/NHS peuvent aller de 2 a 20 par rapport aux fonctions amine NH2, en un seul ajout.

Les nombreux travaux? réalisés au laboratoire sur les PAA et leurs dérivés ont montré que cette
réaction de couplage fonctionnait de maniére quantitative, méme en ’absence de NHS. Par
contre, dans le cas de polysaccharides, la réaction est plus lente et nécessite souvent des
incréments d’addition d’EDC/NHS. Dans le cas des différentes réactions de greffage réalisées
sur les différents squelettes poly(acide acrylique), alginate et acide hyaluronique, nous avons
utilisé une proportion équimolaire EDC/NHS. L’avancement de la réaction a été suivi en faisant
des prélevements dans le milieu au cours du temps afin de Vvérifier la présence ou 1’absence de
précipité blanc au cours d’un chauffage rapide a 60 °C. Si le test est positif (absence de précipité
+ formation d’un gel), le milieu réactionnel est alors purifié. Si le test est négatif, attestant de
la présence résiduelle de polymeéres a LCST non greffés, dans ce cas de nouveaux ajouts d’EDC
et NHS sont introduits.

A la fin de la synthése, les copolyméres sont dialysés (membrane de 50 kDa en cellulose
régénérée) pendant 3 jours dans une solution a 0,1 M de NaCl pour éliminer I’EDC résiduel

puis pendant 3 jours dans de I’eau milli-Q avant d’étre lyophilisés.

Si la procédure est trés générale a I’ensemble des réactions de greffage réalisées, quelques

différences dans la mise en ceuvre peuvent étre soulignées :

- Dans le cas des copolymeres PAA-g-PNIPAmM, le nombre d’ajouts reste modéré et est

généralement égal a 2 (cf. Tableau 2.5). Pour les PAA-g-PEGMA, le nombre d’ajouts est
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supérieur a 2 (cf. Tableau 2.6 et Tableau 2.7) et suggére une moins bonne fonctionnalisation
des extrémités de chaine par une amine. Les conditions de synthése des différents copolymeres,
nommeés PAAX-Zy sont rappelées dans les Tableau 2.5, Tableau 2.6 et Tableau 2.7, avec une
nomenclature définie comme suit :

e PAAX, PAAL pour My = 230 kg/mol ou PAA2 pour My = 710 kg/mol ;

e Zy,avec Z =N pour le PNIPAmM, O = P(DEGMA-co-OEGMAu475), T = P(DEGMA-co-

TEGMA) et y, le pourcentage massique de greffons dans le copolymere.

Exemple : Pour PAA1-N67, le copolymére PAA-g-PNIPAmM contient 67 wt% de PNIPAm et
33 wt% de PAA, avec un PAA de My = 230 kg/mol.

Les PAA1-N37, PAA1-N67, PAA1-N75 et PAA2-N75 possédent des greffons de M, égale a
38 kg/mol, contrairement a PAAL-N75/8k qui lui possede des greffons de plus faible taille ;
soit une Mn de 8 kg/mol (cf. Tableau 2.2).

Tableau 2.5 : Conditions de synthése des copolymeres PAA-g-PNIPAM.

PAA1l-
PAA1-N37 PAA1-N67 | PAA1-N75 | PAA2-N75 N75/8k
PAA ; PNIPAm (g) 1,91;0,9 0,94;2 0,47;1 0,3534;0,75 | 0,56;1,19
Ratio ED.C/NHz par 10 10 10 5 10
ajout
Nombre d’ajout
EDC, NHS 2 2 1 4 2
Rendement (%) 92 86 25 97 83

Tableau 2.6 : Conditions de synthése des copolymeres PAA-g-P(DEGMA-co-TEGMA).

PAA1-T127 PAA1-T»27

PAA ; PEGMA (g) 0,8225;0,3734 | 0,38;0,17
Ratio EDC/NH; par ajout 20 20
Nombre d’ajout EDC, NHS 6 6
Rendement (%) 39 75

Tableau 2.7 : Conditions de synthése des copolymeres PAA-g-P(DEGMA-co-OEGMA7s).

PAA1-0:27 | PAA1-0,27 | PAA1-0:65 | PAA1-0,65

PAA ; PEGMA (g) 0,544 ;0,194 | 1,123;0,548 | 0,373;0,735 | 0,244 ;0,575
Ratio EDC/NH; par ajout 20 20 20 20
Nombre d’ajout EDC, NHS 3 7 6 6
Rendement (%) 97 94 99 74

64



Chapitre 2

- Pour les copolyméres a base d’alginate, ALG-g-LCST, le greffage est plus lent et moins
efficace. L’alginate et 1’acide hyaluronique ayant des viscosités relativement élevées, il est
nécessaire de diluer le milieu réactionnel de fagon plus importante que pour les PAA pour
favoriser la rencontre des especes actives. En contrepartie, le nombre d’ajout d’EDC/NHS
augmente fortement, passant de 1 a 2 fois, pour les PAA, a 4 a 8 fois, pour les copolymeres a
base d’ALG1. Dans ces conditions de fortes concentrations d’EDC/NHS, il est également
important de diluer le milieu réactionnel pour limiter les réactions d’estérification entre acides

et alcools portés par les squelettes polysaccharides, qui conduisent a une réticulation chimique.

A la fin de la synthése, si la quantité de squelette est supérieure & celle des greffons, le
copolymeére est alors précipité dans 1’acétone afin d’éliminer les chaines éventuellement non
greffées. Le précipité est ensuite solubilisé dans 1’eau milli-Q avant d’étre dialysé pendant 3
jours dans une solution a 0,1 M de NaCl pour éliminer I’EDC résiduel puis pendant 3 jours dans

de I’eau milli-Q. Les copolymeres sont ensuite lyophilisés.

Les conditions de synthése des différents copolymeéres, nommeés ALGXx-Zy, sont rappelées dans
les Tableau 2.8 et Tableau 2.9, avec la nomenclature définie précédemment :
e ALGX, ALG1 pour My = 155 kg/mol ou ALG2 pour My = 53 kg/mol ;
e Zy,avec Z = N pour le PNIPAm, Z = D pour le PDEGMA et Z = P pour le PEPO et y
le pourcentage massique de greffons dans le copolymere.
On soulignera que dans le cas du greffage des PEPO de faible masse molaire, la réaction de

couplage est beaucoup plus efficace et nécessite de plus faibles quantités d’agents de couplage.

Tableau 2.8 : Conditions de synthése des copolymeres ALG-g-PNIPAm.

ALG1-N15 | ALG1-N45 | ALG1-N72 ALG2-N45

ALG ; PNIPAM (g) 1,6;04 2,5;2,4959 1;25 0,75;0,75
Ratio EDC/NH; par ajout 20 20 20 10
Nombre d’ajout EDC, NHS 7 4 8 4
Rendement (%) 71 79 63 53

Tableau 2.9 : Conditions de synthése des copolymeres ALG-g-PEGMA et ALG-g-PEPO.

ALG1-D45 | ALG1-P45 | ALG1-P67

ALG ; PDEGMA ou PEPO (g) | 1,5;1,503 | 2,5;2,51 | 1,5;3,61
Ratio EDC/NH; par ajout 20 4 2
Nombre d’ajout EDC, NHS 6 2 1
Rendement (%) 72 77 65
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Enfin dans le cadre de cette étude, nous avons également travaillé avec un copolymeére
HA-g-PNIPAm précédemment synthétisé au laboratoire par Marine Protat. Il est constitué d’un
squelette hyaluronane de M, = 200 kg/mol (B = 2) greffé a 55 wt% par des greffons PNIPAmM
de M, = 20 kg/mol (B = 1,2). Les conditions de synthése de ce copolymére HA-N55/20k sont

rappelées dans le Tableau 2.10.

Tableau 2.10 : Conditions de synthése du copolymére HA-g-PNIPAmM (HA-N55/20K).

Ratio EDC/NH;
par ajout

5,5 6 10 4 54

HA (g) | PNIPAm (g) Nombre d’ajout EDC, NHS | Rendement (%)

I1. Techniques de caractérisation

[1.1. Masses molaires et composition
11.L1.1. RMN

Ratio M/G

La composition en unités saccharidiques constituant la chaine d’alginate,
M (acide B-D-mannuronique) et G (acide a-L-guluronique), a été déterminée par RMN H dans
D20 (Cp = 0,5 wt%) a haute température (T = 98 °C) pour décaler le pic relatif a HOD, avec

une durée d’impulsion 90°(*H) de 12 ps et un délai de répétition de 3 s.

La méthode de Grasdalen et al.* a été utilisée pour calculer le rapport M/G (cf. Equation 2.1 et

Figure 2.3).

- ; . __1a __Ic . —

Equation 2.1: F; = P s Fo = P s Fe+ Fy =1

Avec, F¢ : proportion en unité G, Fm : proportion en unité M, Fgc : proportion d’enchainement GG, la,
Is et Ic : les intégrations des pics A(G-1), B(M-1, GM-5), et C(GG-5), respectivement.

5.6077

Dans le cas de ALGL, le calcul est le suivant : F; = SSoiciazaol

Le rapport M/G d’ALG]1 est donc de 1,5.

A B C

M Figure 2.3 : Méthode de détermination du

N rapport M/G, pour ALG1.

C5161664.0

Thasnosszan
7
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Composition
La composition de tous les copolyméres synthétisés a été analysée par RMN *H dans I'eau
deutérée (D20, pic du solvant a & = 4,79 ppm) sur un spectrométre RMN Bruker Avance 111

400 MHz. Les spectres de tous les polymeéres sont présentés en annexe de ce chapitre.

Pour les PEGMA, le nombre de protons observes entre 3,45 et 3,85 ppm varie en fonction du
nombre de motif oxyde d’éthyléne porté par la chaine latérale. Ce nombre de protons, noté g,
est égal & : g = 4*(nombre de motifs oxyde d’éthyléne) — 2.

Par exemple, pour le PTEGMA, g = 4*3 - 2 = 10 (cf. Figure 2.4).

1

NH,
2 n
0 0

: wL 1 2
_unw‘ . A

T T
=]

< =] s | o

~N o - w

48 46 44 42 4.0 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 1.2 10 08 0.6 04
ppm

Figure 2.4 : Spectre RMN 'H du PTEGMA.

Le nombre de protons pour chaque homopolymere de la famille des PEGMA a été répertorié
dans le Tableau 2.11. Ainsi, dans le cas de copolyméres de PEGMA, seule I’intégration entre

3,45 et 3,85 ppm varie et permet ainsi de déterminer le rapport molaire des monomeres.

Tableau 2.11 : Nombre de protons entre 3,45 et 3,85 ppm pour des homopolymeéres de PEGMA.

P(DEGMA) | P(TEGMA) | P(OEGMA47s)

Nombre de protons H (3,45 - 3,85 ppm) 6 10 34

11.1.2. SEC

La détermination des masses molaires moyennes de la plupart des polymeéres a été réalisée par
chromatographie d’exclusion stérique en milieu NaNOz 0,2 M sur un systeme Viscotek TDA
302 équipé de trois colonnes OH-pak et d’une triple détection réfractométrique, viscosimétrique

et diffusion de la lumiere. Des solutions a environ C = 2 mg/mL, initialement préparées dans

67



Chapitre 2

I’éluant de la SEC, sont éluées a un débit de 0,6 mL/min. Chaque échantillon a été injecté 3 fois
afin de calculer précisément la valeur de I’incrément d’indice de réfraction (dn/dC). Cette valeur
est ensuite utilisée par le logiciel OmniSEC pour calculer les masses molaires absolues des
polymeres a partir d'une courbe d'étalonnage universelle.

Mise a part le PDEGMA, tous les systémes thermosensibles ont été analysés par SEC en phase
aqueuse a une température de 28 °C pour éviter leur séparation de phase au cours de 1’¢élution.
Dans le cas du PDEGMA, qui présente une séparation de phase en dessous de 25 °C, les
analyses chromatographiques ont été réalisées sur un systeme Viscotek TDA similaire équilibré
dans le THF, a 35 °C.

Les chromatogrammes des copolymeéres sont présentés en annexe de ce chapitre.

11.1.3. Viscosimétrie capillaire

Dans le cas des solutions des polyméres PAAL et PAA2, pour lesquelles nous avons eu des
difficultés de filtration (filtre de 0,22 um en PVDF) avant injection en GPC, nous avons choisi
de caractériser et de comparer les masses molaires des deux squelettes PAA en utilisant la méme
technique de viscosimétrie capillaire. L’analyse de la viscosité intrinseque ([n]) étant une
technique de caractérisation relative, nous avons utilisé la relation de Mark-Houwink établie
par Mc Carthy et al.® (cf. Equation 2.2), pour des solutions de poly(acrylate de sodium) & 25 °C

en milieu NaCl 0,5 M, pour remonter a la masse molaire moyenne viscosimétrique (My).

Equation 2.2 : [n] = 2,44.10°3M,%%7  Avec, [n] en mL/g.

Les études ont été effectuées avec un viscosimetre Ubbelohde automatique (SEMATech Til)
en mesurant les temps d’écoulement du solvant (ts) et des solutions diluées de polymere (t). La
moyenne de chaque temps d’écoulement a été calculée avec au moins 4 valeurs.

L’analyse des résultats a été réalisée en utilisant I’équation de la viscosité inhérente (ninh) :
Equation 2.3 : % = [n] = kx[n]*C

Avec, [n] : viscosité intrinseque, ts et t : temps d’écoulement du solvant et des solutions de polymére a
la concentration C et ki : constante de Kraemer.

Il est a noter que des ramifications sont strement présentes dans les squelettes PAA utilisés et
que la viscosité peut ainsi étre impactée. En effet, en polymérisation radicalaire

conventionnelle, la présence de branchements est trés couramment reportée®’.

Les résultats présentés sur la Figure 2.5 conduisent a des viscosités intrinséques de 0,14 et

0,38 L/g pour PAAL et PAA2, respectivement. En application de la relation de Mark-Houwink
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précédente (Equation 2.2), cela conduit & My = 230 kg/mol pour PAAL et My = 710 kg/mol
pour PAA2.

0.4

0.35 -‘umk [n1=0.381/g

03 t S~
W oz | o o PAAL Figure 2.5
= 02 | © PAAZ Détermination des viscosités
S 015 Fo____ intrinséques des polyméres

01 | Bt ot S . PAAL et PAA2.

[n]=0.141/g
0.05 |
0
0 5 10

C(g/L)

[1.2. Caractérisation thermodynamique des solutions

[1.2.1. Spectrométrie UV-visible

Le point de trouble des solutions de polymere a été mesuré a I’aide d’un spectrophotometre
UV-visible (Agilent) en fixant la longueur d’onde a A = 600 nm et en changeant
automatiquement la température par palier de 0,5 °C; soit une vitesse de chauffage de
0,4 °C/min.

Dans notre cas, le point de trouble est defini comme la température précédant 1’augmentation

de I’absorbance d’au moins 0,1 u.a. Sur la Figure 2.6, la Tcp est égale a 24,5 °C.

1.3 1
11 I
0.9 I
0.7 I
0.5 -

03

Absorbance (u.a)

0.1 frmmmmmm e e e e

-O.ll"""""""""'
15 20 25 30 35

Température (°C)

Figure 2.6 : Point de trouble (¢) du PDEGMA (M = 27 kg/mol) a 5,9 wt% dans 1’eau ; en
pointillés est représentée la limite de 0,1 u.a.

11.2.2. DSC

Le phénomeéne de séparation de phase des polymeres thermosensibles en solvant aqueux a été
analysé avec un calorimétre a balayage différentiel DSC Q200 de TA Instruments. Pour tous
les échantillons en solution, entre 20 et 30 mg de solution de polymére, de concentration fixée,

ont été placés dans un creuset en aluminium scellé et mis en paralléle avec un creuset rempli
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avec la méme quantité de solvant. Aprés une minute de mise a I'équilibre a la température
initiale du test, les échantillons sont chauffés, refroidis puis chauffés a nouveau a une vitesse
de 2 °C/min pour chaque rampe, pour avoir une vitesse comparable aux mesures faites en

rhéologie.

11.2.3. RMN H

Des analyses complémentaires relatives au processus de thermoassociation des solutions de
copolyméres ont éte réalisées en collaboration avec Cédric Lorthioir (LCMCP, SU) par
RMN !H a l'aide d'un spectrométre Bruker Avance I11, couplé & un champ magnétique de 7.0 T
(fréquence de Larmor H de 300.1 MHz) et équipé d’une sonde BBFO 5 mm. Les spectres
RMN !H, obtenus par une expérience de simple impulsion, ont été réalisés dans une gamme de
température allant de 10 °C a 70 °C pour la solution de PAA1-N67 dans D-O (Cp = 5 wt %) et
de 5°Ca70 °C pour la solution d’ALG1-D45 et ALG1-N45 dans DO (Cp = 5 wt %). La durée
de I’impulsion 90° (*H) était de 12 us pour les deux séries d’expériences et le délai de répétition,
choisi supérieur a 5 fois la valeur du temps de relaxation T1 (*H) le plus long, a été ajusté de
35 (10 °C) a 120 s (70 °C) pour la solution de PAA1-N67 dans DO et de 3s (5 °C)a6s
(70 °C) pour les solutions d’ALG1-N45 et ALG1-D45 dans D20. Aprés chaque changement de
température, un délai de 15 minutes est introduit, une fois la température de consigne atteinte,

afin de permettre 1’équilibre thermique de I’échantillon.

11.3. Analyse structurale
11.3.1. SAXS

Dans le cadre du projet expérimental de Julie Brun au Synchrotron SOLEIL, nous avons eu
I’occasion de réaliser quelques expériences de diffusion des rayons-X aux petits angles sur la
ligne de lumiere SWING (local contact : Javier Perez). Les solutions de polymeéres ont ainsi été
étudiées a différentes températures, de 20 a 55 °C, par pas de 5 °C, aprés avoir fixé les
parameétres suivants :

- Distance entre I’échantillon et le détecteur : 4 m
- Energie : 12,0 keV
- Longueur d'onde : 1,0331 A
- Temps d'exposition : 500 ms
Dans ces conditions, la gamme de vecteur d’onde balayée s’étend entre q = 1,84.10° A et

q=2314.10" A%
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11.3.2. Cryo-MET

Une étude prospective de cryo-microscopie électronique a transmission (cryo-TEM) a été
réalisée par Jean-Michel Guigner sur un microscope LaB6 JEOL 2100 au sein de 1’Institut de
Minéralogie, de Physique des Matériaux et de Cosmochimie (IMPMC) de Sorbonne Université.
Les solutions de copolymeére ont été préparées en milieu K2COsz 0,5 M afin de pouvoir gélifier
a température ambiante tout en restant a 1’état liquide au cours du stockage a 4 °C. Le challenge
pour cette série d’expériences réside dans la capacité a maitriser au moins qualitativement la
succession rapide des étapes de préparation :

- 1) le dép6t d’une goutte liquide de solution sur la grille d’analyse,

- 2) ’absorption de I’excédent de liquide avec un papier filtre,

- 3) la gélification a température ambiante,

- 4) la vitrification de la formulation gélifiée dans 1’éthane liquide.

11.4. Etudes rhéologiques

11.4.1. Propriétés viscoélastiques aux faibles déformations

Les mesures de rhéologie en régime linéaire ont été effectuées avec un rhéométre a contrainte
imposee HAAKE RheoStress 600 (Thermo Fisher Scientific). Une géométrie de type cone-plan
a été utilisée pour toutes les mesures ; lI'angle et le diamétre du cne étant respectivement de 2°
et 35 mm.

Le volume requis de solution a analyser (~ 0,45 mL) est placée sur le plateau inférieur,
initialement thermostaté a la température initiale de 1’essai, puis mis en contact avec le cone en
fixant ’entrefer a 105 um. L’ensemble de la géométrie est recouverte d’une enceinte de maniere
a minimiser I'évaporation lors des mesures pouvant se dérouler sur des temps longs ou a des
températures élevées.

Les tests en oscillation sont généralement effectués a une frequence de 1 Hz (o = 6,28 rad/s) et
a une contrainte de 1 Pa. Un balayage en amplitude est réalisé¢ avant chaque test pour s’assurer
d’étre dans le régime viscoélastique linéaire. Des balayages en température sont ensuite
effectués en fixant la vitesse a 2 °C/min. Des cycles chauffage-refroidissement-chauffage sont
ainsi réalisés pour vérifier le caractére réversible de la transition.

Ces mesures permettent d’accéder au module élastique (G’), au module visqueux ou module de
perte (G"), ainsi qu’a la viscosité complexe (n*) qui est une combinaison des modules

dynamiques :

Equation 2.4 :n* = (%)2 + (G_”)Z

w
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A partir d’une expérience type sur une solution thermogélifiante (cf. Figure 2.7), il est possible
de déterminer les températures caractéristiques du phénomene associatif : la température

d’association (Tas) et la température de transition sol-gel (Tsol-gel).

1000 ¢
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- * %0
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Température (°C) Température (°C)

Figure 2.7 : Analyse viscoélastique d’une formulation thermogélifiante ;
(Gauche) Détermination de Tsoi-gel, pour G’ = G”’, (Droite) Détermination de Tas,a partir du
comportement Arrhénien dans 1’état non associé (++).

Tas, qui marque le début de la formation de chaines élastiquement actives, est définie a partir
de la représentation de n* par la température a laquelle la viscosité diverge du comportement
Arrhénien initial (cf. Equation 2.5). Le coefficient de détermination R? de la droite doit
diminuer d’au moins 10 %.

Equation 2.5 : y* = A e(En/RT)

Avec, R : constante des gaz parfaits, T : température, E, : énergiec d’activation pour 1’écoulement
visqueux et A : constante.

Tsol-gel €St Simplement définie par le croisement des modules dynamiques G’ et G*’.

Pour certaines solutions, des études complémentaires ont été réalisées a des températures fixées,

généralement 20, 40 et 60 °C, en imposant un balayage en fréquence de 0,01 a 10 Hz.

Des balayages en variant la vitesse de cisaillement ont également été effectués pour les
copolymeres a base d’alginate ou sur la solution d’alginate non greffé pour suivre le
comportement rhéofluidifiant du systéme. Ce caractere rhéofluidifiant est un parameétre

important pour I’injectabilité des solutions de polymére.

11.4.2. Injectabilité

L’injectabilité des solutions est mesurée a partir d’un test de compression réalisé sur une
machine Instron 3343 (cf. Figure 2.9) équipée d’une cellule de force de 100 N.
Une vitesse d’injection (V) est imposée a 1’appareil et la force (F) est mesurée en fonction du

déplacement. Pour tous les tests d’injectabilité, le diamétre interne de la seringue (Ds = 4,5 mm)
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ainsi que la longueur de I’aiguille (L = 13 mm) ont été maintenus constants. Ainsi, seuls la
vitesse d’injection (Qv=0,18 — 3,67 mL/min, soit v =10 — 200 mm/min) et le rayon interne des
aiguilles (Ra=0,105 (27 G) - 0,205 mm (22 G)) ont été modifiés.

Pour chaque condition d’analyse, le test est réalisé au moins en triplicat et la valeur de la force

d’injection (F =f{Qv, Ra}) est prise sur le plateau de force obtenu (cf. Figure 2.8).

6
z
o 4
2
o ® 3.67 mL/min
5 a » 1.83 mL/min
® 0.92 mL/min
® 0.18 mL/min
D 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

Volume (mL)
Figure 2.8 : Force d’injection en fonction du débit pour ALG1-N45,
5 wt% PBS (21 °C, 25 G). L’encadré en pointillé correspond au plateau de force.

Cellule de force (100 N)

Mobile de compression

Banc de maintien de la seringue
Seringue

Figure 2.9 : Montage du test de mesure d’injectabilité.

11.4.3. Adhésion - Test de tack

Les propriétés adhésives des formulations thermogélifiantes ont été évaluées en utilisant un test

d’adhésion appelé « probe tack test ». Celui-ci consiste a réaliser, a vitesse constante, un test de
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traction sur un poingon en contact avec un substrat et a mesurer la variation de la force au cours
du déplacement et jusqu’au décollement. Au laboratoire SIMM, ce type de test a été récemment
appliqué aux formulations thermosensibles en adaptant les conditions de fonctionnement d’un
rhéométre.

Les mesures d'adhésion ont été réalisées sur un rhéomeétre DHR 3 (TA Instruments) équipé
d'une cellule de force de 50 N avec une sensibilité de £ 0,1 N et d'un systéme de contrdle de la
température par effet Peltier. La géométrie utilisée est de type plan-plan, avec un diametre de
20 mm pour le plan supérieur mobile.

Les différentes étapes du test sont illustrées sur la Figure 2.10 :

(1) Le volume de solution adéquat (~ 160 uL) est déposé sur le plateau inférieur en évitant
I’introduction de bulles d’air pour ne pas fausser les mesures d’adhésion en créant au départ
des défauts dans le matériau.

(2) L’entrefer est réglé a la valeur souhaitée. L’excés éventuel de produit autour de la géométrie
est retiré et une enceinte est ensuite placée autour de la géométrie.

(3&4) La solution est chauffée a la température souhaitée pour favoriser la gélification.
L’enceinte placée autour de la géométrie est maintenue pendant les dix minutes d’attente pour
minimiser I'évaporation. La gélification entraine généralement un changement au niveau de la
force mesurée pendant les dix minutes d’attente. Si celle-ci dépasse les £ 0,1 N, le gap doit étre
ajusté. Il est alors varié de + 10 um pour replacer la force entre -0,1 N et 0,1 N.

(5) L’enceinte est enlevée et le mobile supérieur est décollé a une vitesse constante. La force

est mesurée en fonction du temps.

Les parameétres classiques de ces tests sont une vitesse de décollement de 100 um/s et une

épaisseur ho de 400 pm.

F 3 5
force

I O i
| | IR/

¥
Y h(]* r —

time
Figure 2.10 : Schéma des étapes du test de tack®, (1) ajout d’un volume adéquat de solution ;
(2) réglage du gap de hauteur ho ; (3&4) chauffage de la solution et attente de 10 min a la
température souhaitée : formation du gel ; (5) test de tack : mesure de la force en fonction du
temps, a vitesse constante.

Une fois la courbe force-temps obtenue, il est possible de remonter a la contrainte

(cf. Equation 2.6) et a la déformation (cf. Equation 2.7). L’¢énergie d’adhésion peut ainsi étre
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calculée puisqu’elle correspond a I’aire sous la courbe contrainte-déformation multipliée par

1’épaisseur initiale du film, ho (cf. Equation 2.8).

F(t)
Aco

Equation 26:.0= ; Avec, F(t) : force et Ao : aire de contact entre 1’adhésif et le poingon.

Equation 2.7 : € = d(thﬂﬂ ; Avec, d(t) : déplacement et ho : épaisseur initiale de 1’adhésif.

o

Equation 2.8 : Waan = ho [ ™

0 o.de ; Avec, o : contrainte et ¢ : déformation.

Chaque valeur d’énergie d’adhésion a été obtenue a partir d’au moins deux tests de tack. Les
profils contrainte-déformation sont comparés et seuls les profils les plus similaires sont retenus
pour calculer la moyenne de 1’énergie d’adhésion.

Pour un méme polymeére et a une méme concentration, le test n’est jamais refait sur I’échantillon
qui a subi un test préalable. Une nouvelle solution de polymeére est placée sur le rhéometre pour
chaque nouveau test.

Pour des raisons de sensibilité de 1’appareil, seules les valeurs de contrainte supérieuresS a

100 Pa sont prises en compte pour calculer 1’énergie d’adhésion.

I1.5. Comportement en milieu physiologique
[1.5.1. Gonflement

La solution de polymere, de concentration donnée, est initialement placée dans une seringue
coupée. La seringue est fermée de fagon hermétique et placée dans une étuve a 70 °C quelques
minutes pour préformer le gel. Au temps to, le gel de masse mo est rapidement introduit dans la
solution de PBS préalablement chauffée a 37 °C et maintenu dans ces conditions avant d’étre
pesé apres un temps donné (my). Les hydrogels thermoformés étant réversibles par nature, ils
se redissocient rapidement lors de la pesée. Il est donc nécessaire d’utiliser plusieurs gels
préformés pour mesurer le gonflement a différents temps et toutes les mesures ont été faites en
triplicat.

Le gonflement est calculé selon 1’équation suivante :

Equation 2.9: § = ¢t —

mo

11.5.2. Etude du relargage de la Rhodamine B

Pour les tests de relargage, le polymere est solubilisé dans une solution de PBS contenant de la

rhodamine B, a la concentration de 10 mg/100 mL de PBS.
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Comme pour les mesures de gonflement, des gels de forme cylindrique (r = 2,3 mm et
L = 38 mm) sont préformés a chaud pendant 5 minutes dans une seringue coupée avant d’étre
plongés, au temps t = 0, dans une cellule UV contenant une solution de PBS a 37 °C.

Afin d’obtenir un seuil d’absorbance toujours inférieur a 1, le gel de masse comprise entre
0,065 g et 0,070 g doit étre introduit dans environ 2,3 mL de PBS (contenu initial de la cuve
uv).

Le relargage de la rhodamine B en fonction du temps conduit a une coloration progressive de
la solution de PBS (cf. Figure 2.11). Les suivis cinétiques sont réalisés en triplicat a une
longueur d’onde de 553 nm a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visible en effectuant des

mesures d’absorbance (A:) a des intervalles de 5 minutes.

P I S B
Q’ -
N m———t

>

Relargage de la rhodamine au cours du temps

Figure 2.11 : Représentation schématique du relargage progressif de la rhodamine
dans le bain de PBS.

Afin de déterminer a la fin du test (apres environ 15 heures) la concentration totale en
rhodamine B dans la cellule UV, la température est abaissée a 20 °C (ou a 15 °C dans le cas des
Alg-g-PEPO) afin de permettre la dissociation du gel et la libération de I’intégralité de la
rhodamine B dans la solution (Ax). L’étude cinétique est alors caractérisée par la variation de

la proportion de rhodamine relarguée (A/Ax) en fonction du temps.
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Annexes
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e Annexe 2 : PAA-g-PNIPAmM

Figure 2.12 :
(Haut) Spectre RMN *H
de PNIPAm 38k,
(Bas) Chromatogrammes
GPC des différents
PNIPAM.
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Figure 2.13 : Chromatogrammes des différents PAA-g-PNIPAm synthétisés et de leurs

greffons PNIPAM.
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Figure 2.14 : Spectre RMN *H de PAA1-N75/8k.
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Figure 2.15 : Spectre RMN 'H de PAA2-N75.
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Figure 2.17 : Spectre RMN *H de PAA1-NG67 ; les pics entre 2,7 et 3,2 ppm sont liés a de
I’EDC non éliminé.
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Figure 2.18 : Spectre RMN *H de PAA1-N37.

e Annexe 3 : P(NIPAm-co-AMPS)
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Figure 2.19 : Chromatogrammes GPC des différents P(NIPAmM-co-AMPS).
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Figure 2.20 : Spectre RMN *H de PN-A2.
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Figure 2.21 : Spectre RMN 'H de PN-A3,5.
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Figure 2.22 : Spectre RMN H de PN-AS.

80



Chapitre 2

T
=]

3.34
6.0+

50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08
ppm

Figure 2.23 : Spectre RMN *H de PN-A3,5/155k.
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Figure 2.24 : Spectre RMN H de PN-A9,3.

e Annexe 4 : Alg-g-PNIPAmM
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Figure 2.25 : Chromatogrammes GPC des Alginate-g-PNIPAm ; (Gauche) ALG1-g-PNIPAm,
(Droite) Comparaison ALG1-N45 et ALG2-N45.
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Figure 2.26 : Spectre RMN *H de ALG1-N72.
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Figure 2.27 : Spectre RMN *H de ALG2-N45
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Figure 2.28 : Spectre RMN 'H de ALG1-N45.
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Figure 2.29 : Spectre RMN 'H de ALG1-N15.

Annexe 5 : Alg-g-PEGMA
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Figure 2.30 : Spectre RMN 'H de ALG1-D45.

Annexe 6 : Alg-g-PEPO
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Figure 2.31 : Spectre RMN H de ALG1-P45.
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Figure 2.32 : Spectre RMN *H de ALG1-P67.

e Annexe 7 : P(DEGMA-co-TEGMA) et PAA-g-P(DEGMA-co-TEGMA)

1.2 1.2
T 23.5 mol% T1 . 1 —omox%
H g
g08 | g 3
= I —— 36mol%T2 =" 0.8 — 100 mol%
Z 06 &
o4 [ — 44 mol% E“ 06
® g2 [ —S5moal% T 54
oo r [ I
»wn 0 r 100 mol% w 02
-0.2
0.4 F 0
o oo N
13 15 17 19 21 15 19 23 27
Vrétentiun (ml-) Vrétentinn (ml')

Figure 2.33 : Chromatogrammes GPC des P(DEGMA-co-TEGMA) ;
(Gauche) Eau NaNQg, (Droite) THF.
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Figure 2.34 : Spectre RMN 'H de P(DEGMA-co-TEGMA)
(DEGMA/TEGMA : 76,5/23,5 mol%).
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Figure 2.35 : Spectre RMN 'H de PAA1-T;27.
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Figure 2.36 : Spectre RMN *H de P(DEGMA-co-TEGMA)
(DEGMA/TEGMA : 64/36 mol%).
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Figure 2.37 : Spectre RMN H de PAA1-T,27.
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Figure 2.38 : Spectre RMN 'H de P(DEGMA-co-TEGMA)
(DEGMA/TEGMA : 56/44 mol%).
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Figure 2.39 : Spectre RMN H de P(DEGMA-co-TEGMA)
(DEGMA/TEGMA : 45/55 mol%).
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Figure 2.40 : Spectre RMN H de PTEGMA.
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Annexe 8 : P(DEGMA-co-OEGMA475) et PAA-g- P(DEGMA-c0-OEGMAy7s)
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Figure 2.41 : Chromatogrammes GPC des P(DEGMA-co-OEGMAu7s).
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Figure 2.42 : Spectre RMN H de P(DEGMA-co-OEGMAu7s)
(DEGMA/OEGMAA47s5 : 95/5 mol%, My = 14 kg/mol).
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Figure 2.43 : Spectre RMN 'H de P(DEGMA-co-OEGMA75)
(DEGMA/OEGMA75 : 95/5 mol%, Mn = 30 kg/mol).
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Figure 2.44 : Spectre RMN *H de PAA1-0,27.
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Figure 2.45 : Spectre RMN H de PAA1-0265.
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Figure 2.46 : Spectre RMN 'H de P(DEGMA-co-OEGMA75)
(DEGMA/OEGMAA475 : 95/5 mol%, Mn = 66 kg/mol).
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Figure 2.47 : Spectre RMN 'H de P(DEGMA-co-OEGMA75)
(DEGMA/OEGMA:75 : 98,5/1,5 mol%).
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Figure 2.48 : Spectre RMN *H de PAA1-0127.
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Figure 2.49 : Spectre RMN H de PAA1-0165.
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Chapitre 3 : Etude d’un hydrogel injectable modeéle :
le poly(acide acrylique)-g-PNIPAmM

Ce chapitre est consacré a I’analyse détaillée des propriétés thermoassociatives d’un
copolymére PAA-g-PNIPAm d’architecture donné. Cette étude, qui combine un large spectre
de techniques de caractérisations physico-chimiques (DSC, RMN, analyse structurale,
rhéologie, adhésion) a pour objectif de quantifier les propriétés des solutions thermogélifiantes
de ce copolymere. Ce travail servira de référence pour les études suivantes qui seront réalisées

en modifiant 1’architecture macromoléculaire.

I. Comportement thermoassociatif du PAA1-N67

I.1. Introduction

Le PAA-g-PNIPAmM étudié dans ce chapitre a été préparé par greffage de chainons PNIPAmM de
masse molaire M, = 38 kg/mol sur un squelette de poly(acide acrylique) de masse molaire My
égale a 230 kg/mol (PAAL). L’analyse RMN H donne un rapport massique PAA1/PNIPAM
de 33/67, ce qui conduit & la nomenclature PAA1-N67, comme defini au chapitre précédent.
Les caractéristiques du PAAL-N67 sont résumées dans le Tableau 3.1. Les RMN et
chromatogrammes de PAA1-N67 et des greffons PNIPAmM sont présentés dans le Chapitre 2
(cf. Annexes 1 et 2).

Tableau 3.1 : Caractéristiques de PAA1-N67.

PAAl PNIPAmM PAA1-N67
Mo, My, (kg/mol) / 38, 61 244, 818
M, (kg/mol) 230 / /
Tas; Tsol-gel (°C), 4,8 Wt% eau / / 32,6; 34,5

Ce premier paragraphe est consacré a I’analyse du comportement thermoassociatif d’une
solution de PAA1-N67, a 4,8 wt% dans ’eau. Cette étude détaillée va nous permettre de
préciser les principales caractéristiques des solutions thermogélifiantes qui serviront de base

dans toute la suite de ce travail.

1.2. Analyse calorimétrique différentielle a balayage (DSC)

D’une maniére générale, les caractéristiques thermiques des solutions de polymeres a base de

PNIPAm peuvent étre aisément analysées par DSC. En effet, le phénomene de séparation de
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phase des systemes a LCST présente généralement un endotherme lors du processus de
démixtion par chauffage, correspondant a la réorganisation des interactions entre les unités
monomeres et les molécules d'eau. Comme indiqué sur la Figure 3.1, avec la solution de
greffons PNIPAmM, le début de la transition de phase (Tas (psc)) peut étre clairement observé
autour de 35 °C avec un maximum de I'endotherme situé a Tmax = 35,8 °C.

Dans le cas du copolymere greffé PAA1-N67, on note un léger décalage de la température
d’association avec un début d’association vers 31,2 °C et un maximum a 33,1 °C. Cette
diminution peut étre attribuée a un effet de salting-out associé aux contre-ions Na* du squelette
qui sont ici en concentration relativement élevée ([Na*] = 0,17 mol/L). On note également que
I’endotherme normalisé par rapport au nombre de moles d’unités NIPAm est plus faible dans
le cas du copolymere (AH = 3 kJ/molnipam) comparativement a la solution de greffons PNIPAmM
(AH = 5 kJ/molnipam). Alors que cette derniere valeur est tout a fait conforme a celles reportées
dans la littérature pour des concentrations similaires (4,2 kJ/molnipam pour 1 wt%?! ou
4,3 ki/molnipam pour 0,5 wt%?), I’enthalpie plus faible obtenue pour le copolymére peut étre
associee a une plus faible déshydratation des greffons dans les domaines concentrés formés au
cours de la séparation de phase. Ceci peut étre la conséquence d’une diminution du caractere
hydrophobe du copolymere en raison des interactions électrostatiques répulsives imposées par

le squelette PAA qui entraine une contrainte supplémentaire pour 1’association des greffons

thermosensibles.

0.1 5 -
— P =z
I 0 | meo=- am =) e - g . ‘l
2 [} # = ’
2 01 " 4 © !
5 /7 E , !
2 02 e 3 H
© [} —
5 03 | ] PAAL-N67 e, " PAAL-N67
5 1 < ! Greff
T 04 v ! = = = Greffons 5 I = == Grefions
= (] -
E] ) e 1 ]
T 05 | J wi '

]
0.6 L 1 N ! s 1 s 0 -
20 30 40 50 60 20 30 40 50 60
Température (°C) Température (°C)

Figure 3.1 : (Gauche) Thermogrammes des solutions de greffons PNIPAm et de
copolymére (PAA1-N67) a la concentration de 4,8 wt% dans ’eau ; (Droite) Intégrales des
thermogrammes (enthalpies).

Globalement, on retiendra de cette premiere observation par calorimétrie que le processus de
démixtion se déroule sur un domaine de température compris entre 31 et 42 °C et que I’enthalpie
plus faible qui en résulte pourrait signaler une déshydratation globale moins importante avec

éventuellement la possibilité d’une fraction de greffons PNIPAm non associés.
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1.3. Analyse RMN H

Afin de compléter 1’étude précédente, nous avons également effectué 1’analyse RMN *H de la

solution de PAAL1-N67, a 4,8 wt%, en fonction de la température. En effet, il est possible dans

ces conditions de suivre 1’évolution du processus de séparation de phase des greffons qui se

manifeste par une diminution importante de la mobilité des chaines a 1’état associé et la

disparition progressive de leur signature en RMN H. L’analyse RMN s’effectuant dans le D,0,

on s’attend également a ce que I’association des greffons thermosensibles soit légerement

décalée de quelques degrés vers les plus hautes températures comparativement aux mémes

solutions préparées dans H.03*.
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Figure 3.2 : (A) Variation des signaux RMN *H en fonction de la température pour le
copolymére PAA1-N67, a 4,8 wt% dans D20 ;
(B) Ratio des intégrations RMN pour chaque température, avec At : aire a X °C et Ap : aire a
30 °C; (C) Structure du copolymere de PAA-g-PNIPAm.
Les pics entre 2,7 et 3,2 ppm sont dus & de ’EDC résiduel.
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L’analyse en température reportée sur la Figure 3.2 met clairement en évidence le processus de
thermoassociation avec les deux signaux propres au PNIPAm (6 = 1,1 ppm pour 6H et
d = 3,9 ppm pour 1H), qui disparaissent majoritairement entre 35 et 45 °C. En effet, au-dela de
45 °C, le ratio At/Ao (aire a x°C/aire a 30 °C) diminue trés peu. De méme, pour les signaux
communs au PAA et au PNIPAm (CH. et CH entre 1,3 et 2,5 ppm), I’intensité se stabilise aux
alentours de la valeur attendue de 0,45 (ligne en pointillé) correspondant alors aux seuls protons
du PAA.

Comparativement a la calorimétrie, il est donc possible de conclure que la transition de phase
des greffons PNIPAm, associée au processus de déshydratation/réarrangement des unités
NIPAm, se déroule trés majoritairement sur un intervalle d’environ 10 °C, entre 31 et 42 °C
selon la calorimétrie réalisée dans HO et entre 35 & 45 °C dans D20, d’apres la RMN. Au-dela
de cette température, si le signal de DSC n’évolue plus, on constate par RMN une diminution
faible mais continue de 1’intensité relative entre 45 et 70 °C (At/Ao variant de 10 % a 5 %),
pour les signaux associés au PNIPAm seul, traduisant ainsi I’existence d’une faible fraction
résiduelle d’unités NIPAm mobiles qui continue de diminuer en allant vers de plus hautes

températures.

I.4. Analyse viscoélastique

Maintenant que nous avons mis en évidence comment la température influait sur les propriétés
en solution des greffons PNIPAm, nous allons nous intéresser au comportement viscoélastique
de cette méme solution de PAA1-N67. Comme représenté sur la Figure 3.3, la variation des
modules élastique (G”) et visqueux (G”), mesurée a une fréquence de 1 Hz, permet de mettre
en évidence trois domaines de température distincts en parfaite corrélation avec les études

précédentes.

On notera que pour ce copolymeére, et cela reste vrai pour I’ensemble des dérivés a base de
PNIPAm, les courbes de chauffage et refroidissement sont superposables (cf. Figure 3.3) et
montre 1’absence d’hystérése. Ceci suggere une réponse cinétique suffisamment rapide dans
nos conditions d’observation permettant de justifier des états intermédiaires a 1’équilibre

thermodynamique.
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Figure 3.3 : Propriétés thermoggélifiantes de PAA1-N67, a 4,8 wt% eau ;
(Gauche) Détermination de la Tsol-gel, pour G* = G*’, (Droite) Détermination de la Tas, @ partir
du comportement Arrhénien de la viscosité dans 1’état non associé (s+).

Les trois domaines de température sont les suivants :

1) Un premier régime liquide, appelé «sol », avec G” >> G’. Dans ce domaine, le

module élastique est trop faible pour pouvoir étre mesuré correctement (< 0,2 Pa) a cette
concentration et seul G”, proportionnel a la viscosité complexe (n* = G"/w, avec o = 2xf),
permet de décrire le comportement visqueux qui suit une loi d’ Arrhenius de la forme :
Equation 3.1 : n* = A e(En/RT)

Avec, R : constante des gaz parfaits, T : température, E, : énergie d’activation pour I’écoulement
visqueux et A : constante.

Ce régime perdure jusqu’a la température Tas, SOit ici de 20 & 32,6 °C ; Tas étant définie ici
comme la température a partir de laquelle I’association des greffons thermosensibles conduit a
une augmentation notable (cf. Chapitre 2) de la viscosité complexe n* (cf. Figure 3.3). Cette
température Tas est Iégerement supérieure a la température de début de transition de phase des
greffons mesurée par DSC car il faut un nombre suffisant d’associations inter-chaines pour

provoquer des modifications observables au niveau macroscopique.

2) Une zone de transition au-dela de Tas. La viscosité et les modules G” et G” augmentent

fortement pour conduire a une transition sol-gel caractérisée par la température de croisement
des modules (Tso-get = 34,5 °C). La fin de ce régime est définie a partir de la température ou
I’évolution des modules et de la viscosité ralentit fortement (T2 = 42 °C). Comme indiqué sur
la Figure 3.4, les limites de ce domaine, Tas et T2, peuvent étre déterminées a partir de
I’Equation 3.1, en portant le logarithme de la viscosité dynamique en fonction de I’inverse de

la température.
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Figure 3.4 : Détermination des températures caractéristiques T2 et Tas, pour PAA1-N67
(4,8 wt% eau).

3) Un régime élastique, appelé « gel », avec G* >> G”. Les modules et la viscosité sont

alors peu dépendants de la température. De méme, comme indiqué sur la Figure 3.5, les modules
G’ et G’ mesurés a haute température (T = 60 °C) restent pratiquement indépendants de la
fréquence. Ceci signifie que les liaisons formees lors de la transition de phase ont une durée de
vie suffisamment longue pour empécher la relaxation des chaines macromoléculaires dans nos

conditions d’observation (t < 16 s = l/w).
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g Figure 3.5 : Propriétés viscoélastiques
?’-10045 e® _ece0c0cscecsc00ey de PAA1-N67, a 60 °C, en fonction de
° - ° - la fréquence (Cp = 4,8 wt% dans 1’eau).
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Afin de rationaliser ces résultats, il est possible de normaliser la viscosité complexe de la
solution par rapport a un état de référence «non associé ». Ce dernier, qui est observé
uniquement a basse temperature (T < Tas), peut étre extrapolé sur tout le domaine de température
a partir du comportement Arrhénien de la viscosité (n*wu) mesuré pour T < Tas (cf. Figure 3.3).
Une viscosité relative (n*rel) peut alors étre calculée en divisant pour chaque température la

viscosité complexe expérimentale (n*exp) par la viscosité complexe théorique (n*w) ; soit :

Equation 3.2 : 7y, = 222

*

La variation de ce rapport n*ye; en fonction de la température (cf. Figure 3.6) permet d’apprécier

I’amplitude du phénoméne thermoassociatif et ainsi celui du caractére thermogélifiant qui
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permet notamment de comparer les différents systemes entre eux. Dans le cas de PAAL-N67, a

4,8 Wt%, le rapport 1eLe2C gt de 3800.

Nrel 20°C
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100 L

rl*rel

01 L
20 30 40

1.5. Analyse structurale

1.5.1. Diffusion des rayons-X aux petits angles (SAXS)

10 [

1

Température (°C)

Figure 3.6 : n*re €n fonction de la température, pour PAAL-N67, a 4,8 wt% eau.

50 60

Cette méme solution de PAAL1-N67 a également été étudiée par diffusion des rayons-X aux

petits angles sur la ligne SWING de SOLEIL et la variation d’intensité diffusée en fonction de

la température est reportée sur la Figure 3.7. Les clichés obtenus sont présentés dans

I’Annexe 2 (cf. Figure 3.31). Les clichés ne montrent aucune anisotropie pour toutes les
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Figure 3.7 : (Gauche) Variation de I’intensité diffusée en fonction de la température ;
(Droite) Comparaison des variations de I’intensité diffusée a qmax = 9.10° Al et de la
viscosite relative en fonction de la température.

De maniére qualitative, sur la Figure 3.7, on note tout d’abord un méme comportement pour les

trois températures les plus basses (de 20 a 30 °C) suivi d’une forte augmentation d’intensité a

partir de 35 °C faisant apparaitre un pic de corrélation vers gmax = 9.10° AL, On remarque

également que 1’augmentation d’intensité diffusée résultant de 1’observation a 1’échelle
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nanoscopique est parfaitement corrélée a la variation des propriétés macroscopiques comme
représenté avec la viscosité relative (cf. Figure 3.7 (Droite)).

Le pic de corrélation observé a gmax = 9.10° A suggére la formation de domaines concentrés
de PNIPAmM lors de la séparation de phase avec une distance caractéristique de 1’ordre de
d = 21t/ Qmax, SOIt environ 70 nm. Parallélement au processus de transition de phase qui se
manifeste pour T > 35 °C, la variation de I’intensité diffusée dans le régime asymptotique suit
une loi de Porod (I(q) ~ q™) caractéristique de la formation d'un systéme biphasique séparé par
des interfaces nettes. Ce type de signature qui a été largement décrit pour des systemes
thermoassociatifs, notamment par diffusion des neutrons aux petits angles (SANS)>®, est
généralement modélisé en supposant la formation de domaines sphériques polydisperses riches
en PNIPAm interagissant avec des répulsions de type sphéres dures. Neanmoins, lors d’études
récentes réalisées par Guo et al.” sur des copolyméres poly(N,N-dimethylacrylamide)-g-
PNIPAmM (PDMA-g-PNIPAmM) ou de topologie inverse (PNIPAM-g-PDMA), la similitude des
caractéristiques multi-échelles obtenue avec ces deux copolymeéres a ouvert I’hypothése vers la
possibilité d’une structure bi-continue pour le copolymeére hydrophile a greffons PNIPAm telle

que représentée sur la Figure 3.8.

Temperature

Figure 3.8 : Représentation schématique des processus de
thermoassociation proposée pour les copolymeres de topologies inverses,
PDMA-g-PNIPAmM (©) et PNIPAM-g-PDMA (®) en solution dans I’eau’.

Quel que soit le type de thermoassociation observé, il s’agit bien d’une séparation de phase a
1’échelle nanoscopique faisant apparaitre des domaines riches en PNIPAmM qui pourraient étre
soit des domaines isolés reliés entre eux par les chaines hydrophiles, soit une structure

bicontinue avec une phase concentrée en PNIPAm et une phase hydrophile trés gonflée.
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1.5.2. Analyse Cryo-TEM

Pour compléter 1’étude précédente, la solution de PAA1-N67 a également été étudiée par
cryo-microscopie électronique a transmission (cryo-TEM). Le copolymere a été étudié en
milieu 0,5 M K2COs afin de pouvoir obtenir un hydrogel a température ambiante et ainsi de
maitriser la succession rapide des étapes de préparation, a savoir 1) le dép6t d’une goutte liquide
sur la grille, 2) I’absorption de I’excédent de matériel avec un papier filtre, 3) la gélification a
température ambiante suivi par 4) une trempe tres rapide dans 1’éthane liquide.

Cette analyse, qui a été répetée deux fois sur la solution de PAAL-N67 et complétée par une
étude sur un échantillon thermoassociatif de nature voisine, a conduit a une série d’images telles
que celle présentée sur la Figure 3.9. Bien qu’il s’agisse d’une premicre étude par cryo-TEM
d’une solution de copolymere greffé a base de PNIPAm, étude qui devra étre répétée dans
I’avenir dans des conditions mieux contr6lées, on retrouve sur ces clichés des morphologies
semblables a celle schématisée dans le cas d’une structure bicontinue avec des murs sombres
attribuables aux domaines concentrés en PNIPAm alternant avec des zones plus claires pouvant

correspondre aux zones hydrophiles diluées.

| .IL‘L{J

g es

Figure 3.9 : Images obtenues par cryo-TEM d’une solution de PAA1-N67, a 4,8 wt% dans
du KoCO3 0,5 M.

En conclusion de cette premiére partie, nous avons montré qu’a basse température (T < Tas), les
greffons PNIPAm sont solubles dans 1’eau et la solution de copolymere greffé se comporte
comme une solution classique de polymere en milieu semi-dilué. Lorsque la solution est
chauffée au-dela de la température de séparation de phase des greffons, ces derniers se
déshydratent progressivement et se séparent de la phase aqueuse majoritaire pour former des
domaines concentrés en PNIPAm. Malgré leur mobilité réduite, la réversibilité totale et
I’absence d’hystéreése pour le comportement viscoélastique suggére une réhydratation tres

rapide des greffons au cours du refroidissement et ’absence d’un état vitreux & proprement
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parlé. Au-dela de 42 °C, en absence de variation du signal en DSC, la l1égere augmentation des
modules avec la température peut étre corrélée avec la faible diminution du signal RMN
suggérant un renforcement des domaines hydrophobes et donc une augmentation du nombre
et/ou de la concentration en PNIPAm dans ces domaines. Via une analyse plus détaillée
effectuée par diffusion des neutrons, une conclusion a par ailleurs été proposée par Guo et al.’
avec des systémes tres similaires de type PDMA-g-PNIPAmM ou de topologie inverse
PNIPAmM-g-PDMA. Comme représenté sur la Figure 3.10, ces auteurs ont suivi 1I’évolution du
produit de la fraction volumique en PNIPAm dans les domaines (¢pnipam) par la fraction de
motifs NIPAm participant a ces mémes domaines (fenipam), au-dela de la température de
transition de phase. Ils observent ainsi une augmentation importante du pourcentage en
PNIPAmM dans les domaines hydrophobes entre 35 et 45 °C, indépendamment de la topologie.
Cette augmentation rapide est liée a I’association des greffons a LCST qui se déshydratent
rapidement. Au-dela de 45 °C, la concentration continue d’augmenter mais de maniére plus
faible. A titre de comparaison avec une topologie similaire & notre systéme
(PDMA-g-PNIPAm), a 8 wt%, le produit (¢enipam*fenipam) au sein des domaines passe de
16 % a 60 %, entre 35 et 45 °C, puis de 60 % a 75 %, entre 45 et 60 °C.

1.0
08 O : . Figure 3.10 : Evolution de la proportion
g - > e° @ :ﬂ . en PNIPAm dans les domaines associés
W g e @ en fonction de la température pour des
£ 04 0 e solutions de PNIPAM-g-PDMA (PND)
& e o PND3 W% et de PDMA-g-PNIPAm (PDN), & 3 et
021 0O 4,° Y ot | 8 wt% dans ’eau’.
L m  PDN-8 wt%
0.0 :

30 35 40 45 50 55 60
Temperature (°C)

Enfin, on notera qu’a cette concentration de 4,8 wt%, la solution de PAA1-N67 posséde une
Tas de 32,6 °C et une Tsol-gel de 34,5 °C qui rentrent parfaitement dans les critéres de température
envisagées dans le cadre d’une application biomédicale ; 1I’objectif étant d’obtenir une Tas entre

26 et 33 °C pour avoir une Tsol-ger inférieure a 37 °C.

I1. Impact de la concentration en copolymere

[1.1. Introduction

Dans le cadre de systémes thermogeélifiants, la concentration en polymére est un parametre clé

qui permet de modifier a la fois les propriétés mécaniques des gels obtenus et les températures
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caractéristiques du processus de thermoassociation (Tas et Tsol-get). De plus, dans le cadre de
systemes injectables, la concentration en polymeére joue également un réle important sur la
viscosité de la solution a température ambiante. Ainsi, dans 1’état non associé, la concentration
ne doit pas étre trop importante pour éviter une viscosité trop élevée qui pourrait nuire au

caractere injectable.

[1.2. Analyse calorimétrique

Une premiére étude par calorimétrie permet de comparer la transition de phase des chainons
PNIPAmM greffés en fonction de la concentration en copolymére. Comme on peut le constater
sur la Figure 3.11, le pic endothermique se déplace legerement vers les plus basses températures
lorsque la concentration augmente. De méme, les enthalpies de transition augmentent avec la
concentration pour atteindre des valeurs de 4-4,5 kJ/molnipam, pour 6,5 et 9,1 wt%. Les valeurs
obtenues se rapprochent ainsi des enthalpies communément reportées pour le PNIPAm.

D’un point de vue enthalpique, le signal ne semble plus évoluer au-dela de 40 °C, quelle que

soit la concentration.
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Figure 3.11 : (Gauche) Thermogrammes obtenus par DSC pour PAA1-N67 dans 1’eau
(chauffage, 2 °C/min) ; (Droite) Enthalpie en fonction de la température pour les différentes
concentrations testées.

[1.3. Analyse viscoélastique

11.3.1. Comportement thermoassociatif

L’impact de la concentration sur le processus de thermoassociation est un aspect qui a été tres
étudié et qui a déja été reporté pour des systémes semblables au nétre (PAA-g-PNIPAM®) ou
relativement proches tels que le PAA-g-P(NIPAmM-co-DMA)°. Généralement, pour ces
systemes thermogélifiants, I’augmentation de la concentration entraine une diminution des
températures caractéristiques, Tas et Tsol-gel.

Pour simplifier la représentation graphique, nous avons uniquement porte sur la Figure 3.12, la

variation de la viscosité complexe en fonction de la température pour les différentes
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concentrations étudiées entre 0,5 et 9,1 wt%. Le tracé des modules en fonction de la température
pour la plage de concentration testée est présenté dans I’ Annexe 1 (cf. Figure 3.28).

Avec ce type de représentation, il est important de noter que pour T < Tas, n* est comparable a
la viscosité newtonienne alors qu’a trés haute température, typiquement a T = 60 °C, la viscosité
complexe est proportionnelle au module élastique pour les systemes gélifiés (n* = G'/w).
Dans cette gamme de concentration, la solution la plus diluée (Cp = 0,5 wt%) présente une
Tsol-gel trés élevée avec un croisement de G’ et G” a 51 °C. Pour toutes les autres concentrations,
la transition sol-gel est observée dans la gamme de 30 & 40 °C avec une diminution progressive
des températures caractéristiques (Tas et Tsoi-get) lOrsque la concentration en polymere augmente
(cf. Figure 3.12).
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Figure 3.12 : (Gauche) Caractere thermogélifiant pour différentes concentrations en polymeére,
(Droite) Tas et Tsoi-get pOUr chaque concentration.

Cette diminution des températures Tas et Tsol-gel, qui est généralement plus importante dans le
cas des chaines polyélectrolytes, s’explique tout d’abord par I’augmentation de la force ionique
avec la concentration en copolymere. Cela conduit d’une part a un écrantage croissant des
répulsions électrostatiques entre les chaines de PAA et d’autre part a un effet de « salting-out »
sur les chaines de PNIPAm qui tendent a s’associer a de plus basses températures. Dans notre
systeme ou il existe une compétition entre les interactions électrostatiques répulsives des
squelettes PAA chargés négativement et 1’association des greffons par interaction hydrophobe,
I’augmentation de la concentration en polymere va donc déplacer le phénomeéne vers de plus
faibles températures en favorisant a la fois une diminution des répulsions et un renforcement
des interactions attractives hydrophobes.

On notera également que pour les concentrations testées les températures d’association
obtenues par DSC (Tas (psc)) sont toutes légérement inférieures a celles obtenues par rhéologie
(cf. Tableau 3.2). Comme décrit précédemment, ce léger décalage suggere que les premiers

stades de la transition de phase correspondent plut6t a une transition de type pelote/globule des

103



Chapitre 3

greffons isolés (interactions intra-chaines), ne conduisant pas immédiatement a la formation de

liaisons inter-chaines élastiquement actives.

Tableau 3.2 : Températures d’association obtenues par rhéologie et DSC, pour PAA1-N67.

Co 4,8 wt% 6,5 wt% 9,1 wt%
Tas (oc) 32,6 31,1 28,7
Tas (psc) (°C) 31,2 30,6 25,2

Indépendamment de cet effet de force ionique, la proximité des chaines qui augmente avec la
concentration va également favoriser la formation de connexions inter-chaines au profit de
liaisons intra-chaines prédominantes a faible concentration. Cette transition intra/inter se
manifeste par ailleurs a travers les écarts de température entre Tas et Tsoger Qui sont plus
importants pour les solutions les moins concentrées. Dans notre cas, pour C, = 1 wt%, 1’écart

entre Tas et Tsoi-ger €St de 4,4 °C contre 2-3 °C pour les concentrations supérieures.

11.3.2. Analyse des parameétres-clés

D’apres la Figure 3.12, plusieurs caractéristiques importantes peuvent étre distinguées a partir
du comportement thermoassociatif :

© la viscosité de la solution a basse température,

@® la température d’association,

© la thermodynamique du processus d’association qui impacte la variation de viscosité dans le
domaine de transition,

® le module du gel obtenu a 37 °C et a plus haute température.

O Afin de discuter ces paramétres, nous avons porté sur la Figure 3.13 la variation de la
viscosité complexe a 20 °C en fonction de la concentration. Dans 1’état non associé, et a cette
fréquence de travail, n" peut étre assimilée a la viscosité newtonienne, ce qui a été vérifié
expérimentalement avec la variation linéaire de G” avec . Cette représentation log-log permet
de mettre en évidence les deux domaines de concentration du régime semi-dilué, non enchevétré

et enchevétré, de part et d’autre de la concentration d’enchevétrement que nous estimons ici de

I’ordre de Ce = 2,5 wt%.
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Figure 3.13 : Régimes de concentration pour PAA1-N67, a 20 °C dans I’eau.

Les exposants obtenus pour les lois d’échelle, nsp ~ C>"* et nep ~ C+%2, sont en bon accord avec
les valeurs théoriques prédites pour les polyélectrolytes en absence de sel ajouté!® : ng ~ C2
pour C* < C < Ce et nsp ~ C¥?pour C > Ce. Il est & noter que la concentration de recouvrement
C” est généralement trés faible pour les chaines polyélectrolytes qui sont trés étirées et cette
valeur est attendue pour une valeur de nsp voisine de 1. La concentration d’enchevétrement se
situe quant a elle vers ns ~ 50 ce qui correspond assez bien a la limite entre nos deux
domaines. Dans la suite de cette étude, nous considérerons que les solutions de copolymere sont
réellement en régime enchevétré pour des concentrations supérieures a 2,5 wt%. Il s’ensuit que
la viscosité des solutions injectables dépend essentiellement de la concentration et des
caractéristiques du copolymere (masse molaire, caractére polyélectrolyte). Comme nous le
verrons par la suite, la viscosité des solutions est également dépendante du gradient de
cisaillement. Lorsqu’elles sont soumises a des vitesses de déformation importantes, les
solutions semi-diluées de polymeére présentent généralement un comportement rhéofluidifiant,

cela permet de faciliter leur injection.

@® La température d’association est une caractéristique propre aux chaines a LCST. Dans le cas
de ’homopolymeére PNIPAM, il y a peu de variation de la température d’association avec la
concentration mais nous avons pu constater, notamment dans le cas présent de polyélectrolytes,
que la température d’association des greffons pouvait étre affectée en fonction des contributions
répulsives et attractives mises en jeu. Comme noté sur la Figure 3.12, Tas varie entre 35 et

30 °C lorsque la concentration augmente de 1 a 9,1 wt%.

© et @ En ce qui concerne la variation de viscosité dans le domaine de transition, typiquement
entre 30 et 42 °C, ainsi que I’amplitude des valeurs obtenues dans 1’état associé (Gel), on note
clairement, sur la Figure 3.12, des variations importantes en fonction de la concentration en
polymere.

Une premiére analyse consiste a comparer la variation des modules élastiques des solutions

enchevétrées en fonction de la température pour T > Tso.ge. COmme représenté sur la

105



Chapitre 3

Figure 3.14, la dépendance de G’ avec la concentration varie de maniére tres importante avec
la température. La pente de ces variations, et donc ’exposant de la loi de puissance G'~C?,
décroit fortement entre 36 et 42 °C puis plus faiblement au-dela pour atteindre des valeurs
comprises entre 2 et 1,3 dans le régime gel.
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Figure 3.14 : (Gauche) Dépendance du module G’ avec la concentration pour différentes
températures (T > Tsol-gel) ; (Droite) Exposants des lois de puissance (G'~C%) déterminés a
partir de la figure de gauche.

Cette large variation de comportement dépend a la fois du taux d’enchevétrement des chaines,
relié a la concentration en polymere, mais également du degré d’avancement de la transition de
phase qui débute a des températures différentes en fonction de la concentration (cf. Figure 3.12).
Comme discuté précédemment, un moyen de normaliser les courbes rhéologiques, pour pouvoir
mieux les comparer, en fonction de la concentration par exemple, consiste a diviser la viscosité
complexe mesurée expérimentalement par la viscosité théorique de la méme solution dans 1’ état
non associé ; ce que nous appelons viscosité relative : 1;,; = nzxp/Nin. De Méme, étant donné
que le processus thermoassociatif débute a des températures différentes en fonction de la
concentration, nous avons également normalisé la température en la divisant par la température

d’association de la solution considérée, soit : Ty = T /Tys-

La variation de ces parametres relatifs, portée sur la Figure 3.15, fait clairement apparaitre
I’importance des régimes de concentration. Pour les solutions semi-diluées enchevétrées
(Co =4,8; 6,5 et 9,1 wt%), la normalisation conduit dans le cas présent a une seule et méme
courbe capable de rendre compte du phénoméne de thermogélification sur I’ensemble du
domaine de température : méme pente dans le domaine de transition et méme amplitude.

A T’inverse, des différences importantes sont obtenues dans le régime non enchevétré,
typiquement pour 1 et 2,5 wt%, voire 0,5 wt% qui présente un point de gel a une température

supérieure a 50 °C.
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Figure 3.15 : n*e en fonction de la température normalisée par Tas (Trel).

D’une maniere générale, nous reviendrons plus en détail sur I’analyse des modules élastiques
et de leur variation en fonction de la concentration et/ou de la composition en PNIPAm dans le
chapitre suivant ou cette premiére étude sur le copolymere PAAL1-N67 sera complétée avec

d’autres copolymeres greffées de méme nature chimique.

[11. Impact de la concentration en sel
I11.1. K;COs

Pour abaisser la Tas, et par conséquent la Tsol-gel, il €St possible d’ajouter de nombreux additifs
et notamment des sels comme par exemple le K2COs. L’intérét d’utiliser des sels a fort effet de
« salting-out » permet notamment d’étudier les propriétés du matériau a température ambiante,

en diminuant fortement la température de transition de phase*2.

Comme on peut I’observer sur la Figure 3.16, 1’ajout de K2CO3 0,1 M conduit a une diminution
de la viscosité a 1I’état non associée (T < Tas) d’un facteur 2 par rapport a la référence dans I’eau
en raison de I’écrantage des interactions électrostatiques du squelette polyé€lectrolyte, qui
adopte alors une conformation moins étirée. Cet effet est surtout visible entre 0 et 0,1 M qui
correspond a une force ionique deja suffisamment importante (I = 0,3 M) pour induire un

écrantage efficace.
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Figure 3.16 : Comportement thermogélifiant en fonction de la concentration en K2COs, pour
PAAL-N67 a 4,8 wt% ; (Gauche) Viscosité complexe n*, (Droite) n*re.
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Si on regarde plus en détail la variation des températures caractéristiques, Tas €t Tsol-gel,
celles-ci diminuent linéairement avec la concentration en K>CO3 (cf. Figure 3.17). Un gel peut
ainsi étre obtenu a Tamp, en milieu K.CO3 0,3 M.

On notera cependant que 1’écart entre Tas et Tsol-gel aUgMenNte avec 1’ajout de sel. Ce retard dans
le processus de thermogélification est également mis en évidence sur la Figure 3.17 (Droite) a
partir des pentes de viscosification mesurées dans le régime intermédiaire (cf. Figure 3.16
Gauche) qui décrivent le caractére plus ou moins abrupte de la transition. On note une forte
diminution de cette pente, résultant de la diminution de 1’expansion des chaines, liée a
I’écrantage des charges portées par le squelette PAA, en augmentant la concentration en sel.

Ainsi, il est plus difficile pour les chaines de former des liaisons inter-chaines.
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Figure 3.17 : Etude de PAA1-N67, a 4,8 wt% dans 1’eau et en milieu K2COg3;
(Gauche) Tas et Tsol-get €n fonction de la concentration en K>COs,
(Droite) Pente d’association en fonction de la concentration en K2COs.

A de plus fortes concentrations en sel (C > 0,5 M K,COs), on peut méme envisager I’absence
de gélification, voire I’existence d’une séparation de phase macroscopique, la forte contraction
des chaines ne permettant plus de percoler dans tout le volume de la solution. L’addition de sel
impacte donc les propriétés thermogélifiantes des solutions en favorisant le processus
d’association a plus basse température mais en réduisant les propriétés viscoélastiques dans
I’état associé en raison de la contraction des chaines. Ainsi, les chaines sont moins étirées et la

difficulté pour former des liaisons inter-chaines augmente.

On peut noter que dans le cas d’un squelette neutre de PDMA modifié par des chainons
PNIPAm, Guo et al.” n’ont observé aucune diminution de la viscosité en présence de K,COs
pour des solutions a 3 wt% comme a 10 wt%. Le squelette polyélectrolyte de PAA joue donc
un réle important sur les propriétés thermogélifiantes. En adoptant une conformation étirée dans
I’eau pure, il permet en effet de diminuer la concentration d’enchevétrement par rapport a des

polymeres neutres de méme nature et de méme taille. 1l est par contre plus sensible a la force
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ionique méme s’il permet de conserver une meilleure solubilité dans des conditions de forte

salinité.

[11.2. Tampon Phosphate Salin (PBS)

Le PBS a également été utilisé pour étudier le systéme dans des conditions similaires au milieu
physiologique. Le PBS permet d’obtenir un pH de 7,4 et une concentration en sel similaire a
celle du corps humain (~ 0,15 M).

Les courbes de G’ et G’ en fonction de la température sont présentées dans 1’Annexe 1
(cf. Figure 3.30).

Comme reporté sur la Figure 3.18, le décalage des températures caractéristiques est
relativement modeste dans le PBS par rapport a 1’eau avec une diminution de 1,4 °C, pour

Tsol-gel, passant de 34,5 °C dans I’eau a 33,1 °C dans le PBS.
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Figure 3.18 : Propriétés thermogélifiantes pour PAA1-N67 dans I’eau et le PBS, 4,8 wt%.

Conformément a ce qui vient d’étre décrit dans une solution de K2COg, la viscosité a 1’état non
associe est légérement abaisseée, ce qui entraine une légére diminution des propriétés
thermoépaississantes (cf. Figure 3.18). Néanmoins, compte tenu de la force ionique modérée
induite par le PBS, les propriétés globales ne sont pas trop affectées et le systéme est fonctionnel
dans les conditions physiologiques. La diminution de la viscosité a basse température ainsi que
le décalage de la Tsol-get peuvent méme étre bénéfique en terme d’injectabilité et de prise en gel

en dessous de 37 °C.

IV. Etude des propriétés d’adhésion
IV.1. Introduction

L’objectif de cette étude est d’étendre la caractérisation rhéologique des systémes
thermogélifiants, réalisée initialement dans le domaine linéaire, aux grandes déformations en

utilisant la méthode du « probe tack » qui est une analyse en traction effectuée sur un systeme
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confiné. Comme discuté précédemment, cette technique classique de caractérisation des
adhésifs a éteé transposée récemment au laboratoire SIMM sur un rhéometre qui permet de plus
un contrdle rapide et efficace de la température par effet Peltier'3!4,

Une analyse type est rappelée sur la Figure 3.19 avec © le dép6t de la solution liquide sur le
plateau, @ 1’approche et le contact (ho = 400 um) a T = 20 °C avec la sonde (ro = 10 mm),
® le chauffage rapide du systéme via le plateau inférieur jusqu’a la température d’étude,
@ la stabilisation a cette température pendant dix minutes pour s’assurer de la thermalisation

de I’échantillon et ® test de tack réalisé a une vitesse de décollement v égale a 100 pm/s.

b
force

1 2 3&4

time:
Figure 3.19 : Représentation schématique des différentes étapes suivies dans la
procédure du test de tack adaptée sur un rhéométre?2,

Le suivi de la force (F) en fonction de la distance (h) permet ainsi d’accéder au travail
d’adhésion :

€ max

Equation 3.3 : Wyap, = hy [, o.de

Avec, o = F /A, : contrainte, A, = mr¢ : surface de contact initiale et € = (h — hy)/h, : déformation.

IV.2. Impact de la température sur les propriétés d’adhésion

L’objectif de cette étude est d’analyser les propriétés d’adhésion d’une solution de PAA1-N67,
a 4,8 wt% dans 1’eau en fonction de la température et de les comparer aux caractéristiques
viscoélastiques mesurées aux petites déformations. Il parait en effet intéressant de vérifier
comment 1’adhésion est corrélée aux propriétés rhéologiques sur cette trés grande gamme de
comportement générée lors de la transition sol/gel.

D’une maniere générale, pour les systemes conventionnels tels que les PSA, la température est
un paramétre clé de I’adhésion puisque celle-ci joue directement sur les modules G’ et G”’
(ouE’ et E”’) du systéme. Bien entendu, les comportements sont tres différents de part et d’autre
de la transition vitreuse, et les adhesifs communément utilisés se trouvent a I’état
caoutchoutique a Tamb. Afin d’optimiser les propriétés adhésives a une température donnée, il
est nécessaire d’équilibrer les comportements antagonistes liquide et solide. Le comportement

de type liquide visqueux permet en effet a I'adhésif de s'écouler et de créer un bon contact avec
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le substrat lors de sa mise en place et apporte également un c6té dissipatif lors de la déformation
tandis que le comportement élastique apporte la résistance au décollement.
Un exemple de comportement adhésif d’un PSA a base de poly(styréne-b-isoprene-b-styrene)

(SIS) est présenté sur la Figure 3.20.

Figure 3.20 : Effet de la
température sur les

: ) propriétés d’adhésion d’un
‘ 37°C tribloc SIS® ; (Gauche)
Courbes contrainte-

p\& déformation, (Droite)
P 62 °C

. Photos de I’adhésif apres le
test de tack.

Stress (MPa)

0.5 mm

Strain

Ses propriétés optimales sont programmeées et observées a température ambiante, vers 25 °C,
avec un pic d’adhésion important accompagné d’un phénomeéne de cavitation et de fibrillation
conduisant a un renforcement sous déformation (augmentation de la contrainte en fin de
plateau). Ceci conduit a retarder la rupture de I’adhésif et donc a augmenter 1’énergie
d’adhésion proportionnelle a la surface sous la courbe. Le matériau viscoélastique se comporte
de facon plus élastique lorsqu'il est déformé a des vitesses plus rapides, ou a des températures
plus faibles, et de maniére plus visqueuse lorsqu'il est deformé sur des échelles de temps plus
importantes, ou a plus haute température. C’est ce qui est observé sur la Figure 3.20, avec une
diminution du pic de contrainte et du plateau lorsque la température augmente conduisant a
augmenter le caractére visqueux au détriment du caractere élastique. La cavitation observée a
25 °C (cf. Figure 3.20) laisse place a des instabilités dans I’adhésif apres le test de tack a 37 et
62 °C, caractéristiques d’un comportement de type liquide visqueux. Le c6té plus dissipatif du
matériau en augmentant la température entraine la formation d’instabilités dans la couche
d’adhésif. Le phénoméne de cavitation/fibrillation laisse place progressivement a un
phénomeéne de digitation.

A T’inverse, dans le cas des systémes thermosensibles & LCST, le systéme passe d’un état
liquide a gel lors du chauffage, ce qui conduit a augmenter 1’énergie d’adhésion avec la
température. A 1’état liquide, le matériau est trop dissipatif et ne peut résister au décollement
aux faibles déformations, une tres faible augmentation de la contrainte avec la déformation est
obtenue. C’est ce qui est observé sur la Figure 3.21 ou I’on note tout d’abord une énergie

d’adhésion trés faible, méme négligeable, a basse température (32 °C) puisque la valeur
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mesurée a 1’état liquide est de 0,02 J/m? et se situe en dessous de la valeur seuil théorique

attendue pour ’adhésion capillaire Weap = 0,14 J/m?.

A 100 B
o 04 | %0'39§0.33
= @ @037
—_ E £ 0.36
“ <
£ 1} ¢ =
% o § 02 @ 0.20
= =
01 E
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0-01 1 1 1 1 il 0.0 . 1 1 1 1
30 35 40 45 50 55 30 35 40 45 50 55

Température (°C)

C

Température (°C)

37°C 42°C 46°C
Figure 3.21 : (A) Propriétés thermogélifiantes de PAA1-N67, & 4,8 wt% eau ; (B) Energie
d’adhésion Wadn en fonction de la température (ho : 400 um, v : 100 um/s) ; (C) Photos des
gels apres le test de tack.

En passant la température de transition, 1’énergie d’adhésion augmente rapidement pour
atteindre un plateau d’une valeur d’environ 0,4 J/m? (cf. Figure 3.21B). Si on regarde plus en
détail les courbes contrainte-déformation obtenues sur les Figure 3.22, on note que la contrainte

maximale (omax) augmente jusqu’a 42 °C, avant de diminuer Iégérement a 50 °C.

10000

8000: *
| bt

6000

— s0°c
—a5°C
— aa°c

42°c 4000 |
— 37°C

2000
— 32°C

Contrainte nominale (Pa)
Contrainte maximale (Pa)

30 40 50
1 15 Température (°C)

Déformation

Figure 3.22 : Propriétés adhésives de PAA1-N67 en fonction de la température, 4,8 wt%
eau ; (Gauche) Courbes contrainte-déformation, (Droite) Contrainte maximale.

Bien que nous n’ayons pas d’évidence directe sur les mécanismes de décollement au cours de
I’expérience de tack, I’absence de dépot de polymeére sur la sonde aprés détachement témoigne
d’une rupture adhésive pour les températures supérieures a 40 °C.
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Les photos aprés tests de décollement montre 1’absence de cavitation dans le gel, pour 42 et
46 °C (cf. Figure 3.21C). En effet, les contraintes obtenues sont bien trop faibles pour s’opposer
a la pression atmosphérique et donner lieu & un phénomeéne de cavitation (o << po = 100 kPa).
De plus, le rapport de la pression atmosphérique sur le module d’Young (po/E) doit étre proche
de 1 pour que de la cavitation ait lieu dans le volume du gel*®. Dans notre cas, ce rapport est
tres élevé (po/E ~ 100) en raison du caractere mou de nos matériaux. Ainsi, le processus de
décollement est donc lié a la propagation de digitations a I’interface entre 1’adhésif et le gel
(cf. Figure 3.23), pour les températures les plus élevées.

Néanmoins, a 37 °C, des digitations bien visibles sont observées dans la couche
(cf. Figure 3.21C) en raison de son caractere liquide visqueux qui conduit a une rupture dans le

volume du gel (cf. Figure 3.23) et a la présence résiduelle d’adhésif sur les deux surfaces.

{ $
[

Figure 3.23 : Différence entre une rupture interfaciale (Droite) et une rupture dans le volume
du gel (Gauche), adapté de Nase et al.’.

Il semble donc qu’un module G’ critique doive étre atteint pour obtenir un caractére
suffisamment élastique pour conduire a une rupture interfaciale.

Pour prédire les mécanismes de décollement, Webber et al.’® ont notamment utilisé le rapport

C

% , avec : Gg, I’énergie critique de propagation de la fracture et E, le module d’Young.

Deplace et al.'® ont montré qu’un paralléle a ce rapport pouvait étre fait avec la rhéologie aux
petites déformations en utilisant tan 6/G’. tan 3, qui est égal au rapport G’’/G’, traduit le coté
dissipatif d’un matériau. Plus tan 6 augmente et plus la composante visqueuse prédomine et
ainsi plus le matériau est dissipatif. Ainsi, il existe une valeur critique de tan 8/G’ au-dela de
laguelle le mécanisme de décollement transite d’une rupture interfaciale (comme dans notre
cas) vers des processus intégrant les propriétés viscoélastiques de 1’adhésif qui peuvent étre de
la déformation dans le volume. Cette valeur critique est notamment dépendante de la surface

utilisée lors du test”1°,

Ainsi, dans notre cas, ou de la propagation interfaciale est seulement observée a partir de
42 °C, la couche adhésive est déformée de maniere homogéne pour les faibles déformations
avant qu’apparaisse la propagation de défauts (bulles d’air emprisonnées) ou d’instabilités

(phénomene de digitation) a 1’interface entre la sonde et la couche adhésive. Dans cette
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premiére étape, aux faibles déformations, les propriétés élastiques de 1’adhésif peuvent étre

comparées au comportement théorique d’un systéme élastique confing!® :

- 2
Equation 3.4: oy = 3G (1 + WTh")) €

Avec, oy : contrainte nominale (Pa), G : module de cisaillement, € : déformation, ro : rayon du poingon
et ho : épaisseur initiale du film.

Cette équation, appliquée aux tests d’adhésion réalisés dans 1’état gel, met en évidence un trés
bon accord pour les températures de 42 et 44 °C alors que la valeur expérimentale s’¢loigne de
la valeur théorique a 50 °C (cf. Figure 3.24). Cet écart des données expérimentales par rapport
aux prédictions théoriques, qui souligne une sensibilité croissante des gels sous déformation,
peut expliquer la Iégere diminution de la contrainte comparativement aux températures de 42 a
44 °C,
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7 ! aux températures de 42, 44 et 50 °C.
S 4000 s g= = , .
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g 2 . initial calculé a partir de I’Equation 3.4.
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0 0.2

04
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Déformation

partir de 1’Equation 3.5.

Comme indiqué sur la Figure 3.24, nous avons également essayé de modéliser le comportement
adhésif de notre formulation en utilisant un modele relatif aux fluides a seuil proposé par
Derks et al.?® avec une dépendance linéaire du travail d’adhésion W avec la contrainte

d’écoulement oy (cf. Equation 3.5).

3/2
2mREDy oy,
?,D—s/z et =

4mR3 0y,

Equation 3.5: F =

Avec, Ry : rayon du poingon, Do, épaisseur initiale du film, D : distance & un temps t, oy : contrainte
d’écoulement.
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Dans notre cas ou les gels possedent des modules faibles, nous avons testé ce modele en
assimilant la contrainte d’écoulement a G’. Comme on peut le constater ce mod¢le est inadapté
a notre systeme, la formulation gélifiée possédant un caractére élastique bien marqué

conduisant & une augmentation rapide et linéaire de la contrainte pour de faibles déformations.

Pour résumer, la chute de la contrainte aprés le pic initial est attribué a la propagation de
digitations a I’interface di a la présence de défauts. Ce processus de décollement a été largement
décrit dans la littérature pour les solides élastiques mous’!®. D’aprés Shull et Creton'®, ce
phénomeéne de digitation interfaciale intervient dans le cas de couches confinées de solides
souples et élastiques lorsque ro/ho > 2 et pour des rapports pression atmosphérique/module
d’Young suffisamment grands (po/E > 10) ; conditions vérifiées dans notre cas (ro/ho = 25 et
po/E ~ 100).

Des profils similaires ont été obtenus par Vahdati et al.'*, dans le cas de solutions aqueuses de
PDMA-g-PNIPAm, avec des énergies d’adhésion voisines pour la solution la moins concentrée
(~ 0,5 J/m?, a4 wt% eau). La contrainte maximale atteinte est plus faible mais des déformations
a la rupture plus importantes sont observées (cf. Figure 3.25) et une rupture cohésive est

obtenue.
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Figure 3.25 : Propriétés adhésives pour (Gauche) PDMA-g-PNIPAmM*? et (Droite) POEGMA
modifié par des nanocristaux de cellulose?, 11,5 wt% eau.

Nasseri et Tam?' ont également récemment reporté les propriétés d’adhésion de gels
thermosensibles & base de POEGMA modifiés par des nanocristaux de cellulose?
(cf. Figure 3.25). Les principales différences avec notre systeme sont que la formulation de
POEGMA décrite par Nasseri et Tam?! est beaucoup plus concentrée en polymére (11,5 wt%
au lieu de 4,8 wt% dans notre cas) et que les chaines sont réticulées a la fois par des liaisons
physiques lors de la transition de phase du POEGMA et par des liaisons chimiques (liaisons
acylhydrazones) avec les nanocristaux de cellulose. L’utilisation d’un gel covalent (élastique)
beaucoup plus concentré permet d’obtenir une plus grande déformabilité avec des énergies

d’adhésion correspondantes environ 10 fois supérieures aux noétres. Néanmoins, il est
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intéressant de constater que les contraintes maximales qu’ils enregistrent sont treés proches de
celles de notre systeme PAA1-N67. Leurs meilleures propriétés adhésives, associées au
phénomeéne de fibrillation qui entraine la formation d’un plateau, résultent de la combinaison

des liaisons faibles et covalentes.

IV.3. Impact de la concentration sur 1’adhésion

Les propriétés d’adhésion a haute température (T = 50 °C) ont été étudiées dans le cas des
formulations enchevétrées entre 4,8 a 9,1 wt%. Les courbes contrainte-déformation reportées
sur la Figure 3.26 montrent tout d’abord que 1’énergie d’adhésion, proportionnelle a I’aire sous

la courbe, augmente avec la concentration en polymére.
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Figure 3.26 : Test de tack a 50 °C en fonction de la concentration en polymeére (ho = 400 um
et v =100 pm/s) ; (Gauche) Courbes contrainte-déformation, (Droite) Energie d’adhésion.

0

Néanmoins, I’allure des courbes varie fortement en fonction de la concentration avec une
augmentation de omax de 6 & 13 kPa entre 4,8 et 6,5 wt%. Cette augmentation est classiquement
reportée lorsque le module du systéme augmente. Cependant, pour 9,1 wt%, la contrainte
maximale diminue a 8 kPa. De méme, au-dela de omax, la contrainte diminue beaucoup plus
faiblement en fonction de la déformation, pour la concentration la plus élevée. Ce
ralentissement de la propagation du phénomeéne de rupture interfaciale est d0 trés certainement

a I’augmentation des points de réticulation physiques et du nombre d’enchevétrements.

Afin de donner une interprétation globale qualitative de I’ensemble des résultats d’adhésion, il
faut tout d’abord considérer qu’a 1’état associé (T > 42 °C), les chaines enchevétrées voient leur
mouvement de reptation considérablement ralenti par 1’association des greffons PNIPAmM
auxquels elles sont attachées, de méme que la phase PNIPAmM apporte également sa propre
contribution au comportement viscoélastique. Au repos, ou sous faible déformation, I’ intégrité
de ces interactions physiques est principalement controlée par I’énergie de surface des domaines

PNIPAmM hydrophobes et leurs propriétés viscoelastiques qui résistent a la déformation et
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maintiennent la cohésion inter-chaines caractérisée par un comportement élastique dans nos
conditions d’observation. Pour des déformations plus importantes, comme il peut étre le cas
lors de tests de traction, les greffons PNIPAm sont extraits de leurs domaines et retournent en
milieu aqueux en libérant ainsi les contraintes des chaines enchevétrées qui peuvent alors
s’écouler. Cette description, qui dérive des travaux d’Halperin et Zhulina? relatifs a la
déformation d’une chaine en mauvais solvant (transition globule/pelote étirée), est
classiqguement utilisée pour décrire le comportement mécanique aux grandes déformations de
gels thermosensibles tels que les réseaux réticulés de type PNIPAm-g-PDMA/PDMA-g-
PNIPAmM® ou encore les systémes a base de POEGMA et de nanocristaux de cellulose de
Nasseri et Tam?!. De maniére intéressante, dans ce travail pionnier relatif a la chaine isolée,
Halperin et Zhulina?? mettent en évidence la possibilité de générer une transition discontinue

de type globule/pelote étirée au-dela d’une force critique appliquée a la chaine.

D’autre part, comme nous ’avons décrit précédemment, le module des solutions gélifiées
augmente avec la concentration des chaines enchevétrées (cf. Figure 3.14) et implicitement il
en est de méme pour la pente initiale des courbes o = f (). Généralement, 1’énergie d’adhésion
Wagh augmente également avec le module mais cela peut dépendre de la balance viscoelastique
de I’adhésif. Ceci est par ailleurs décrit dans la littérature pour des systémes dont le module
dépasse 0,1 MPa (critére de Dahlquist) qui sont alors trop élastiques pour permettre 1’obtention
de bonnes propriétés d’adhésion. Cette baisse d’énergie d’adhésion avec la concentration a
également été observé par Vahdati et al.'® dans le cas du systtme PNIPAmM-g-PDMA a
concentration élevée (16 wt%). Dans notre cas, malgré une baisse de la contrainte maximale, le
profil de la courbe o = f(¢), au-dela de omax, témoigne d’une plus grande résistance a la
propagation pour 9,1 wt%, méme si nous n’avons pas mis en évidence de phénomeéne de
fibrillation.

Sur la Figure 3.27, 1’énergie d’adhésion a été tracée en fonction du module et une bonne
corrélation de ces deux grandeurs est obtenue, ce qui permet de corréler a ce stade les propriétés
viscoélastiques aux petites (rhéologie) et aux grandes déformations (adhésion).

De plus, comme discuté précédemment le rapport tan 6/G’ est également un critére important
dans le monde des adhésifs pour estimer les mécanismes de décollement. En tragcant 1’énergie
d’adhésion en fonction de ce rapport, on observe également une corrélation entre ces deux
parametres mais il est a noter que pour les trois concentrations testées tan & est pratiquement
constante (0,142, 0,139 et 0,132 Pa™* pour 4,8, 6,5 et 9,1 wt%, respectivement). L’ augmentation

des propriétés adhésives avec la concentration est dans ce cas essentiellement liee a
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I’augmentation du caractere élastique et non a une quelconque variation du caractere dissipatif

du matériau.
® ) tan §/G'5gc 1

-~ 1 F — 1 F

S : £ ’

£ ® = )
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Figure 3.27 : Energie d’adhésion en fonction (Gauche) du module G* a 50°C,
(Droite) de tan 8/G’so-c.

V. Conclusion

Dans ce premier chapitre expérimental centré sur le copolymére PAA1-N67, nous avons montré
que le comportement thermoassociatif des solutions pouvait étre décrit a partir de différentes
techniques de caractérisation complémentaires. Malgré I’influence du caractere polyélectrolyte
du squelette PAA, le processus d’association du copolymere en solution reste étroitement
correlé aux propriétés intrinséques des greffons PNIPAm. Lors du passage de la transition de
phase, les greffons PNIPAm s’associent sur une fenétre de température assez étroite, environ
5 °C, pour former des domaines concentrés et de faible mobilité qui assurent la jonction globale
du réseau associatif. Si ces comportements thermoassociatifs sont toujours observés en milieu
semi-dilué, les propriétés des gels sont trés dépendantes de la concentration en copolymeére, et
la concentration d’enchevétrement apparait comme un des parameétres clés des propriétés
thermogélifiantes. En régime enchevétré, les Tso.gel des formulations sont inférieures a 37 °C
dans ’eau et en milieu PBS, ce qui permet de les envisager dans le cadre d’applications en
milieu physiologique.

Parallélement aux propriétés viscoélastiques mesurées aux faibles déformations, nous avons
montré que les propriétés d’adhésion augmentaient également lors du processus de
thermoassociation. Néanmoins, les énergies d’adhésion restent modérées dans la gamme de
concentration étudiée, en relation avec le niveau des propriétés viscoélastiques. Pour la gamme
de concentration testée, I’énergie d’adhésion est etroitement corrélée au module G’ et le faible
caractere dissipatif des formulations gélifiées conduit a une rupture interfaciale adhésive sans
processus de fibrillation.

A partir de ces résultats qui constituent la partie centrale de ce travail, nous allons nous

intéresser dans le chapitre suivant a I’influence des différents paramétres structuraux (taux de
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PNIPAmM dans le copolymere, taille du squelette et taille des greffons) sur les propriétés

thermogélifiantes.

Annexes

e Annexe 1: Rhéologie
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Figure 3.28 : Propriétés thermogélifiantes en fonction de la concentration dans 1’eau ;
(Gauche) 4,8 a 9,1 wt%, (Droite) 0,5 a 2,5 wt%.
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Figure 3.29 : Propriéetés thermogélifiantes de PAA1-N67 en fonction de la concentration en
K2COs3, 4,8 wt%.
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e Annexe 2 : Clichés de SAXS
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Chapitre 4 : Etude d’un hydrogel injectable modéle & base de
poly(acide acrylique)-g-PNIPAmM — Impact de la structure sur les
propriétés thermogélifiantes

|. Introduction

Ce chapitre a pour objectif d’étudier I’impact de la structure d’un copolymere greffé modele, le
PAA-g-PNIPAm, sur les propriétés de thermogélification aux petites et grandes déformations.
Dans ce cadre, nous allons nous intéresser plus spécifiquement a la taille des greffons, a la
densité de greffage et a la masse molaire du squelette (cf. Figure 4.1). Les modifications
relatives a la nature des greffons et du squelette seront discutées dans les chapitres suivants

(Partie B).

| Taille greffons | | Densité de greffage | |

(" [Naturedu greffon | N

G e|| e TR R

[ Taile sauelette Y,
Figure 4.1 : Parametres structuraux étudiés dans ce chapitre.

1. Etude du comportement thermoassociatif aux faibles déformations

I1.1. Impact de la taille des greffons

11.1.1. Introduction

En faisant varier la taille des greffons, 1’objectif est de comprendre comment peuvent étre
modifiées les propriétés thermo-associatives des formulations, de part et d’autre de la
température du corps, afin d’adapter au mieux ’architecture du copolymére aux applications
biomédicales visées.

Dans un premier temps, nous avons mené une étude prospective afin d’évaluer I’influence de
la masse molaire des greffons sur le processus de transition de phase. Pour cela, trois greffons
PNIPAmM ont été synthétisés avec des masses molaires différentes : M, = 8, 20 et 38 kg/mol,
appelés respectivement 8k, 20k et 38k (cf. Tableau 4.1).

Tableau 4.1 : Masses molaires des greffons PNIPAmM.

PNIPAm 8k | PNIPAm 20k | PNIPAm 38k

M, ; My, des greffons (kg/mol) 7,6;9,2 20;31 38;61
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L’analyse calorimétrique des solutions de ces PNIPAm a 4,8 wt%, reportée sur la Figure 4.2,
permet de mettre en évidence quelques différences notables lors de la transition de phase.

- On observe tout d’abord une légére augmentation de Tas (psc) qui passe de 35 °C pour 20k et
38k a 37 °C pour les chaines de plus faible masse molaire (8k). Cet effet est en bon accord avec
la littérature sur le PNIPAmM qui est connu pour avoir une T peu dépendante de la masse
molaire. Des températures d’association similaires ont par ailleurs été reportées par Petit et al.*
pour des chaines de PNIPAmM de M, = 8,5 kg/mol (B = 2). Dans le cas de nos greffons possédant
une extrémité amine chargee en bout de chaine, il est également possible que cette derniere
puisse influencer légérement la solubilité des greffons en décalant la transition vers de plus

hautes températures®.
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Figure 4.2 : Influence de la masse molaire des greffons PNIPAm sur la transition de phase
pour des solutions a 4,8 wt% dans 1’eau.

- Le phénomeéne de transition de phase, tel qu’observé en DSC, se déroule sur une gamme de
température de plus en plus large lorsque la masse molaire diminue. Pour les trois greffons
étudiés, cette fenétre de température varie d’environ 5 °C, a 7 °C puis 13 °C pour les greffons
38k, 20k et 8k. Cet effet de la masse molaire, déja reporté dans les travaux pionniers de
microcalorimétrie de Shild et Tirrell3, souligne une transition de phase moins abrupte pour les
faibles masses et la nécessit¢ de chauffer plus pour déplacer 1’équilibre de la transition
pelote/globule.

- Enfin, I’enthalpie de transition de phase diminue également avec la masse molaire, passant de
4,8 kJ/mol a 3,3 kJ/mol entre 38k et 8k. Comme discuté dans le chapitre précédent, ces valeurs
d’enthalpie sont caractéristiques de celles couramment reportées pour les homopolymeéres de
PNIPAM2, Une diminution d’enthalpie est également observée pour les PNIPAmM de plus
faibles masses molaires® ainsi que pour les copolyméres incorporant des monoméres
hydrophiles tels que le MADAP?. Associée au processus de déshydratation des unités NIPAm,
cette diminution de I’enthalpie de transition peut étre reliée a une plus faible déshydratation des
unités NIPAm dans la phase concentrée et/ou a la présence de chaines résiduelles dans la phase

diluee.
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I1.1.2. Propriétés thermoassociatives

[1.1.2.1. Analyse calorimétrique

Suite a I’¢tude préliminaire effectuée par DSC, les deux PNIPAm possédant les masses molaires
les plus extrémes, 8k et 38k, ont été greffés avec un méme pourcentage massique de greffage
(75 wt%) sur le squelette PAAL décrit au chapitre précédent. Les caractéristiques de ces deux
copolymeéres, PAA1-N75/8k et PAA1-N75/38k, sont présentées dans le Tableau 4.2.

Tableau 4.2 : Caractéristiques des copolymeres PAA1-N75/8k et PAA1-N75/38k et leurs
températures caractéristiques déterminées pour des solutions aqueuses a 4,8 wt%.

PAA1-N75/8k

PAA1-N75/38k

M, ; My, des greffons (kg/mol) 7,6:9,2 38;61
M, ; My des copolymeres greffés 420; 1350 350; 1070
Tas(°C), 4,8 wt% eau 38 32,7
Tsolgel (°C), 4,8 Wt% eau 49,1 33,9
Nombre moyen de greffons/chaine ~41 ~7

PAA1-N75/8k

e

PAA1-N75/38k

Les copolymeéres greffés ont tout d’abord été étudiés par DSC afin de comparer les propriétés
thermodynamiques des chainons PNIPAm greffés a celles des chaines libres étudiées
préecédemment. Comme présenté sur la Figure 4.3, on note une forte diminution de 1’enthalpie
de transition, de 4,8 a 2,7 kJ/mol pour PAA1-N75/38k et de 3,3 a 0,7 kJ/mol pour
PAA1-N75/8k, qui peut étre reliée a une plus faible déshydratation des unités NIPAm lors du
processus de séparation de phase. L’association des chainons PNIPAm greffés semble
également étre génée stériquement. En effet, si 1’on regarde les pentes relatives a la variation
d’enthalpie en fonction de la température, elles diminuent fortement par rapport a celles des
PNIPAmM non greffés. Les interactions électrostatiques répulsives entre les squelettes PAA sont
également en partie responsables de ces variations de pente mais le processus d’association
semble plus complexe, si I’on compare les températures d’association. En effet, malgré une
faible différence de seulement 2 °C entre les Tas (psc) des greffons libres 38k et 8k, I’écart
augmente de maniére significative entre ces mémes PNIPAm une fois greffés (environ 6 °C
d’écart). En pratique, la Tasipsc) des copolymeéres greffés diminue par rapport aux chaines libres
pour le PNIPAmM 38k alors qu’elle augmente pour le 8k. Comme nous 1’avons évoqué
précédemment la présence de la chaine polyélectrolyte de PAA introduit des répulsions
électrostatiques inter-chaines tout en renforgant les interactions hydrophobes par effet de

salting-out. Or, si ce dernier effet parait majoritaire pour les greffons 38Kk, il semble que pour
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les chaines plus courtes les interactions électrostatiques prévalent et génent fortement

55
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Figure 4.3 : Analyse DSC des solutions
aqueuses de greffons seuls, 8k et 38Kk, et
des solutions de copolymeéres
PAAL1-N75/8k et PAA1-N75/38k
(Cp = 4,8 wt%, chauffage, 2 °C/min) ;
(A) Thermogrammes,

(B) Enthalpie de transition de phase.

En conclusion, une fois grefféees, les chaines de faible masse molaire (Mn = 8 kg/mol) semblent

donc avoir un caractére hydrophobe trop faible pour prédominer suffisamment sur les

interactions répulsives des squelettes PAA.

11.1.2.2. Analyse viscoélastique

De maniere complémentaire, la variation des modules élastiques présentée sur la Figure 4.4

confirme les conclusions précédentes avec un affaiblissement du comportement thermogélifiant

qui est décalé vers les hautes températures lorsque la taille des greffons diminue.
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Figure 4.4 : Influence de la taille des
greffons sur les propriétés
thermogélifiantes des solutions de
PAA1-N75, a 4,8 wt% dans 1’eau.
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La différence «d’hydrophobie » des greffons impacte donc significativement le processus
associatif. En effet, méme si les deux solutions de copolymeres présentent la méme viscosité a
température ambiante (cf. Figure 4.5), ’augmentation de la viscosité debute a plus basse
température et est beaucoup plus abrupte dans le cas du PAAL1-N75/38k (Tas = 32,7 °C;
p = 68 Pa.s/°C) comparativement au PAA1-N75/8k (Tas = 38,0 °C; p = 24 Pa.s/°C). Ceci
conduit a une gélification qui intervient juste au-dessus de Tas dans le cas du PAA1-N75/38k
(Tsoi-get = 33,9 °C). Alors que pour le PAA1-N75/8k, il faut chauffer environ 11 °C au-dessus
de Tas pour atteindre la transition sol/gel (Tsol-get = 49,1 °C), soit dans ce cas bien au-dessus de
la température du corps. De méme a haute température, typiquement dans la zone 50-60 °C, on
note que le phénomeéne associatif n’est pas terminé et se poursuit de maniére non négligeable
avec les greffons 8k comme le suggére 1’évolution de la pente de G’ ou de n* en fonction de la

température.

100 o pan1-N75/8K 100 © 4.3 Wt%
- © PAAL-N75/38k ® 10 wi%
10
_— E — 10
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£ 8
* E % 1
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Figure 4.5 : (Gauche) Comparaison du processus de thermoassociation en fonction de la taille
des greffons pour PAA1-N75/8k et PAA1-N75/38K, & 4,8 wt% eau ; (Droite) Influence de la
concentration du PAA1-N75/8k sur les propriétés thermoviscosifiantes.

Dans le cas du copolymére PAA1-N75/8k, les propriétés thermoépaississantes peuvent étre
améliorées en augmentant la concentration (cf. Figure 4.5). Néanmoins, la pente n’augmente
que trés faiblement (p = 29 Pa.s/°C), avec une Tsoi-gel QUi reste toujours élevée (45,3 °C) ; tout
cela aux dépens d’une viscosité plus élevée a température ambiante qui pourrait ne pas étre

favorable a I’étape d’injection.

D’une maniere générale, nous retrouvons dans cette ¢tude quelques grandes caractéristiques qui
ont été reportées sur des structures greffés similaires, du type PAA-g-PNIPAM*® ou
PAA-g-P(NIPAmM-co-DMA)®, avec 1) le décalage vers les hautes températures et
2) D’affaiblissement du processus de thermoassociation lorsque I’hydrophilie des greffons
PNIPAM augmente ou lorsque leur masse molaire diminue, notamment en dessous de

10 kg/mol.
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En conclusion, dans le cas des greffons PNIPAm, il est préférable de privilégier une taille de
chaine suffisamment importante pour faciliter le processus d’agrégation et la formation de
micro-domaines concentrés en PNIPAm dans une fenétre de températures la plus réduite
possible. Dans ce contexte, la taille des greffons ne peut pas étre augmentée de maniere
inconsidérée car il est difficile de controler la fonctionnalisation des extrémités pour des chaines
trop longues. D’autre part, le nombre de greffons par squelette diminuant proportionnellement
avec leur masse molaire, pour un taux de greffage donné, le nombre de greffons par chaine
risque de devenir insuffisant pour conduire a une réticulation physique efficace. Dans ce cadre,
des greffons a LCST de masse molaire 30-40 kg/mol (M) nous semble un bon compromis pour

se placer dans des conditions favorables pour I’application envisagée.

[1.2. Impact du taux de greffage

111.2.1. Introduction

Lors de leur association avec la température, les greffons a LCST forment des domaines
concentrés qui permettent de réticuler le réseau de chaines hydrophiles. Ainsi, plus leur
pourcentage est important, plus le nombre de points de réticulation dans le réseau est censé
augmenter, conduisant ainsi a une augmentation du module de conservation G’.

Pour cette etude, trois copolymeéres greffés ont été synthétises a partir du méme squelette PAA1
en faisant varier le taux en PNIPAmM de M, égale a 38 kg/mol. Les différentes caractéristiques

des copolymeéres greffés sont résumées dans le Tableau 4.3.

Tableau 4.3 : Caractéristiques des copolymeres PAA1-Nx/38k et temperatures caracteristiques
déterminées pour des solutions aqueuses a 4,8 wt%.

PAA1-N37 | PAA1-N67 | PAA1-N75
M, ; My, des greffons (kg/mol) 38;61 38;61 38;61
M, ; My, des copolymeres greffés (kg/mol) | 238;817 244 ;818 | 351;1074
Composition PAA/PNIPAM (Wt%) 63/37 33/67 25/75
Tas; Tsol-gel (°C) 32,3;349 | 32,6;34,5 | 32,7;33,9
Nombre moyen de greffons/chaine ~2,5 ~4,5 ~7

11.2.2. Analyse viscoélastique

A partir des analyses viscoélastiques reportées sur la Figure 4.6, on note peu de modifications
au niveau de la température d’association (Voir également Tableau 4.3), indiquant ainsi la trés
faible dépendance de la Tas avec le pourcentage en PNIPAm pour une concentration fixée. Il en

est de méme pour la température de transition sol/gel qui varie seulement entre 34 et 35 °C pour
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les trois copolyméres en solution. Les modules en fonction de la température sont reportés dans
1I’Annexe 1 (cf. Figure 4.16).

100
Figure 4.6 :
— 0 Propriétés rhéologiques
é . des solutions de
. 7 © PAA1-N75 copolymeres
A 23.8 O PAALNGY PAAL-NXx/38K,
o - a 4,8 wt% dans 1’eau.
0.01 : : : :
20 30 40 50 60

Température (°C)

Alors que les trois solutions de copolymeére présentent des viscosités comparables dans le
domaine non associé, le processus de thermoassociation conduit a des écarts tres importants
que 1’on note a la fois sur les pentes des courbes n* = f(T), avec p = 23,8 ; 57 et 68 Pa.s/°C
pour PAA1-N37, PAAL-N67 et PAAL-NT75, respectivement. C’est également le cas pour les
modules élastiques obtenus a haute température (n* = G'). Il apparait donc clairement que le
taux de PNIPAm dans le copolymére joue un r6le majeur sur les caractéristiques viscoélastiques
des gels physiques. L’augmentation des propriétés thermoépaississantes avec le pourcentage en
PNIPAmM s’explique par la formation d’une fraction croissante de microdomaines PNIPAmM qui
assurent la connexion et le couplage viscoélastique avec la phase semi-diluée enchevétrée de
PAA.

A titre d’exemple, si on estime que la concentration en PNIPAm dans les domaines formés a
haute température est d’au moins 50 wt%, la fraction massique des domaines riches en PNIPAm
est environ 2 fois plus élevée pour le PAA1-N75/38k comparativement au PAA1-N37/38k ;
soit environ 7 et 3,5 wt%, respectivement, pour une concentration totale en copolymére de
4,8 wt%.

11.3. Impact de la taille du squelette

11.3.1. Introduction

Afin d’étudier I’impact de la taille du squelette hydrophile sur le comportement associatif, un
poly(acide acrylique) de masse molaire plus élevée que le précédent a été utilisé. Ce deuxiéme
PAA sera appelé PAA2 et possede une My égale a 710 kg/mol (cf. Chapitre 2).

Afin de s’affranchir des effets liés aux greffons dans le copolymére, les deux polymeres ont eté

modifiés avec les mémes greffons PNIPAmM (M, = 38 kg/mol, b = 1,6) et le méme pourcentage
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de greffons (75 wt%). Les caractéristiques des deux copolymeres étudiés sont reportées dans le

Tableau 4.4.

Tableau 4.4 : Caractéristiques des copolymeres greffés en fonction de la taille du squelette.

PAA1-N75 | PAA2-N75
M, ; My, greffons (kg/mol) 38;61 38;61
M, ; My copolymere (kg/mol) 351;1074 /
Tas(°C), 4,8 wt% eau 32,7 32,5
Tsol-gel (°C), 4,8 wt% eau 33,9 33,2
Nombre moyen de greffons/chaine ~7 ~ 15

e

PAA1-N75

PAA2-N75

11.3.2. Analyse viscoélastique

L’analyse comparative de la viscosité complexe en fonction de la température pour les deux

copolymeéres a la méme concentration (cf. Figure 4.7) montre tout d’abord une viscosité plus

importante & basse température (T < Tas) avec la solution de copolymére PAA2-N75. Ce résultat

classique s’explique par I’augmentation du nombre d’enchevétrements avec la masse molaire

du squelette et par conséquent par une diminution de la concentration d’enchevétrement Ce du

copolymeére PAA2-N75 comparativement au PAA1-N75.
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Figure 4.7 : (Gauche) Influence de la masse molaire du squelette PAA sur les propriétés
thermogélifiantes : PAAL-N75 et PAA2-N75 (C, = 4,8 wt% dans 1’eau) ; (Droite) Variation

de la viscosite complexe relative (n*rer) en fonction de la température.

Expérimentalement, la concentration d’enchevétrement du PAA2-N75 est estimée a 1,5 wt%

(cf. Figure 4.8), comparativement & Ce = 2,5 wt% pour les solutions de PAA1-N67. Les lois

d’échelle pour le régime semi-dilué non enchevétré sont trés proches pour les deux
copolyméres, avec nsp ~ C>"t et ¢, pour PAA1-N67 et PAA2-N75 respectivement, lorsque
C < Ce. C’est également le cas pour C > Ce, OU la viscosité specifique suit une loi de puissance

en C132et 1 pour PAA1-N67 et PAA2-NT75 respectivement.
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Figure 4.8 : Lois d’échelle pour PAA1-N67 et PAA2-N75, a 20°C dans 1’cau.

Les propriétés de thermogélification sont quant a elles assez similaires, avec des valeurs de Tas
et Tsol-gel cCOMparables (cf. Tableau 4.4). Le suivi des modules avec la température se trouve
dans I’Annexe 1 (cf. Figure 4.17).

De méme, les superpositions de la viscosité relative dans le domaine de températures
correspondant a la mise en place des associations (32-35 °C), ainsi que celle des
thermogrammes (cf. Figure 4.9), démontrent clairement que dans le cas présent le processus

associatif n’est pas influencé par la taille du squelette mais dépend uniquement des greffons.
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Figure 4.9 : Thermogrammes obtenus par DSC pour les solutions de PAAL1-N75 et
PAA2-N75, a 4,8 wt% dans 1’eau (chauffage, 2 °C/min).

A haute température, le gel de PAA2-N75 présente néanmoins un module élastique plus élevé
que celui du copolymeére de plus petite taille mais sans corrélation directe avec les viscosités

mesurées a basse température.

Dans I’hypothése, ou les propriétés ¢lastiques mesurées a haute température seraient
uniquement pilotées par les enchevétrements initialement formés entre les chaines de
copolymeére, le module élastique dans 1’état associé ne devrait pas dépendre de la masse molaire
(G~M?). Dans le cas présent ou le rapport des modules mesurés a 60 °C est significativement

différent, cela suggére que la masse molaire du squelette influence également les propriétés
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¢lastiques dans 1’état associé en jouant sur le nombre de greffons par chaine ainsi que sur la

concentration d’enchevétrement.

I1.4. Discussion

Afin de mieux appréhender les parameétres-clés a 1’origine des propriétés élastiques obtenues a
haute température, nous avons porté dans un premier temps la variation des modules élastiques
relevés a 60 °C en fonction de la concentration en copolymére (Cp). Cette analyse reportée sur
la Figure 4.10A fait apparaitre une loi de comportement lorsque 1’on s’intéresse aux propriétés
d’un méme copolymeére en fonction de la concentration. Par contre, il n’existe pas de corrélation
simple dés lors que I’on compare 1’ensemble des copolymeéres.

La fraction de PNIPAm dans le copolymeére jouant un réle important sur le processus de
thermoassociation comme nous 1’avions vu sur la Figure 4.6. Nous avons alors reporté les
modules en fonction de la concentration relative en PNIPAm sur la Figure 4.10B
(Cpnipam = Cp-Wpnipam )- MEme si des écarts sont observés par rapport a la loi de
comportement moyenne calculée sur 1’ensemble des données relatives aux copolymeres
PAA-g-PNIPAm, cette normalisation & partir de la concentration en PNIPAmM permet de rendre
compte d’un comportement unique pour I’ensemble de cette série (G'~C;’7), quelle que soit la
proportion ou la longueur des greffons. Les solutions du copolymére PAA1-N75/8k semblent
en effet suivre ce méme comportement malgré des greffons PNIPAm plus courts. Dans ce cas,
ou les Tas sont décalées vers des températures plus élevées par rapport aux autres copolymeres,
cet ajustement pourrait étre amélioré en prenant les modules a une température T = T+ AT,
en utilisant un AT constant pour tous les copolymeres.

Par contre, si on ajoute sur cette méme figure les données obtenues pour la famille
PAA2-g-PNIPAmM, on note des écarts non négligeables que 1’on peut attribuer, a une
concentration donnée, a la différence de masse molaire entre les deux copolymeéres. Afin de
prendre en compte ce paramétre ainsi que la nature chimique des chaines, nous avons considéré
la concentration d’enchevétrement Ce qui dépend a la fois de la masse molaire de la chaine (M)

et de la masse molaire entre enchevétrements a 1’état fondu (Me,) :

Equation 4.1 : C, ~ (Me,O/M)a

L’exposant & de la relation ci-dessus vaut 3/4 dans le cas des solutions de polymeres neutres en
bon solvant et en solvant-®. Dans le cas des solutions de polyélectrolytes, bien qu’un exposant

2 soit prédit théoriquement la plupart des résultats expérimentaux conduisent a une valeur

voisine de la précédente : § = 0,7-0,8".
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Dans une seconde étape, la concentration relative en PNIPAmM a donc été normalisée par la
concentration d’enchevétrement, qui a été évaluée expérimentalement. La concentration C. est
égale a 2,5 wt% pour PAA1-N67/38k et 1,5 wt% pour PAA2-N75/38k (cf. Figure 4.8). Cette
normalisation des données reportée sur la Figure 4.10C conduit a une relation générale :
G'~Cp’.

D’une maniére générale, ce type de loi d’échelle G'~C?* est classique dans la littérature et un
comportement asymptotique avec une valeur moyenne a = 2 a été tres souvent observé
expérimentalement pour décrire le comportement de gels physiques thermostimulables tels que
la gélatine ou I’agarose, en se placant suffisamment loin de la transition sol/gel®.

D’un point de vue théorique, plusieurs modeéles permettent d’aboutir a ce type de relation. On
trouve par exemple ceux développés historiquement & partir de la théorie de Flory et
Stockmayer relative a la polycondensation entre molécules f-fonctionnelles. C’est le cas en
particulier du modéle d’Hermans® développé sur la base de la formation de diméres (o = 2) ou
de la théorie de cascade proposée par Clark et Ross-Murphy*® qui conduit comme le précédent
a un comportement asymptotique avec un exposant o = 2, pour des valeurs de fonctionnalité
élevées ou a < 2 pour des fonctionnalités plus faibles.

Ces lois d’échelle sont également décrites dans le cas des polymeres associatifs contenant de

multiples points d’interaction (appelés “stickers”) responsables du phénoméne d’association
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intra- ou inter-chaines. Dans le cas de solutions enchevétrées, la relaxation des chaines est
décrite par un mécanisme de reptation collante générée par la dissociation de 1I’ensemble des
stickers appartenant a une méme chaine. Dans ce cas, ’amplitude du module au plateau, a des
fréquences supérieures a 1/ts, avec ts la durée de vie de 1’association physique entre deux

stickers, est donnée par :

Equation 4.2 : G = CRT (Mi + Mi) =G, + G,

Avec, p : fraction de stickers formant des liens inter-chaines, Ms/p, M;s et M. : masses molaires moyennes
des segments élastiques compris entre points de réticulation physiques, stickers voisins et
enchevétrements, respectivement, G et G, étant les contributions relatives au module élastique (G) des
points de réticulation physiques et des enchevétrements.

Comme décrit par Leibler etal.X!, lorsque les enchevétrements dominent (Ms/p > Me), le module
au plateau s’écrit :

Equation 4.3 : G = G,~C“

Avec, o : exposant caractéristique des solutions semi-diluées enchevétrées, ¢’est-a-dire o = 2,3 pour les
polymeres neutres et o = 1,5 pour les polyélectrolytes.

A l’inverse, si le comportement est dominé par les points de réticulation physiques (Ms/p < M),

deux plateaux élastiques sont attendus : 1’un pour t < 7 donné par I’Equation 4.2, Iautre pour

Trep > t > Tg, avec un module au plateau plus faible donné par I’Equation 4.3.

Enfin, notons que 1’0n retrouve également ce méme type de loi d’échelle dans le cas des
structures cellulaires et nanocomposites. Dans le cas des structures cellulaires, Ashby et al.'?
ont en effet montré que le module d’Young d’une mousse avec des pores ouverts (Ec) pouvait
étre calculé a partir du module d’Young du matériau solide constituant les parois de la mousse
(E2) suivant la relation :

Equation 4.4 : E./E, = A.(p./p»)?

Avec, pc et p2 : densités du composite et du matériau formant les parois, respectivement, et A : constante.

Plus récemment, Carolan et al.'® ont proposé une approche phénoménologique a partir de
modélisations numériques réalisées sur des matériaux composites présentant différentes
structures relatives a une microséparation de phases ; soit des domaines isolés au sein d’une
matrice, soit des phases co-continues. Pour ces différents systemes biphasiques, ils ont montré
avec succés qu’il était possible de modéliser le comportement élastique de matériaux
nanostructurés en étendant 1’expression d’Ashby et al. (cf. Equation 4.4) & des systémes
biphasiques, soit :

Equation 4.5: E. = E; + (E, — E;) 3

Avec, E; > E; : modules d’Young de chacune des phases et ¢, : fraction volumique de la phase dure.
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A travers ces différentes théories, on note que le comportement élastique peut étre décrit de
maniére trés différente, soit en prenant en compte uniquement les propriétés de la matrice
enchevétrée, soit a partir du comportement élastique des deux phases générées lors de la
séparation de phase. La normalisation que nous avons obtenu a la Figure 4.10C, qui sera
également appliquée par la suite dans le cas de squelettes hydrophiles de nature différente,
souligne le couplage important qui existe entre les enchevétrements initiaux des chaines
hydrophiles (Cp/Ce) et la fraction de PNIPAmM (wenipam) responsable de la formation de
domaines riches en polymere et de I’augmentation importante du temps de relaxation des

chaines qui n’est pas observable dans nos conditions d’étude.

I11. Adhésion — Analyse comparative aux grandes déformations
[11.1. Impact du pourcentage en greffons
Comme pour la variation du module G’, nous avons étudié I’impact du pourcentage en PNIPAm

dans le copolymere. Ainsi, les deux polymeres PAAL1-N37 et PAA1-N67 ont été comparés aux
grandes déformations par des tests de tack réalisés a 50 °C.
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Figure 4.11 : Propriétés adhésives en fonction du pourcentage en PNIPAm, a 50 °C ;
(A) Courbes de tack en fonction de la concentration pour PAA1-N67, (B) Courbes de
tack en fonction de la concentration pour PAA1-N37, (C) Energie d’adhésion en
fonction de la concentration en polymére, (D) Energie d’adhésion en fonction de la
concentration en PNIPAm.
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Dans le cas des formulations de PAA1-N37, on observe une augmentation progressive de la
contrainte maximale et de 1’énergie d’adhésion avec la concentration (cf. Figure 4.11B et C).
Néanmoins, les propriétés d’adhésion de PAA1-N67 sont supérieures a celles de PAA1-N37
sur une méme gamme de concentration, faisant clairement apparaitre 1’impact du pourcentage
en PNIPAm. Ainsi, comme pour la variation du module G’, les propriétés adhésives sont
étroitement corrélées a la concentration en PNIPAm comme observé sur la Figure 4.11D. Pour
ces deux copolymeres qui possédent des concentrations d’enchevétrement identiques, ¢’est en
effet la proportion de greffons PNIPAm qui va contréler, a une concentration en copolymeére
donné, les propriétés adhésives de la formulation. En 1’occurrence, le processus de
désengagement des chaines qui intervient lors de la traction de 1’adhésif en milieu confiné va
dépendre du taux de PNIPAm, ici proportionnel au nombre de chaines par macromolécules
impliquées dans le phénoméne d’association. A la fin de cette partie, nous tenterons de
normaliser les propriétés d’adhésion pour 1’ensemble des copolymeéres de PAA-g-PNIPAmM

¢tudiés, comme nous ’avons fait pour la variation de G’.

[11.2. Impact de la taille du squelette

Afin d’évaluer I’influence de la masse molaire du squelette hydrophile sur les propriétés
d’adhésion, une étude comparative a été réalisée sur les deux copolymeres possédant la méme
fraction de PNIPAmM (75 wt%).

A Dinstar des propriétés viscoélastiques précédentes, les mesures de tack présentées sur la
Figure 4.12A confirment I’importance de la taille de la chaine sur 1’énergie d’adhésion qui est
beaucoup plus importante pour le squelette de masse molaire élevée. Dans le cas de systemes
formulés a une concentration de 4,8 wt%, 1’énergie d’adhésion est de 2,8 J/m? pour le
PAA2-N75, soit 4 a 5 fois plus élevée que celle mesurée pour le PAA1-N75.

Les photos obtenues post-mortem, apres les tests de tack, montrent deux facies différents mais
des mécanismes de décollement similaires. En effet, pour les deux copolyméres une rupture
adhésive, sans résidu sur le poingon, est observée. Pour PAA1-N75, aucun stigmate lié au
décollement n’est observé (cf. Figure 4.12B). Pour PAA2-N75, des digitations apparaissent
majoritairement en périphérie de la couche de gel (cf. Figure 4.12C). L’absence de résidu sur
le poingon atteste bien d’une rupture interfaciale et non d’une déformation dans le volume qui
aurait aboutie a une rupture cohésive. De plus, comme expliqué précédemment, pour les gels
ayant des modules faibles, comme c¢’est le cas pour nos systémes, le rapport po/E est élevé et il
est difficile pour le gel de lutter contre la pression atmosphérique. C’est pourquoi des

instabilités vont alors se propager sans phénomene de cavitation.
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Figure 4.12 : Test de tack en fonction de la taille du squelette a 50 °C (4,8 wt%, v : 100 um/s,
ho: 400 um) ; (A) Courbes contrainte-déformation et photos apres tests de tack pour
(B) PAA1-N75, (C) PAA2-NT75.

Néanmoins, PAA2-N75 apparait plus « dissipatif » que PAAL-N75 puisque sa déformation a
la rupture est observée a environ ¢ = 2, contre 1,25 pour PAA1-N75, ce qui souligne une
propagation plus lente des instabilités a I’interface. En ce qui concerne les valeurs de tan 6 qui
traduisent le coté dissipatif du matériau, celles-ci sont assez proches, avec 0,137 et 0,0912 pour
PAA1-NT75 et PAA2-NT75, respectivement. Comme précédemment, les propriétés adhésives des
deux copolyméres semblent donc étre plus étroitement corrélées au caractere élastique des
formulations (G = 880 Pa pour PAA2-N75 contre G’ = 540 Pa pour PAA1-N75) qu’a leur
caractere dissipatif (tan 8) qui lui ne varie que tres peu d’un polymeére a I’autre. Lorsque 1’0n
compare ces deux copolymeres a une méme concentration, il faut tout d’abord considérer le
nombre d’enchevétrements par chaine qui est supérieur pour PAA2-N75 et qui entraine une
meilleure résistance a la propagation des instabilités. De plus, la réticulation physique
inter-chaines, relative aux greffons PNIPAmM, est également plus importante avec PAA2-N75
qui possede un plus grand nombre de greffons par chaine (cf. Tableau 4.4). Ces deux effets
combinés, qui permettent d’augmenter les connexions inter-chaines au sein du réseau, sont donc
des parametres clés pour augmenter 1’énergie d’adhésion dans le cas de PAA2-N75.

Les travaux de Zosel et al. ont en effet montré I’impact du taux de réticulation'* et/ou de la
masse molaire entre enchevétrements®® sur les propriétés adhésives. Dans le cas du PDMS,
Zosel et al.* ont montré qu’il était possible de modifier trés largement le comportement adhésif
en controlant le taux de réticulation par irradiation (cf. Figure 4.13).

En I’absence d’irradiation, le polymeére présente un comportement de type « softening ». Dans

ce cas-ci, seuls les enchevétrements agissent comme des connexions inter-chaines. A partir de
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40 kGy, le polymeére présente un phénomene de durcissement des fibrilles (« strain hardening »)
se manifestant par ’existence d’un plateau et d’une augmentation de la contrainte aux fortes
déformations. Par contre, lorsque le taux de réticulation devient trop important, la taille du
plateau diminue jusqu’a complétement disparaitre pour 1000 kGy, en relation avec la forte

composante élastique du systeme.

107 107
0 100 1000 kGy . _ .
oPa i Figure 4.13 : Effet du niveau
| D=0KGy t b d’irradiation (taux de retlc?ulatlon)
; ; sur les courbes contrainte-
déformation ; Avec, kGy :
P 14
I T T T b Gow kiloGray™.

Dans notre cas, on peut conclure que I’augmentation de la taille du squelette pour PAA2-N75
entraine une augmentation du nombre de points de réticulation physiques par chaine ainsi que
du nombre d’enchevétrements. Cela conduit a une augmentation de la composante élastique qui
se traduit par une augmentation de 1’énergie d’adhésion en relation avec 1’augmentation de la
contrainte maximale et de la déformation a la rupture. Ainsi, pour nos systemes
PAA-g-PNIPAm, les propriétés adhésives sont étroitement liées au taux d’enchevétrement et
au nombre de greffons a LCST par chaine, comme ¢’était le cas également pour le module de

conservation G’ (cf. Figure 4.10).

[11.3. Impact du pourcentage en polymeére sur les propriétés aux grandes
déformations

Au regard des énergies d’adhésion plus importantes pour PAA2-N75, nous nous sommes
intéressés a I’impact de la concentration sur les propriétés aux grandes déformations pour ce
polymere.

Comme représente sur la Figure 4.14, I’énergie d’adhésion augmente sur toute la gamme de
concentration testée pour atteindre des valeurs assez élevées de I’ordre de 6 J.m™, pour la
solution a 10 wt%. Les profils sont similaires pour les concentrations de 5 et 7 wt%, avec une
augmentation de la contrainte maximale, pour 7 wt%, attestant de I’augmentation du module.
De plus, une augmentation de la déformation a la rupture est également observée (emax = 5)
montrant un ralentissement de la propagation des digitations pour cette concentration.
Cependant, aucun effet de renforcement sous contrainte n’est observé. Pour 10 wt%, on note

une valeur légérement plus faible pour omax. La déformation maximale diminue également a
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environ emax = 2 en raison de I’augmentation de 1’élasticité du systéme. Ce phénomene est

couramment reporté pour les PSA, comme présenté sur la Figure 4.13.
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Figure 4.14 : Effet de la concentration en polymere sur 1’énergie d’adhésion pour PAA2-N75.

Cependant, malgré des différences de profil sur les courbes contrainte-déformation, 1’énergie

d’adhésion dépend de la concentration en polymere pour les trois PAA-g-PNIPAm étudiés

(cf. Figure 4.15A).
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Figure 4.15 : Variation de I’énergie d’adhésion en fonction de la concentration en polymeére
(A), de la concentration relative en PNIPAm divisée par la concentration d’enchevétrement

(B), de tan 6 divisé par le module G’ 2 50 °C (C) etde G’ a
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Afin de comparer I’ensemble des résultats d’adhésion pour tous les PAA-g-PNIPAmM
synthétisés, nous avons renormalisé les données en portant 1’énergie d’adhésion en fonction de
la concentration relative en PNIPAm divisée par la concentration d’enchevétrement
(cf. Figure 4.15B). Malgré des signatures parfois différentes obtenues sur les courbes

contrainte-déformation, la normalisation des données conduit a un comportement commun

Wadh~(CP,\”pAm/Ce)l'9 qui implicitement conduit a une corrélation simple entre les

propriétés d’adhésion et les propriétés élastiques mesurées aux petites déformations

(cf. Figure 4.15C et D).

IV. Conclusion

Sur la base d’une structure greffée PAA-g-PNIPAM, nous avons montré dans ce chapitre
comment il était possible de contrdler le processus thermoassociatif en jouant sur les différents
parameétres architecturaux. Des modules plus élevés et de meilleures propriétés d’adhésion,
pour une concentration donnée, sont obtenus a partir d’un squelette de grande masse molaire.
En effet, ceci permet & la fois d’abaisser la concentration d’enchevétrement et d’augmenter le
nombre de greffons a LCST par chaine de maniére a augmenter les connexions inter-chaines au
sein du réseau associatif. De méme, il est préférable d’utiliser des greffons suffisamment longs
pour favoriser une transition plus abrupte du phénomene associatif et ainsi pouvoir obtenir des
températures de transition inférieures a 37 °C.

De maniere pratique, il n’est pas possible d’augmenter indéfiniment la masse molaire du
squelette PAA au risque d’obtenir des viscosités trop élevées a température ambiante, pouvant
ainsi diminuer le caractere injectable de la formulation. De méme, en augmentant le taux de
greffage de maniere trop importante, il y a un risque d’aboutir & un phénomeéne de
macroseparation de phase avec synérese lors de la transition. En effet, la formation d’un gel
thermosensible est gouvernée par la présence d’une proportion suffisante de composante
hydrophile dans le copolymere pour permettre la stabilisation du réseau formé lors du processus
thermoassociatif. Cet aspect sera notamment discuté dans le chapitre suivant.

En conclusion, I’utilisation de greffons PNIPAm de 30-40 kg/mol (M) et des taux de greffage
ne dépassant pas 80 wt% semblent bien adaptés au design de copolymeres injectables et nous
appliquerons ces mémes parametres pour la synthése des copolymeres a base d’alginate.

Le résultat le plus marquant de cette premiére partie reste la possibilité de pouvoir décrire de
maniére phénoménologique le comportement élastique a haute température, de méme que les
propriétés d’adhésion non spécifiques, a partir de la concentration en polymere normalisée par

la fraction massique en greffons a LCST et la concentration d’enchevétrement (Cenipam/Ce).
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Bien qu’il soit difficile de s’appuyer sur une théorie particuliere, cette dépendance étroite est
une aide importante dans le cadre des relations structure/propriétés et montre ainsi que les

propriétés obtenues relévent d’un subtil couplage entre enchevétrements et réticulation

physique.

Annexes

Annexe 1 : Rhéologie
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Figure 4.16 : Propriétés thermogélifiantes en fonction du taux de greffage, 4,8 wt% eau.
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Figure 4.17 : Propriétés thermogélifiantes en fonction de la taille du squelette, 4,8 wt% eau.
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Chapitre 5 : Copolymeres linéaires statistiques thermogélifiants :
Relations structure/propriétés

l. Introduction

Dans la littérature, la plupart des copolymeres thermogélifiants sont développés a partir de deux
principales architectures macromoléculaires. Il y a d’un c6té la famille des copolymeres greffés,
avec des topologies similaires aux PAA-g-PNIPAm (cf. Chapitres 3 et 4) ou des topologies
inverses avec un squelette thermosensible et des greffons hydrophiles’=. De I’autre coté, on
retrouve les copolyméres a blocs constitués par I’alternance de blocs hydrophiles et
hydrophobes, et notamment les copolymeres triblocs tels que les poloxameres.

L’objectif du travail prospectif présenté dans ce chapitre est double. Il s’agit tout d’abord de
développer un copolymere thermogeélifiant avec une mise en ceuvre facile, ne nécessitant qu’une
seule étape de synthese, contrairement aux architectures greffées que nous avons préparées
précedemment qui nécessitaient deux étapes de synthese. D’autre part, les propriétés de
séparation de phase étant générées dans ce cas par la chaine principale, les propriétés
viscoélastiques, et notamment les propriétés d’adhésion, pourraient étre améliorées comme
observé par Vahdati et al.! dans le cas du copolymére greffé PNIPAmM-g-PDMA.

Pour préparer un tel copolymere linéaire thermoassociatif, la stratégie est donc d’introduire un
comonomeére hydrophile au sein de la chaine a LCST afin de favoriser un phénomene de
microséparation de phase et permettre ainsi la formation d’un gel stable méme pour de faibles
concentrations en polymere. L’introduction d’une composante hydrophile dans les copolymeres
linéaires thermosensibles est un sujet qui a été largement abordé dans la littérature. C’est le cas
par exemple des copolyméres de type P(NIPAm-co-N,N-[(dimethylamino)propyl]
methacrylamide) (P(NIPAm-co-MADAP)) pour lesquels une augmentation de la température
de transition de phase (T¢y) avec le pourcentage molaire en monomere cationique a été
observé*®. Au-dela de 50 mol% de MADAP, plus aucune transition de phase n’est observée?,
ce qui montre les limites du systéme. L’introduction d’une proportion croissante de monomere
hydrophile permet effectivement de limiter le phénoméne de separation de phase
macroscopique a une échelle plus locale au détriment de la température de transition qui
augmente rapidement.

De plus, dans le cas de ces copolyméres P(NIPAm-co-MADAP) de faibles masses molaires
(= 10-20 kg/mol), aucune gélification n’a été observée pour des concentrations inférieures a
10 wt%. En pratique, I’incorporation de monomeres hydrophiles dans les copolymeéres a LCST
a surtout eu pour objectif de controler la température de transition plutét que de générer des

phenomeénes de gélification. 1l existe donc peu d’études portant sur des copolymeres de plus
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hautes masses molaires (M > 100 kg/mol). Nous nous sommes basés sur les travaux de Braun
et al.® qui ont reporté un comportement thermoépaississant pour un copolymeére linéaire de
P(NIPAm-co-acide 2-acrylamido-2-méthylpropane sulfonique) (PNIPAmM-co-AMPS), avec un
ratio 95/5 mol% de NIPAmM/AMPS, et une masse molaire My, égale a environ 2 550 kg/mol
(cf. Figure 5.1 Gauche). Pour ce copolymere, étudié a la concentration de 8 wt%, on observe
une température de transition décalée vers 40 °C suivi d’un processus de gélification réversible
pour des températures allant jusqu’a 60 °C.

De leur coté, Ye et al.” ont également reporté ce méme processus de thermogélification avec le
copolymeére P(NIPAmM-co-AMPS), dont ils ont fait varier la composition molaire en AMPS
entre 0 et 10 mol% (Mw = 1000 a 2000 kg/mol).

Des études sur des P(NIPAmM-co-AA) ont également montré qu’une My d’environ 1 000 kg/mol

était idéale pour obtenir une gélification, pour des taux allant de 2 & 5 mol% d’acide acrylique®°.

10't O PNIPAM
0 N99
100 A N97
N95
L O N9

G'(Pa)

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
T(°C) T(°C)
Figure 5.1 : Comportement thermoépaississant de solutions de
P(NIPAmM-co-AMPS) dans I’cau ; (Gauche) solution & 8 wt% d’un copolymere a
5 mol% d’AMPS®, (Droite) solutions a 7 wt% de copolyméres a 0 (PNIPAM), 1 (N99),
3 (N97), 5 (N95) et 10 (N90) mol% d’AMPS’.

Dans le cas de solutions a 7 wt% en copolymere (cf. Figure 5.1 Droite), I’homopolymeére
PNIPAmM présente bien un comportement thermogélifiant vers 32 °C mais le réseau formé
s’écroule au-dela de 50 °C avec I’avancement du processus de séparation de phase.
L’introduction d’une proportion croissante en comonomere AMPS permet d’améliorer la
stabilité du gel mais comme discuté précédemment cela s’accompagne d’une augmentation de
la température d’association et d’un affaiblissement des propriétés gélifiantes qui finissent par
pratiqguement disparaitre pour la solution de copolymeére a 10 mol% d’AMPS.

Dans le cadre de ce travail, nous avons donc suivi cette stratégie et préparé des copolymeéres
lineaires de P(NIPAM-co-AMPS) en faisant varier la masse molaire et/ou le taux de monomeres

ioniques dans la chaine de PNIPAm. L’objectif est de relier les caractéristiques structurales du
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copolymeére ainsi que les conditions de préparation (concentration, force ionique) aux propriétés

viscoélastiques et adhésives développées sous gradient de température.

I1. Impact du pourcentage en AMPS sur les propriétés thermogélifiantes

I1.1. Introduction

Afin de nous affranchir des effets liés a la taille des chaines macromoléculaires, nous avons
choisi de fixer la masse molaire des copolymeres aux alentours de M, = 400 kg/mol en nous
référant a ’article de Ye et al.” (cf. Tableau 5.1). Les copolyméres de P(NIPAmM-co-AMPS),
synthétisés avec différents pourcentages molaires en AMPS, de 2 & 9,3 mol%, sont notés
PN-AX, avec PN pour PNIPAmM et A pour AMPS suivi du pourcentage molaire en AMPS (X).

Tableau 5.1 : Caractéristiques des P(NIPAm-co-AMPS) synthétises.

Nom PN-A2 PN-A3,5 PN-A5 PN-A9,3
mol% AMPS 2 3,5 5 9,3
M,, My (kg/mol) 389, 628 385, 635 417, 656 408, 654

[1.2. Analyse viscoélastique

11.2.1. Etude des solutions a 5 wt%

Les copolymeéres synthétiseés ont tout d’abord été étudiés dans I’eau a une concentration de
5 wt%. Comme on peut I’observer sur la Figure 5.2, les quatre copolymeéres présentent tous des
viscosités voisines a basse température (T < Tas) en bon accord avec leurs masses molaires
comparables. Dans la gamme de composition étudiée, il semble donc que le taux de charge a

un effet marginal sur la conformation et I’extension de la chaine.
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Figure 5.2 : (Gauche) Propriétés rhéologiques des solutions de P(NIPAM-co-AMPS) en
fonction du pourcentage molaire en AMPS, (Cp = 5 wt% dans 1’eau) ;
(Droite) Courbe aller-retour-aller de la solution de PN-A2.
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Comme observé avec les résultats de Ye et al.’, I’incorporation d’une proportion croissante
d’AMPS, ici 2, 3,5, 5 et 9,3 mol%, conduit a un décalage de la température d’association Tas
vers les plus hautes températures, respectivement, 37,8, 41,8, 44,7 et 55 °C. Contrairement au
comportement thermoassociatif décrit précédemment avec les PAA-g-PNIPAmM, on voit
apparaitre avec le copolymere linéaire le moins substitué, PN-A2, un quatrieme domaine de
température (T > 55 °C), dans lequel la viscosité diminue fortement. Cet effet, également
observé par Ye etal.” pour du PNIPAm (cf. Figure 5.1), traduit un fort déséquilibre de la balance
hydrophile/hydrophobe au profit des interactions entre séquences PNIPAmM qui induit une
contraction des chaines PNIPAmM. Dans ce cas, cela se traduit par une macroséparation de phase
a haute température comme cela est mis en évidence par la comparaison des courbes
aller-retour-aller sur la Figure 5.2. Ainsi, a 5 wt%, il n’est donc pas possible d’obtenir un gel
stable a température élevée avec cette faible proportion d’AMPS (2 mol%) dans le copolymére.
Pour des proportions croissantes en AMPS, typiquement pour PN-A3,5 et PN-A5, les
formulations a 5 wt% permettent d’obtenir des gels stables en température. En effet, la variation
de viscosité complexe n*, proportionnelle au module élastique pour T > Tge, présente un
plateau légérement croissant et totalement réversible (cf. Annexe 1, Figure 5.17) au-dela de 48
et 52 °C, pour PN-A3,5 et PN-A5, respectivement. On note cependant que le caractére
thermogélifiant diminue avec ’ajout croissant d’AMPS dans le copolymeére. Ainsi, a 60 °C, la
viscosite complexe est nettement plus faible pour le gel de PN-A5 (n* = 4 Pa.s, soit
G’ = 25 Pa) comparativement au gel PN-A3,5 (n* = 11 Pa.s, soit G” = 70 Pa). Les modules en
fonction de la température sont reportes sur la Figure 5.18 (cf. Annexe 1).

L’augmentation de la proportion d’AMPS dans le copolymeére, qui revient a diminuer la taille
des séquences moyennes de PNIPAm entre monomeres chargés, tend a défavoriser le processus
d’agrégation inter-chaines et la formation d’un réseau percolant. Pour des proportions d’AMPS
encore plus éleveées, telles que dans le cas du PN-A9,3, le processus de thermoépaississement
est tout juste observable a partir de 55 °C. Dans le cas de nos copolymeres, I’impact de
I’incorporation d’un monomere hydrophile est tout particulierement important dans la mesure
ou il s’agit de monoméres chargés introduisant des répulsions électrostatiques qui s’opposent
fortement aux interactions hydrophobes.

A cette concentration de 5 wt%, nous avons donc montré que seuls les copolyméres PN-A3,5
et PN-AD5 étaient capables de former des gels stables a haute température. Pour des proportions
en AMPS plus faible (PN-A2) ou plus élevée (PN-A9,3), la formation d’un réseau percolant est
fortement affaiblie soit parce que la forte contraction des chaines sous 1’effet de la température

pousse le systeme vers une séparation de phase macroscopique (PN-A2), soit au contraire parce
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que les interactions électrostatiques répulsives limitent fortement le processus d’agrégation
inter-chaines (PN-A9,3).

11.2.2. Influence de la concentration en polymere

Les solutions de polyméres a LCST formant des phases concentrées au-dessus de leur
température de transition, il est possible de controler le gonflement de cette phase en
introduisant des groupements répulsifs sur la chaine. C’est ce qui se passe hotamment lorsque
I’on introduit des motifs AMPS dans la chaine PNIPAmM. Néanmoins, si le taux d’ionicité est
insuffisant, une séparation de phase peut apparaitre telle qu’observée avec la solution de
PN-A2 a 5 wt%, au-dela de 55 °C (cf. Figure 5.2). A I’inverse, si le taux d’ionicité est trop
élevé, la solution reste stable car il n’y a plus de séparation de phase. Dans ce contexte, la
concentration initiale en copolymere joue un role essentiel car elle permet d’une part
d’augmenter le taux d’enchevétrement et les contacts attractifs inter-chaines mais également de
contrbler le gonflement de la phase concentrée de maniere a éviter une séparation de phase
macroscopique. C’est dans ce but que nous avons poursuivi 1’étude précédente en travaillant a

des concentrations plus élevées en copolymere (7 et 10 wt%).
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Figure 5.3 : Propriétés thermoggélifiantes en fonction du pourcentage en AMPS ;
(Gauche) 7 wt% eau, (Droite) 10 wt% eau.

Comme on peut ’observer sur la Figure 5.3, le copolymére PN-A2 conduit cette fois a la
formation de gels stables entre 40 et 60 °C pour des concentrations de 7 et 10 wt%. Il existe
donc bien une concentration critique en polymere permettant la formation d’un réseau
percolant. Les propriétés viscoélastiques sont bien entendu améliorées lorsque 1’on passe de 7
a 10 wt% avec un caractéere thermoassociatif nettement observable cette fois pour le copolymeére
PN-A9,3. Dans ce cas, la forte augmentation de la pente de thermoassociation entre 5, 7 et 10
wt% peut étre attribuée en partie a un écrantage plus important des répulsions électrostatiques
liée a I’augmentation de la force ionique, proportionnelle a la concentration en copolymére.

D’une maniéere genérale, dans cette gamme de concentration ou les formulations restent stables
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sur I’ensemble du domaine de température, les propriétés viscoélastiques a 60 °C diminuent
avec le taux d’ionicité. On note de plus une variation significative des températures
d’association qui augmentent de maniére linéaire avec le taux d’AMPS (cf. Figure 5.4). Il en
est de méme pour les températures de gélification, ce qui permet une assez bonne prédiction, a
cette concentration de 10 wt%, des températures caractéristiques en fonction du pourcentage en
AMPS.
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Figure 5.4 : Propriétés thermoassociatives en fonction du pourcentage en AMPS dans le
copolymere, 10 wt% eau ; (Gauche) Tas et Tsol-gel, (Droite) Variation de 1’enthalpie
(chauffage, 2 °C/min).

Ces résultats sont par ailleurs parfaitement corrélées aux analyses calorimétriques réalisées en
paralléle sur les mémes solutions (cf. Figure 5.4). L’augmentation du caractére hydrophile de
la chaine conduit d’une part a une augmentation de la température de transition et d’autre part
a une diminution de 1’enthalpie, qui peut étre considérée comme la signature du phénomeéne de
déshydratation, que 1’on peut relier tout du moins qualitativement & I’amplitude des interactions
attractives entre séquences PNIPAmM. En modifiant cette balance hydrophile/hydrophobe, par
I’addition de motifs chargés, il est donc possible de retarder le processus de séparation de phase
et de réduire son amplitude. L’impact sur les propriétés rhéologiques est plus complexe car il
faut éviter que les forces attractives prépondérantes conduisent a une séparation de phase
macroscopique et la concentration en copolymeére joue alors un réle essentiel pour maintenir la

stabilité de la formulation lors de la transition sol/gel.

Au cours de cette étude préliminaire, nous avons montré que pour obtenir un hydrogel avec des
polyméres a LCST linéaires, il est important d’introduire une proportion suffisante de
groupements hydrophiles afin de pouvoir stabiliser la formation du gel et éviter une séparation
de phase macroscopique. Dans ce cadre, la concentration en polymeére est un parametre clé pour
permettre la formation d’un réseau percolant et sa stabilisation. Sur la gamme de composition
testée, une hydrophilie moderée (2-5 mol% d’AMPS) semble étre un juste équilibre pour éviter

soit une trop faible solubilité des chaines pour T > Tas, SOit au contraire une trop grande
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solubilité pouvant entrainer une diminution importante, voire 1’absence du caractére
thermogélifiant. On notera néanmoins que la transition sol/gel des copolymeres se produit a une
température supérieure a celles relevées pour la majorité des copolymeres greffés, température

également supérieure a celle du corps et qui s’¢éloigne des objectifs Visés.

11.2.3. Etude des propriétés en milieu PBS

Dans le cadre d'applications biomédicales, une diminution de la Tso.get de ces copolymeéres en
dessous de 37 °C est necessaire et I’utilisation d’un milieu ionique PBS, qui présente de plus
I’avantage de mimer les conditions physiologiques, apparait bien adapté pour aborder cette
question. Une premiere étude menée sur une solution de PN-A5 en milieu PBS (cf. Figure 5.5
Droite) met tout d’abord en évidence une diminution de la température d’association d’environ
5°C (44,7 a 39,8 °C) par rapport a I’eau pure. Pour PN-A2 (cf. Figure 5.5 Gauche), un décalage
de 3 °C est observé dans ce cas-ci (37,8 a 34,6 °C). Parallelement, I’effet thermoépaississant
est beaucoup plus faible et limité sur une zone de température d’une dizaine de degrés. La force
ionique favorise donc le phénomeéne associatif mais comme celui-ci est piloté par le squelette
PNIPAm, la contraction des chaines sous 1’effet de la température tend a réduire le nombre de
contacts inter-chaines et a et empécher la formation d’un réseau percolant. Un tel effet a éete
reporté dans la littérature® dans le cas de copolyméres greffés a squelette thermosensible
(PNIPAM-g-PDMA) en présence de K>COs. En effet, comparativement au copolymére de
topologie inverse (PDMA-g-PNIPAM), qui reste tres stable en présence de sel ajouté quelle que
soit la concentration en copolymere, les solutions salines de PNIPAmM-g-PDMA présentent une

faible stabilité a haute température notamment pour de faibles concentrations en polymere.
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Figure 5.5 : Propriétés rhéologiques de PN-A2 (Gauche) et PN-A5 (Droite), a 5 wt% dans du
PBS.

Afin de privilégier les interactions inter-chaines tout en contrecarrant le phénomene de
contraction des chaines avec la température, il est donc important de travailler a des

concentrations en polymeére plus élevées pour augmenter le degré de percolation du réseau
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associatif. C’est ce que l’on peut observer sur la Figure 5.6, ou les propriétés
thermoépaississantes sont nettement visibles avec le polymere PN-A5 au-dela de Tas mais une
fois de plus on observe une perte de stabilité du gel au-dela de 45 °C. Paralléelement, on
remarque gque dans les mémes conditions, les solutions de PN-A2 et PN-A3,5 sont beaucoup
plus « stables » et conduisent toutes deux a un vrai phénomeéne de thermogélification réversible
qui débute vers 33,8 et 35,8 °C, respectivement.

La concentration mais également la proportion en AMPS dans le copolymére sont donc des

parameétres clés pour contréler la stabilité du gel en présence de sel.
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Figure 5.6 : (Gauche) Propriétés thermogélifiantes en fonction du pourcentage en AMPS,
10 wt% PBS ; (Droite) Courbes aller-retour-aller pour PN-A5, 10 wt% PBS.

Dans le cas des solutions de PN-A2 et PN-A3,5 a 10 wt%, la comparaison des milieux eau et
PBS se limite essentiellement a un décalage d’environ 4 °C des températures caractéristiques

Tas et Tsol-gel (cf. Figure 5.7).

Tableau 5.2 : Tas et Tsoget €n fonction du solvant, a 10 wt%.

PN-A2 PN-A3,5
Tas D Tsol-gel (DC) danS Ileau 37,2 D 38,2 39,8 A 42
Tas ; Tsol-gel (°C) dans le PBS 33,8;34,7 35,8;38

En effet, comme on peut le constater sur la Figure 5.7, I’ajout de sel ne modifie pratiguement
pas la viscosité initiale, de méme que la viscosité complexe ou le module élastique a 60 °C. En
effet, le caractére ionique des chaines est tres faible.

On notera cependant qu’a haute température n* ou G’ (cf. Annexe 1, Figure 5.19) continuent
d’augmenter légeérement dans 1’eau alors que c’est I’inverse qui est observé en milieu PBS.
Dans ces conditions, la diminution du module élastique avec la température peut étre attribuée

3 une baisse de la connectivité du réseau sous 1’effet de la contraction des chaines de PNIPAmM.
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Figure 5.7 : Comparaison eau/PBS pour PN-A3,5 (Gauche) et PN-A2 (Droite), a 10 wt%.

Les analyses complémentaires réalisées par DSC (cf. Figure 5.8) conduisent aux mémes
conclusions avec un décalage des Tas d’environ 3-4 °C et une légére augmentation des
enthalpies de transition qui souligne un processus de déshydratation plus important en milieu
ionique. Ceci souligne 1I’écrantage des charges en milieu PBS qui permet ainsi de favoriser la

formation des interactions hydrophobes au détriment des interactions répulsives.
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Cette étude menée dans le PBS, a permis de souligner I’impact de la force ionique sur ces
copolymeres linéaires qui permet a la fois d’abaisser la température de transition de phase tout
en renforgant les interactions entre les chaines. Dans ces conditions, il devient possible
d’obtenir des formulations gélifiées a la température de 37 °C (cf. Figure 5.9) mais dans des
conditions tres limitées a la fois de composition (PN-A2) mais également de concentration pour
éviter une séparation de phase macroscopique (10 wt%). D’une manicre générale, ces résultats
confirment que les copolymeéres a squelette thermosensible conduisent a des formulations

beaucoup moins stables que les copolymeéres a greffons thermosensibles.
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Afin d’analyser plus en détail les caractéristiques viscoélastiques aux petites et grandes
déformations de ces copolyméres linéaires, nous nous sommes intéressés plus particulierement
au copolymeére PN-A3,5 qui présente une balance hydrophile/hydrophobe conduisant a la

formation de gels stables aux différentes concentrations précédemment étudiées.

I11. Caractérisation viscoélastique du copolymere PN-A3,5
111.1. Etude aux petites déformations

I11.1.1. Influence de la concentration

La variation de la viscosité complexe en fonction de la température reportée sur la Figure 5.10

permet de comparer I’influence de la concentration sur les propriétés viscoélastiques.

Tableau 5.3 : Tas et Tsoigel des solutions de PN-A3,5 dans 1’eau en fonction de la concentration.

Cp (Wt%) 5 7 10 12
Tas (°C) 41,8 40,2 39,8 39
Tsol-gel (oc) 44,8 42,8 42 41

On retrouve notamment dans le domaine non associé (T < 39 °C) le comportement de solutions
en régime enchevétré avec la viscosité qui varie avec la concentration suivant une loi de
puissance ns ~ C3*. L’exposant, qui est ici beaucoup plus élevé que celui relevé avec les
solutions polyélectrolytes de PAA-g-PNIPAM, est caractéristique d’un polymere neutre en bon
solvant (nsp ~ C**4)%, Ce résultat indique qu’a ce faible taux d’ionicité (3,5 mol%), les motifs
ioniques influent peu sur la conformation de la chaine a basse température. L’exposant obtenu
pour les solutions de PN-A3,5 est également proche de la valeur expérimentale reportée par

Yeetal.” (nsp ~ C*%) pour des copolyméres de PNIPAm incorporant moins de 5 mol% d’ AMPS.
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Figure 5.10 : (Gauche) Propriétés thermogélifiantes des solutions de PN-A3,5 dans 1’eau en
fonction de la concentration ; (Droite) Variation de la viscosité spécifique, a 20 °C, en
fonction de la concentration en polymere.
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Au-dela de Tas, les quatre solutions présentent des signatures de thermoassociation voisines qui
conduisent a la formation de gels élastiques a haute température. Cette transition sol/gel a lieu
sur un intervalle de 10 °C environ comme on peut le voir sur la Figure 5.11 ou I’on passe d’un
comportement de liquide visqueux a 40 °C (G’ < G"”) a un comportement de gel élastique a

50 °C, ou les modules sont indépendants de la fréquence et G’ est supérieur a G”.
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Comme discuté précédemment, la transition sol/gel des solutions de PN-A3,5 se produit a des
températures supérieures a la température du corps (cf. Tableau 5.3) et de celles relevées pour
la majorité des copolymeres a greffons PNIPAmM. Comparativement a 1’homopolymere
PNIPAm qui s’associe dés 32 °C, I’ajout d’un comonomere hydrophile dans la chaine a LCST,
méme en faible quantité, suffit pour décaler la température d’association au-dessus de 37 °C.
Ce comportement, largement décrit dans la littérature pour de nombreux dérives
PNIPAM*I13 pourrait étre ajusté en utilisant des terpolymeéres constitués d’unités NIPAm
majoritaires, complétées par une fraction equilibrée de monoméres ioniques ou ionisables
(AMPS ou AA) et de monomeres plus hydrophobes tels que le t-butylacrylamide (tBAm) ;

voire plus simplement des copolymeres poly(AA-co-tBAm).

Pour finir, on notera, sur la Figure 5.10, une tres forte dépendance des modules élastiques a
60 °C en fonction de la concentration (G'~C38). Cette variation inhabituelle pourrait étre
attribuée a une forte dépendance de la fraction de liens inter-chaines avec la concentration en
polymere. En effet, dans le cadre de la formation d’un réseau percolant tel qu’envisagé pour ce
type de topologie linéaire, le dégonflement (contraction) des copolyméres de PNIPAm au cours
de la transition de phase pourrait s’accompagner d’un désenchevétrement partiel des chaines,
et donc d’une perte de connectivit¢ d’autant plus importante pour les solutions les moins
concentrées. Si la solution n’est pas suffisamment concentrée, cela peut conduire a 1’absence
ou a la perte des propriétés gélifiantes telle qu’observée avec les solutions de PN-A2 et PN-A5
en milieu PBS (cf. Figure 5.5).
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I11.1.2. Influence de la masse molaire

L’impact de la masse molaire sur les propriétés thermogélifiantes a également été testé en
comparant deux copolymeres possédant le méme taux d’AMPS, soit 3,5 mol%
(cf. Tableau 5.4). L’un possede une My de 155 kg/mol et I’autre 385 kg/mol. Dans la littérature,
Bae et al.®® ne reportaient pas de thermogélification pour une My d’environ 100 kg/mol pour
du P(NIPAmM-co-AA) de composition 98/2 mol%, a 5 wt% PBS.

Tableau 5.4 : Caracteristiques des deux copolymeres PN-A3,5/M.

Nom PN-A3,5/155k PN-A3,5/385k
M,, My, (kg/mol) 155, 229 385, 635

Tas; Teolgel (°C) | 39,9 51,5 (15 wt%) | 40,2; 42,8 (7 wt%)

Avec une masse molaire plus faible, il est également possible d’obtenir un gel par chauffage
mais il est nécessaire dans ce cas d’augmenter la concentration en copolymere pour assurer la
percolation des chaines. Afin de comparer les deux copolymeres, les concentrations ont été
ajustées de maniére a avoir la méme viscosité a température ambiante, soit 15 wt% pour
PN-A3,5/155k et 7 wt% pour PN-A3,5/385k (cf. Figure 5.12). On notera que ce rapport de
concentration correspond relativement bien a ce que ’on peut attendre pour des solutions
enchevétrées de polyméres neutres en bon solvant® : n ~ ¢5/4M3#, Dans ces conditions, et
bien que les températures d’association soient similaires, les Tso.ger SONt tres différentes
(cf. Tableau 5.4) avec pratiquement 10 °C d’écart entre PN-A3,5/155k (51,5 °C) et
PN-A3,5/385k (42,8 °C).
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Figure 5.12 : Propriétés thermogelifiantes en fonction de la masse molaire, pour
PN-A3,5/385k a 7 wt% et pour PN-A3,5/155k a 15 wt% ; (Gauche) Modules dynamiques,
(Droite) Viscosité complexe.

Ainsi, la formation d’un réseau percolant n’est pas simplement liée au degré d’enchevétrement
des chaines a 1’¢état initial non associé mais dépend également de la réponse des chaines avec la

tempeérature (contraction) et de leur probabilité a former des contacts inter-chaines au-dela de
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la température de transition. L’amélioration des propriétés thermoassociatives de ces

copolymeéres linéaires implique donc de travailler avec des masses molaires plus élevées.

111.2. Etude aux grandes déformations

I11.2.1. Influence de la concentration en copolymere

Dans le cas des solutions de PN-A3,5, caractérisées par des températures de geélification
relativement élevées (44,8 °C > Tsol.gel > 41 °C), les tests d’adhésion ont été réalisés a plus haute

température (T = 60 °C) comparativement aux solutions de PAA-g-PNIPAm (T =50 °C).
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Figure 5.13 : Tests de tack en fonction de la concentration en polymére, pour des

formulations de PN-A3,5 dans I’eau (v = 100 um/s, ho =400 pm et T = 60 °C) ;

(A) Courbes contrainte-déformation, (B) Variation de 1’énergie d’adhésion avec
la concentration, (C) Photos apres tests de tack.

Les figures post-mortem obtenues apres détachement, relatives & une rupture interfaciale,
montrent une opacité croissante des gels avec la concentration (cf. Figure 5.13C). Cette
turbidité, qui provient de la diffusion de la lumiére par les domaines riches en PNIPAm, peut
étre reliée a I’augmentation de leur nombre mais également de leur taille avec la concentration
en polymere. De plus, on peut observer sur ces figures des stigmates de plus en plus visibles
avec la concentration en polymere qui reflétent un processus de relaxation des gels qui ralentit

avec la concentration montrant I’augmentation du caractére élastique du systéme.
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On retrouve sur la Figure 5.13B, 1’augmentation des propriétés d’adhésion avec la
concentration en polymeére qui suit une loi de puissance ; W,4,~ C31. Bien que I’exposant soit
légerement plus faible que celui obtenu avec la variation du module élastique (G'~C3#8), la
variation concomitante de ces deux parametres souligne une fois de plus la relation directe qui
existe entre les propriétés mesurées aux faibles et aux grandes déformations. Cette forte
corrélation entre 1’énergie d’adhésion et le module élastique est mise en évidence sur la
Figure 5.14 ou a été reporté I’ensemble des résultats obtenus avec les copolyméres a base de
PNIPAM (PAA-g-PNIPAmM et P(NIPAM-co-AMPS)). La corrélation est encore meilleure si

I’énergie d’adhésion est portée en fonction de tan 6/G’ (cf. Figure 5.14).
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Figure 5.14 : Variation de I’énergie d’adhésion en fonction (Gauche) du module élastique
pour les solutions de PN-A3,5 a 60 °C et PAA-g-PNIPAmM a 50 °C et (Droite) du rapport
tan 6/G’so°c.

Bien que certaines différences apparaissent entre les différents copolymeéres, il ressort de cette
étude que les copolymeres thermosensibles linéaires n’apportent pas d’amélioration importante
aux grandes déformations par rapport aux copolymeres greffés a chainons thermosensibles. En
effet, les valeurs obtenus pour PAA2-N75 sont proches de celles de PN-A3,5, pour 10 et
12 wt%.

[11.2.2. Impact de la vitesse de décollement sur les propriétés d’adhésion

Comme cela a été reporté par Vahdati et al.?, dans le cas de systémes thermosensibles tels que
le PNIPAmM-g-PDMA, la vitesse de décollement joue un rble important sur les propriétés
d’adhésion. Dans notre cas, nous avons étudié ’influence de la vitesse de détachement sur des
gels formulés a partir d’une solution de PN-A3,5, a 7 wt% dans I’cau. La vitesse a éte variee
entre 100 et 1000 um/s, soient des vitesses de déformation égalesa ¢ = v/h, = 0,25 — 2,5s71
(cf. Figure 5.15).
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Figure 5.15 : Tests de tack en fonction de la vitesse de décollement pour PN-A3,5,
a 7 wt% dans 1’eau (ho = 400 um, T = 60 °C) ;
(A) Courbes contrainte-déformation, (B) Energie d’adhésion, (C) Photos aprés
tests de tack, (D) Formation de fibrilles au cours du décollement (v = 1000 um/s).

A 100 pm/s, qui est la vitesse couramment utilisée dans nos tests de détachement, aucun plateau
n’est réellement observé comme cela était d’ailleurs le cas pour I’ensemble des gels de
PAA-g-PNIPAm décrits dans les chapitres précédents (cf. Chapitres 3 et 4). Par contre, si la
vitesse de décollement augmente, la réponse adhésive se manifeste par une augmentation de la
contrainte maximale (omax = 5 a 15 kPa), par I’apparition d’un pseudo-plateau d’adhésion et
par I’augmentation de la déformation a rupture (er = 2 a 9) (cf. Figure 5.15). Tout cela conduit
a une augmentation du travail d’adhésion d’un facteur 3 quand la vitesse de décollement passe
de 100 a 1000 pum/s. De plus, sur les figures post-mortem (cf. Figure 5.15C) des invaginations
typiques de la formation de fibrilles sont observés dés 500 um/s. Les fibrilles formées sont bien

visibles pour des vitesses élevées (Figure 5.15D). Celles-ci sont notamment responsables de la
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formation d’un pseudo-plateau qui apparait nettement a partir de 500 um/s, avec une contrainte
d’environ 1000 Pa pour le début du plateau.

En faisant varier la vitesse de décollement, nous avons pu mettre en évidence un changement
de mécanisme de décollement pour PN-A3,5, passant d’une rupture purement interfaciale a une
déformation dans le volume pour les plus hautes vitesses. Nase et al.!* avaient également
observé ces deux modes de détachement pour un méme matériau (PDMS) en changeant la
surface du poingon, la vitesse de decollement, le taux de réticulant ou 1’épaisseur. Ainsi, en
augmentant la vitesse, le matériau se comporte de plus en plus comme un solide d’ou
I’augmentation de la contrainte maximale. L’augmentation de la taille du plateau montre une
plus grande résistance des points de réticulation qui tendent a diminuer la vitesse de propagation
des instabilités.

Notons que des résultats similaires ont également été observés avec le gel de PN-A2 a 7 wt%
(cf. Figure 5.16) qui présente des propriétés élastiques comparables au PN-A3,5 a cette
concentration. La différence majeure entre ces deux gels, que I’on peut constater a partir des
photos post-mortem, est la turbidité plus importante du gel PN-A2 qui rend compte de la
formation de domaines riches en PNIPAm de taille plus importante pour ce copolymere.
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Figure 5.16 : Impact de la vitesse de décollement sur I’adhésion pour PN-A2, 7 wt% eau
(ho =400 pum, T =60 °C) ; (A) Courbes contrainte-déeformation, (B) Energie d’adhésion en
fonction de la vitesse, (C) Photos apres tests de tack.

Néanmoins, contrairement aux travaux de Vahdati et al.? sur le PNIPAmM-g-PDMA, les plateaux
d’adhésion des solutions de copolyméres PN-Ax ne présentent pas de phénoméne de

renforcement sous contrainte (strain-hardening) que I’on aurait pu attendre avec ce type de
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structure a squelette thermosensible. A cela nous pouvons évoquer une masse molaire
insuffisante pour la chaine de PNIPAmM ainsi que des séquences associatives trop courtes pour
conduire a des interactions fortes au sein du réseau biphasique. Le nombre d’unités NIPAm
entre deux motifs hydrophiles successifs est en effet de 28 et 50, respectivement pour PN-A3,5
et PN-A2, comparativement & 124 pour le PNIPAmM-g-PDMA. De plus, la M, du copolymere
greffé PNIPAmM-g-PDMA est de 880 kg/mol contre environ 400 kg/mol dans le cadre de cette

étude, montrant ainsi également I’impact des enchevétrements sur les propriétés adhésives.

IV. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons développé a partir d’une synthése en une seule étape des systemes
capables de gélifier avec la température. Dans I’idéal, nous cherchions a obtenir a des
concentrations peu élevées la formation d’un gel stable a une température inférieure a 37 °C,
avec de bonnes propriétes viscoélastiques. En pratique, nous avons montré que les propriétés
thermogélifiantes résultaient d’un équilibre délicat faisant intervenir notamment le taux
d’ionicité, ici la fraction d’AMPS, et la concentration en copolymere. Il faut en effet introduire
une proportion suffisante de groupements hydrophiles afin d’éviter la séparation de phase
macroscopique, et pouvoir ainsi stabiliser la formation du gel, mais pas trop élevée pour éviter
une augmentation trop importante de la température d’association et la perte significative des
propriétés associatives. Ces copolymeres, dont la séparation de phase est pilotée par la balance
des interactions « ionique/hydrophobe », sont de plus trés sensibles a la concentration en sel qui
peut complétement déstabiliser le réseau formé. Finalement, le meilleur compromis a été obtenu
pour les copolyméres PN-A3,5 et PN-A2 ; ce dernier étant certainement le plus adapté aux
propriétés recherchées, puisqu’une Tsol-gel inférieure a 37 °C a pu étre obtenue.

Si cette étude a permis de bien définir les paramétres controlant les propriétés associatives aux
faibles déformations, les propriétés d’adhésion démontrées par ces copolymeres restent
modérées ou en tout cas pas meilleures que celles obtenues avec les architectures greffées. La
synthese de copolyméres linéaires de masse molaire plus élevée est trés certainement une piste
a envisager pour améliorer leurs propriétés de méme que I’utilisation de copolymeéres ou
terpolymeres plus hydrophobes permettant de réduire la température d’association. Notons que
ces systemes synthétiques ne sont pas incompatibles pour des applications biomédicales et des
copolymeéres a blocs de PNIPAmM-b-PEG (Mebiol®) sont déja commercialisés et validés pour
leur non-toxicité pour des applications en culture cellulaire et en relargage contr6lé de
molécules anti-cancéreuses in vivo®®. De plus, de nombreux articles®¢8 portant sur des gels

de P(NIPAm-co-AA) ont montré leur utilité comme matrice artificielle permettant de mimer le
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pancréas afin de permettre la culture cellulaire des flots de Langerhans responsables de la

production d’insuline, qui est en déficit chez les patients diabétiques.

Annexes

Annexe 1 : Rhéologie
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Figure 5.17 : Courbes aller-retour-aller pour PN-A3,5 (Gauche) et PN-A5 (Droite), a 5 wt%
eau.
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Figure 5.18 : Propriétés thermogélifiantes en fonction du pourcentage en AMPS, 5 wt% eau.
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Chapitre 6 : Etude de copolyméres greffés thermogélifiants a base de
PEGMA

I. Introduction

Comparativement aux copolymeéres a base de PNIPAm, il existe encore peu de travaux relatifs
a I'utilisation des PEGMA dans le développement de formulations thermogélifiantes. Comme
discuté précédemment, le PNIPAmM possede en effet de nombreux atouts et en particulier une
température de transition proche de la température du corps, relativement constante sur une
large de gamme de concentration, peu dépendante de la masse molaire du polymére, et qui
s’accompagne d’une transition relativement abrupte des propriétés macroscopiques lors de la
transition de phase. Dans le cas des PEGMA, qui ont été développés plus récemment, la
température de transition peut également étre ajustée aux alentours de 32 °C par
copolymérisation en utilisant des comonomeres tels que le DEGMA et le OEGMA475, comme
reporté par Lutz et al.l. De plus, en raison de la nature chimique de leurs substituants latéraux
constitués d’unités éthyléne glycol, les PEGMA sont décrits comme biocompatibles et donc
particulierement intéressants pour des applications biomédicales.

Bien que des températures de transition voisines puissent étre obtenues pour des chaines de
PNIPAmM et de PEGMA, il nous paraissait intéressant de compléter cette analogie en étudiant
I’impact de la nature de tels greffons, PNIPAm et PEGMA, sur les propriétés de
thermogélification.

Dans un premier temps, nous nous intéresserons a la synthése et aux caractéristiques
thermodynamiques des copolyméres de PEGMA préparés a partir des monomeres
DEGMA/TEGMA, ou DEGMA/OEGMA4i, afin de préciser leurs relations
structure/propriétés et contréler leur LCST.

Dans une seconde partie, des copolymeres greffés de PAA-g-PEGMA seront présentés et leurs
propriétés rhéologiques seront étudiées et comparées a celles des copolymeres de
PAA-g-PNIPAm.

1. Etude des greffons PEGMA
[1.1. Transition de phase du PDEGMA

Le DEGMA étant le monomeére majoritaire des greffons PEGMA qui seront utilisés par la suite,

nous nous sommes intéressés dans un premier temps au diagramme de phase dans 1’eau d’un

homopolymére PDEGMA (M, = 27 000 g/mol ; b ~ 3).
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Bien qu’une LCST de 25-26 °C?* soit communément reportée dans la littérature pour des
solutions de PDEGMA, leur diagramme de phase dans 1’eau est peu détaillé et les valeurs
reportées pour la « LCST » correspondent plus généralement a des points de trouble déterminés
a une concentration donnée.

Dans le cadre de notre étude, la température de séparation de phase des solutions de PDEGMA
a été déterminée par spectrophotométrie UV-visible, a A = 600 nm, en faisant varier la
température avec une vitesse de chauffage de 0,4 °C/min. La température de point de trouble
est alors définie comme la température a partir de laquelle une augmentation brutale de
I’absorbance est observée. Un exemple de suivi en température est présenté sur la Figure 6.1

(Gauche) pour différentes concentrations en PDEGMA dans 1’eau.
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Figure 6.1 : (Gauche) Détermination du point de trouble par spectrophometrie,
a A =600 nm, pour des solutions de PDEGMA a différentes concentrations ; (Droite)
Courbe de points de trouble du binaire PDEGMA/eau déterminée dans ces conditions.

S
A

A partir de ces valeurs (Tp), nous avons porté sur la Figure 6.1 (Droite) la courbe de points de
trouble du binaire PDEGMA/eau. Le minimum de cette courbe, qui correspond par définition
ala LCST, est obtenu vers 24,5 °C pour des concentrations comprises entre 2,4 et 5,9 wt%. Ces
résultats sont en bon accord avec la littérature?* qui reporte un point de trouble d’environ
26 °C pour des solutions de PDEGMA a 0,2 wt% dans 1’eau. Dans notre cas, nous observons
en effet des transitions de phase a 25,5 °C et 27 °C pour des concentrations de 0,7 wt% et
0,06%, respectivement. Comme pour le PNIPAm, on constate donc que la température de point
de trouble est relativement constante sur une large gamme de concentration, avec une variation
de seulement 1 °C entre 0,7 et 17,2 wt%. Des résultats similaires ont été obtenus avec des gels
de PDEGMA qui ont été étudiées de maniére détaillée par Czaderna-Lekka et al.®
(cf. Figure 6.2). Les températures de séparation de phase (Tver), correspondant aux maxima
des thermogrammes obtenus en DSC, se situent en effet vers 25-30 °C et sont peu dépendantes

de la concentration en polymére sur un grand domaine de composition (0,17 < w, < 0,5).
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compléter la discussion sur les similitudes et les différences entre ces deux systemes a LCST.
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Figure 6.2 : Analyse calorimétrique des diagrammes de phase ; (Gauche) Gels de
PDEGMA/eau® avec Tver, Tm, Tc €t Ty les températures de séparation de phase, de fusion
de I’cau, de congélation et de transition vitreuse. Les symboles vides et pleins
correspondent respectivement aux mesures réalisées lors du refroidissement et du
chauffage, (Droite) Solutions de PNIPAm/eau® avec Tm (<), T (M), Taem () et Tq (V). La
courbe en trait plein correspond au calcul théorique de la T4 en fonction de la composition.

On note tout d’abord pour les deux binaires, des variations relativement linéaires de la
température de transition de phase jusqu’a des concentrations trés élevées. Au-dela de 83 wt%
en PDEGMA, plus aucune séparation de phase n’est observée et il en est de méme pour le
systeme PNIPAm/eau au-dela de 76 wt% en polymere. Dans les deux cas, cette composition
correspond a une hydratation forte mettant en jeu deux molécules d’eau par unités monomére.
Les températures de congélation/décongeélation qui impliquent les molécules d’eau libre ou
faiblement liées sont également peu dépendantes de la concentration en polymére et
disparaissent au-dela des compositions critiques précédentes. Dans ce cas, il ne reste plus que
I’eau fortement liée aux chaines macromoléculaires. Enfin, les deux systémes se distinguent
tres nettement par leur température de transition vitreuse en raison des valeurs de Tg tres
différentes des polymeéres de départ ; de I’ordre de 125 °C pour le PNIPAm et -40 °C pour le
PDEGMA. Contrairement donc au binaire PNIPAm/eau pour lequel la variation de T4 avec la
concentration interfere avec le diagramme de phase dans la région riche en polymére, la
formation de zones riches en PDEGMA reste totalement indépendante de cet aspect cinétique.
Néanmoins, il est impossible de prédire a ce stade des différences liées a la nature des greffons

sur les propriétés macroscopiques des copolymeres greffés. La concentration ayant peu
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d’influence sur la température de séparation de phase, les analyses suivantes de turbidimétrie

seront réalisées a une concentration fixée a 10 wt%.

11.2. Transition de phase des copolyméres P(DEGMA-co-TEGMA)

En pratique, il est relativement simple de modifier la température de transition d’un
homopolymeére en lui incorporant un ou des co-monomeres plus hydrophiles et/ou plus
hydrophobes. Dans la littérature, on trouve des exemples ou le DEGMA est copolymérisé avec
du OEGMAs00* ou du OEGMA7s pour permettre d’augmenter sa transition de phase vers des
températures proches de celle du corps. En effet, les LCST des POEGMA3z00 et POEGMAu47s5
sont relativement élevées, respectivement de 67-68 °C*7 et 90 °C™.

Par comparaison avec les comonomeéres ci-dessus que nous avons également utilisés pour
moduler la LCST des PEGMA, nous avons élargi cette étude aux copolymeéres
P(DEGMA-co-TEGMA) qui ont été peu décrits dans la littérature. Pour cela, nous avons fixé
la My entre 30 et 40 kg/mol, afin d’avoir des valeurs comparables a celle du PNIPAm étudiée
aux chapitres précédents (M, ~ 38 kg/mol, b = 1,6), et avons fait varier la composition molaire
des deux comonomeres DEGMA et TEGMA au sein de la chaine. Les masses molaires et les
points de trouble des copolymeres P(DEGMA-co-TEGMA) sont rassemblés dans le
Tableau 6.1.

Tableau 6.1 : Points de trouble dans 1’eau et masses molaires en fonction du pourcentage
molaire en TEGMA dans les copolyméres de P(DEGMA-co-TEGMA).

T, (°C) Solvant M, Mw
mol% TEGMA | Nom pl=b P
° 10 wt% eau GPC (g/mol) | (g/mol)
0% D 25 THF 27 000 81 000 3,0
23,5% T1 30,5 Eau NaNO; 38 500 56 300 1,5
36 % T, 32,5 Eau NaNO3 50 000 69 000 1,4
44 % 34,5 Eau NaNO;3 37 800 83 200 2,2
55% 36,5 Eau NaNO; 37 000 59 200 1,6
100 % 47,5 Eau NaNO; 30 300 46 600 1,5

Comme observé sur la Figure 6.3A, le point de trouble des solutions de copolymere varie
linéairement avec le taux de TEGMA. Ce comportement est trés similaire a ceux reportés par
Lutz et al.! et Ramirez-Jimenez et al.* avec les comonoméres OEGMA47s et OEGMAsq,
respectivement (cf. Figures 6.3 B et C). La principale différence réside dans 1’augmentation de
la température de transition en fonction du comonomere ajoute (pente de la droite) puisque
celle-ci est reliée a I’hydrophilie du comonomére qui augmente avec le nombre d’unités

éthyléne glycol : TEGMA < OEGMA30 < OEGMAu475.
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Cette linéarité est de plus peu dépendante de la masse molaire des copolymeéres qui est comprise
entre 27-50 kg/mol, 30-60 kg/mol et 16-35 kg/mol pour les copolyméres a base de TEGMA,
OEGMAsn0* et OEGMA7s%, respectivement.

A D’instar des autres copolyméres P(DEGMA-co-OEGMA), il est donc possible de contréler
trés précisément la température de point de trouble avec la concentration en comonomeére. Dans
le cas des copolymeéres de P(DEGMA-co-TEGMA), une température de transition de 32 °C,
voisine a celle du PNIPAm, peut étre ajustée en utilisant un rapport molaire DEGMA/TEGMA
égal a 68/32.

11.3. Transition de phase des copolymeéres P(DEGMA-co-OEGMA475)

Comme cela a été décrit précédemment la transition de phase des copolymeres
P(DEGMA-co-OEGMAu75) est bien documentée dans la littérature, et nous nous sommes plus
particulierement intéressés a 1’impact de la masse molaire sur la LCST en envisageant une
gamme un peu plus large. Pour cela nous avons synthétisé trois copolymeres
P(DEGMA-co-OEGMA.75) dont nous avons fait varier la masse molaire tout en fixant la
composition a 5 mol% en OEGMAu47s afin d’ajuster la température de transition vers 32 °C. Ces
trois copolymeres, dont les caractéristiques sont reportées dans le Tableau 6.2, sont également
comparés a un copolymeére de composition similaire (6 mol% de OEGMA475, Tp = 32 °C;

cf. Figure 6.3B) et de masse molaire M, = 18 300 g/mol issu de I’article de Lutz et al.*.
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Tableau 6.2 : Masses molaires moyennes et points de trouble dans 1’eau des solutions de
copolymere P(DEGMA-co-OEGMAu7s).

mol% OEGMAss | mol% OEGMAss | Ms M .
(théorique) (RMN) (g/mol) | (g/mol) | 2 | (O

13 800 22 000 1,6 35

5 5 30 200 49 500 1,6 32

66 200 105 700 1,6 32

5 6 18 300 30400 1,7 32!

Dans notre cas, nous observons bien, sur la Figure 6.4, une température de transition vers
32 °C pour les deux copolymeres de masses molaires les plus élevées, Mn = 30 et 66 kg/mol,
en bon accord avec la température de transition du copolymere de référence de composition
voisine issu de Iarticle de Lutz et al.l. Un décalage de la température de transition (35 °C) est
cependant observé pour le copolymere de plus faible masse molaire (Mn = 14 kg/mol). L’écart
avec le copolymere de référence étant relativement faible (14 et 18 kg/mol), il est possible
comme pour les greffons PNIPAm, d’attribuer cette augmentation de Tp a I’influence des
extrémités de chaine dont une d’entre elles est ionisée sous forme -NHs* dans le cas de nos

copolymeres.

120%
005 | . 50000 Figure 6.4 : .
s | Influence de la masse molaire sur
* CH [e] , -
2 - la température de point de trouble
< 6o% | o 14k . A
< I o 30K pour des solutions de copolymere
o etk P(DEGMA-co-OEGMAu7s),
20% r o° o a 5 mol% de OEGMA475
£8393332293 0888000000
0% * ' ' (Cp =10 wt% dans ’eau).
25 30 35 40 45

Température (°C)

D’une maniére générale, on retiendra qu’en travaillant avec des masses molaires moyennes en
nombre comprises entre 20 et 50 kg/mol, il est possible de contréler precisément la température

de transition des copolyméres PEGMA en faisant varier la composition en monomeres.

l11. Elaboration de copolyméres greffés a base de PAA-g-PEGMA

[11.1. Introduction

Pour cette etude, différents copolymeéres ont été synthétisés en greffant a partir du méme

squelette PAA1 des chainons de PEGMA de compositions différentes. Les copolymeres de
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PAA-g-P(DEGMA-co-OEGMAy75) et PAA-g-P(DEGMA-co-TEGMA) ainsi préparés seront
notés, respectivement, PAA1-Oyz et PAAL-Tyz pour lesquels :

- PAAL fait référence au squelette PAA (My = 230 kg/mol),

- Oyz et Tyz, avec O pour OEGMAu7s et T pour TEGMA, correspondent aux greffons PEGMA
avec y la référence du greffon relative a sa proportion dans le PEGMA (cf. Tableau 6.3 et

Tableau 6.5) et z le pourcentage massique de PEGMA dans le copolymére greffe.

I11.2. Proprietes thermogeélifiantes des PAA-g-PEGMA

Dans cette partie, nous allons nous intéresser aux propriétés thermogélifiantes des copolymeéres
a greffons PEGMA en jouant sur trois variables : la nature du comonomere dans le PEGMA
(OEGMAy75 (O) ou TEGMA (T)), la composition des greffons (y) et le pourcentage massique
de greffons dans le copolymére (27 ou 65 wt%). Afin d’évaluer I’impact de ces différents
parameétres, nous avons préparé deux séries de copolymeéres en fixant la fraction massique en
greffons a 27 et 65 wt%.

I11.2.1 Topologie a faible taux en PEGMA

Copolymeres a greffons P(DEGMA-co-OEGMA475)

Pour cette premiere série de PAA1-0,27, deux copolymeres ont été préparés a partir de greffons
P(DEGMA-co-OEGMAu75), contenant 1,5 et 5 mol% de OEGMA475, qui possedent des

températures de transition aux environs de 30 °C (cf. Tableau 6.3).

Tableau 6.3 : Masses molaires et points de trouble des greffons PEGMA Oy.

Nom | OEGMA475(mol%) | M, (g/mol) | My (g/mol) b T, (°C) (Cp = 10 Wt%)
(o]} 1,5 25700 48 600 1,9 28
(o]} 5 30200 49 500 1,6 32

Les propriétés viscoélastiques des copolymeres greffés sont présentés sur la Figure 6.5 et leurs

températures caractéristiques, Tas et Tsol-gel, SONt rassemblées dans le Tableau 6.4.

Comparativement a leurs greffons libres, on constate tout d’abord une diminution de la
température d’association d’environ 3 °C pour les chaines de PEGMA greffés,
indépendamment de leur composition. Cette diminution peut étre attribuée a la contribution
ionique du squelette PAA, qui entraine un effet de salting-out, comme c¢’était le cas pour les
PAA-g-PNIPAm.
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Figure 6.5 : Propriétés thermogélifiantes en fonction du pourcentage en OEGMA47s, pour les
solutions de copolyméres PAA1-0127 et PAA1-0227, a 5 wt% dans ’eau.

Conformément a la différence de composition des greffons, on retrouve un méme décalage
d’environ 4 °C dans le processus d’association des deux copolymeéres greffés, a la fois pour Tas
et Tso.gel, avec cependant un écart trés important d’environ 18 °C entre les températures

d’association et les températures de gélification (cf. Tableau 6.4).

Tableau 6.4 : Températures caractéristiques des copolymeéres PAA1-O127 et PAAL-0227
(5 wt% eau) et des greffons O; et O, (10 wt% eau).

PAA1-0:27 | O: | PAA1-0227 | O

Tas(°C) et Tep (°C) 25,3 28 29,3 32
Tsol-gel (°C) 43,3 47,8

Pente d’association (Pa.s/°C) 4,3 7,0

Ce comportement que 1’on retrouvera d’une maniére générale avec toutes les solutions a base
de greffons PEGMA, souligne un processus d’association plus progressif, ou plus dynamique,
mettant en jeu un nombre de greffons moins important et/ou des interactions plus faibles au
sein des domaines riches en PEGMA. Cela conduit a des pentes d’association relativement
faibles pour les deux copolymeres, 4,3 Pa.s/°C pour PAA1-0127 et 7 Pa.s/°C pour PAA1-0227,
qui conduisent a la formation d’une phase gel a des températures bien supérieures a 40 °C. On
remarque egalement que les propriétés viscoelastiques des deux copolymeres continuent
d’augmenter de maniére significative a haute température et se rejoignent vers 60 °C
(G” = 10 Pa). D’une maniére générale, sur cette série de copolymeres a faible taux de PEGMA,
il faut également prendre en compte le faible nombre de greffons par chaine qui tend a réduire

les interactions entre les chaines responsables de la percolation du réseau.
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Greffons P(DEGMA-co-TEGMA)

Dans cette seconde série, PAAL-T27, ce sont deux copolyméres de P(DEGMA-co-TEGMA)
qui ont été greffés sur le squelette de PAAL. Ces deux greffons, préparés avec des teneurs en
TEGMA de 23,5 et 36 mol%, possedent des LCST proches de celle du PNIPAm
(cf. Tableau 6.5).

Tableau 6.5 : Masses molaires et points de trouble des greffons PEGMA Ty.

Nom TEGMA (mol%) | Ma(g/mol) | My (g/mol) | D | T (°C); Cp =10 Wt%
T, 23,5 38 500 56 300 1,5 30,5
T, 36 50000 69 000 1,4 32,5

Les solutions de copolyméres PAAL-Ty27 présentent des caractéristiques viscoélastiques et
thermoépaissisantes trés proches de celles relevées avec la série précédente (cf. Figure 6.6).
Cette similitude concerne a la fois 1’abaissement des Tas, cCOmparativement aux valeurs de Tp
des greffons seuls, et la faible pente de thermoépaississement (environ 7 Pa.s/°C) qui conduit a
des systemes gelifiés uniquement au-dela de 40 °C, soit environ 15 °C au-dessus de la

température d’association (cf. Tableau 6.6).

Tableau 6.6 : Températures caractéristiques des copolyméres PAAL-T127 et PAAL-T,27
(4,8 wt% eau) et des greffons Ty et T2 (10 wt% eau).

PAA1-T127 Ta PAA1-T27 | T2

Tas(°C) et Tep (°C) 25,8 30,5 30,9 32,5
Tsol-gel (°C) 42,2 --- 45,7 -
Pente d’association (Pa.s/°C) 7,4 7,9

La seule différence qui ressort de cette comparaison concerne les propriétés élastiques plus
élevées pour les copolymeres PAAL-Ty27 a haute température (cf Figure 6.6) que 1’on peut
essayer de relier a une plus grande hydrophobie du TEGMA par rapport au OEGMA47s et par

conséquent a des interactions plus fortes entre les chaines.

D’une maniere générale, on retiendra que pour cette série de copolymeres a faible taux de
PEGMA, le processus de transition de phase des greffons conduit bien a des propriétés
thermogeélifiantes mais celles-ci se développent sur une plage de tempeérature trés large et

conduisent a des gels faibles uniquement au-dela de 40 °C.
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Figure 6.6 : (Gauche) Propriétés thermogélifiantes (5 wt% eau) en fonction du pourcentage
molaire de TEGMA, pour PAA1-T127 et PAAL-T,27 ; (Droite) Comparaison des propriétés
viscoélastiques des solutions de copolyméres PAAL-T,27 et PAAL-Oy27 (5 wt% eau).

I11.2.2 Topologie a fort pourcentage en PEGMA

Afin de renforcer les propriétés thermoassociatives, des PAA-g-P(DEGMA-co-OEGMA475)
ont été synthétisés avec un taux de greffage plus important (65 wt%). La variation de leurs
propriétés viscoélastiques avec la température, présentée sur la Figure 6.7, montre un

comportement thermoépaississant beaucoup plus important que précédemment.
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Figure 6.7 : Influence du taux de greffage sur les propriétés thermogélifiantes des
copolymeres PAA1-Oyz. Les greffons O: (gauche) et O (droite) contiennent,
respectivement, 1,5 et 5 mol% de monomére OEGMAu7s (Cp = 5 wt% dans 1’eau).

Dans ce cas, ou la contribution massique du squelette PAA est trois fois plus faible que dans la
série précédente, les températures d’association sont plus proches des températures de point de
trouble déterminées sur les greffons libres (cf. Tableau 6.7), ce qui dénote un faible effet de
salting-out. Au niveau du processus de thermogélification, les pentes sont plus élevées
(» 12,5 Pa.s/°C), ce qui permet d’atteindre la transition sol-gel a des températures plus basses
comprises entre 37 et 40 °C, soit entre 6 et 8 °C plus bas par rapport aux solutions de
copolyméres PAAL-Oy27. Tout cela conduit & 60 °C a des viscosités complexes, ou des

modules élastiques, 10 fois plus éleves pour les copolymeres les plus modifiés.
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Tableau 6.7 : Températures caractéristiques des copolyméres PAA1-O165 et PAA1-0,.65
(5 wt% eau) et des greffons Oy et O, (10 wt% eau).

PAA1-0165 O: PAA1-0,65 | O2

Tas (°C) et Tp (°C) 27,8 28 30,3 32
Tsol-gel (°C) 37,3 40,1

Pente d’association (Pa.s/°C) 12,4 12,5

Néanmoins, les propriétés viscoélastiques restent faibles notamment si on se place dans le cadre
d’applications en milieu physiologique ou les formulations de ces copolymeres hautement

modifiés sont a peine gélifiées.

[11.2.4. Impact de la concentration en polymere

L’effet de la concentration en polymeére sur les propriétés viscoélastiques est présenté sur la

Figure 6.8 dans le cas des solutions de PAA1-O265.
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Figure 6.8 : Comportement thermoassociatif des solutions de copolymére PAA1-0,65 en
fonction de la concentration en polymere ; Variations de la viscosité complexe (Gauche) et
des températures caractéristiques Tas et Tsol-gel (Droite).

La ligne en pointillé représente la limite des 37 °C.

On retrouve le comportement attendu a 1’état non associé (T = 10 °C) pour une solution
enchevétrée de polyélectrolyte avec une variation de la viscosité Newtonienne suivant une loi
de puissance n ~ C3¥" (cf. Annexes, Figure 6.14), conforme a la théorie (n ~ ¢1°)8. Ce
comportement est similaire a celui décrit avec les solutions de PAA1-N67 dans le Chapitre 3
(n ~ C¥*?). De méme, a I’instar des études menées avec les solutions de PAA1-g-PNIPAmM, on
observe un décalage de Tas vers les basses températures lorsque la concentration en polymere
augmente. Cette variation de Tas est par ailleurs corrélée a la variation de Tsol.get mais dans le

cas présent la différence entre ces deux températures est d’au moins 10 °C comparativement &
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moins de 3 °C dans les mémes conditions pour le systteme PAAL1-g-PNIPAm. Il est a noter
qu’en se basant sur les droites obtenues sur la Figure 6.8, il faudrait environ 9,5 wt% de
PAAL1-0O265, soit environ le double en concentration, pour obtenir une Tso.ger Similaire a
PAA1-N67, soit 34,5 °C a 5 wt%.

En compilant I’ensemble des modules élastiques mesurés a 60 °C, pour les différentes solutions
de copolymeéres PAA1-Oyz, en fonction de la concentration normalisée (Cp. Wpggpa/Ce), NOUS
obtenons, sur la Figure 6.9, une tendance générale similaire aux dérivés PNIPAm, avec un
exposant 3 = 2,24 pour PAA1-Oyz comparé a 1,65 pour les PAA-g-PNIPAmM. Néanmoins, pour
une concentration donnée, les modules des solutions de PAA-g-PEGMA sont
systématiquement plus faibles par rapport aux PAA-g-PNIPAm et cela traduit clairement la
thermoviscosification beaucoup plus efficace des dérivés PNIPAm par rapport aux PEGMA en
se placant dans des conditions identiques de concentration, de composition et de température

de transition.
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1000 b o PaAL-065 Figure 6.9 : Variation du module élastique
7 o PAAL-0,27 d,..g des solutions de PAA1-Oyz a 60 °C en
o 100 e o PAAL-0,27 g 88 fonction de la concentration relative en
© F —Paag-PNIPAM & yos3enen PEGMA divisée par la concentration
10 6 Ri=092 d’enchevétrement (Cpecma/Ce) ;
. | — Comportement moyen des copolymeéres
0.01 0.1 1 10 PAA-g-PNIPAm extrait du Chapitre 4.
CPEGMAICE

Ainsi, pour des systemes a base de greffons PEGMA, caractérises par une température
d’association proche de 32 °C, il serait nécessaire de travailler & des concentrations en
copolymeére plus importantes pour obtenir des modules élastiques, a 60 °C, identiques a ceux
des PAA-g-PNIPAmM. De plus, pour obtenir une température de gélification inférieure a 37 °C,
il semble nécessaire d’utiliser des greffons avec des Tcp plus basses que celle du PNIPAmM
(< 32°C), a cause de I’association plus progressive des greffons PEGMA. Le PDEGMA semble
une bonne option avec sa LCST proche de I’ambiante et pourrait ainsi permettre d’abaisser la

Tsol—gel-

111.3. Comparaison entre PAA-g-PEGMA et PAA-g-PNIPAmM

Afin d’¢largir cette comparaison entre dérivés PEGMA et PNIPAm, nous avons rassemblé sur

la Figure 6.10, les comportements thermoviscosifiants de quatre copolymeres greffés issus du
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méme squelette PAALl. Quel que soit le taux de greffage, les pentes du processus

thermoassociatif sont toutes supérieures pour les dérives PNIPAm.

Pour des taux de greffage comparables (N67, 0165 et O265), on observe trés clairement que le
processus de thermoggélification est nettement plus abrupt pour le dérivé PNIPAm dont la pente
(57 Pa.s/°C) est 4 a 5 fois supérieure a celle de ses homologues PEGMA. Méme les solutions
de PAA1-N37 a faible taux de PNIPAm viscosifient beaucoup plus « rapidement » avec la

température que les dérivées PEGMA.
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De plus, aux grandes déformations, les comportements adhésifs des copolyméres PEGMA sont
faibles comparativement aux dérivées PNIPAm (cf. Figure 6.11). Les énergies d’adhésion
mesurées sur les formulations de PAA1-0165 (0,23 J/m?) et PAA1-0,65 (0,25 J/m?) restent en
effet trés proches de la valeur obtenue avec le PAA1-N37 (0,19 J/m?). Ce résultat semble
cohérent étant donnée la relation implicite que nous avons mise en évidence entre 1’énergie

d’adhésion et le module élastique G’.
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[11.4. Discussion

Malgré un pourcentage élevé en PEGMA dans le copolymeére greffé, nous avons montré qu’il
n’était pas possible d’obtenir des performances similaires aux PAA-g-PNIPAm. Afin de

discuter des differences de comportement observées lors du processus de thermoassociation
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généré par les greffons PNIPAmM et PEGMA, il est important de considérer les différents
mécanismes mis en jeu. Dans ce cadre, une des différences majeures entre PNIPAm et PEGMA
concerne la rupture et a la formation de liaisons-H lors du processus de déshydratation des
chaines. En effet, les unités NIPAm présentent a la fois un site donneur et un site accepteur de
liaisons-H contrairement aux monomeres EGMA qui ne possédent que des sites accepteurs. Ce
probléme a été considéré en particulier par Pang et Cui® dans leur étude comparative des
transitions de phase de type LCST entre PNIPAm et poly(N,N-diethylacrylamide) (PDEAM).

n
"N T
Figure 6.12 : Structure du PDEAM (Gauche) et du PNIPAm (Droite).
En effet, bien que ces deux polymeres soient tres similaires sur de nombreux aspects, en
particulier Tp et Tq tres voisines, I’énergie liée au réarrangement des molécules d’eau lors de la
séparation de phase est bien plus élevée pour le PNIPAm (5,19 kJ/mol) que pour le PDEAM
(1,13 kJ/mol). Ceci s’explique par le plus grand nombre de molécules d’eau initialement liées
au PNIPAm a partir de ses différents sites donneurs et accepteurs de liaisons-H ; la rupture et
réorganisation de ces liaisons conduisant a une énergie de transition plus importante.
De plus, comme le PNIPAm peut former des liaisons-H intra-chaines une fois a I’état associé®®,
cela facilite sa déshydratation lors de sa transition et c’est effectivement ce qui est observé
comparativement au PDEAM qui de par sa structure ne peut pas former de liaisons-H
intra-monomeres. L’existence de ces liaisons-H intra- ou inter-chaines dans le cas du PNIPAmM
est d’ailleurs trés souvent mise en avant pour justifier une cinétique de réhydratation plus lente
au cours du refroidissement qui génere des phénomeénes d’hystérese. Bien que cela n’ait pas été
observé dans notre cas, ou les comportements viscoélastiques sont parfaitement réversibles, la
formation de liaisons-H entre unités NIPAm est une des raisons principales du renforcement
des interactions inter-chaines. Dans le cas des polyméres PDEAM et PDEGMA, qui ne peuvent
pas former de liaisons-H inter-chaines, les études relévent généralement une faible
déshydratation au niveau des groupements carbonyles (5,5% et 15,9% pour des PDEGMA de
DP, de 20 et 50%, et environ 10% pour le PDEAM'?), comparativement & 35 % de
déshydratation pour le groupement C=0 du PNIPAmM®. Comme cela a été proposé par
Dalgakiran et Tatlipinar!!, le processus de séparation de phase des PEGMA est avant tout relatif

a des interactions faibles entre groupes hydrophobes aprés rupture des cages d’hydratation.
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Parallélement, si on s’intéresse aux phases riches en greffons qui se forment au-dela de Tas, on
n’attend pas d’apres la littérature a obtenir des différences de concentrations notables entre
PEGMA et PNIPAmM. Par contre, une des caractéristiques importantes dans les processus
associatifs concerne la dynamique des interactions avec la durée de vie des chaines a 1’état
associé qui pilote les propriétés viscoélastiques. Alors qu’une durée de vie infinie conduira a la
formation de liaisons permanentes, équivalentes a celles d’un gel chimique, une durée de vie
beaucoup trop faible par rapport aux conditions d’étude ne pourra étre percue
expérimentalement. Dans le cas des PAA-g-PNIPAm, la transition abrupte des propriétés
viscoélastiques peut donc étre attribuée a la formation de domaines concentrés en greffons
PNIPAmM caractérisés par une tres faible dynamique de dissociation, s’expliquant par de fortes
interactions inter-chaines générées par le couplage des interactions hydrophobes et des
liaisons-H. Pour les copolymeres PAA-g-PEGMA, une dynamique de dissociation plus élevée,
da a ’impossibilité de former des liaisons H inter-chaines, peut expliquer la transition plus

progressive des greffons PEGMA.

I\VV. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons tout d’abord étudié 1’impact de la proportion en comonomere sur
la modification de la LCST des copolymeres de PEGMA et montré qu’il était possible de
controler tres finement cette température en ajustant la proportion de TEGMA ou de
OEGMAu75 dans la chaine de PDEGMA. Aprés avoir greffé ces chainons a LCST sur un
squelette PAA, nous avons pu étudier leurs propriétés thermoviscosifiantes et comparer
I’impact de la nature des greffons sur ces proprietes.

Il ressort que le PEGMA génére une transition viscoélastique beaucoup moins abrupte que le
PNIPAmM entrainant ainsi un écart important entre Tas et Tsol-gel. CeS propriétés associatives plus
faibles sont attribuées a une plus grande dynamique des chaines PEGMA dans 1’état associé.
Comme il est difficile d’atteindre un état gel dans les conditions physiologiques en ajustant la
température d’association vers 32 °C avec des copolyméres de PEGMA, nous avons poursuivi
cette étude au chapitre suivant avec des copolymeres greffés a base d’alginate en utilisant
simplement 1’homopolymére PDEGMA comme greffon thermosensible. Bien que sa LCST soit
relativement basse (24,5 °C), cela nous permet d’envisager une transition sol-gel a des

températures inférieures a 37 °C, pour des concentrations assez faibles en polymére.
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Annexes
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Figure 6.13 : Comportement thermogélifiant en fonction du pourcentage en OEGMA475 pour
des solutions de copolymére PAA1-O165 et PAA1-0,65, 5 wt% eau.
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Figure 6.14 : (Gauche) Comportement thermoggélifiant en fonction de la concentration pour
des solutions de copolymere PAA1-O265 ; (Droite) Viscosité spécifique en fonction de la
concentration a I’état non associé.
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Chapitre 7
Chapitre 7 : Biopolymeres thermogélifiants

I. Introduction

Aprés avoir étudié les relations structure/propriétés des polymeéres synthétiques
thermoépaississants a base de PAA comme squelette, nous allons nous intéresser dans ce
dernier chapitre au développement de biopolymeéres thermogélifiants préparés a partir d’acide
hyaluronique (HA) et d’alginate (ALG). Dans ce cadre, nous reprendrons la méme stratégie
d’architectures greffées développée précedemment (Chapitres 3, 4 et 6) en comparant les
propriétés générees par des greffons PNIPAm, PDEGMA et des copolymeres statistiques
d’oxyde d’éthylene et d’oxyde de propyléne (PEPO).

Ces copolymeres a base de biopolymeres seront étudiés dans un but plus applicatif de délivrance
de principes actifs. Ainsi, nous nous intéresserons également a leurs propriétés d’injectabilité,
de stabilité en environnement aqueux et de delivrance d’une molécule modéle dans des
conditions physiologiques.

Enfin, nous reviendrons tout a la fin sur une discussion générale afin de comparer les différents
systemes entre eux et de préciser le réle des paramétres structuraux sur les propriétés a 1’état

associé.

I1. Acide hyaluronique modifié

[1.1. Comportement thermoassociatif

Cette étude a été réalisée sur un acide hyaluronique (Mn =200 kg/mol ; B = 2) greffé a 55% en
masse avec des chaines de PNIPAmM (M, = 20 kg/mol ; B = 1,2). La synthése de ce
copolymére HA-N55/20k a été réalisée précédemment au laboratoire par Marine Protat dans le
cadre de son stage de master. Comme on peut 1’observer sur la Figure 7.1, on retrouve les
caractéristiques thermiques de la séparation de phase des greffons PNIPAmM avec une

température Tas de 1’ordre de 33 °C et une enthalpie AH = 6,5 kJ/molnipam.

B b Figure 7.1 : Endothermes
—f— i caractéristiques du processus de
3 _T:___\./',::: thermoassociation des solutions de
HES B HA-N55/20k & différentes
ER Y - concentrations dans du PBS et du

[ === PNIPAm 20k 2 wt% précurseur PNIPAm 20k (2 wt% PBS).

S
v

N
o

30 40 50
Température (°C)
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Tableau 7.1 : Données obtenues en DSC pour des solutions de HA-N55 et son greffon PNIPAmM
dans le PBS.

Polymére Co(Wt%) | AH (kJ/molnipam) | Tas(°C) | Tmax (°C)
PNIPAmM-20k 2,0 6,5 33,4 36,8
1,5 2,5 34,9 39,6
HA-N55/20k 3,0 2,9 33,9 38,0
5,0 3,1 33,5 37,6

Comme dans le cas des copolymeres PAA-Ny/z, I’enthalpie de transition du PNIPAm diminue
lorsque ceux-ci sont greffés sur le squelette hydrosoluble de HA. Cependant, contrairement aux
PAA, nous n’observons pas de variation aussi importante des Tas avec la concentration en
copolymeére. En effet, la Tas ne varie que de 1,4 °C entre 1,5 et 5 wt% (cf. Tableau 7.1), pour
HA-N55/20Kk, contre 6 °C d’écart entre 4,8 et 9,1 wt%, pour PAAL1-N67 (cf. Chapitre 3). Ceci
souligne dans le cas du HA une plus faible contribution des répulsions électrostatiques sur le

processus d’association.

11.2. Propriétés viscoélastiques

Les propriétés viscoélastiques obtenues avec une solution a 5 wt% PBS (cf. Figure 7.2)
reproduisent a I’échelle macroscopique les observations précédentes avec une température de
transition Tas = 32,1 °C suivie d’une transition abrupte des propriétés entre 30 et 40 °C
caractérisée par une température de gélification Tso-gel €gale a 35,2 °C.

10000 ¢ 10000 ¢
1000 é ““‘nm««(m(“a«a((“““‘ 1000 _ G'60°C

E < 3 G" 60 °C
—_— — C <
© F o - o0 ¢ o 0 ¢ o @ .

E - o < '
__9_-_100E e.-lOO? 2..’...:‘330 ©G'37°C
(C ; © g0 | evto0’ enre
o OF © 00’000 ©G'10°C

F 1t ° *G"10°C

1 ¢ L0
: 01 L
0.1 —_— 0.1 1 10 100

10 20 30 40 50 60

Fréquence (Hz)
Température (°C)

Figure 7.2 : Propriétés viscoélastiques d’une solution aqueuse de HA-N55/20k
(Co=5wt% PBS) ; (Gauche) Variation des modules viscoélastiques (f = 1 Hz),
(Droite) Dépendance en fréguence des modules dynamiques a différentes températures.

La solution a 5 wt% atteint donc bien un état gel a 37 °C mais son module reste peu élevé
(G’ =100 Pa), environ 10 fois plus faible qu’a 50 ou 60 °C car la transition de phase des greffons

n’est pas achevée (cf. Figure 7.2). Cette transition sol-gel est observée pour toutes les solutions
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étudiées (Cp = 0,5 et 7 wt%) mais dans le cas de la solution la plus diluée on obtient un gel tres
faible avec un module élastique de I’ordre du Pascal qui est instable en température
(cf. Annexe 2, Figure 7.36). Les variations de propriétés viscoélastiques en fonction de la
concentration en polymeére sont présentées sur la Figure 7.3 ou 1’on observe ’existence d’un
régime enchevétré a partir d’environ 1,5 wt% en copolymére. Contrairement aux solutions de
copolyméres a base de PAA, I’exposant obtenu, pour C > Ce, avec les dérivés HA (a = 3,3) se
rapproche du comportement de polyméres neutres puisque les lois d’échelle prédisent n ~ C¢,
avec a = 15/4 en bon solvant et 14/3 en solvant-®, contrairement a o = 3/2 pour les solutions
de polyélectrolytes. Ce résultat est par ailleurs en bon accord avec les travaux de Milas et al.!
qui donnent pour des solutions d’acide hyaluronique un exposant o. compris entre 3,6 et 4,1
qu’ils attribuent au caractere semi-rigide de la chaine de hyaluronane qui 1’emporte sur son

caractere polyélectrolyte.

1000

100 o7 wt%

®5wt%

o 3 wt% . “ s, . P .
o 15 wi% Figure 7.3 : Propriétés viscoélastiques

ooswtw des solutions de HA-N55/20k dans du
PBS ;
. . (Gauche) Variation de la viscosité
20 30 40 50 60 complexe (f = 1 Hz) au cours du
chauffage pour différentes
concentrations en polymere ;

10

n* (Pa.s)

0.1

0.01

10000 E P 10000 . L i i
: ] (Droite) Variation de la viscosité
~ (330 ° 1 \
1000 ¢ o ] complexe a 20 °C et du module
o [ s ] ) ; . \ ° .
100 | S oo élastique a 60 °C en fonction de la
< g o o ] ° concentration en copolymere.
1 L e S 100
0.1 1 10
C, (wt%)

Dans ce méme domaine enchevétré, les modules élastiques mesurées a 60 °C varient selon la
relation G* ~ CP avec un exposant proche de 2 qui est classique pour des solutions enchevétrées
de polymeére et des systéemes gélifiés. Comme discuté precédemment, la solution a 0,5 wt%, qui
se trouve donc dans le régime semi-dilué non enchevétre, conduit bien a la formation d’un gel

faible mais avec une connectivité insuffisante qui le rend instable a haute température.
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11.3. Propriétés adhésives

Nous avons également réalisé des tests d’adhésion en fonction de la température avec la
formulation de HA-N55/20k, a 5 wt% dans 1’eau. Contrairement a 1’étude dans le PBS,
I’utilisation d’eau comme solvant ne permet pas d’obtenir une Tsol-gel €N dessous de 37 °C. Elle
est égale a 37,9 °C dans ce cas (cf. Annexe 2, Figure 7.37). Ceci peut étre attribué a une taille
de greffons trop faible et renforce la nécessité d’une taille de greffons de 30-40 kg/mol.

Les courbes contrainte-déformation, portées sur la Figure 7.4, montrent des résultats similaires
a PAA1-N67 (cf. Chapitre 3) avec une adhésion négligeable en dessous de Tas suivie d’une
rapide augmentation de la contrainte omax et de 1’énergie d’adhésion qui atteignent des valeurs
plateau au-dela de 45 °C. Il est néanmoins a noter qu’a 37 °C 1’énergie d’adhésion est trés faible

(< 0,1 J/m?) dii au fait que la Tsol-gel n’est pas encore atteinte.

- 20000
g' 1.0 R —50°C
Py 08 ° - o
o . o
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o g —37°C
€ 10000 02 |
b} ° —32°C ) ..
k= L Figure 7.4 : (Haut) Variation
30 35 40 45 50 55 o, L,
g \ Température (*C) des propriétés adhésives en
S K fonction de la température
0 ' — pour une solution de
0 0.5 1 15 5 0 :
D&formati HA-N55/20k, a 5 wt% eau ;
erormation sz
(Bas) Propriétés
1000 ¢ thermogélifiantes pour
- HA-N55/20k, 5 wt% eau. La
100 - 7
_ 3 Tsol-gel €St Symbolisée par e et
v! N 7 by o
& 10l est égale a 37,9°C.
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1
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I11. Alginates modifiés

[11.1. Introduction

Les études presentées dans cette partie ont été réalisées sur des copolymeéres a squelette alginate
modifiés par des greffons & LCST de type PNIPAm (N), PDEGMA (D) ou PEPO (P). A partir

de ces différents copolymeres, dont les caractéristiques sont rassemblées dans le Tableau 7.1,
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I’objectif est d’étudier I’influence de paramétres clés tels que le taux de greffage, la nature des

greffons ou la taille du squelette alginate sur les propriétés thermoépaississantes.

Tableau 7.2 : Caractéristiques des copolymeéres greffés a base d’alginate.

el Mn, My o Ratio ALG/polymére a | Nombre de gAreffons
(kg/mol) | (kg/mol) LCST par chaine
ALG1 155 285 1,8
ALG2 53 125 2,4
PNIPAm =N 38 61 1,6
ALG1-N15 161 284 1,8 85/15 wt% 0,7
ALG1-N45 232 335 1,4 55/45 wt% 3
ALG1-N72 146 519 3,5 28/72 wt% ~ 10
ALG2-N45 88 137 1,6 55/45 wt% 1
PDEGMA =D 27 81 3,0
ALG1-D45 / / / 55/45 wt% ~5
PEPO =P / 2 /
ALG1-P45 / / / 55/45 wt% ~ 60
ALG1-P67 / / / 30/70 wt% ~ 180

Comme indiqué dans le Tableau 7.2, nous avons utilisé les mémes greffons PNIPAmM de masse
molaire M, = 38 kg/mol afin de faire le lien avec les études précédentes sur les copolymeres
PAA-Ny/38k. De méme, le polymere PDEGMA (M, = 27 kg/mol) a été synthétisé de maniere
a avoir une masse molaire proche du PNIPAm. En ce qui concerne le PEPO, il s’agit d’un
copolymeére commercial de faible masse molaire (M = 2 kg/mol) possédant une LCST proche
de la température ambiante et qui est tres utilisé dans le développement de systéemes

thermostimulables®*.

I11.2. Propriétes viscoelastiques des solutions d’ALG1-N45
I11.2.1. Propriétés viscoélastiques dans I’eau
Le copolymére ALG1-N45 sera utilisé comme référence dans cette étude dans la mesure ou il

possede une composition intermédiaire et équilibrée en ALG/PNIPAm (55/45). L’analyse des

propriétés viscoélastiques de ce copolymeére est présentée sur la Figure 7.5.

On note tout d’abord a température ambiante (T < Tas) des niveaux de viscosité relativement
¢levés comparativement aux solutions précédentes de PAA qui reflétent, a I’instar du squelette

hyaluronique, I’impact du caractére semi-rigide du squelette sur ses propriétés en solution.
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Figure 7.5 : Variation des propriétés thermogélifiantes du copolymére ALG1-N45
en fonction de sa concentration dans 1’eau.

Pour comparaison, a la concentration de 5 wt%, la viscosité de la solution d’ALG1-N45 est de
8 Pa.s contre 0,2 Pa.s pour la solution de PAA1-N37. Dans 1’état non associé, les lois d’échelle
obtenues (cf. Figure 7.6) sont voisines de celles des dérivés HA précédents avec n ~ C>! dans
le régime semi-dilué enchevétré. D’une maniére générale, ces exposants sont comparables a
ceux reportés dans la littérature pour des polyélectrolytes semi-rigides tels que la CMC®
(cf. Figure 7.6) ou le chitosan® avec n ~ C!® pour C < Ce et C3? pour C > C.. Dans le cas

présent, la concentration d’enchevétrement du copolymere ALG1-N45 est estimée a 1 wt%.
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Figure 7.6 : Lois d’échelle n ~ C* dans les régimes semi-dilué non enchevétré et enchevétre :
(Gauche) ALG1-N45 dans 1’eau (20 °C), (Droite) CMC?® dans I’eau et en présence de sel.

Tableau 7.3 : Tas et Tso-get €n fonction de la concentration pour ALG1-N45 dans 1’eau.

Cp (Wt%), eau 0,5 1 2 3 4 5
Tas (°C) 36,6 35,4 34,6 34,2 33,8 32,6
Tsol-gel (°C) 44,6 40,4 36,2 36,2 35,5 34,5
Pente d’association (Pa.s/°C) 12,9 21,5 21,6 20,8 18,9 14,8
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Lorsque la température augmente, on observe bien un comportement thermoépaississant avec
des températures caractéristiques qui diminuent de quelques degrés lorsque la concentration en
polymeére augmente (cf. Tableau 7.3). Il est a noter que dés 2 wt% dans 1’eau, une Tsol-gel
inférieure a 37 °C est obtenue possible, ce qui n’était pas le cas pour HA-N55/20k méme a
5 wt%, confirmant bien la nécessité de greffons de Mn égale a 30-40 kg/mol. De plus, toutes
les solutions étudiées entre 0,5 et 5 wt% forment des gels a haute température mais 1’écart AT
entre Tas et Tsoger qui n’est que de 2 °C dans le régime enchevétré tend a augmenter
significativement lorsque la concentration diminue : AT = 8 °C a 0,5 wt%. Les pentes
d’association reportées dans le Tableau 7.3 sont d’une maniére générale plus faibles
comparativement aux solutions de PAA-Ny (cf. Figure 7.7) mais ces valeurs ne font que refléter

I’écart important qui existe entre les viscosités relevees a T < Tes.

60

F ® e @ PAA1-N67
50 | ) °
F © PAA1-N37
40 |
F @ ALG1-N45
30

Pente (Pa.s/°C)

20 ®®e

10 |

C, (wt%)
Figure 7.7 : Pentes d’association pour des solutions thermoépaississantes de PAA1-N37,
PAAL1-N67 et ALG1-N45.

De méme, la diminution des pentes d’association dans le régime enchevétré (C > 1 wt% ;
cf. Tableau 7.3) souligne la différence de comportement entre la viscosité a basse température
(n ~ C%) et le module élastique a haute température (G’ ~ CP). En effet, dans 1’état associé, le
module élastique varie avec la concentration avec un exposant 3 voisin de 2 (cf. Figure 7.8)
comme observé avec les solutions de HA-N55/20k précédentes, et donc beaucoup plus faible

que I’exposant o = 3,1, de la relation n ~ C*.

1000

G' (Pa)

100

C, (wt%)
Figure 7.8 : Variation du module élastique G’ en fonction de la concentration en polymére,
pour les solutions d’ALG1-N45 dans I’eau.
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111.2.2 Propriétes viscoélastiques en milieu PBS

L’objet de ce paragraphe, visant a se rapprocher d’applications potentielles in vivo ou in vitro,
nous avons vérifi¢ dans un premier temps 1’impact du milieu tampon PBS sur les propriétés
thermoassociatives. Comme on peut le constater sur la Figure 7.9, avec les solutions du
copolymére de référence ALG1-N45, le milieu PBS ne modifie pratiquement pas le
comportement viscoélastique en fonction de la température. Cet environnement ionique conduit
simplement a un léger décalage de la viscosité complexe sur toute la gamme de température

balayée et une diminution de la température d’association d’environ 2 °C (cf. Tableau 7.4).

1000 ¢ 1000 ¢

100 -
: 100 |

10 E

n* (Pa.s)
n* (Pa.s)

® 5 wt% PBS ® 5 wt% eau

0 4 wt% PBS 10 ¢

© 5 wt% PBS
0 3 wt% PBS

0.1 . . . . . . . 1

20 30 40 50 60 20 30 40 50 60
Température (°C) Température (°C)

Figure 7.9 : (Gauche) Propriétés thermogélifiantes en fonction de la concentration pour
ALG1-N45 dans du PBS ; (Droite) Comparaison des propriétés thermogélifiantes en fonction
du solvant (eau, PBS), a 5 wt%.

Il est donc possible de former des gels en milieu PBS de la méme maniéere et avec les mémes
amplitudes que ce qui a été décrit dans 1’cau pure. Travailler en milieu PBS présente 1’avantage
de diminuer Ta, et par la méme occasion la température de gélification, ce qui permet

d’améliorer les propriétés €lastiques autour de 37 °C.

Tableau 7.4: Comparaison des températures caractéristiques des solutions d’ALG1-N45 en
fonction de la concentration dans 1’eau ou le PBS.

Co (Wt%, PBS) 3 4 5
Tas (°C) 32,6 31,8 30,6
Tsol-gel (°C) 34 33,5 32,9

Co (Wt%, H,0) 3 4 5
Tas (°C) 34,2 33,8 32,6
Tsol-gel (°C) 36,2 35,5 34,5

I11.3. Influence de la masse molaire

La viscosité initiale des solutions d’alginate étant relativement élevée, nous avons utilisé un

squelette de plus faible masse molaire M, = 53 kg/mol (ALG2), au lieu de 155 kg/mol pour
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ALG1, tout en maintenant la composition alginate/PNIPAm constante (55/45). Néanmoins,

compte tenu de la taille des greffons PNIPAm, cela conduit @ un nombre moyen de greffon par

chaine voisin de 1 ce qui implique une hétérogenéité importante de composition des chaines

macromoléculaires avec la coexistence de chaines d’alginate non modifiées et multi-modifiées.

Tableau 7.5 : Tas et Tsoiget €n fonction de la concentration pour ALG2-N45, dans 1’eau.

Co (wt%, H20) 4 5 7 10
Tas (°C) 34,2 33 29,4 27,3
Tsol-gel (OC) 43 41,8 38,8 36,5

Malgré cette hétérogénéité, les solutions étudiees a des concentrations Cp > 4 wt% présentent

des comportements thermoassociatifs avec des transitions sol-gel entre 35 et 45 °C
(cf. Figure 7.10 et Tableau 7.7).
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Figure 7.10 : Propriétés thermogélifiantes de solutions d’ALG2-N45 dans I’eau ;
(Gauche) Modules dynamiques (Cp = 5 wt%) ; (Droite) Viscosité complexe.
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Les pentes d’association sont dans ce cas beaucoup plus faibles (cf. Figure 7.11) puisque que

toutes les chaines ne contribuent pas a la formation de domaines riches en PNIPAm,

I’association est ainsi ralentie.
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En conclusion, méme si les viscosités ont bien été diminuées a basse température, les propriétés
élastiques restent faibles & haute température et il faut atteindre des concentrations de 10 wt%
pour obtenir une transition sol-gel a la température du corps. Ce design est donc inadapté aux
propriétés recherchées et si 1’objectif est de renforcer les propriétés a haute température tout en
conservant un squelette de faible masse molaire, il faudrait plut6t utiliser une proportion plus
importante de greffons a LCST afin d’augmenter le nombre de greffons par chaine et
possiblement permettre une association des greffons sur une plus faible gamme de température.
Nous allons justement dans le paragraphe suivant nous intéresser a I’impact du taux de greffons

dans le copolymére.

[11.4. Influence du taux de greffage

Nous nous intéressons ici a trois copolymeres issus du méme squelette ALG1 modifié avec
différentes proportions de PNIPAm : 15, 45 et 72 wt% (cf. Tableau 7.1). Il est a noter que
contrairement aux copolymeres ALG1-N15 et ALG1-N45 qui ont pu étre parfaitement purifies,
en couplant la précipitation dans 1’acétone puis la dialyse, le copolymere ALG1-N72 dont le
rendement de greffage n’est pas total contient encore une proportion importante de chainons
PNIPAm libres (cf. Chapitre 2, Figure 2.25). Malgré son taux de greffage réel plus faible et la
présence de chainons résiduels, nous avons étudié cet échantillon qui nous permet d’analyser
I’impact de la présence de greffons libres sur le phénoméne thermoassociatif. En effet, dans le
cadre de travaux précurseurs menés au laboratoire sur des polymeéres thermoépaississants en
application pétroliere, il a été montré et breveté que 1’addition de chainons a LCST libres, de
méme taille que les greffons, amélioraient fortement les propriétés rhéologiques des solutions
de copolymeres greffés a haute température en participant activement au processus de
séparation de phase ("Thermoviscosifying polymers, their synthesis and their uses in particular
in the oil industry.” P. Maroy, D. Hourdet, F. L’ Alloret, R. Audebert. Dowell-Schlumberger /
Eur. Patent 0 583 814 Al (1993)).

La comparaison des comportements thermoépaississants est présenté sur la Figure 7.12 dans le
cas de solutions a 4 wt%. Contrairement aux PAA1-Ny, pour lesquels la viscosité a basse
température variait peu en fonction du taux de greffage, le comportement est completement
différent avec les dérivés ALG1-Ny ou la viscosité diminue fortement lorsque le taux de
greffage augmente. Afin de prendre en compte ces différences, nous avons porté sur la
Figure 7.12 (Droite) la variation de viscosité specifique en fonction de la concentration relative
en alginate. On constate alors que I’ensemble des résultats relatifs aux solutions de ALG1-Ny,

complétés par les viscosités de solutions d’alginate non modifié (ALG1), s’inscrivent
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parfaitement dans la continuité de la relation établie précédemment avec les solutions
d’ALG1-N45. Cette courbe maitresse souligne le réle prépondérant du squelette alginate et de
sa concentration relative sur les propriétés visqueuses et en particulier sur le degré
d’enchevétrement des chaines qui nécessite de considérer la concentration relative en alginate

plut6t que la concentration globale en copolymeére.
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Figure 7.12 : (Gauche) Propriétés thermogélifiantes des solutions de copolymére ALG1-Ny
en fonction de la proportion en PNIPAm (4 wt% eau) ; (Droite) Variation de la viscosité
spécifique en fonction de la proportion en alginate dans le copolymere.

En ce qui concerne le comportement thermoassociatif, on constate que, comme pour les
PAA-g-PNIPAm, le pourcentage en PNIPAmM impacte trés peu la Tas. Celle-ci est en effet égale
a environ 34 °C pour les trois copolymeéres présentés (cf. Tableau 7.6).

Tableau 7.6 : Températures caractéristiques des solutions de copolymére ALG1-Ny, a 4 wt%
dans 1’eau.

Copolymére | ALG1-N15 | ALG1-N45 | ALG1-N72
Tas (°C) 34,1 33,8 34,2

Tsol-gel (oc) 51,1 35,5 35,2

Pour ALG1-N45 et ALG1-N72, les Tas et Tsoigel Obtenues sont assez similaires a celles des
PAA-g-PNIPAm étudiés précédemment et inférieures a 37 °C. Les écarts entre ces températures
caracteéristiques (Tsol-gel €t Tas) SONt également tres faibles ce qui démontre une gélification des
solutions sur une fenétre de température tres réduite, inférieure a 2 °C. Par contre, le copolymeére
ALG1-N15 présente des propriétés thermogélifiantes beaucoup plus faibles avec une transition
sol-gel qui est observee uniquement au-dela de 50 °C. Comme pour 1’¢chantillon ALG2-N45,
ALG1-N15 se caractérise par un faible nombre de greffons par chaine (~ 0,7), ce qui implique
une participation réduite du nombre de chaines au phénomene associatif.

En ce qui concerne I’échantillon ALG1-N72, incomplétement modifié, les propriétés élastiques

a haute température ne sont que tres légérement supérieures a celles du copolymere ALG1-N45.
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A ce stade, on peut invoquer bien entendu la présence de greffons libres, non rattachées de
maniére covalente au squelette, mais également une concentration relative en alginate
pratiquement deux fois plus faible que celle de 1’échantillon ALG1-45. Nous reviendrons sur

ce point lors de la discussion finale.

[11.5. Influence de la nature des greffons

111.5.1. Introduction

Dans le cadre de cette étude comparative, le squelette d’alginate ALG1 a été modifié en utilisant
trois types de greffons de natures chimiques différentes : PNIPAm (N), PEPO (P) et PDEGMA
(D). Les caractéristiques de ces copolymeéres et de leurs précurseurs sont données dans le
Tableau 7.2. Contrairement aux solutions précédentes qui ont été étudiées dans 1’eau pure, cette
étude a été réalisée en milieu PBS mais comme nous 1’avons vu précédemment cela modifie
tres peu les propriétés viscoélastiques, seules Tas et Tsol-gel SONt décalées vers les plus faibles

températures.

111.5.2. Analyse viscoélastique

Dans le cas des trois copolymeres préparés avec un méme taux de greffage (45 wt%), on note
tout d’abord que les viscosités complexes a 1’état non associé sont tres proches conformément
a la concentration en alginate qui est constante pour les trois copolymeéres greffés et égale a
2,75 wt%. Ceci atteste bien que le pourcentage d’alginate dans les trois copolymeres est
similaire.
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Figure 7.13 : Propriétés thermogélifiantes en fonction de la nature du greffon, 5 wt% PBS.

Au cours du chauffage, I’association des greffons PDEGMA et PEPO débute a plus basse
température (22-23 °C) que celle des PNIPAmM (31 °C), mais compte tenu du processus
d’association plus abrupte pour le dérivé PNIPAm, les trois copolymeres présentent des

transitions sol-gel & des températures voisines (cf. Tableau 7.7). A haute température, 60 °C,
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les propriétés du copolymere ALG1-N45 surpassent celles des deux autres copolymeéres qui
présentent des signatures relativement similaires malgré les différences de masses molaires
entre les greffons. Les propriétés du copolymere ALG1-g-PDEGMA sont en bon accord avec
1’étude précédente sur les dérivés PAA-g-PEGMA. Dans le cas présent, 1’utilisation de greffons
100 % DEGMA a permis d’abaisser suffisamment la température de transition pour permettre
de favoriser la transition sol-gel en dessous de la température du corps, tout en évitant un début

d’association en dessous de la température ambiante.

Tableau 7.7 : Tas et Tsoger €n fonction de la nature du greffon, 5 wt% PBS.

ALG1-N45 ALG1-D45 ALG1-P45 ALG1-P67
Tas (°C) 30,6 23,3 21,8 15,8
Tsolgel (°C) 32,9 31,6 31,1 23,3

Pour compléter cette étude un second dérivé a base de greffons PEPO a été synthétisé avec une
proportion massique beaucoup plus élevée (67 wt%) : ALG1-P67. L’avantage d’utiliser du
PEPO pour les taux de greffage élevés (> 50 wt%) est sa facile purification par dialyse, di a sa
faible masse molaire. Ainsi, contrairementa ALG1-N72, il n’y a que trés peu de greffons libres.
Par comparaison avec I’ALG1-P45 (cf. Figure 7.14), les propriétés viscoélastiques sont

largement améliorées a haute température.
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Figure 7.14 : Proprietes thermogeélifiantes en fonction du taux de greffage des solutions de
copolymere a greffons PEPO : ALG1-P45 et ALG1-P67 (5 wt% PBS).

Les principales différences entre ces deux polymeres sont les suivantes :

- 1) la viscosité initiale est environ huit fois plus faible en raison de la concentration relative en

alginate qui est pratiquement deux fois plus faible dans le cas de ’ALG1-P67 (n ~ C3%) ;

- 2) les températures d’association et de transition sol-gel sont fortement décalées vers des
températures plus basses (cf. Tableau 7.7). Ce décalage important est attribué a la forte

dépendance de la température de séparation de phase des chainons PEPO avec la concentration.
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Méme si ’association débute vers 16 °C, la viscosité de la solution conserve un niveau

acceptable tant que 1’on reste a des températures ambiantes inférieures a 25 °C ;

- 3) les propriétés élastiques a haute température sont nettement améliorées par rapport au

copolymeére ALG1-P45 avec un facteur 4 a 37 °C et 5,9 a 60 °C pour la variation du module de

conservation G’.

111.5.3. Analyse RMN

Les trois copolyméres greffés ont été étudiés par RMN *H en température (cf. Figure 7.15) mais
seules les solutions d’ALG1-N45 et ALG1-D45 ont permis une analyse quantitative du

processus d’association en suivant la diminution des signaux relatifs aux greffons a LCST.

A Figure 7.15 : (A) Variation en fonction
120% T de la température des aires relatives
100% ¢ o o o emm ° 3HALGL-DAS aux signaux RMN H des greffons &

€ s L e SHALGLNAS LCST pour ALG1-N45 et ALG1-D45,
~ ® 6H PAA1-N67 .
eof so% | o, ° a5 wt% dans D20 ;
= - L (B) Structure de ALG1-N45 ;
R s, (C) Structure de ALG1-D45.
20% | ‘o 3 R Les intégrations de ALG1-N45
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Dans le cas du copolymere ALG1-P45, I’association des greffons PEPO se traduit uniquement
par un élargissement des signaux comme cela a été décrit par Gupta et al.*, dans le cas des
carboxymethyl guar modifiés par ces mémes PEPO. Cet élargissement, qui apparait a partir de

Tas et qui correspond a la formation de domaines concentrés en PEPO, souligne la mobilité
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relative conservée par les greffons PEPO de faible masse molaire au sein des domaines
concentrés.

En ce qui concerne les deux autres copolyméres, le suivi des signaux RMN *H en fonction de
la température refléte les études viscoélastiques précédentes avec une disparition beaucoup plus
progressive pour ALG1-D45 comparé a ALG1-N45 (cf. Figure 7.15). Comme pour le
copolymére PAA1-N67 étudié précédemment, la diminution des signaux relatifs aux protons
des PNIPAm a lieu sur une gamme étroite de température, majoritairement entre 34 et 42 °C.
La diminution des pics est tres comparable pour PAA1-N67 et ALG1-N45. Par comparaison,
la diminution des signaux des greffons PDEGMA se fait de maniére continue entre 18 et 44 °C
(cf. Annexe 1, Figure 7.35). Ceci montre bien la transition beaucoup plus progressive des
PEGMA.

111.5.4. Analyse par SAXS

A T’occasion des expériences de SAXS menées sur le projet de Julie Brun, les solutions de
copolymeéres ALG1-N45 et ALG1-D45, a 5 wt% dans le PBS, ont pu étre analysées en fonction
de la température (cf. Figure 7.16). Si on se limite a une analyse qualitative, on constate que le
processus de micro-séparation de phase de la solution d’ALG1-N45 transite de maniere abrupte
entre 30 et 35 °C et se stabilise a partir de 40 °C formant des interfaces nettes comme souligné
par le comportement asymptotique 1(q) ~ ™. Le pic de corrélation observé a gmax= 0,0075 A

peut étre associé & une distance moyenne entre domaines d’environ 840 A.

10000 10000 g .
E : \ — 55°C
i [ . —45°C
1000 ¢ 1000 ¢ “ 40°C
F —_ i [ .
) i ) i 2 35°C
2 100 2 100 L — 30°C
5 : G : 25°C
= i = i 20°C
10 ¢ 10 ¢
1 s 1
0.001 0.01 0.1 0.001 0.01 0.1
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Figure 7.16 : Variation des spectres de diffusion RX aux petits angles en fonction de la
température pour des solutions a 5 wt% dans le PBS ; (Gauche) ALG1-N45, (Droite)
ALG1-D45. Les droites en pointillés matérialisent le comportement asymptotique 1(q) ~ g

Comparativement, le processus d’association des greffons PDEGMA dans le copolymeére
ALG1-D45 se produit sur une fenétre de température plus importante, entre 20 et 35 °C, et

donne lieu & un pic de corrélation beaucoup plus large centré autour de gmax = 0,012 A*; soit
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une distance moyenne de 520 A. On peut faire I’hypothése que les PDEGMA forment des
domaines de plus petite taille que les PNIPAm avec des interfaces plus diffuses en raison des
interactions moins fortes que 1’on suppose entre les chaines. Quel que soit le niveau
d’interprétation, on peut retenir qu’il existe un trés bon accord entre les caractéristiques
macroscopiques données par la rhéologie et les caractéristiques structurales et moléculaires

concernant le processus d’association.

IV. Propriétés des biogels injectables en milieu physiologique
IV.1. Propriétés rhéologiques sous cisaillement

IV.1.1. Viscosité sous cisaillement

Le comportement sous cisaillement a tout d’abord été étudié avec des solutions enchevétrees
d’alginate non greffé, ALG1, (cf. Figure 7.17). Alors qu’un plateau newtonien est bien observé
pour les quatre solutions aux faibles gradients de cisaillement (y < 1 s™1), la viscosité diminue
lorsque le gradient de cisaillement augmente.

Afin de décrire le comportement rhéofluidifiant des solutions, nous avons utilisé une des formes

du modele de Cross’ donné par la relation suivante :

(Mo—N0)

Equation 7.1 : n;, = ne + AranH a7

Avec, n, : viscosité newtonienne, 7 : viscosité limite du second plateau newtonien atteint pour des
valeurs élevées du gradient de cisaillement, y, A : temps caractéristique de la relaxation du systéme,
X . parametre ajustable permettant d’adapter au mieux le modéle dans la partie initiale de la
rhéofluidification et n : indice de la loi de puissance dans le domaine rhéofluidifiant.
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Co(Wt%) mo(Pa.s) A (s) n Figure 7.17 : Comportement
2 5,6 0,05 0,35 rhéofluidifiant en fonction de la
ALG1 3 10 0,065 0,31 concentration, pour des solutions
4 33 0,12 0,23 d’ALG1 en milieu PBS, a 20 °C :
5 96 0,17 0,13 5wt% ; 4 wt% ; 3wt% ; 2 wt% et
ALG1-45 5 wt%. Les lignes
ALG1-N45 c P 0,055 0,31 correspondent a I’ajustement des

résultats en application des Equations
7.1et7.2.
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En négligeant la valeur de 7., dans I’Equation 7.1, les courbes expérimentales peuvent étre
décrites principalement a partir des trois parametres caractéristiques de la solution, n,, 4 et n
qui sont reportés sur la Figure 7.17 ; x etant maintenu constant (x = 0,7) pour toutes les

solutions.

Les résultats précédents, obtenus aux gradients de cisaillement les plus élevés, ont également
été ajustés sur la Figure 7.17 en utilisant I’expression d’Ostwald-de Waele (cf. Equation 7.2)
qui rend compte uniquement du comportement asymptotique de la solution sous cisaillement,
avec n = 1 pour un fluide newtonien, n < 1 pour un systeme rhéofluidifiant et n > 1 pour un

systeme rhéoépaississant :
Equation 7.2 : ;, = Ky™™*

Dans le cas présent, on obtient bien les mémes valeurs de n qui diminuent lorsque la
concentration augmente, traduisant ainsi une sensibilité croissante au cisaillement. D’autre part,
plus la concentration augmente et plus le temps de relaxation A augmente ce qui conduit a un
phénomeéne de rhéofluidification qui apparait pour des valeurs de y de plus en plus faibles.
En portant la viscosité sous cisaillement ainsi que les modules et les temps de relaxation
extrapolés a partir du modéle de Carreau en fonction de la concentration (cf. Figure 7.18), on
obtient des lois de puissance avec des exposants qui peuvent étre comparés avec les valeurs
théoriques relatives aux solutions de polymere semi-diluées enchevétrées en bon solvant : avec
Mo =G.A~C¥™* G~C* 2~ (32
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ig- 01 . G (O) et du temps de relaxation A ([1)
g des solutions d’ALG1 et d’ALG1-N45
0.01 ; : . — g (A, ® m)

CAIg (Wt%)

Comme nous ’avons discuté précédemment, la viscosité a basse température d’une solution
d’ALG1-N45 a 5 wt% est comparable a celle d’une solution d’ALG1 a la méme concentration
relative en alginate ; soit 2,75 wt%. C‘est ce que 1’on retrouve sur les Figure 7.17 et Figure 7.18
ou le comportement de la solution d’ALG1-N45 s’approche de celui d’une solution d’alginate
a 3 wt%. L’ajustement de la courbe & partir du modéle de Cross (Equation 7.3) conduit aux

parametres suivants : n, = 12 Pa.s, A = 0,055 s etn = 0,31.
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D’une maniére générale, le cisaillement est un paramétre important a prendre en compte car il
permet d’abaisser la viscosit¢ de la solution mais il peut également conduire a une
déstructuration plus ou moins importante dans le cas de formulations élastiques. Un exemple
est donne sur la Figure 7.19 dans le cas d’une solution d’HA-N55/20k qui a été étudiée dans le
PBS, soit en dynamique (» = 6,28 rad/s) soit en cisaillement dans les mémes conditions

d’observation, ¥ = 6,28 s™.
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En effet, si les résultats de viscosité sont similaires et totalement réversibles aux basses
températures (T <35 °C), I’application d’une déformation importante sur la formulation gélifi¢e
conduit au-dela de 40 °C a la diminution des propriétés du gel. Ce point particulier est a
considérer dans le cas ou des formulations pourraient étre injectées a des températures

supérieures a leur point de gel.

IV.1.2. Injectabilité

Dans une premiere approche, on peut s’intéresser au cas des fluides newtoniens, pour lesquels

la force d’injection (F) peut étre calculée a partir de la loi de Hagen—Poiseuille®® :

2
Equation7-3: F = &’LR# + Fr

a
Avec, n : viscosité dynamique, L : longueur de I’aiguille, Qy : débit volumétrique, Rs: rayon interne de
la seringue, R, : rayon interne de ’aiguille et Fr : force de friction du piston dans la seringue.

Si on se place dans des conditions données, en fixant R, = 0,13 mm (aiguille 25 G) ;
Rs=2,3mm; L =127 mm, Q=2 mL/min et une force maximale F = 20 N, cela donne une
viscosité n < 0,32 Pa.s en négligeant les forces de friction. Si cette valeur est supérieure a celle
des viscosités mesurées pour les solutions de PAA1-N45 au Chapitre 3 (n < 0,2 Pa.s, pour
Cp <9 wt%), elle est trés inférieure a la viscosité des solutions d’ALG1-N45 (n = 12 Pa.s,
a 5 wt%). Bien que cela soit un probleme pour les solutions d’alginate modifi¢, ou plus
généralement pour les biopolymeéres a chaine semi-rigide, le caractére rheofluidifiant des

solutions va permettre de se rapprocher des conditions d’injectabilité.
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En effet, comme nous I’avons présenté dans le chapitre bibliographique, ’intégration du
comportement décrit par la relation d’Ostwald-de Waele (paramétres K et n de I’Equation 7.2)
dans 1’équation de Hagen-Poiseuille permet de prendre en compte le caractere rhéofluidifiant
de la solution. Pour cela il est nécessaire de relier le gradient de cisaillement au débit d’injection
et au rayon interne du capillaire. Pour cela on peut utiliser 1’équation usuelle pour ce type
d’écoulement :

4Q, . F = 221 l-np RZKQ}
TR3 soit - R3nti
a

Equation 7.4 .y = + Fr

On peut également prendre la valeur du gradient de cisaillement effectif tel que proposé par

Mueller et al.1? :

- . . 2n+2 1—nLR2K n o3 n-1
Equation 7.5 : 7 = 2% 3™ ooy = 2T _LRSKQy ( n ) +F

TR} 2n+1 R3™t1 2n+1

Quelle que soit I’hypothése choisie pour le gradient de cisaillement, on note sur la Figure 7.20
un bon accord quantitatif avec les résultats expérimentaux, et ceci pour les trois aiguilles
utilisées. Cela démontre d’une part la possibilité d’extrapoler le comportement d’injectabilité a
partir du comportement rhéofluidifiant de la solution de polymeére. D’autre part, malgré des
viscosités newtoniennes élevées, les solutions d’alginate modifié peuvent étre injectées sans
que la force d’injection sur le plateau ne dépasse 12 N ; ce qui représente le cas d’une injection

facile selon Robinson et al.!%.

| 027G @25G 022G

Figure 7.20 : Variation de la force
d’injection en fonction du débit et du
diamétre de 1’aiguille pour ALG1-N45,
5 wt% PBS, (L =12,7 mm, Rs = 2,3 mm,
T = 21-22 °C). Modélisation a partir des
Equation 7.4 (---) et Equation 7.5 (—).

Force (N)

Débit (mL/min)

Enfin, nous avons comparé I’injectabilité de solutions préparées a partir des trois copolymeéres
modifiés par des greffons de nature chimique différente (cf. Figure 7.21). Pour ces trois
solutions réalisées a méme concentration relative en alginate et en utlisant des aiguilles 25 G,
il ressort des profils relativement similaires avec cependant des forces d’injection globalement
plus élevées pour ALG1-D45 et ALG1-P45 comparativement & ALG1-N45. Ceci peut étre
attribué a la température du test (21-22 °C), a laquelle les copolyméres d’ALG1-D45 et
ALG1-P45 commencent a s’associer, entrainant une augmentation de la viscosité. Néanmoins,

dans ces conditions, la force d’injection reste inférieure a 12 N pour les trois systeémes étudiés.
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Figure 7.21 : Force d’injection en fonction de la vitesse pour les trois copolymeéres
testés (ALG1-N45, ALG1-P45 et ALG1-D45) ; 5 wt% PBS, 25 G,
longueur de 1’aiguille : 13 mm, T = 21-22 °C.

IV.2. Gélification

Afin de tester la cinétique de gélification, nous avons essayé dans un premier temps de monter
le plus rapidement possible entre 20 et 37 °C en utilisant le rhéometre. Contrairement aux études
précédentes qui ont été réalisées a une vitesse de chauffage contr6lée de 2 °C/min, le
déclenchement du chauffage avec une consigne de 37 °C permet de rejoindre rapidement cette
température a une vitesse d’environ 20 °C/min. Les résultats de ce test, présentés sur la
Figure 7.22, montrent un développement rapide des propriétés thermoépaississantes avec la
température. Le croisement de G’ et G*” se fait en 36 s, valeur similaire a celle de Liu et al.*?
pour un Alg-g-PNIPAM a 81 wt% en PNIPAM (M» (PNIPAmM) = 5200 g/mol, b = 1,2).
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Figure 7.22 : (Gauche) Variation des propriétés viscoélastiques d’une solution
d’ALG1-N45 a 5 wt% dans le PBS au cours d’une rampe en température non controlée
(v =20 °C/min) ; (Droite) Comparaison des propriétés thermoviscosifiantes en fonction de
la vitesse de chauffage.

Si 1’on compare les courbes de thermoviscosification obtenues a deux vitesses de chauffage tres
différentes, 2 et 20 °C/min, on n’observe pratiqguement pas de différences mis a part a 37 °C
pour la solution qui a été chauffée rapidement et laissée a 1’équilibre pendant environ deux

minutes. La viscosité complexe augmente légérement sur ce temps d’équilibre. Le phénoméne
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thermogélification est donc extrémement rapide, seulement quelques secondes, et ceci a été
observé pour les trois derivés ALG1, quelle que soit la nature des greffons (cf. Annexe 2,
Figure 7.42).

Bien qu’il soit difficile d’accéder a la cinétique de gélification, nous avons réalise un second
test qualitatif visant a mimer la gélification des solutions dans des conditions proches des
situations rencontrées lors d’injections en milieu physiologique, avec un transfert rapide de la
température ambiante vers la température du corps. Pour cela, nous avons utilisé le montage
précedent en injectant la solution, initialement équilibrée a température ambiante, dans un bain
de PBS a 37 °C. Pour mieux visualiser le comportement lors de I’injection, le copolymeére
ALG1-N45 a éte solubilisé dans une solution de PBS contenant de la rhodamine B a la
concentration de 0,01 wt%. Comme on peut 1’observer sur la Figure 7.23 issue d’une vidéo, la
gélification est « immeédiate » dans le bain a 37 °C avec formation d’un filament solide
ralentissant fortement la diffusion du colorant dans le milieu. Pour les autres copolymeres, les

photos issues des vidéos sont dans 1’ Annexe 3 (cf. Figure 7.43).

Figure 7.23 : Photo d’un essai d’injection dans un
bain de PBS a 37 °C d’une solution d’ALG1-N45 a
5 wt% PBS (25 G, v =50 mm/min, soit Q = 0,92
mL/min).

Par comparaison, lors d’un test d’injection réalise sous agitation avec une injection manuelle
de la solution dans un bain de PBS a 20 °C, on observe la formation d’un filament visqueux qui
se dissout complétement en 13 s sous agitation en libérant la totalité de la rhodamine dans le
milieu (cf. Figure 7.24). Dans les mémes conditions a 37 °C (cf. Figure 7.25), le filament se
fragmente en plusieurs morceaux mais ne se solubilise pas dans le milieu.

La présence d’un copolymere thermogélifiant permet ainsi de limiter le phénomeéne indésirable
de « burst release » conduisant a la libération d’une concentration élevée en principes actifs sur

un temps trés court pouvant entrainer des problemes de toxicite.
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Figure 7.24 : Suivi dans le temps apres injection d’ALG1-N45 (5 wt% PBS) dans un bain de
PBS a 20 °C, sous agitation.

Figure 7.25 : Suivi dans le temps apres injection d’ALG1-N45 (5 wt% PBS) a 37 °C, dans un
bain de PBS, sous agitation.
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La Rhodamine B, étant facilement détectable par spectrophotométrie UV-visible, nous

’utiliserons par la suite comme molécule modele pour les études de relargage.

IV.3. Gonflement et intégrité du gel

Afin de vérifier les propriétés de gonflement et d’intégrité des formulations gélifiées une fois
introduites en excés de milieu physiologique, une premiere étude a été réalisée avec
I’échantillon ALG2-N45 de faible masse molaire. Pour ce faire, la solution de polymere a une
concentration initiale de 10 wt% est introduite a température ambiante dans une seringue avant
de la fermer hermétiqguement. La seringue est alors placée quelques minutes a 70 °C pour laisser
le gel se former puis celui-ci est introduit rapidement dans un bain de PBS a 37 °C. Sur la
Figure 7.26, une dissociation importante du gel cylindrique est observée a 37 °C en moins de
24 h. La méme expérience répétée a plus haute température (40 °C) afin de s’assurer d’étre
plusieurs degrés au-dessus de la transition sol-gel ne permet pas d’améliorer de manicre notable
la tenue du gel sur la méme durée. Comme évoqué précédemment, le nombre insuffisant de
greffons par macromolécule (voisin de 1), qui implique qu’une partie seulement des chaines
participe au phénomeéne associatif, est incompatible avec la conservation de ses propriétés
solides en exces de solvant sur de longues durées.

Comparativement, la méme expérience menée avec le copolymere ALG1-N45 qui possede un
squelette de plus grande taille et donc un nombre de greffons par macromolécule plus important,
montre clairement la conservation de sa forme initiale aprés 24 h dans un bain de PBS
(cf. Figure 7.27).

37°C

Figure 7.26 : Gels d’ALG2-N45 & 10 wt% en milieu PBS, au bout de 24 h ;
(Gauche) 37 °C, (Droite) 40 °C.

-;. ——
Figure 7.27 : Photos d’un gel cylindrique d’ALG1-N45, prépare a une concentration initiale
de 5 wt% dans I’eau, apres 24 h d’immersion dans un bain de PBS a 37 °C.
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Il est cependant difficile d’empécher le gonflement du réseau associatif, méme en milieu
ionique, car ’alginate est un polymeére hydrophile. Il faut également considérer que les mesures
de gonflement réalisées sur les gels thermoassociatifs sont difficiles a mener car contrairement
aux gels chimiques, dés leur retrait du bain thermostaté, ils commencent trés rapidement a se
reliquéfier ce qui induit des incertitudes relativement importantes sur les mesures. De plus, plus
la durée d’immersion augmente, plus le gel gonfle et plus il est difficile de récupérer le gel du
bain, sans le fragiliser. Les mesures de gonflement ont été faites au moins trois fois pour chaque
temps d’immersion. Les résultats obtenus sur un gel d’ALG1-N45 formé initialement & une
concentration de 5 wt%, mettent en évidence un gonflement d’environ 200 % sur les cing

premiéres heures ; gonflement qui semble se stabiliser par la suite (cf. Figure 7.28).
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Figure 7.28 : Gonflement du gel ALG1-N45 a 5 wt% PBS, dans un bain de PBS, a 37 °C.

IV.4. Relargage

Les propriétés de relargage de la rhodamine B ont également été étudiees par
spectrophotométrie UV-visible pour les copolymeéres d’alginate préparés a partir des différents
greffons a LCST. Ces mesures ont été réalisées en triplicat en suivant le méme protocole que
celui décrit dans le Chapitre 2. Les gels de forme cylindrique (r = 2,3 mm et L = 40 mm) sont
préformés a chaud a une concentration de 5 wt% en présence de rhodamine B avant d’étre
plongés au temps t = 0 dans une cellule UV contenant une solution de PBS a 37 °C.
L’absorbance a A = 553 nm est alors suivie en fonction du temps pour étudier la fraction de
rhodamine B relarguée. Bien que les concentrations en copolymere soient les mémes, on note
sur la Figure 7.29 que la nature des greffons impacte legerement les propriétés de relargage.
Afin d’étudier plus en détail les mécanismes de relargage et étudier si le relargage est lié a la
diffusion, nous avons appliqué le modéle correspondant a la loi de Fick dans le cas d’un gel
cylindriquet® :

pt\/2 pt » , i
) - Avec, M, et M, : quantités cumulés de Rhodamine,

. . . ﬂ_
Equation 7.6 : = 4(

0 r?

t : temps, r : rayon du cylindre et D : coefficient de diffusion dans le gel.
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Cette équation, valable dans I’hypothése d’une diffusion radiale pour M,/M,, < 0,4, permet
d’ajuster correctement nos résultats experimentaux (cf. Figure 7.29). Cela démontre tout
d’abord le caractére Fickien du relargage dans sa premicre partie suivie par un pseudo plateau

marquant la saturation progressive du milieu extérieur en Rhodamine.
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Figure 7.29 : Relargage de la rhodamine B en fonction de la nature du greffon (milieu PBS,
T =37 °C).

A partir de ce modele de diffusion fickienne, on peut en déduire le coefficient de diffusion de
la rhodamine dans les différents gels avec des valeurs D = 1,2.1071°,0,9.10"%°, et 0,6.10% m/s?
qui sont environ quatre fois plus faibles que celles caractérisant la diffusion de la rhodamine
dans ’eau pure (Do = 4.101% m/s?)*1° Ces résultats indiquent tout d’abord I’absence d’un
relargage instantané « burst release » lors de la mise en contact de la formulation dans le milieu
physiologique grace a une cinétique de gélification extrémement rapide. En ce qui concerne les
coefficients de diffusion, on trouve dans la littérature diverses expressions empiriques reliant le
coefficient de diffusion d’une molécule dans un gel (D) au coefficient de diffusion de cette
méme molécule dans 1’eau pure (Do). Cela fait intervenir de nombreux parameétres tels que la
taille de la molécule par rapport au maillage du réseau, la fraction volumique du polymeére dans
le gel et éventuellement I’existence d’une membrane en périphérie qui ralentit les phénoménes
de diffusion. A cela il faut également prendre en compte les possibles interactions
(électrostatiques, hydrophobes) entre la molécule et les chaines de polymeére.

Ceci est particulierement visible sur la Figure 7.30 ou sont reportées les cinétiques de relargage
de la Rhodamine B par des gels ALG-g-PEPO préparés a deux concentrations différentes, 5 et
10 wt%, et deux taux de greffage, 45 et 67 wt%. Bien que les ajustements soient moins bons
que précédemment, on note un net ralentissement de la diffusion de la rhodamine. Il est a noter
que le coefficient de diffusion diminue quand la Tsoi-get diminue car a 37 °C, la maille du réseau
diminue d0 a I’augmentation du taux de réticulation dans le gel. Malgré la Tsol-gel relativement
basse (Tsol-get = 21.5 °C) pour ALG1-P67 a 10 wt% (cf. Annexe 2, Figure 7.40), la solution

possede une force d’injection inféricure a 12 N pour 0,92 et 1,84 mL/min (cf. Annexe 3,
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Figure 7.44), ce qui ouvre une voie potentielle de ces systemes déja gel a Tamp pour de

I’injection, gréce a leur coté rhéofluidifiant.

De plus, il faut noter que contrairement au gel ALG1-P45 préparé a 5 wt% qui se morcele et
perd son intégrité sur la durée, les autres gels, et notamment ceux préparés a partir

d’ALG1-P67 conservent leur intégrité tout au long du test réalisé sur une vingtaine d’heures.
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Figure 7.30 : Effet du greffage et de la concentration sur le relargage de la Rhodamine B
dans les gels ALG1-g-PEPO.

Bien évidemment, cette étude prospective de relargage meériterait d’étre étendue a
I’encapsulation d’objets de dimensions plus importantes, tels que des peptides ou mémes des

cellules, de maniere a élargir le spectre d’applications.

IV.5. Toxicité/ Viabilité cellulaire

Pour terminer, nous avons réalisé quelques essais préliminaires de viabilité cellulaire a partir
de solutions de greffons seuls. Le type de cellule ne sera pas précisé pour des raisons de
confidentialité.

Les cellules sont mises en contact a température ambiante (20 °C) dans un milieu de culture
mélangé a la solution de polymere afin d’obtenir une concentration finale en polymere a LCST
de 2 wt%, proche des conditions de préparation des solutions d’alginates greffés 55/45.
Les formulations sont ensuite conservées pendant une nuit a température
ambiante et leur viabilité est alors étudiée a 37 °C. Les tests ont été réalises sur une population
de 8 échantillons avec deux lectures de toxicité pour chaque échantillon. Bien que le PNIPAmM
soit souvent critiqué pour sa non biocompatibilite, les résultats rassemblés sur la Figure 7.31
semblent montrer un tres faible impact du PNIPAm en ce qui concerne sa toxicité envers des
cellules, tout comme pour le PTEGMA. Bien entendu ces premiers résultats prospectifs devront

étre répétés avec les copolymeéres greffés, mais ils sont encourageants pour la suite de ce travail.
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De plus, les analyses de toxicité pourraient étre réalisées sur des temps plus longs pour mimer

des conditions similaires a I’application envisagée, soit plusieurs jours.
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Figure 7.31 : Viabilité cellulaire pour deux types de greffons, PNIPAmM et PTEGMA, 2 wt%.

V. Discussion générale

Dans ce travail, notre objectif a été de relier la structure des copolymeéres thermoassociatifs a
leurs caractéristiques viscoélastiques aux petites et grandes déformations ainsi qu’a leurs

propriétés applicatives en environnement physiologique.

Influence de la nature des chaines a LCST

Si I’on s’intéresse tout d’abord a la nature des greffons & LCST, il est important de souligner
que la température d’association qui est généralement considérée comme le critére essentiel est
loin d’étre seule a contrbler les propriétés thermoassociatives. En effet, comme nous avons pu
le voir a travers différents greffons possédant des LCST voisines, certains d’entre eux tels que
le PNIPAM conduisent a des transitions abruptes des propriétés au-dela de Tas alors que les
dérivés « éthylene glycol », PEGMA et PEPO, démontrent une transition beaucoup plus
progressive qui peut étre un véritable inconvénient dans le cadre de I’injection de Systemes
thermogeélifiants. Dans cette étude, nous avons attribué cette différence de comportement aux

interactions et a la dynamique des greffons présents dans la phase concentrée.

La taille des greffons est également un paramétre important mais c’est plutét le nombre de
greffons par squelette qui combine taux de greffage et masse molaire des greffons qui va jouer
un role clé dans la séparation de phase et la formation de connexions inter-chaines. Dans ce
cadre, le dimensionnement du copolymeére est critique avec I’utilisation d’un nombre de
greffons suffisant pour permettre la percolation du réseau et également le maintien de son

intégrité en milieu physiologique.
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Influence de la taille et de la nature du squelette hydrophile

En ce qui concerne le squelette hydrosoluble, nous avons montré que la taille jouait un réle
majeur en permettant d’accéder au régime enchevétré a de plus faibles concentrations et en
favorisant la formation de liens inter-chaines au-dessus de Tas. Des écarts importants ont éte
observés entre les chaines de polyélectrolytes flexibles, le PAA, qui sont caractérisées par des
viscosités peu élevées dans le régime enchevétré comparativement aux chaines semi-rigides de
hyaluronane ou d’alginate. Bien que la viscosité importante des chaines polysaccharides soit
un handicap au niveau de I’injectabilité, nous avons montré que leurs propriétés
rhéofluidifiantes permettaient de réaliser des injections dans des conditions relativement faciles
avec des forces inférieures & 12 N. Ce résultat est intéressant et méme important dans le design
des biopolymeres injectables. L’utilisation de polysaccharides plus flexibles, tels que le
dextrane ou le pullulane, pourraient étre une alternative intéressante pour le design de ces

systémes, afin de diminuer la viscosité a Tam,**°.

Propriétés viscoélastigues pour T > Tas.

Les premiéres études menées sur les copolymeéres a squelette synthétique ont permis d’établir
une relation simple entre structure, concentration et propriétés. Pour des copolyméres
suffisamment modifiés, il ressort que les propriétés élastiques a haute température sont
directement liées a trois parametres clés : la concentration en copolymere, la fraction massique
en greffons a LCST et la concentration d’enchevétrement. En effet, dans le cas des copolymeres
PAA-g-PNIPAmM, nous avons vu qu’il était possible d’obtenir une courbe maitresse en portant
le module élastique dans le régime associé en fonction de la concentration normalisée par la
fraction de greffons PNIPAm et la concentration d’enchevétrement. Pour compléter cette
description nous avons reproduit ce comportement sur la Figure 7.32 en y ajoutant les résultats
obtenus avec les solutions d’ALG1-N45, ALG1-N72 et HA-N55/20k en prenant en compte les
mémes parameétres que précédemment. Dans ce cas, nous n’avons pas utilisé les résultats des
copolymeéres ALG1-N15 et ALG2-N45 qui possedent un nombre insuffisant de greffons par
squelette. De méme, la concentration d’enchevétrement qui a été déterminée
expérimentalement dans le cas du copolymére ALG1-N45 (C, = 1 wt%, soit CAL¢ = 0,55 wt%)
a été extrapolée pour 1’échantillon ALG1-N72 a partir de sa composition relative en alginate
(C, = 2 Wt%, soit CAL¢ = 0,55 wt%).
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Figure 7.32 : G’s0°c en fonction de Cpnipam/Ce pour les PAA-g-PNIPAM, ALG1-g-PNIPAm et
HA-g-PNIPAm.

Le report des données relatives aux solutions d’ALG-g-PNIPAM et d’HA-g-PNIPAm est en
bon accord avec les données précédentes, ce qui renforce la cohérence de cette normalisation.
Comme discuté précédemment, il est difficile d’associer simplement le comportement des
copolymeéres thermoassociatifs a des prédictions théoriques car si on utilise par exemple le
modéle de Rubinstein et Semenov!’!® avec les points de jonction formés par I’association de
deux stickers, on s’attendrait a avoir dans le régime enchevétré des modules élastiques
indépendant de 1’état d’association. Or, cela n’est pas observé pour nos solutions car & partir de
la modélisation du comportement rhéofluidifiant par 1’équation de Carreau, les modules de
cisaillement extrapolés a 20 °C (T < Tas) sont nettement plus faibles que ceux mesurés dans
1’état associé a 60 °C. Parallélement, dans le cas de formulations biphasiques, il est possible
d’utiliser des modéles prenant en compte les compositions relatives des deux phases et leurs

modules de cisaillement comme par exemple :
Ge = Gy + (G2 — G P35

Si de tels modéles peuvent étre envisagés dans le cas des dérives a greffons PNIPAmM qui
forment une phase concentrée avec un module G, élevé, ¢’est beaucoup moins convaincant dans
le cas des greffons PEPO qui forment une phase riche en polymére mais totalement liquide. En
pratique, d’aprés Nasseri et Tam?®, le processus d’association/dissociation conduisant a la
formation de liaisons efficaces inter-chaines est fortement dépendant de la tension interfaciale

entre la phase aqueuse et la phase riche en polymere.

La normalisation qu’il est possible de faire sur la Figure 7.32 montre clairement que les
paramétres clés qui pilotent le mécanisme d’association sont la concentration relative en

enchevétrement et la fraction massique de greffons a LCST. Il faut souligner que la prise en

compte d’un paramétre unique de normalisation G'~(C .WPNC¢A"L)1’64 suppose une méme loi
e

211



Chapitre 7

d’échelle pour ces trois parametres ce qui n’est pas trivial a priori et mériterait d’étre étudié sur

une plus large gamme de composition.

En regroupant tous les copolymeéres possédant des greffons a LCST de natures différentes, la
comparaison est plus difficile car la thermodynamique des processus d’association est
également différente, avec une transition moins abrupte conduisant a des modules élastiques
plus faibles a haute température pour les dérivés de PEGMA et PEPO. C’est notamment le cas
du copolymere ALG1-P45 qui est caractérisé par des modules élastiques trés faibles
(cf. Figure 7.33 Gauche).

Cependant, en reportant seulement les dérivés de PDEGMA sur une méme figure

(cf. Figure 7.33), la loi d’échelle obtenue varie en G'~(C. =2 EGMA)2 37 A nouveau, comme pour

les dérivés de PNIPAm (cf. Figure 7.32), la loi de puissance ne semble pas dépendre de la nature
du squelette. L’exposant dépend donc de la nature du greffon. Il serait alors intéressant de
pouvoir mener une éetude plus large sur différents greffons a LCST, comme le PNVCL, les

polyoxazolines, etc.
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Figure 7.33 : (Gauche) G’so°c en fonction de CpcsT)/Ce pour les copolymeéres a
PAA-g-PNIPAm, Alg-g-PNIPAm, Alg-g-PDEGMA et Alg-g-PEPO ; (Droite) G’soec €n
fonction de Cpegma/Ce pour les copolyméres a base de PEGMA,

— Comportement moyen des copolymeres a base de PNIPAm de la Figure 7.32.

En ce qui concerne les propriétés d’adhésion observées a haute température, nous observons
une tendance globalement similaire pour les dérivés de PNIPAm. L’énergie d’adhésion semble
dépendre de Cpenipam/Ce avec cependant des écarts non négligeables entre les différentes
familles de copolymeres (cf. Figure 7.34). Pour toutes les formulations de copolymeres greffés
présentées sur la Figure 7.34, nous n’observons pas de phénomeéne de fibrillation, mais
simplement une rupture interfaciale, 1’énergie d’adhésion augmente avec le module élastique

et par conséquent, avec la capacité du gel a résister a la déformation.
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Figure 7.34 : Variation des propriétés adhésives pour les PAA-g-PNIPAm et
Alg-g-PNIPAM ; (Gauche) Energie d’adhésion en fonction de Cpnipam/Ce, (Droite) Energie
d’adhésion en fonction de tan 8/G’so°c.

Applications en milieu physiologique

Dans le cadre des propriétés recherchées, nous avons montré que la cinétique de gélification
¢était extrémement rapide pour la plupart des gels testés et permettait d’éviter un phénomene de
« burst release ». Pour les copolymeéres suffisamment modifiés, les gels formés conservent leur
intégrité sur des durées d’au moins une journée et conduisent au relargage de petites molécules
selon un phénoméne de diffusion fickienne dans les premiers temps suivants 1’injection
(< 40 %). Quelques expeériences prospectives ont permis de montrer que le processus de
relargage pouvait étre ralenti en augmentant soit la concentration en copolymere, soit la fraction
de greffons a LCST. Il reste cependant de nombreuses études a réaliser sur nos systemes afin
de vérifier I’innocuité des copolymeres vis-a-vis du milieu vivant ainsi que les propriétés de

mucoadhésion en environnement physiologique.

V1. Conclusion

Dans ce chapitre, nous avons montré que les propriétés thermoassociatives de polysaccharides
greffés étaient globalement équivalentes a celles des polymeéres synthétiques que nous avons
étudiés précédemment. Dans le cas des squelettes a greffons PNIPAm qui ont été plus largement
étudiés, nous avons en effet montré que les propriétés élastiques a haute tempeérature suivaient
une méme loi de comportement en considérant les parametres clés de la formulation :
concentration en polymere, fraction massique de greffons et concentration d’enchevétrement.
La principale difféerence entre les polyélectrolytes synthétiques et les polysaccharides
semi-rigides de type hyaluronane et alginate concerne les propriétés visqueuses a basse
température, dans le domaine non associé. Les polysaccharides modifiés présentent en effet des
viscosités beaucoup plus élevées qui restent cependant applicables en injection sous cutanée ou
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intramusculaire grace a leurs propriétés rhéofluidifiantes. Sur la base du squelette alginique,

nous avons également pu mettre en évidence 1’impact de la nature des greffons qui nécessite de

considérer non seulement la température de transition mais également le processus

thermodynamique d’association qui contrdle la formation et la dynamique du réseau associatif

a haute température. Enfin, ’analyse des propriétés des polysaccharides greffés en milieu

physiologique a permis de montrer 1’intérét de ces formulations qui conduisent a la formation

« instantané » d’un gel physique des leur introduction en environnement physiologique. Pour

des squelettes polysaccharides suffisamment longs, les gels obtenus conservent leur intégrité

dans le temps et permettent un relargage ralenti de leur contenu dans le milieu extérieur.

Annexes
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Annexe 1 : RMN en température

10

Figure 7.35 : RMN en température pour
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e Annexe 2 : Rhéologie
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Figure 7.36 : Propriéetes thermogélifiantes de HA-N55 en fonction de la concentration dans le
PBS ; (Gauche) de 0,5 a 1,5 wt%, (Droite) 3 a 7 wt%.
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Figure 7.37 : Propriétés thermogélifiantes de HA-N55 dans I’eau, a 5 wt%.
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Figure 7.38 : Propriétés thermogelifiantes de ALG1-N45 en fonction de la concentration dans
I’eau ; (Gauche) de 0,5 a 2 wt%, (Droite) 3 a 5 wt%.
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Figure 7.39 : Propriétés thermogélifiantes de fonction de la nature du greffon, 5 wt% PBS.
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Figure 7.40 : Propriétés thermogélifiantes dans le PBS en fonction du taux de greffage.
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Figure 7.41 : Propriétés thermogélifiantes de ALG1-P67 en fonction de la concentration, dans

le PBS.
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Figure 7.42 : Temps de gélification pour ALG1-P45 (Gauche) et ALG1-D45 (Droite).

e Annexe 3 : Injection

Figure 7.43 : Photos d’essais d’injection dans un bain de PBS a 37 °C de solution & 5 wt%
(25 G, v =50 mm/min, soit Q = 0,92 mL/min) ; (Gauche) ALG1-P67, (Milieu) ALG1-P45,
(Droite) ALG1-D45.
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Figure 7.44 : Force d’injection pour ALG1-P67, a 10 wt% PBS (T = 23 °C, 25 G,
longueur de 1’aiguille : 13 mm).

Références

10.

11.

Milas, M. et al. Comparative rheological behavior of hyaluronan from bacterial and animal sources
with cross-linked hyaluronan (hylan) in agueous solution. Biopolymers 59, 191-204 (2001).

Dulong, V., Mocanu, G., Picton, L. & Le Cerf, D. Amphiphilic and thermosensitive copolymers
based on pullulan and Jeffamine®: Synthesis, characterization and physicochemical properties.
Carbohydr. Polym. 87, 1522-1531 (2012).

Madau, M., Le Cerf, D., Dulong, V. & Picton, L. Hyaluronic Acid Functionalization with
Jeffamine® M2005: A Comparison of the Thermo-Responsiveness Properties of the Hydrogel
Obtained through Two Different Synthesis Routes. Gels 7, 88 (2021).

Gupta, N. R. et al. Synthesis and characterization of PEPO grafted carboxymethyl guar and
carboxymethyl tamarind as new thermo-associating polymers. Carbohydr. Polym. 117, 331-338
(2015).

Lopez, C. G., Colby, R. H., Graham, P. & Cabral, J. T. Viscosity and Scaling of Semiflexible
Polyelectrolyte NaCMC in Aqueous Salt Solutions. Macromolecules 50, 332-338 (2017).

Payet, L., Ponton, A., Grossiord, J.-L. & Agnely, F. Structural and rheological properties of chitosan
semi-interpenetrated networks. Eur. Phys. J. E 32, 109-118 (2010).

Cross, M. M. Relation between viscoelasticity and shear-thinning behaviour in liquids. Rheol. Acta
18, 609-614 (1979).

Robinson, T. E., Hughes, E. A. B., Eisenstein, N. M., Grover, L. M. & Cox, S. C. The Quantification
of Injectability by Mechanical Testing. J. Vis. Exp. 61417 (2020) doi:10.3791/61417.

Watt, R. P., Khatri, H. & Dibble, A. R. G. Injectability as a function of viscosity and dosing
materials for subcutaneous administration. Int. J. Pharm. 554, 376-386 (2019).

Allmendinger, A. et al. Rheological characterization and injection forces of concentrated protein
formulations: An alternative predictive model for non-Newtonian solutions. Eur. J. Pharm.
Biopharm. 87, 318-328 (2014).

Robinson, T. E. et al. Filling the Gap: A Correlation between Objective and Subjective Measures
of Injectability. Adv. Healthc. Mater. 9, 1901521 (2020).

217



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

Chapitre 7

Liu, M., Song, X., Wen, Y., Zhu, J.-L. & Li, J. Injectable Thermoresponsive Hydrogel Formed by
Alginate- g -Poly( N -isopropylacrylamide) That Releases Doxorubicin-Encapsulated Micelles as a
Smart Drug Delivery System. ACS Appl. Mater. Interfaces 9, 35673-35682 (2017).

Siepmann, J. & Siepmann, F. Modeling of diffusion controlled drug delivery. J. Controlled Release
161, 351-362 (2012).

Gendron, P.-O., Avaltroni, F. & Wilkinson, K. J. Diffusion Coefficients of Several Rhodamine
Derivatives as Determined by Pulsed Field Gradient-Nuclear Magnetic Resonance and
Fluorescence Correlation Spectroscopy. J. Fluoresc. 18, 1093-1101 (2008).

Rani, S. A, Pitts, B. & Stewart, P. S. Rapid Diffusion of Fluorescent Tracers into Staphylococcus
epidermidis Biofilms Visualized by Time Lapse Microscopy. Antimicrob. Agents Chemother. 49,
728-732 (2005).

Karakasyan, C., Lack, S., Brunel, F., Maingault, P. & Hourdet, D. Synthesis and Rheological
Properties of Responsive Thickeners Based on Polysaccharide Architectures. Biomacromolecules
9, 2419-2429 (2008).

Rubinstein, M. & Semenov, A. N. Dynamics of Entangled Solutions of Associating Polymers.
Macromolecules 34, 1058-1068 (2001).

Rubinstein, M. & Semenov, A. N. Thermoreversible Gelation in Solutions of Associating Polymers.
2. Linear Dynamics. Macromolecules 31, 13861397 (1998).

Nasseri, R. & Tam, K. C. Sticky Hydrogels from Hydrazide-Functionalized Poly(oligo(ethylene
glycol) methacrylate) and Dialdehyde Cellulose Nanocrystals with Tunable Thermal and Strain-
Hardening Characteristics. ACS Sustain. Chem. Eng. 9, 10424-10430 (2021).

218



Conclusion génerale



Conclusion générale

Comme enonce dans la partie introductive de ce manuscrit, I’objectif de ce travail de these était
de corréler la structure des copolyméres thermoassociatifs a leurs propriétés thermogélifiantes
pour essayer de répondre aux questions initialement posées :

- Comment la nature chimique et la masse molaire de la sequence hydrosoluble impactent les
caracteéristiques viscoélastiques des formulations gélifiantes avant et aprés transition ?

- Comment la taille et la nature chimique des séquences a LCST permettent de controler le
mécanisme de thermoassociation (température et discontinuité de la transition) et les propriétés
a haute température : élasticité, cohésion, adhésion ?

- Quel est le meilleur compromis entre ces deux composantes et peut-on prévoir simplement les

propriétés thermogélifiantes a partir des parameétres structuraux ?

Dans ce contexte, nous avons développé notre étude sur la base d’une architecture de
copolyméres a greffons thermosensibles, complétée par quelques copolymeéres a structure

linéaire statistique (cf. Figure 1).

v
i
i

Chapitre 7

e Chapitre 5
i A|ginate PNIPAmM ‘: N, N
| { PNIPAM §

Chapitre 6

i PDEGMA N ! DT .

PAA  PEGMA

Figure 1 : Copolymeres thermoggélifiants étudiés dans ce travail.

A partir de notre systéme modeéle PAA-g-PNIPAmM, nous avons tout d’abord mis en évidence
I’impact des parametres structuraux sur les propriétés des gels formés en changeant notamment
la taille du squelette, celle des greffons et le taux de greffage (Chapitres 3 et 4). Si
qualitativement on pouvait imaginer qu’a une concentration donnée, une taille importante du
squelette et des greffons ainsi qu’un taux élevé de greffons thermosensibles étaient plutét
favorables au phénomeéne de gélification, nous avons montré que les propriétés élastiques a

haute température pouvaient étre reliées quantitativement a deux parametres clés: la
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concentration d’enchevétrement Ce et la proportion massique de greffons. Le module élastique
des gels formés suit ainsi une relation unique lorsqu’il est porté en fonction de la concentration

réduite décrite par Cenipam/Ce (cf. Figure 2).
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Figure 2 : Variation du module élastique des solutions de PAA-g-PNIPAmM a 60 °C en
fonction de la concentration relative en PNIPAm divisée par la concentration
d’enchevétrement (Cpnipam/Ce).

Ce résultat montre I’impact de la réticulation physique relative a 1’association des greffons mais
également du taux d’enchevétrement des chaines a 1’état non associé (T < Tas). En effet, en-
dessous de la concentration d’enchevétrement Ce, le développement plus progressif des
associations entre greffons PNIPAm tend a augmenter les températures caractéristiques
d’association (Tas) et de transition sol-gel (Tsoi-ger) qui se déplacent alors en dehors de la fenétre
de températures recherchée (25 °C < T < 35 °C). Dans ce cadre, la taille des greffons est
également un parametre important pour favoriser un phénoméne d’association efficace et
abrupte des PNIPAm et lutter contre les répulsions électrostatiques relatives au squelette PAA.
Dans le cas des PAA-g-PNIPAmM, nous avons montré qu’une masse molaire de 30-40 kg/mol
des greffons PNIPAm était idéale pour obtenir une Tsoi-gel inférieure a 37 °C, a condition d’avoir
un squelette assez long pour porter un nombre suffisant de greffons. Les propriétés
viscoélastiques dans le régime linéaire ont eété complétées aux grandes déformations par une
¢tude des propriétés d’adhésion non spécifique. Les tests de tack réalisés en fonction de la
température ont montré une forte augmentation des propriétés d’adhésion lors du passage de la
transition, avec une rupture interfaciale pour la quasi-totalité des solutions de PAA-g-PNIPAmM.
Dans le cas de ces systémes, on observe une corrélation importante entre les propriétés
¢lastiques dans le domaine linéaire et 1’énergie d’adhésion qui a pu €tre également reliée a la
concentration réduite (Cenipam/Ce). Ce résultat tend a montrer que les phénoménes de
dissipation attendus pour le désengagement des greffons de leurs domaines associés ne sont pas
trés importants, voir négligeables dans le domaine de concentration que nous avons exploré.

Cette conclusion a par ailleurs déja été reportée dans la littérature ou il était montré qu’il était
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plus favorable d’un point de vue dissipatif d’incorporer la composante thermosensible dans le
squelette plutdt que dans les chaines latérales?.

C’est en partie sur cette idée que nous nous sommes intéressés aux copolymeres linéaires
P(NIPAm-co-AMPS) (Chapitre 5) qui ont été peu étudiés dans ce contexte et qui peuvent étre
synthétisés trés simplement en une seule étape, contrairement aux copolymeéres greffés.

Pour cette série de copolymeres linéaires, les propriétés adhésives se sont finalement montrées
trés proches de celles des PAA-g-PNIPAm avec une forte corrélation avec le module élastique
G’. Des différences ont néanmoins été observées en augmentant la vitesse de décollement qui
a permis de faire apparaitre un phénomene de fibrillation avec 1’apparition d’un plateau
conduisant a une augmentation notable de 1’énergie d’adhésion. En ce qui concerne les
propriétés viscoélastiques dans le domaine linéaire des copolymeéres P(NIPAM-co-AMPS),
nous avons montré qu’elles étaient trés sensibles a la force ionique et que 1’ajustement de la
composition NIPAmM/AMPS était critique pour obtenir des gels stables a des températures
inférieures a 37 °C.

Dans la poursuite de cette étude, il serait intéressant de travailler tout d’abord avec des masses
molaires plus élevées pour favoriser le processus de dissipation viscoélastique et améliorer les
propriétés adhésives. L’architecture macromoléculaire est également un aspect important qui
mériterait d’étre approfondi car si les copolyméres PNIPAM-g-PDMA de la littérature’? sont
caractérisés par de longues séquences hydrophiles et & LCST, les copolymeres linéaires
P(NIPAM-co-AMPS) présentent de courtes séquences PNIPAm entre groupements ionisés qui
sont de plus tres sensibles a la force ionique. On peut donc imaginer que le contrdle de la taille
des séquences thermosensibles et de la nature des séquences hydrophiles sont des parametres
clés a prendre en compte dans ces relations structure/propriétés. De méme, il parait intéressant
d’élargir cette étude sur les propriétés viscoélastiques aux petites et grandes déformations a des
biopolymeéres possédant des transitions sol-gel par chauffage tels que la méthylcellulose, les

xyloglucanes ou les formulations chitosane/glycérophosphate.

Dans le Chapitre 6, nous nous sommes intéressés aux copolymeres PEGMA qui ont été
développés plus récemment et décrits comme ayant des propriétés équivalentes aux PNIPAmM
tout en possédant une meilleure biocompatibilité. Afin d’obtenir une LCST proche de celle du
PNIPAm, la composition des copolyméres de PEGMA a été optimisée a partir de deux systemes
différents : DEGMA/TEGMA et DEGMA/OEGMA47s. Malgré des LCST similaires, les
copolymeres greffés de PAA-g-PEGMA ont montré un caractere thermogélifiant plus faible
comparé aux PAA-g-PNIPAm avec un processus d’association bien plus progressif entrainant

une augmentation de la Tsol-gel & des températures souvent bien supérieures a 40 °C. Cet écart
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important entre Tas et Tso-gel avec les dérivés PEGMA est a mettre en relation avec leurs
caractéristiques dans 1’état associé : dynamique d’association et cohésion au sein des domaines.
Pour améliorer les propriétés thermogélifiantes, il a alors été nécessaire d’utiliser des
homopolymeéres de PDEGMA afin d’obtenir une Tas sSuffisamment basse pour que la transition
sol-gel puisse se faire a des températures inférieures a 37 °C.

D’une maniére générale, si les caractéristiques des polymeéres a LCST se limitent trés souvent
a leur température de transition, nous avons mis en évidence avec la comparaison
PNIPAmM/PEGMA que la thermodynamique d’association pouvait étre différente et impacter
directement les propriétés des copolymeres greffés. Il parait donc important d’aller plus loin
dans la caractérisation des propriétés thermodynamiques des polymeres a LCST (concentration
des phases a 1’équilibre, dynamique des associations) afin de mieux prévoir la mise en place et

le développement du phénomeéne thermoassociatif.

A partir de cet ensemble de résultats obtenus avec des systémes entiérement synthétiques, la
derniére partie de ce travail (Chapitre 7) avait pour objectif de transposer cette étude a des
systemes greffés a base de polysaccharides, notamment 1’alginate et I’acide hyaluronique.

En utilisant des greffons PNIPAm de taille comparable aux études précédentes, nous avons de
nouveau montré que les propriétés élastiques a haute température étaient contrélées par la
concentration réduite a condition d’incorporer un nombre suffisant de greffons par chaine. Ce
comportement général est d’autant plus intéressant qu’il semble indépendant de la nature du
squelette ; les chaines d’alginate et de hyaluronane possédant des conformations semi-rigides
tres différentes de celle du PAA. Cela montre que pour un méme taux massique en greffons et
une méme concentration en polymere, il est possible de renforcer 1’élasticité du gel en
augmentant la masse molaire du polymére ou sa rigidité, mais en contrepartie la viscosité a
basse température va également augmenter. Bien que cela ne soit pas favorable en terme
d’injectabilité, nous avons montré que le caracteére rhéofluidifiant des solutions visqueuses
d’alginates permettait de maintenir des forces d’injection suffisamment faibles (F < 12 N®) pour
pouvoir étre injectées sans trop d’effort dans des conditions standards (aiguilles de 25 G). Dans
le cas particulier de I’échantillon ALG1-N72, dont on peut estimer que seulement la moitié des
greffons sont accrochés au squelette, les propriétés rhéologiques résultantes ne semblent pas
trop étre affectées par ce probleme. Cela tend a montrer que 1’ensemble des chaines a LCST,
greffés et non greffés, forment une phase commune, concentrée en polymere, qui impacte les
propriétés viscoélastiques. La présence, ou I’addition volontaire, de greffons libres est un aspect
peu étudié bien que souvent présent dans de nombreuses formulations. Il mériterait une étude

toute particuliere concernant par exemple I’influence de la taille ou de la nature chimique des
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chaines ajoutées sur le processus d’association des chaines greffées. Il est méme possible
d’envisager un phénomene de couplage interactionnel entre les greffons du squelette et des
chaines de nature chimique complémentaire, initialement ajoutées dans la formulation initiale.
De tels effets ont par exemple été démontrés dans le cas du couplage de greffons PNIPAmM a
faible teneur en motifs anioniques et de chaines PNIPAm a faible teneur en monomeéres
cationiques®.

Les conditions étant optimisées pour obtenir une Tso.ger iNférieure a 37 °C avec les
ALG-g-PNIPAm, nous avons étendu 1’étude a d’autres greffons comme le PDEGMA ou le
PEPO. Malgré leur processus d’association plus progressif avec la température, leur faible Tas
permet la formation de gels & des tempeératures inférieures a 37 °C, en travaillant a des
concentrations supérieures ou égales & 5 wt% dans le PBS. A partir de ces différents
copolyméres, nous avons montré que 1’injection de ces solutions dans un milieu physiologique
(bain de PBS a 37 °C) conduisait a une gélification immédiate pour tous les systemes testés.
Ces observations visuelles, complétées par une étude de relargage de la rhodamine B, ont
démontré I’intégrité des gels formés avec un relargage ralenti de la rhodamine B sur plusieurs

heures.

A partir des résultats obtenus dans ces différents chapitres, nous avons rassemblé ci-aprés
quelques considérations générales a prendre en compte pour le design de formulations
injectables thermogélifiantes dans les conditions physiologiques, de méme que quelques

perspectives ouvertes par ce travail.

- Choix des greffons. Bien que notre étude se soit limitée a trois types de greffons a LCST, le
choix est immense d’autant plus si sont prises en compte toutes les possibilités offertes par la
copolymérisation. 1l ressort clairement que 1’utilisation de greffons de masses molaires élevées
favorise I’amplitude du phénomene thermoassociatif, d’autant plus que I’association des
chaines a LCST peut étre génée stériquement une fois greffées sur le squelette. Dans le cas des
copolymeéres greffés avec lesquels nous avons travaillé, des masses molaires de 20 a 40 kg/mol
pour des greffons PNIPAM ou PEGMA paraissent idéales pour favoriser la gélification en
dessous de 37 °C. Il ressort également de cette étude comparative que les propriétés
thermodynamiques intrinseques aux greffons impactent fortement le processus de
thermogélification et c’est certainement un élément essentiel a prendre en compte dans le

développement de tels systemes.

- Taux de greffage. Afin d’obtenir des réponses viscoélastiques sur des fenétres étroites de
température, il est important d’incorporer dans le copolymeére un nombre suffisant de greffons

que I’on peut raisonnablement estimer entre 40 et 80 wt%. Pour des taux plus faibles, les
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greffons moins nombreux et plus distants conduisent & un niveau de percolation moins
important. Pour des taux supérieurs, le risque est de provoquer une séparation de phase
macroscopique telle que nous avons pu I’observer avec certains copolymeéres linéaires de
P(NIPAm-co-AMPS). Dans ce cas, tout va dépendre de la séquence hydrophile qui permet le

maintien du copolymere en solution.

- Caractéristiques du squelette. Le choix du squelette hydrosoluble est bien évidemment trés
large et va dépendre soit de 1’application Visée, soit des réactions chimiques envisagées pour
modifier le polymére. A cela, il faut également ajouter la concentration & laquelle on désire
travailler. Il est en effet possible d’utiliser des chaines courtes a des concentrations élevées
(> 15-20 Wt%) comme c’est le cas pour les poloxaméres>® ou les copolyméres greffés de faible
taille, soit de privilégier une plus faible concentration en polymére (1 a 10 wt%) qui
s’accompagne également d’une plus grande porosité de la matrice. Dans ce dernier cas, sur
lequel nous avons travaille, la masse molaire du squelette doit étre au moins 2 fois plus
importante que celle des greffons, pour un taux de greffage de 50 wt% par exemple, si on vise
un nombre suffisant de greffons par chaine pour former un réseau percolant avec I’ensemble
des macromolécules présentes. Méme en se placant dans ce domaine de concentrations
modéreées, il est important de travailler au-dessus de la concentration d’enchevétrement Ce. Ceci
a pour effet de favoriser 1’association des greffons thermosensibles qui vont a la fois former
une phase dense, réticuler les chaines macromoléculaires et figer les enchevétrements.
Idéalement, la concentration d’enchevétrement peut €tre abaissée en augmentant la taille du
squelette et/ou sa rigidité. Dans le cas particulier de nos copolymeres, une concentration d’au
moins 5 wt% dans le PBS préférentiellement convient parfaitement pour abaisser la Tsoi-gel €0

dessous de la température du corps (cf. Figure 3).

Injectabilité |

Teorgel <37 °C/
Tenue en milieu aqueux

X X

Taille squelette (M,) > 150 kg/mol n* <10 Pa.s
Taille greffons (M,) 30-40 kg/mol Rhéofluidifiant
Greffons par chaine 22

Solvant PBS

Ratio polymeére a LCST 40-80 wt%

G z5wthet>C,

Figure 3 : Criteres et conditions d’utilisation des copolyméres greffés (squelette
hydrophile/greffons a LCST) dans le cadre de formulations injectables thermogélifiantes.
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En ce qui concerne la topologie linéaire a base de P(NIPAm-co-AMPS), celle-ci est intéressante
en raison de ses conditions de synthése en une seule étape mais elle nécessite un équilibre subtil
entre composante a LCST et groupements ioniques. Dans notre cas, le meilleur compromis a
été obtenu avec un pourcentage en AMPS de 2 mol% dans le squelette PNIPAm et une My d’au
moins 350 kg/mol. Comme discuté précédemment, des masses molaires plus élevées et
I’utilisation de biopolymeres comme squelettes thermostimulables sont des pistes intéressantes
a étudier.

- Injectabiliteé :

Si il est intéressant de se placer au dessus de la concentration d’enchevétrement pour les
propriétés finales du gel, il est également nécessaire de ne pas trop augmenter la viscosité
initiale a basse température. Néanmoins, dans le régime enchevétré les solutions se caractérisent
par leur comportement rhéofluidifiant qui permet d’abaisser notablement la viscosité de la
solution sous cisaillement. Typiquement, dans le cas des solutions d’alginate que nous avons
étudiées, il ne faut pas que la viscosité Newtonienne dépasse 10 Pa.s, a 20 °C, pour conserver
une force d’injection inférieure a 12 N, caractéristique d’une injection aisée pour des diameétres

d’aiguilles utilisés couramment en milieu medical.

- Performances des solutions thermogélifiantes :

Les propriétés élastiques et adhésives des gels formés par chauffage dépendent de la
concentration relative en enchevétrements C/Ce et de la fraction massique en greffons & LCST.
Si ce dernier parameétre impacte principalement les propriétés élastiques a T > T, le rapport
C/Ce intervient sur I’ensemble du domaine de température. A basse température, la comparaison

entre les squelettes PAA et ALG a montré :

- une plus faible dépendance de la viscosité des dérivés PAA avec la concentration en polymere
(caractére polyélectrolyte) qui permet ainsi d’abaisser la viscosité initiale des solutions
enchevétrées,

- une viscosité initiale des solutions principalement fonction de la concentration en squelette
pour les dérivés alginates. Ceci a pour effet de diminuer la viscosité initiale pour des taux de
greffage élevés (proportion de squelette plus faible) tout en maintenant de bonnes propriétés

élastiques a haute température.

Une fois formés, les gels maintiennent leur intégrité lorsqu’ils sont plongés en milieu
physiologique. En fonction de leur nature chimique et du taux de réticulation, les réseaux ont
tendance a gonfler. Cette caractéristique des gels physiques ouvre sur une étude beaucoup plus
large que nous n’avons pas eu le temps de suffisamment développer, a savoir I’impact de la

nature du squelette, des greffons et du taux de greffage sur les propriétés de gonflement en
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milieu physiologique ; propriétés qui peuvent également impacter le relargage des especes

présentes a travers le maillage du réseau.

D’un point de vue applicatif, il serait également intéressant d’élargir I’étude de toxicité a
différents types de cellules afin d’attester de la biocompatibilité des copolymeres greffés a base
d’alginate. De méme, alors que nos études d’adhésion ont été évaluées dans des conditions non
specifiques entre deux plans métalliques, une étude plus ciblée sur la mucoadhésion pourrait
étre envisagée afin de vérifier le comportement adhésif de nos biopolymeéres sur des tissus

vivants.
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Résumé :

Ce travail de thése porte sur le développement d’hydrogels injectables thermostimulables. Dans le cadre
de la délivrance de principes actifs, 1’objectif est de partir d’une solution de polymeére suffisamment
fluide & température ambiante pour pouvoir étre injectée a un endroit ciblé du corps et d’obtenir une
gélification rapide de la formulation une fois introduite en milieu physiologique. Pour aborder cette
étude, une large plateforme de copolymeres greffés a été développée a partir de squelettes hydrophiles
et de greffons thermosensibles caractérisées par leur LCST en milieu aqueux. Dans un premier temps,
un systéme entiérement synthétique a base de poly(acide acrylique)-g-poly(N-isopropyl acrylamide) a
été utilisé comme systéme modele. Les relations structure/propriétés ont alors été établies en étudiant
I’impact de la taille du squelette, de la taille des greffons et du taux de greffage sur la transition de phase
et sur les propriétés rhéologiques dans le domaine linéaire (modules dynamiques) ainsi qu’aux grandes
déformations (test d’adhésion). En régime enchevétré, il a été montré que les propriétés élastiques
générées a haute température pouvaient étre décrites a partir d’un paramétre réduit prenant en compte la
concentration en copolymere, la concentration d’enchevétrement des chaines ainsi que la fraction
massique de greffons a LCST. Dans une seconde étape, cette étude a été élargie en utilisant des greffons
de poly[oligo(éthyléne glycol) méthyl éther méthacrylate]. Dans cette étude comparative, nous montrons
que si la température de transition de phase des greffons est importante pour le déclenchement du
processus associatif, les propriétés thermodynamiques des greffons gouvernent les propriétés elastiques
a haute température. Dans une derniére partie, cette étude a été transposée a des squelettes
polysaccharides de type alginate et acide hyaluronique afin d’améliorer la biocompatiblité. Avec ces
copolymeres de nature chimique pourtant tres différente, la corrélation précédente entre module
élastique et concentration réduite est de nouveau observée. Enfin, dans le cadre d’études plus appliquées,
le caractére injectable des solutions a été vérifié pour les copolymeéres a base d’alginate, de méme que
leur cinétique de gélification extrémement rapide en milieu physiologique qui permet de conserver
I’intégrité des gels sur des temps longs tout en favorisant un relargage ralenti des molécules d’intérét
dans le milieu extérieur.

Mots clés : Hydrogel, LCST, Rhéologie, PNIPAm, Alginate, Injectabilité.

Abstract :

This thesis work focuses on the development of thermoresponsive injectable hydrogels. In the context
of drug delivery, the objective is to start from a polymer solution that is sufficiently fluid at room
temperature to be injected into a targeted area of the body and to obtain a rapid gelation of the
formulation once introduced in a physiological environment. To address this problem, a large platform
of graft copolymers has been developed using hydrophilic backbones and thermoresponsive side-chains
characterized by their LCST in aqueous medium. In a first step, a fully synthetic macromolecular
architecture based on poly(acrylic acid)-g-poly(N-isopropyl acrylamide) was used as a model system.
The structure/properties relationships were then established by studying the impact of the size of the
backbone, the size of the grafts and the rate of grafting on the phase transition and on the rheological
properties determined in the linear domain (dynamic moduli) as well as at large deformations (adhesion
test). In the entangled regime, it was shown that the elastic properties triggered at high temperature could
be described from a reduced parameter taking into account the copolymer concentration, the
entanglement concentration of chains as well as the weight fraction of LCST grafts. In a second step,
this study was extended to the same copolymers using poly[oligo(ethylene glycol) methyl ether
methacrylate] as responsive grafts. In this comparative study, we show that while the association
temperature of the grafts is important for triggering the associative process, their thermodynamic
properties control the elastic properties at high temperature. In a last part, this study was transposed to
polysaccharide backbones, alginate and hyaluronic acid, to improve their biocompatibility. With these
copolymers of very different chemical nature, the previous correlation between elastic modulus and
reduced concentration is still observed. Finally, in a more applicative context, the injectability of
alginate-based copolymers solutions was verified, as well as their extremely rapid kinetics of gelation
in a physiological environment, which leads to the conservation of the integrity of gels over long periods
of time while favouring a slower release of the molecules of interest into the external environment.

Keywords : Hydrogel, LCST, Rheology, PNIPAm, Alginate, Injectability.



