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Figure 10. A) Liaisons covalentes dynamiques réversibles. B) Liaisons physiques (d'aprés Xiao et al.,

Figure 11. A) Photographie du sous-marin Nautile. B) Repére cartographique de la région du bassin des
Guaymas. C) Photographie prise lors de la campagne océanographique Guaynaut de Riftia pachyptila
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Figure 12. Schéma du comportement des matrices élastiques et viscoélastiques sous la contrainte
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Figure 13. Gélification in situ d'une solution apres I'application d'un stimulus de nature physique
(température, électrique, lumiere, champ magnétique), chimique (pH, redox, ions, molécules) ou
enzymatique (inspiré de Strecanska et al., 2022). ......ooiiiiiiiiicee e 34

Figure 14. Diagramme de phase montrant les températures UCST (rouge) et LCST (noir) pour un
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Figure 20. Exemples de dérivés poly(acrylamide N-substitué): poly(N,N-diméthylacrylamide)
(pDMAM), poly(N-éthylacrylamide) (pEAM), poly(N,N-éthylméthacrylamide) (pEMAM), poly(N-
isopropylacrylamide) (pNIPAM), poly(N,N-diéthylacrylamide) (pDEAM), poly(N-n-propylacrylamide)
(pnPAM), poly(N-n-butylacrylamide) (pnBAM) (d’apres Zhang et al., 2019)......cccccveeeeeiieeeeciiee e, 41
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Lanzalaco & Armelin, 2017). B) Interaction en solution du pNIPAM en fonction de la température
(d’aprés T.-Y Wu et al., 2018). C) Transition moléculaire du pNIPAM au-dessus de la LCST (d’apres
TavagnacCo €t al., 2018).....ccciiiecieeeciieeciee ettt e et e et e e s e e e teeestteestee e bbeesbee e baeeaabeeebaeesabeeetaeearteeeraeane 43
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Figure 24. Nombre de publications traitant du pNIPAM de 1968 a 2017. L'utilisation du pNIPAM dans
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Figure 25. Représentation schématique des produits obtenus via la chimie des carbodiimides. (1)
Activation du carboxyle et formation du dérivé O-acylisourée. (2) Réaction d’'une amine primaire sur le
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Figure 27. Photographie de [I'EPS infernane lyophilisé et structure de |'unité répétitive
octasaccharidique disulfate d’infernane (avec R = SOs'Na*). Les fonctions carboxyliques ciblées pour le
greffage par le pNIPAM sont entOUrées €N BIEU.........c..uiiiiiiiiiccieee e e 59

Figure 28. Réaction de greffage EPS/pNIPAM-NH, par la chimie des carbodiimides (EDC) en présence
(o 1S3\ L TN 60

Figure 29. Réaction de greffage EPS/pNIPAM-COOH par la chimie des carbodiimides (EDC) en présence
de NHS. A) Premiere étape permettant le greffage d’une extrémité ADH sur I'EPS. B) Deuxieme étape
permettant le greffage du pNIPAM-COOH sur I'extrémité ADH restante de 'EPS-ADH. ..................... 62

Figure 30. Masse finale obtenue aprés réaction du dérivé infernane 265 000 g/mol (EPSzss) et de I'EPS
natif 1 100 000 g/mol (EPS1100) avec le pNIPAM-NH; (5 500 g/mol) par la chimie des carbodiimides
(EDC) en présence de NHS ajoutés en une ou quatre fois (tous les 24 h) selon un ratio molaire
COOH:EDC:NHS de 1:1:1 0U 1:10:10. cooieieeeeiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ee e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeeeeees 64

Figure 31. Schéma des différentes étapes permettant le greffage de I'EPS par le pNIPAM-NH, ......... 68

Figure 32. Représentation schématique des systemes moléculaires d’infernane greffé construits pour
les simulations de dynamique moléculaire. A) Squelette infernane ramifié partiellement greffé a I'un
des deux acides glucuroniques (GlcA) de la chaine latérale (trois chaines de pNIPAM pour neuf AU) et
B) squelette infernane ramifié entiérement greffé aux trois résidus AU par unité répétitive (neuf
chaines de PNIPAM PoUr NEUT AU). ..icuiieiiiecciie ettt ettt te e e tee s e e e bae e s b e e sntaeeaaeesasaeennns 69

Figure 33. A) Charges partielles dérivées du champ de force AMBER. Les charges atomiques partielles
ont été dérivées des calculs de mécanique quantique au niveau B3LYP/6-31* en utilisant la méthode
du potentiel électrostatique restreint (RESP), puisque les charges RESP sont fortement connectées au
champ de force AMBER (Cornell et al., 1995) et au champ de force GLYCAM (Kirschner et al., 2008).
Les parameétres d'interactions-liées pour le groupe amide formé a l'interface des deux champs de force
utilisés (GLYCAMOG6j pour les AU et GAFF pour le linker) ont été tirés du champ de force Amber14SB.
B) Schéma de I'infernane greffé par du pNIPAM sur un résidu latéral GIcA. Les charges partielles sont

JONNEES BN A) ettt eeet e e ettt e e etae e e eeetaeeeeebaeeeeetaaeeeetaaeeeeatbeeeeentreeessatbeeesantreeessnes 70
Figure 34. Principe du dosage a la fluorescamine pour la quantification du pNIPAM-NH, libre.......... 72
Figure 35. Principe du dosage au TNBS pour la quantification du pNIPAM-NH; libre. ........cccccceevneennne 73

Figure 36. Simulations de dynamique moléculaire. A) Unité octasaccharidique disulfate d’infernane
natif (R = SO3 Na *) (Akoumany et al., 2019; Colliec-Jouault et al., 2023), (B) quatre unités répétitives
d'octasaccharide d'infernane montrant un squelette linéaire ramifié a GalA2S avec trois chaines
latérales, (C, C') infernane ramifié entierement greffé a trois résidus AU par unité répétitive, conduisant
a neuf chaines de pNIPAM greffées pour neuf AU (100 %) et (D, D') infernane ramifié partiellement
greffé a I'un des GIcA de la chaine latérale par unité répétitive, soit trois chaines de pNIPAM greffées
YoYU T =T N W (1 3 TSP 80

Figure 37. La distance de bout en bout du squelette dans 0) infernane (systéeme 0, Tableau IX) A)
infernane partiellement greffé aux GIcA latéraux (systéme A, Tableau IX) B) infernane totalement
greffé a GalA2S et aux GIcA (systeme B, Tableau IX). .....ooocuiiiieciiieeeceee et 81

Figure 38. Représentation schématique du systeme FI-AF4 (Ramirez et al., 2021). ....c.ccccvveevveeereenns 84
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Figure 39. Fractogrammes FI-AF4-MALS-dRI de I'EPS et du pNIPAM p5 (1 mg/mL).....ccoeeeeveervernnenns 86

Figure 40. Fractogrammes FI-AF4-MALS-dRI des EPS-p5 et des EPS-p20 (1 mg/mL en EPS). L'EPS-p5-0%
présente une composition massique en EPS et pNIPAM identique a I'EPS-p5-2% mais sans greffage
covalent du PNIPAM (TablEaUu VIII). ...ccuueeeeieeciee ettt ettt te et e e e te e s bae e st e e s ntaeesaeeenseeennes 86

Figure 41. Coefficients hydrodynamiques v calculés a partir de la pente du tracé log-log du rayon de
giration (Rg) en fonction de la masse molaire moyenne en poids (Mw) obtenus en FI-AF4-MALS-dRI
pour A) les EPS-p5 et B) les EPS-p20 (3 1 Mg/MI €N EPS). ...oociviiieieecieeciee ettt ettt 90

Figure 42. Composition des produits finaux issus du greffage EPS/p5 et EPS/p20. L'EPS-p5-0% est une
association non covalente entre I'EPS et le PNIPAM. .........oiiiiciiie et 93

Figure 43. Composition détaillée des polymeéres greffés, EPS-pNIPAM, en EPS et pNIPAM greffé. Le
schéma réprésente la densité de greffage (Tableau XI) d’'une chaine d’EPS simplifiée modélisée par 100
acides uroniques successifs (en bleu) greffés par x chaines de pNIPAM (en rouge) ........ccceeeeeveeeeennes 93

Figure 44. Spectres ATR-FTIR d’échantillons A) d’EPS-p5 et B) d’EPS-p20.......cccceeecreeevreeccieeeiieeeieeenns 99

Figure 45. Spectres RMN-'H (D,0, 600 MHz, 40 °C) du p5 (noir), de I'EPS (violet), de I'EPS-p5-0% (rouge)
et de 'EPS-p5-2% (bleu). Les signaux marqués d'un astérisque sont liés a des contaminants de faible
masse molaire, comme le démontre leur absence dans les spectres RMN-H diffusionnelle (DOSY, voir
=0Tl S ) USSR 101

Figure 46. Structure chimique du pNIPAM et de I'EPS greffé. Région agrandie des spectres RMN-'H et
'H, B3C-DEPT-HSQC (600 MHz, D,0, 40 °C) des échantillons p5 (noir), EPS-p5-0% (rouge) et EPS-p5-2%
(bleu) (groupements CH, en noir, rouge et bleu, groupements CH et CHs en gris, orange et bleu clair
dans les spectres DEPT-HSQC de p5, EPS-p5-0% et EPS-p5-2%, respectivement). Les signaux marqués
d'un astérisque sont liés a des contaminants de faible masse molaire, comme en témoigne leur
absence dans les spectres RMN-'H diffusionnelle (DOSY, voir Figure S1). Les fléches relient les signaux
liés aux protons sur les atomes de carbones adjacents, comme le révélent les spectres COSY (voir
Figures S2-S4). Les spectres RMN complets *H et H, 13C-DEPT-HSQC sont présentés sur les Figures S5-
ST ettt sttt et bt e bt e e ettt e au bt st e e e bae e e be e e bt e e h b e e e bee e e bee e beeehtee e beeenhbeesabeeebaeenbeenan 102

Figure 47. Evolution de I'absorbance avec la température pour des solutions semi-diluées (1 mg/mL,
PBS, pH 7,4) A) de p5 et d’EPS-p5, et B) de p20 et d’EPS-p20. Des photographies illustrent I’évolution
de la turbidité de la solution de p5 avec |a teMPErature. ......cccccuveeeeciieeeeciieee e e 105

Figure 48. Taille des particules des solutions semi-diluées (1 mg/mL, PBS, pH 7,4) en dessous (25 °C) et
au-dessus (38 °C) de la LCST. A) EPS et p5 a 25 °Cet 38 °C, B) EPS et p20 a 25 °C et 38 °C, C) EPS-p5 a 25
°C, D) EPS-p5 a 38 °C, E) EPS-p20 a 25 °C et F) EPS-p20 a 38 °C. Voir Tableau XIlIl pour plus de détails.

Figure 49. Représentation schématique de I'évolution conformationnelle d'une chaine isolée d'EPS-
pNIPAM hypothétique en dessous et au-dessus de sa LCST médiée par les interactions
intramoléculaires entre les chaines de pNIPAM greffées. Les interactions intermoléculaires ne sont pas
représentées mais participent néanmoins au changement conformationnel............cccccoveeeeciieeenns 107

Figure 50. A) Images de hauteurs AFM (2 pm x 2 pm ou 10 pm x 10 um) obtenues en contact
intermittent dans l'air et B) distribution de hauteurs de I'EPS, du p5 et du p20 a 20 °Cet 37 °C. ..... 110
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Figure 51. A) Images de hauteurs AFM (2 um x 2 um) obtenues en contact intermittent dans I'air et B)
distribution de hauteurs d'EPS-p5-16%, d’EPS-p5-8%, d’EPS-p20-3% et d’EPS-p20-1% a 20 °C et 37 °C.
Pour I'EPS-p20-1%, les fleches bleues indiquent la présence d’assemblages nanométriques de chaines
de pNIPAM greffées tandis que les fleches rouges indiquent la présence supposée de nanoparticules
de pNIPAM libre associées au pNIPAM greffé sur la chaine de polysaccharide. ......ccccccovvvveeiiiinennn. 111

Figure 52. Représentation schématique issue de Guo et al. (2015) des assemblages micellaires de
pNIPAM greffés indiqués par des fleches bleues dans I’échantillon d’EPS-p20-1%. Les fleches rouges
indiquent la présence supposée de nanoparticules de pNIPAM libre associées aux micelles de pNIPAM
greffés sur la chaine de polysacCharide. .........oo i 112

Figure 53. A) Résultats de la simulation de Monte Carlo sur un réseau carré de 2 um montrant la
formation progressive de clusters a partir de chaines d’EPS-pNIPAM connectées pour différentes
probabilités d'occupation de 3,1 %, 6,2 % et 8 %. Les mémes simulations montrant des chaines d’EPS
en bleu et de pNIPAM repliées en rouge ont été présentées en dessous (pour une meilleure
visualisation, la largeur de ligne a été multipliée par cinq). B) Courbes de probabilité de percolation en
fonction de la probabilité d'occupation pour différentes tailles du réseau carré. C) Courbe maitresse
de la probabilité de percolation en fonction de la probabilité d'occupation normalisée. ................. 114

Figure 54. Résultats de la simulation de Monte Carlo montrant la formation progressive de clusters a
partir de chaines d’EPS-pNIPAM connectées, A) sur un réseau carré de 5 um pour différentes
probabilités d'occupation de 5,0 %, 7,5 % et 7,6 % (de gauche a droite), et B) sur un réseau carré de 10
um pour différentes probabilités d'occupation de 3,8 %, 5,6 % et 8,3 % (de gauche a droite). Les mémes
simulations montrant les chaines d’EPS en bleu et de pNIPAM repliées en rouge ont été présentées en
dessous (pour une meilleure visualisation, la largeur de la ligne a été multipliée par cing par rapport a
12 représentation AU-0ESSUS).......cccueiiuiieiiieeciee et e st e ertteeste e e teeestae e s beeesareesateesbaeesaseessaeestaessaeennses 115

Figure 55. A) Photographie d’un microscope inversé surmonté d’un systéme AFM Nanowizard® (JPK,
Allemagne). B) Photographie d’un hydrogel d’EPS-p5-8% préparé pour la mesure par AFM (30 uL, 10 %
m/v PBS, gélifié 30 min a 37 °C et recouvert par du milieu DMEM). ......c.covvevienieniieireeieesree e 128

Figure 56. Photographie du montage de désinfection par UV-C des solutions d’EPS a une distance D de
T Lo qY o TT Col I D I o] o PSPPIt 130

Figure 57. A) Aspect du milieu de culture recouvrant le Cultrex (30 pL) contenant les cellules HEK293
avant test AlamarBlue. B) Test AlamarBlue (20 % v/v DMEM, 5h). C) Aspect du Cultrex contenant les
cellules HEK293 aprés préléevement du SUrNAgEaNt.......coccviieeeciieeieciiee e e s e e ssrre e e s sire e e esaaeee e 135

Figure 58. Schéma général du protocole permettant la mesure de la viabilité de cellules HEK293
ensemencées dans les hydrogels d’EPS-pNIPAM par le réactif AlamarBlue®(G-Biosciences) 3 jours (J3)
et 7 jours (J7) aprés | Ur @NSEMENCEMENT. .......iiiciieeiieeeieeeeee et e eeteeesreeesteeestteesbeeesareesreeebaeesareeenns 137

Figure 59. Aspect des solutions d'EPS greffés a température ambiante. A) De gauche a droite : EPS-p5-
16%, EPS-p5-8% (10 % m/v PBS), EPS-p5-3% et EPS-p5-2% (7 % m/v PBS), B) de gauche a droite : EPS-
p20-6%, EPS-p20-3%, EPS-p20-1% et EPS-p20-0,2% (10 % m/v PBS). La concentration en EPS (% m/v)
est indiquée sur les PhotOZIraphiEs. .......cocuiiii i e et e e e ta e e e e abae e e e aaaeeaeas 139

Figure 60. Test de gélification des EPS greffés en condition de culture cellulaire. J0-A) 30 pL d'EPS-p20,
d'EPS-p5-16%/8%, de p5, de p20 a 10 % m/v PBS et 30 pL d’EPS-p5-3%/2%/0% a 7 % m/v PBS ont été
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déposés. J0-B) Les solutions ont été placées en incubateur 37 °C (5 % CO,, humidité controlée) pendant
1 h. JO-C) 1 mL de milieu DMEM thermostaté a 39 °C a été déposé. J3/]J7) Les hydrogels ont été
photographiés 3 jours et 7 jours apres gélification.........ccveeiecieii i 140

Figure 61. Suivi de I’absorbance des solutions A) de p5/d’EPS-p5 (EPS-p5-16%/8% a 10 % m/v PBS et
EPS-p5-3%/2% a 7 % m/v PBS) et B) de p20/d’EPS-p20 (10 % m/v PBS) a 37 °C au cours du temps.. 142

Figure 62. Evolution du taux de gonflement au cours du temps des hydrogels A) d’EPS-p5 (10 % m/v
PBS pour les EPS-p5-16%/8% et 7 % m/v PBS pour les EPS-p5-3%/2%) et B) d’EPS-p20 (10 % m/v PBS)
€N MINIEU DIMEM. ..ttt sttt ettt et st e e tt e e s e e e s bt e e sabeesabaesnsteesabeeensseesasessnseeesnsessnns 144

Figure 63. Représentation schématique de la structure hypothétique de 3 hydrogels d’EPS-p5 prenant
en compte la densité de greffage et le taux d’EPS respectifs. La réticulation du réseau s’établie par les
interactions inter-chaines entre les chaines de pNIPAM greffées. L'hydrogel le plus greffé (EPS-p5-16%)
gonfle peu contrairement aux 2 autres (le gonflement est possible par I'écartement des chaines
menant a la rupture de liaisons physiques, comme discuté dans cette section). Les chaines d’EPS sont
de couleur bleue et les chaines de pNIPAM sont de COUIEUr TOUEE. ....cccecuvieeeeciieeeeciieeeecireee e 145

Figure 64. Photographies illustrant le gonflement au cours du temps des hydrogels d’EPS-p5 (100 pL,
10 % m/v PBS pour les EPS-p5-16%/8% et 7 % m/v PBS pour les EPS p5-3%/2%) recouverts de milieu
DMEM a 37 °C (5 % CO,, humidité contr6lée). En bleu est précisé le taux d’EPS au sein de I’"hydrogel.

Figure 65. Photographies illustrant le gonflement au cours du temps des hydrogels d’EPS-p20 (100 pL,
10 % m/v PBS) recouverts de milieu DMEM a 37 °C (5 % CO,, humidité contrdlée). En bleu est précisé
le taux d’EPS au SEIN de 'NYAIOZEL. ....ooi ettt et e e e e e e e bae e e e eanes 148

Figure 66. Procédure AFM pour enregistrer une courbe de relaxation de force : A) (1) dans la partie
approche, la pointe initialement au-dessus de la surface de I'échantillon indente I'échantillon jusqu'a
atteindre une profondeur prédéfinie 5o, B) (2) dans la phase de maintien, la décroissance de la force
est mesurée en fonction du temps (ici 5 s) tandis que l'indentation est maintenue constante, (3) la
pointe est finalement rétractée de I'échantillon pour revenir a sa position initiale (partie retrait).
[llustration A) issue de Cuenot et al. (2022).....cccouiiei ittt e e e ree e e e ree e e e eareeas 150

Figure 67. A) Courbe de relaxation de force pour une indentation constante de 950 nm mesurée sur
I’'EPS-p5-8% (10 % m/v PBS). B) Module de relaxation de cisaillement, G(t), mesuré pour I'EPS-p5-8%
(10 96 MV PBS). ettt ettt sttt ettt ettt e a e et e bt e a e e bt e ae et e bt et e beeh e et e bt ent e beeaeenteeaeeneas 151

Figure 68. Modules de stockage G’(w) et de perte G”(®) mesurés sur les différents hydrogels d’EPS-p5
(10 % m/v PBS sauf ’EPS-p5-3%, 7 % m/v PBS) en fonction des fréquences angulaires comprises entre
(OS2 o =T 0[O I N 153

Figure 69. Modules de stockage G’(®) et de perte G”(®m) mesurés sur les différents hydrogels d’EPS-
p20 (10 % m/v PBS) en fonction des fréquences angulaires comprises entre 0,3 Hz et 200 Hz......... 153

Figure 70. Courbes force-indentation mesurées sur les hydrogels d’EPS-p5-3% (7 % m/v PBS), d’EPS-
p5-8% et d’EPS-p5-16% (10 % m/v PBS), avec I'ajustement du modéle de Hertz (en rouge) sur la partie
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Figure 71. Valeurs du module élastique déterminé par le modele de Hertz a partir des courbes force-
indentation pour les différents hydrogels A) d’'EPS-p5 (10 % m/v PBS sauf I'EPS-p5-3%, 7 % m/v PBS) et
B) d’EPS-P20 (10 % M/V PBS)...eteiieiiieeiiteeite et et esteestee st e setesesessteesteesteesseesseesnsesssesssesssnessseensesnsessseenses 156

Figure 72. Courbes de relaxation de force mesurées sur un hydrogel d’EPS-p5-16% (10 % m/v PBS) pour
AIffrentes INAENTATIONS. . .ueiiii e e e e e e e e et er e e e e e e e s e e nasraeeeeeaeeesnsenns 158

Figure 73. A) Normalisation de la force des courbes de relaxation de force (Figure 72) mesurées dans
un hydrogel d’EPS-p5-16% (10 % m/v PBS) a trois profondeurs d'indentation. B) Superposition des
courbes de relaxation de force aprés les normalisations de la force et du temps révélant le
comportement poroélastique de FNYdrogel. ... 159

Figure 74. Courbes de relaxation de force mesurées sur un hydrogel d’EPS-p5-8% (10 % m/v PBS) pour
AIfFErENtES INAENTATIONS. ..vviiiiiiiiicieieeee et ee e e e e e e e e bbbeeeeeeesessssraerereeeeeenssenes 160

Figure 75. A) Normalisation de la force des courbes de relaxation de force mesurées dans un hydrogel
d’EPS-p5-8% (10 % m/v PBS) a trois profondeurs d'indentation. B) Superposition des courbes de
relaxation de force apres les normalisations de la force et du temps révélant le comportement
POoroélastique de 'Y ArOZEL. ......ooi i e e e e et e e e sbaee e e ssraeeesanes 160

Figure 76. Superposition des courbes de relaxation de force aprés normalisation des forces et du temps
et ajustement du modeéle poroélastique de Hu pour A) I’hydrogel d’EPS-p5-16% (10 % m/v PBS) et B)
I"hydrogel d’EPS-p5-8% (10 % M/V PBS). ...cueeiieeirieiieeiiieeteeireesteesteesaesveeteesteesseesseesssesaseesesssassssesssenes 161

Figure 77. Courbes de relaxation de force mesurées a différentes indentations sur un hydrogel d’EPS-
p5-8% (10 % m/v PBS) avec superposition du modeéle poroélastique de Hu (en pointillé rouge)...... 162

Figure 78. Valeurs du coefficient de diffusion du DMEM dans les différents hydrogels (10 % m/v PBS
SAUT "EPS-P5-3%, 7 % M/V PBS)...eiiteieiiiee ettt ettt ete et e e et ee e e etaeeetteesbeeeeaveeeateeebeeesresenns 163

Figure 79. Valeurs du module élastique mesuré a partir des courbes de relaxation pour les différents
hydrogels A) d’'EPS-p5 (10 % m/v PBS sauf I'EPS-p5-3%, 7 % m/v PBS) et B) d’"EPS-p20 (10 % m/v PBS).

Figure 80. Valeurs du coefficient de Poisson pour les différents hydrogels A) d’EPS-p5 (10 % m/v PBS
sauf I’EPS-p5-3%, 7 % m/v PBS) et B) d’EPS-p20 (10 % M/V PBS)...ccueecuierieerieeiiesresieereesieesteesenesnneens 165

Figure 81. Images MEB de la structure des hydrogels lyophilisés d’EPS-p5 et d'EPS-p20 préparés a 10 %
m/v PBS hormis les EPS-p5-3%/2% (7 % M/V PBS).....ececuuiieieeetie et eectee ettt ettt e e et e e e eanes 167

Figure 82. Exemples de méthodes de désinfection ou de stérilisation couramment utilisées dans le
domaine médical (Galante et al., 2018). .....ueeiieiviiiiiiiieecieee ettt et e eerae e eeaaeeeeas 169

Figure 83. Masse molaire moyenne en poids (Mw) (HPSEC-MALS-dRI) de I'EPS infernane (GY785) natif
avant et apres stérilisation, par rayonnement gamma ou beta (dose 15 kGy ou 25 kGy), par plasma
froid (CP, mélange de gaz composé d’0, (20 %) et de N, (80 %) pour 1 h) et par oxyde d’éthylene (EtO,
700 mg/L, 250 min, 50 mbar, 45 °C a 45 % d’humidité) (Rederstorff et al., 2011a). ......ccvveervreerennns 172


file:///E:/Thèse%20version%20du%2028082023/rédaction%20mémoire/mémoire%20complet%20-%20A%20jour%20AB.docx%23_Toc147090426
file:///E:/Thèse%20version%20du%2028082023/rédaction%20mémoire/mémoire%20complet%20-%20A%20jour%20AB.docx%23_Toc147090426

Figure 84. Evaluation de la biocharge sur milieu PCA (70 pL, 48 h, 30 °C) de I'EPS (2 % m/v eau) A) non
stérilisé, B) aprés chauffage 70°C-60 min, C) aprés chauffage 80°C-15 min et D) apres 14 cm UV-15 min.

Figure 85. Masse molaire moyenne en poids (Mw) et rayon de giration (Rg) de I'EPS natif (0,2 % m/v)
avant (en noir) ou aprés application des conditions de décontamination par chauffage (en rouge), par
UV-C (en bleu) et par filtration a 0,22 um (en violet). Les fleches vertes indiquent les conditions
sélectionnées et testées par 1a suite SUM "EPS-P5-8%. ....ccccuueiirciiiiiiiiieeisiiee e eciiee e e sveee e ssnaee e 175

Figure 86. Chromatogrammes HPSEC-MALS de I'EPS natif (0,2 % m/v) aprés décontamination par les 4
conditions les moins dénaturantes en termes de MW €t RE.........covviiiiiiiiiieec e 176

Figure 87. Coefficients hydrodynamiques v calculés a partir de la pente du tracé log-log du rayon de
giration (Rg) en fonction de la masse molaire moyenne en poids (Mw) obtenus en HPSEC-MALS-dRI
pour I'EPS natif (0,2 % m/v) aprés décontamination par les 4 conditions les moins dénaturantes en
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Figure 88. Evaluation de la biocharge sur milieu PCA (70 pL, 48 h, 30 °C) de 'EPS-p5-8% (10 % m/v PBS)
A) non stérilisé et B) apres traitement 14 cm UV-30 MIiN. ..cccciiiiiieeciiecieeciee e eiee e vee e 177

Figure 89. Aspect de I'hydrogel d’EPS-p5-8% (30 uL, 10 % m/v PBS, 37 °C, 5 % CO,, humidité contrdlée),
A) non stérilisé B) aprés chauffage 80°C-30 min C) apres chauffage 90°C-15 min, D) apres traitement
14 cm UV-C-30 min et E) apres filtration @ 0,22 [M. ..cc..eeeciieeiieeeiee e cieeesireeeveeesreesreeevaeeenaeeeans 178

Figure 90. Aspect des solutions d'EPS greffés apres chauffage 80°C-30 min. A) De gauche a droite : EPS-
p5-16 %, EPS-p5-8% (10 % m/v PBS), EPS-p5-3% et EPS-p5-2% (7 % m/v PBS), B) de gauche a droite :
EPS-p20-6%, EPS-p20-3%, EPS-p20-1% et EPS-p20-0,2% (10 % mM/V PBS). ..cccveveeveecieeieee e 179

Figure 91. Aspect des hydrogels d’EPS greffés (30 uL, 37 °C, 5 % CO,, humidité contrdlée) apres
désinfection 80°C-30 min observés apres 7 jours d’incubation. A) De gauche a droite : EPS-p5-16 %,
EPS-p5-8% (10 % m/v PBS), EPS-p5-3% et EPS-p5-2% (7 % m/v PBS). B) De gauche a droite : EPS-p20-
6%, EPS-p20-3%, EPS-p20-1% et EPS-p20-0,2% (10 % M/V PBS).....cviirieiieeeierieeeerieseeeie e 179

Figure 92. Observation au microscope optique de I'aspect des cellules HEK293 FT adhérente ou en
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Figure 93. Principe du test AlamarBlue permettant I’évaluation de la viabilité cellulaire. ................ 181

Figure 94. Evolution de la fluorescence (test AlamarBLue, 20 % v/v DMEM, 5h, 37 °C, 5 % CO,, humidité
contrblée, ex: 560 nm/em: 590 nm) de différentes concentrations initiales de cellules HEK293
ensemencées dans le Cultrex (30 L) aU COUIS d@S JOUTS. ....cuiiiiiieeiirerireeeireeeeteeecreeesereesreeeereeesveeenns 184

Figure 95. Observation au microscope optique a température ambiante des cellules HEK293
ensemencées a différentes concentrations initiales dans le Cultrex (30 pL) de JO a J7 (Gx10).......... 184

Figure 96. Les hydrogels de p5, de p20, d’EPS-p5 et d’EPS-p20 ont été préparés a 10 % m/v PBS hormis
les EPS-p5-3%/2% (7 % m/v PBS). Les cellules HEK293 ont été ensemencées a 1 x 10° cell/mL (30 L) a
J0. A) Gélification des hydrogels contenant les cellules HEK293 ensemencées (1 x 10 cell/mL) 1 h a 37
°C (5 % CO,, humidité controlée). B) Aspect des puits a J3. B’) Aspect des hydrogels aprés prélevement
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°C) a J3. C) Aspect des puits a J5. D) Aspect des puits a J7. D’) Aspect des hydrogels apres prélevement
du milieu de culture a J7. D”’) Aspect des puits apreés test AlamarBlue (400 pL, 20 % v/v DMEM, 5h, 37
°C) aJ7. Le Cultrex a été utilisé en tant que témoin positif. .........cceeciieiiiiiie e, 187

Figure 97. Viabilité relative au témoin positif Cultrex par le test AlamarBlue (20 % v/v DMEM, 5h, 37
°C, 5 % CO,, humidité controlée, ex : 560 nm/em : 590 nm) des cellules HEK293 ensemencées (a 1 x
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Figure 98. Observation au microscope optique a température ambiante des cellules HEK293
ensemencées dans les hydrogels d’EPS greffés (10 % m/v PBS sauf EPS-p5-3%/2%, 7 % m/v PBS) (Gx10).
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Figure 99. Observation au microscope optique (Gx10) a température ambiante a J7 des cellules HEK293
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(GNP 190

Figure 100. Résumé graphique des principales expériences et caractérisations menées au cours de la
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e cartilage articulaire est un tissu conjonctif spécialisé qui revét les surfaces

osseuses des articulations facilitant leur mouvement par la réduction des forces

de friction. Les propriétés mécaniques uniques du cartilage lui sont conférées par
la composition biochimique et la structure de sa matrice extracellulaire fortement hydratée,
riche en collagene et en protéoglycane. Le cartilage est un tissu avasculaire, ce qui limite sa
capacité de régénération car les cellules impliquées dans le processus de réparation ne
peuvent pas atteindre la zone endommagée aussi facilement que dans d'autres tissus. De plus,
les cellules présentes dans le cartilage, appelées chondrocytes, ont un métabolisme
relativement faible, ce qui limite aussi leur capacité a renouveler la matrice extracellulaire.
Enfin, le cartilage ne contient pas de terminaisons nerveuses. Bien que cela puisse sembler
étre un avantage, cela signifie que les Iésions primaires du cartilage, qui n’entrainent ni
inflammations ni douleurs, peuvent passer inapercgues jusqu'a ce qu'elles atteignent un stade
avancé. Au fil du temps, les traumatismes répétés ou une sollicitation excessive peuvent
engendrer une altération durable de la matrice extracellulaire du cartilage pouvant conduire
a une perte fonctionnelle du tissu ou a I'apparition de I'arthrose. En vieillissant, la prévalence
de ces probléemes articulaires augmente, ce qui en fait une préoccupation importante de notre

société.

Il existe plusieurs techniques de réparation du cartilage (e.g. microfracture,
transplantation de cartilage, transplantation cellulaire...), chacune adaptée a des situations
spécifiques en fonction de la gravité de la Iésion, de sa localisation, de son étendu et de I'adge
du patient, mais aucune d’entre elles ne permet de reconstruire durablement la matrice
extracellulaire du cartilage natif. Dans ce contexte, l'ingénierie tissulaire offre un espoir
tangible en permettant la régénération ciblée de ce tissu essentiel. Ce domaine
interdisciplinaire faisant intervenir les techniques des sciences des matériaux, ingénierie et de
la biologie vise a développer des approches pour restaurer le cartilage endommagé en
associant des cellules et des facteurs de croissance a des biomatériaux. La finalité étant de
créer des échafaudages tridimensionnels soutenant la croissance cellulaire, la différenciation

et la formation de nouveaux tissus.

Dans ce contexte, concevoir des biomatériaux déformables, comme les hydrogels,
favorisant la régénération du cartilage est une stratégie prometteuse et qui suscite

actuellement un fort engouement en ingénierie tissulaire. En effet, les hydrogels constitués

N1N
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d’une matrice polymérique fortement hydratée représentent le support idéal pour mimer la
matrice extracellulaire du cartilage et pour optimiser les réponses cellulaires. Parmi les
nombreux hydrogels déja élaborés, les hydrogels injectables possédant une réponse
stimulable avec la température (hydrogels thermosensibles) sont particulierement
intéressants pour la régénération du cartilage en raison de leurs caractéristiques uniques qui
répondent aux besoins spécifiques de cette application. En effet, sous forme de solution a
température ambiante, ces hydrogels thermosensibles peuvent étre injectés de maniére mini-
invasive dans la zone lésée de I'articulation en épousant précisément la forme et la taille de la
|ésion du cartilage pour permettre une adaptation anatomique optimale. Par la suite, les
solutions gélifieront sous le seul effet de la température corporelle du patient. Pour
I'application visée, ces hydrogels doivent idéalement posséder des propriétés biologiques
proches de celles de la matrice extracellulaire du cartilage pour optimiser les processus
cellulaires, en favorisant notamment I'adhésion, la prolifération, la migration et la
différenciation. Les propriétés mécaniques des hydrogels, modulées par la nature des liens,
physiques ou covalents, ainsi que par leur densité, contribuent fortement aux réponses

cellulaires observées.

L'lfremer (Institut francais de recherche pour I'exploitation de la mer) développe
depuis plusieurs années des travaux sur la connaissance des océans et leurs ressources. A la
suite de l'exploration des sources hydrothermales océaniques profondes, différentes
bactéries productrices d’exopolysaccharides (EPS) ont été isolées. En particulier, la bactérie
marine Alteromonas infernus, capable de sécréter un EPS présentant une structure atypique,
a été découverte. Cet EPS, nommé infernane, est un hétéropolysaccharide anionique,
fortement ramifié, de haut poids moléculaire (> 10° g/mol) et naturellement sulfaté (10 % de
groupements sulfates). Sous sa forme native, I'EPS peut étre considéré comme un
glycosaminoglycane-mimétique par la présence des acides uroniques et des groupements
sulfates. Cet EPS possédant naturellement des propriétés biologiques est donc un candidat
prometteur pour formuler des hydrogels. Cependant, sous sa forme native, il est exempt de
propriétés de gélification et son utilisation actuelle en ingénierie tissulaire est limitée a une
supplémentation a un polymeére gélifiant intrinsequement. Sa formulation en hydrogel a part

entiere, qui requiert une étape de modification supplémentaire, est donc un défi a surmonter.
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L'objectif principal de la these porte sur le développement d’hydrogels
thermosensibles injectables a base d’infernane pour de futures applications en ingénierie
tissulaire du cartilage. Dans un premier temps, I'EPS a été fonctionnalisé avec un polymeére
thermosensible, le poly(N-isopropylacrylamide) (pNIPAM), en modulant les conditions de
greffage, avant d’étre caractérisé a I'échelle moléculaire par de nombreuses techniques
complémentaires. Dans un second temps, les propriétés mécaniques et biologiques des
hydrogels d’EPS-pNIPAM formés ont été déterminées, permettant ainsi de comprendre la

relation entre la structure des EPS greffés et leurs propriétés fonctionnelles.
Le présent manuscrit se compose des parties suivantes :

Le chapitre | présente une analyse de la littérature portant sur le développement de
biomatériaux pour des applications en ingénierie tissulaire du cartilage, en abordant plus

particulierement la conception d’hydrogels thermosensibles.

Le chapitre Il porte sur la mise au point du greffage du pNIPAM sur I'EPS et la
caractérisation des propriétés physico-chimiques des polymeres greffés EPS-pNIPAM par une
approche multi-technique. Certaines caractérisations ont été réalisées sur la Plateforme TFFFC
d’Ecole d’Ingénieur de Purpan de Toulouse (séjour de 2 semaines), ainsi qu’a travers des
collaborations avec le CERMAV de Grenoble, I'Institut de Biochimie et Biophysique de Kazan

en Russie et I'Université Naples Il en Italie.

Le chapitre lll est consacré a la compréhension de l'influence de la composition et de
la densité de greffage des polymeres EPS-pNIPAM sur les propriétés mécaniques des
hydrogels obtenus ainsi que sur leur cytocompatibilité. L'étude de cytocompatibilité a été

réalisée en collaboration avec le laboratoire LSEM a I'lfremer de Nantes.

Enfin, la conclusion constitue la derniére partie de ce manuscrit offrant une synthese
globale de ces travaux de thése, mettant en lumiére les résultats majeurs obtenus et en
proposant des perspectives de recherche pour une utilisation future de ces hydrogels en

ingénierie tissulaire du cartilage.



Introduction générale

ELABORATION D’HYDROGELS THERMOSENSIBLES INJECTABLES A BASE
D’EXOPOLYSACCHARIDES MARINS POUR L'INGENIERIE TISSULAIRE

EPS pNIPAM

K EPS-pNIPAM

Chapitre Il
Conception & Caractérisation d’'un EPS thermosensible

1

1 Chapitre lll

I Caractérisation & Cytocompatibilité des
! hydrogels d’EPS-pNIPAM

Résumé introductif des chapitres résultats du mémoire de thése
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1. Le cartilage articulaire

1.1. Généralités sur I'articulation synoviale

La jonction des extrémités osseuses du systeme musculosquelettique humain est
assurée par des zones anatomiquement distinguables nommées articulations. Il est
classiquement répandu de classer les articulations selon leur degré de mobilité mais
également de par la nature du cartilage les constituant (Figure 1.A). Les synarthroses,
articulations peu mobiles voire immobiles, sont des articulations fibreuses que I'on retrouve
notamment sous forme de sutures au niveau du crane. Les amphiarthroses, sont constituées
de pieces cartilagineuses permettant une mobilité restreinte : c’est le cas des articulations
intervertébrales. Les mouvements de flexion, d’extension, d’adduction etc, font appel a de
multiples configurations osseuses relevant d’un degré de liberté spatial important permis par
les diarthroses aussi appelées articulations synoviales (Chevalier & Richette, 2005; Marian et

al., 2021; Maziéres et al., 2018). Structurées au sein d’un manchon fibreux (capsule articulaire)
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Figure 1. A) Localisation anatomique des différents types de cartilage (d’aprés Krishnan & Grodzinsky, 2018). B) Schéma des
constituants d’une articulation synoviale (Mazieres et al., 2018).
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stabilisé par les tendons et ligaments, les extrémités osseuses sont recouvertes d’un cartilage
hyalin, baignant dans un liquide nommé synovie produit par la membrane synoviale (Figure
1.B). Ce dialysat sélectif du plasma sanguin (concentration similaire en électrolytes) est
supplémenté en acide hyaluronique, lubricine, phospholipides et autres protéines telles que
I"albumine ou les protéines sériques, qui lui conférent ses propriétés viscoélastiques. Sous la
forme d’un gel visqueux, la synovie a pour fonction la lubrification des articulations et la
réduction des forces de compression et de cisaillement locales. Elle joue également un réle de
nutrition vis-a-vis du cartilage par diffusion lors des mouvements et posséde des propriétés

anti-inflammatoires (Lawry & Bewyer, 2008; Yakut & Tuncer, 2020).

1.2. Fonction du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif unique car non innervé et non vascularisé,
par conséguent pauvre en oxygéne (0Oz). Présentant des coefficients de frottement
extrémement faibles (~ 0,0005 et 0,04) (Han et al., 2011), le cartilage favorise le glissement
des surfaces osseuses au niveau de l|'articulation. Le cartilage joue également le rdle
d’amortisseur vis-a-vis de |’os sous chondral permettant la dissipation de I'énergie mécanique
(grace a ses propriétés viscoélastiques) résultante des contraintes mécaniques telles que la
pression et les cisaillements locaux, en synergie avec le liquide synovial. Souple et déformable,

le cartilage est donc essentiel pour la mobilité de I'articulation.

1.3. Composition du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est un cartilage hyalin principalement constitué d’eau (70 a 85 %
du poids humide), de collagene (60 a 86 % du poids sec), de protéoglycane (15 a 40 % du poids
sec) et d’autres protéines notamment de liaison (ex : ang. cartilage oligomeric matrix proteins
(COMP), matrilines... ), organisés au sein d’une matrice extracellulaire (MEC) sécrétée par des
cellules spécialisées, les chondrocytes (Wei & Dai, 2021). Environ 30 % de I'eau interstitielle
est fortement associée au réseau collagénique. L'eau restante interagit avec les
protéoglycanes et est librement échangée lors des changements de pression cycliques au
cours des mouvements permettant la lubrification, I’élimination des déchets métaboliques et

la nutrition des chondrocytes (Bader & Lee, 2000).
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1.3.1. Les chondrocytes

Les chondrocytes sont les cellules spécialisées du cartilage dont la forme (sphérique ou
ovoide), le nombre et la taille (30 a 40 um) différent selon la zone du cartilage. Les
chondrocytes ne représentent que 2 a 5 % du volume tissulaire total soit un volume cellulaire
inverse vis-a-vis de nombreux organes (Aigner & Stove, 2003). Le cartilage étant avasculaire,
les chondrocytes se développent en condition anaérobique : le gradient d’hypoxie varie de 1
a 10 % d’0; en fonction de la profondeur considérée. A la différence du cartilage de croissance,
le processus de maturation cellulaire est extrémement ralenti au point que I'apoptose est rare
dans le tissu cartilagineux sain. Les chondrocytes sont a I'état normal des cellules quiescentes
qui ne se divisent que trés peu, le renouvellement cellulaire est par conséquent faible. Les
chondrocytes sont néanmoins responsables de la synthése et de la dégradation des
constituants de la MEC (Bhosale & Richardson, 2008; Chevalier & Richette, 2005; Maziéres et
al., 2018; Peng et al., 2021).

1.3.2.  Lecollagene

Le collagéne est la protéine la plus abondante de la MEC. Sans étre spécifique au
cartilage, le collagéne de type Il est un marqueur de ce tissu, représentant prés de 95 % du
collagéne total. Il se présente sous la forme d’'un homotrimeére qui s’organise en un réseau
fibrillaire rigide a mailles larges structurant la MEC. Les autres collagenes (principalement type
VI, IX, X et XI) ont un role de soutien et interactionnel avec le collagene Il et les autres

constituants du cartilage (Tableau I) (Vignon, 2000; Wei & Dai, 2021).

Tableau I. Principaux collagénes du cartilage articulaire (d’aprés Chevalier & Richette, 2005; Poole et al., 2001).

Collagéne Caractéristique Fonction
Type Il e Homotrimere organisé en macrofibrilles e  Résistance a la tension
Type VI e  Hétérotrimere organisé en microfilaments dans e Médiateur du

I’espace péricellulaire microenvironnement

chondrocytaire

Type IX e  Hétérotrimere associé au collagéne de type Il e  Résistance a la tension

Type X e Homotrimére synthétisé par les chondrocytes
e  Processus de minéralisation
hypertrophiques

TypeXI e Hétérotrimére associé au collagéne de type Il * Nucléation des fibrilles de
collagéne de type Il
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1.3.3.  Les glycosaminoglycanes (GAG) et protéoglycanes

Les protéoglycanes sont des assemblages covalents entre une protéine axiale
porteuse (ang. core protein) et des chaines polysaccharidiques nommées
glycosaminoglycanes (GAG), composants omniprésents de la MEC des tissus conjonctifs
animaux (Perez et al., 2023). Les GAG sont des hétéropolysaccharides anioniques linéaires de
masse molaire comprise entre 10 et 100 x 10% g/mol (sauf I'acide hyaluronique qui se
caractérise par sa haute masse molaire, 4 a 8 x 10° g/mol). Il existe deux types de GAG : les
non sulfatés, cas de I'acide hyaluronique (ou hyaluronane), et les sulfatés incluant la
chondroitine sulfate, la dermatane sulfate, la kératane sulfate, I'héparane sulfate et I'héparine
(Tableau Il). Les GAG sont constitués de répétitions d’unités disaccharidiques composées d’un
acide uronique (ou du galactose (Gal) pour le kératane sulfate), D-glucuronique (GlcA) ou L-
iduronique (IdoA) et d’'une hexosamine de type N-acétyl-D-galactosamine (GalNAc) ou D-
glucosamine (GIcN) (potentiellement N-acétylée, GIcNAc). Les unités d’acide uronique
peuvent étre sulfatées en position O-2 et dans le cas des hexosamines en position O-3,4 et 6
et parfois en position N-2. Enfin, la liaison osidique reliant les différentes unités,
disaccharidiques de géométrie variable a ou B, contribue a la diversité structurale des GAG
(Gandhi & Mancera, 2008).

Au sein du cartilage, deux GAG, la chondroitine sulfate et la kératane sulfate, sont
majoritairement présents. Les chaines de ces GAG sont greffées sur une protéine centrale
pour former un agrécane, le protéoglycane le plus abondant de la MEC du cartilage.
L’agrécane est lié via une protéine de liaison a I'acide hyaluronique formant ainsi un macro-
agrégat pouvant atteindre 10 pm en longueur et une masse molaire de 108 g/mol, et dans

lequel plus de 300 agrécanes peuvent étre associés (Figure 2) (Bajpayee & Grodzinsky, 2017;

Tableau Il. Structure de I'unité répétitive des GAG (d’aprés Gandhi & Mancera, 2008).

Acide Kératane sulfate Héparine Héparane sulfate Chondroitine Dermatane sulfate
hyaluronique (HA) (KS) (Hp) (HS) sulfate (CS) (DS)
CS de type A
e
o0, 0380 02
o o =
OH NHAc
o) <]
8 e 0304 D-GlcpA-B(1->3)-D- 90,50
0C OH OH 050 0 o S [elels) OH 3 OH
-0 oH%é:o o~ @&’D,r(;&/ p Hm‘\’?¢6§w/0'”; 95 0, Oﬁ/o_, GalpNAc4S-o-(1->4) -~ e . gzo o
H% NHAC O o NHA? &*0Cosd? NHSCS %HO NHAC ngﬁf NHAC
D-GlcpA-B-(1->3)-D- D-Galp-B(1->4)-0- L-ldopA25-a(1->4)-D- D-GlcpA-B(1->4)-D- CS de type C L-ldopA-a(1->3)-D-
GlcpNAc-a-(1->4) GlcpNACES-B-(1-3) GlcpNS6ES-0-(1->4) GlcpNAc-a-(1->4) HO _os0® GalpNAcAS-B-(1-4)
“00C 3
o]

. 0 B
o o-
NHAC
D-GlcpA-B(1->3)-0-

GalpNAc6S-a-(1->4)
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Figure 2. Schéma de la structure d’un macro-agrégat hyaluronane-protéoglycane (agrécane) (d’aprés Bajpayee &
Grodzinsky, 2017).

Vignon, 2000). Enchassé au sein du maillage collagénique, I'agrécane joue principalement un
role structurel sous forme d’édifices supramoléculaires. Les GAG étant chargés négativement,

leur nature hydrophile assure I’hydratation basale de la cavité articulaire.

Al'inverse des agrécanes, les protéoglycanes de petites tailles riches en leucine (ang.
small leucin-rich proteoglycans, SLRP) (décorine, biglycane, fiboromoduline), aussi présents au
sein de la MEC du cartilage, ont davantage un role interactionnel que ce soit avec les
composants de la MEC, les chondrocytes mais aussi des protéines telles que les cytokines et
facteurs de croissance (Praillet et al., 1998; Vignon, 2000). En effet, la densité de charge
négative des GAG procure aux protéoglycanes une capacité interactionnelle remarquable avec
les acides aminés basiques de ces protéines impliquées dans la régulation des processus
cellulaires fondamentaux (prolifération, migration, différenciation, angiogenése), a la fois
physiologiques (développement et fonctionnement d’'un organe) et pathologiques
(inflammation, cancer). Véritable réservoir de facteurs de croissance, les GAG augmentent
considérablement leur biodisponibilité (crinopexie) en protégeant les cytokines efficacement
vis-a-vis de la dégradation par les protéases extracellulaires (Gandhi & Mancera, 2008;

Kéwitsch et al., 2018; Ricard-Blum & Perez, 2022; Sivakumar et al., 2022). Les protéoglycanes
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transmembranaires (syndécanes) ou de surface cellulaire (perlécane) a héparane sulfate (ang.
heparan sulfate proteoglycans, HSPG) fonctionnent également comme des co-récepteurs
pour les facteurs de croissance et les protéines adhésives (fibronectine, laminine, ténascine,
COMP...) de la MEC (Pap & Bertrand, 2013; Rider & Mulloy, 2017). Ainsi en raison de ces
interactions, les GAG de ces protéoglycanes jouent un role essentiel dans la potentialisation
de I'activité tissulaire en facilitant la fixation de cytokines aux récepteurs membranaires
spécifiques entrainant I'activation des voies métaboliques. Les GAG, ayant également leurs
récepteurs propres (les récepteurs aux chondroitines sulfates ou encore les récepteurs CD44
et RHAMM pour I'acide hyaluronique (Naor, 2016)), contribuent aux interactions cellules-MEC
avec de nombreux récepteurs transmembranaires liés aux protéines du cytosquelette
(actines) des chondrocytes, les intégrines (Tableau Ill). L'importance de ces interactions dans
I’'homéostasie tissulaire mécano-dépendante sera abordée dans la partie 1.1.5. Les GAG sont
donc les chefs d’orchestre du microenvironnement cellulaire indispensable au
développement et au maintien des fonctionnalités du cartilage (Chevalier & Richette, 2005;

Poole et al., 2001; Zhang et al., 2011).

Tableau lll. Principaux protéoglycanes du cartilage articulaire (D’aprés Chevalier & Richette, 2005; Poole et al., 2001;
Zhang et al., 2011).

Protéoglycane Composition Fonction

e 100 chaines de chondroitine sulfate +
30 chaines de kératane sulfate.
Agrécane e Plus de 300 agrécanes peuvent o Résistance au force de compression
s’associer en macro-agrégats avec

I'acide hyaluronique

. 1 chaine de chondroitine sulfate ou

Décorine
dermatane sulfate e Role dans la fibrillogénese
SLRP Biglycane e 2 chaines de chondroitine sulfate e Interaction cellules-MEC
et/ou dermatane sulfate e Interaction avec les cytokines et autres protéines
Fibromoduline e 4 chaines de kératane sulfate
e 3 chaines d’héparane sulfate et 2
Syndécane
chaines de chondroitine sulfate e Interaction cellules-MEC
HSPG e 3 chaines d’héparane sulfate et/ou e Interaction avec les cytokines et autres protéines
Perlécane

chondroitine sulfate
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1.4. Structure du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire, d’une épaisseur de 2 a 4 mm, est structuré en 4 couches
anisotropiques qui different par I'orientation et la proportion de ses constituants acellulaires
et cellulaires (protéoglycanes, collagenes, chondrocytes notamment), lui conférant ses

propriétés biomécaniques (Figure 3) (Fox et al., 2009; Hunziker, 2010; Wei & Dai, 2021).

- La couche superficielle (ang. superficial zone) (10-20 % de I'épaisseur du cartilage), en
contact direct avec le liquide synovial, gouverne la perméabilité du tissu. La sécrétion
de lubricine a sa surface participe a la lubrification des extrémités cartilagineuses.
L'orientation paralléle des fines fibres de collagene (~ 20 nm) lui octroie une grande
résistance aux fortes tensions mécaniques. Les chondrocytes y sont aplatis et la
concentration en protéoglycane est faible.

- La couche moyenne (ang. transitional zone) (40-60 % de I'épaisseur du cartilage)
présente une orientation isotrope des fibres de collagéne. Les chondrocytes y sont
relativement sphériques et peu nombreux. La concentration en protéoglycane est plus
importante.

- La couche profonde (ang. deep zone) (30 % de I'épaisseur) est constituée de larges
fibres de collagene (~ 100 nm) orientées perpendiculairement a la surface. La
concentration en protéoglycane y est maximale. Le réseau tridimensionnel (3D) formé
assure l'intégrité du tissu face aux forces de compression. D a |’orientation anisotrope
des fibres de collagene, les chondrocytes sont arrangés en colonne empilée
verticalement.

- Délimitée des autres couches par une démarcation basophile nommée « Tidemark »,
la couche dite calcifiée (ang. calcified cartilage layer) en raison de la présence de
cristaux de phosphate de calcium, repose sur I'os sous-chondral (ang. subchondral
bone). Les fibrilles de collagéne implantées de part et d’autre offrent une excellente
intégration structurelle. Les chondrocytes de cette zone expriment un phénotype

hypertrophique en synthétisant notamment du collagéne de type X.
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Figure 3. Schéma résumant la structure et la composition du cartilage articulaire (Wei & Dai, 2021).

1.5. Homéostasie tissulaire mécano-dépendante

L’'homéostasie tissulaire du cartilage est régulée par les contraintes mécaniques
(tension, cisaillement et compression) qui conduisent a des déformations répétées de la MEC.
L'environnement immédiat du chondrocyte (environ 2 um) constitué de la matrice
péricellulaire (PCM) formant ainsi le chondron, joue le réle d’intermédiaire mécano-senseur
entre la MEC et le chondrocyte. Le module élastique du PCM, plus faible que dans le reste du
tissu (40-70 kPa contre 0,7-20 MPa) est favorable au développement cellulaire (Xu et al.,
2022). Les protéoglycanes (syndécane, perlécane, décorine), les collagénes (type VI
notamment) et autres protéines (anchorine, fibronectine, matrilines...) constitutifs de la PCM
sont capables d’interagir avec les récepteurs transmembranaires mécano-sensibles, les
intégrines, reliés au cytosquelette de la cellule (Raleigh et al., 2017; Loeser, 2014; Peng et al.,
2021). Les chondrocytes peuvent également détecter des changements dans leur
environnement mécanique a travers une variété de mécanismes (dont les mouvements
ioniques générés par les déplacements de fluide) via leurs cils primaires ou encore leurs

canaux ioniques dépendants du calcium (Xu et al., 2022). La méchanotransduction, processus
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qui transcrit un signal mécanique en une réponse biochimique, s’exprime ainsi par I’activation
mécano-dépendante de ces acteurs entrainant la synthése par les chondrocytes des
constituants matriciels (collagenes, protéoglycanes, glycoprotéines), des enzymes capables de
les dégrader telles que les agrécanases (ADAMT-4 et 5) de la famille des ADAMT (ang. a
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs), les collagénases (MMP-1, 8
et 13) de la famille des métalloprotéases, MMP (ang. matrix metalloproteinase) et des
cathepsines ou encore des facteurs de régulation tels que les inhibiteurs tissulaires de
métalloprotéases, TIMP (ang. tissue inhibitors of metalloproteinase). Les contraintes
dynamiques ont ainsi un effet anabolique sur la synthése de la MEC, tandis que des contraintes
statiques ont systématiquement un effet catabolique. L’intensité et la périodicité des
contraintes imposées auront également une influence sur le métabolisme chondrocytaire
(Gilbert & Blain, 2018; Han et al., 2011; Stoltz et al., 2005). Le remodelage adaptatif de la MEC
suit donc un processus rétro-actif en réponse aux contraintes mécaniques cycliques (Figure

a).

Environmental Signals
Molecular « Biomechanical « Chemical » Osmotic

Figure 4. Schéma des acteurs principaux de la matrice péricellulaire (PCM) du chondrocyte impliqués dans la
méchanotransduction (Xu et al., 2022).



Chapitre | : Etude bibliographique

1.6. Altération du cartilage

Avec le vieillissement, des modifications qualitatives et quantitatives de la MEC alterent
les propriétés viscoélastiques du cartilage alors moins résistant face aux contraintes
mécaniques. Nonobstant, des traumatismes importants associés a des chocs a répétition
peuvent également conduire a une usure prématurée du cartilage pouvant causer des lésions
irréversibles jusqu’a impacter la microstructure de I'os sous-chondral. L'emplacement, la
profondeur, la taille, la surface des défauts ainsi que I'état du cartilage environnant sont les
principaux critéres de classification des dommages du cartilage décrits par I'ICRS (ang.
International Cartilage Regeneration & Joint Preservation Society) (Figure 5) (Baumann et al.,
2019; Themes, 2019). Or le cartilage est un tissu dont les capacités de régénération sont
limitées. Les composants principaux de la MEC présentent un renouvellement faible, la demi-
vie des agrécanes varie de 300 a 800 jours contre une centaine d’années pour le collagene
(Freyria & Mallein-Gerin, 2012). L’absence de vascularisation restreint I'apport de nutriments
et de cellules progénitrices. De plus, les chondrocytes ne représentant qu’une faible
proportion du cartilage et étant répartis de maniere inhomogéene dans les différentes couches,
la régénération de la MEC est inégale en fonction de la couche du cartilage (Baei et al., 2023;
Zhao et al., 2020). Bien que l'altération du cartilage puisse conduire a la formation d’un
fibrocartilage cicatriciel, la dégénérescence en arthrose secondaire, dite post-traumatique
(Armiento et al., 2019) est la complication la plus sévére en |'absence de réparation. A l'inverse
de l'arthrose primaire idiopathique qui présente une prévalence pour les personnes de plus

de 60 ans, I'arthrose post-traumatique affecte davantage des populations jeunes, souvent

Normal Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
' f 'IA‘/',’
¢ . &
e b 7

L\ 4
\ V

Figure 5. Classification ICRS. Grade 1 : Iésions superficielles ; Grade 2 : les Iésions atteignent jusqu’a 50 % de la profondeur
du cartilage ; Grade 3 : les lésions atteignent plus de 50 % de la profondeur du cartilage, allant jusqu’a I'os ; Grade 4 : les
Iésions touchent I'os sous chondral (d'aprés Themes, 2019).



Chapitre | : Etude bibliographique

sportives. Elle représente 12 % des cas d’arthrose (Krishnan & Grodzinsky, 2018) et peut
conduire a terme a une incapacité fonctionnelle. La restauration du cartilage en amont est

donc nécessaire.

2. Régénération du cartilage

Le diagnostic de I'atteinte cartilagineuse est posé via un examen clinique et l'utilisation
de techniques d’imageries (radiographie, IRM, arthroscanner, arthro-IRM) (Laredo, 2006). Le
choix du traitement employé dépend alors du patient (age, poids, niveau d’activité...) et du
degré de sévérité de la lésion. Il est généralement de nature médicale et/ou chirurgicale, a

visée palliative ou curative.

2.1. Les stratégies actuelles

2.1.1. Les traitements palliatifs

Dans un contexte palliatif, les solutions médicamenteuses sont utilisées en premiere
voie d’intention. Les anti-arthrosiques d’action rapide que sont les traitements antalgiques
classiques (du paracétamol aux dérivés d’opiacés et morphiniques), ainsi que les anti-
inflammatoires non stéroidiens et corticoides soulagent rapidement le patient et diminuent
I'inflammation. Pour une efficacité a plus long terme les anti-arthrosiques d’action lente
(glucosamine, chondroitine sulfate, acide hyaluronique...) par voie orale ou intra-articulaire
(visco-supplémentation) font leur preuve bien que leurs utilisations ne soient pas vouées a
régénérer le cartilage altéré mais a ralentir sa destruction. D’'un point de vue chirurgical, les
lavages articulaires combinés au débridement du cartilage (retirer le tissu altéré) restent une
solution mini-invasive de substitution afin d’assainir de maniére temporaire |'articulation
altérée et sont couramment employés en complément d’'une technique réparatrice (Clouet et

al., 2009; Mueller & Tuan, 2011; Totlis et al., 2021; Wei & Dai, 2021).

2.1.2.  Les traitements curatifs

En I'absence de réparation durable, la destruction du cartilage 1ésé est inéluctable. En
France, les techniques curatives reposent principalement sur le recrutement local de cellules
sous-chondrales par stimulation de la moelle osseuse (perforation de Pridie, microfracture ou
dérivés tels que la chondrogenese autologue induite par matrice (AMIC)) ou bien a partir de

tissus cartilagineux sains greffés au niveau du site 1ésé. Dans ce deuxieme cas, le tissu peut
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étre issu d’un donneur (allogreffe massive), ou bien du patient lui-méme (autogreffe,
généralement par mosaicplastie). Dérivé de l'autogreffe, I'implantation autologue de
chondrocytes (ang. autologous chondrocyte implantation, ACI), également trés employée en
tant que thérapie innovante, vise a augmenter localement la densité chondrocytaire afin de
favoriser une auto-régénération par la sécrétion de MEC. Isolés par arthroscopie, des
chondrocytes amplifiés in vitro sont ainsi réintroduits in fine en présence d’un patch périosté
ou d’'une membrane de collagéne (ACl de 1% et 2¢ génération) (Bugbee et al., 2016; Clouet et
al., 2009; Gao et al., 2019; Inderhaug & Solheim, 2019; Minas et al., 2016; Miiller & Kohn,
1999; Song & Park, 2019).

Bien que ces différentes techniques chirurgicales permettent une amélioration des
performances fonctionnelles et de I'état du cartilage pendant quelques années (5 a 15 ans en
moyenne), le processus est partiellement curatif, davantage substitutif, posant la question de
sa durabilité. En effet, ces traitements conduisent souvent a la formation d’un fibrocartilage
présentant des propriétés biomécaniques inférieures, une composition biochimique
différente et une intégration partielle au cartilage environnant. De plus, la plupart de ces
techniques requierent la réalisation de plusieurs actes chirurgicaux, pour le préléevement des
cellules/tissus puis pour une réintroduction in fine, pouvant conduire a une morbidité au
niveau du site donneur sain (Clouet et al., 2009; Mueller & Tuan, 2011; Nukavarapu &

Dorcemus, 2013; Stampoultzis et al., 2021; Wei & Dai, 2021).

1941
Lavage arthroscopique 1987
Débridement 1970s Implantation autologue de

Auto/allogreffe chondrocytes (ACI)

1993

Ingénierie tissulaire

N/ 4 &
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1939 1959 Implantation autologue de
Chondroplastie r de Pridi chondrocytes assistée par
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Arthroplastie
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Développement de produits
commerciaux

Figure 6. Chronologie des traitements chirurgicaux du cartilage (d’aprés Wei & Dai, 2021).
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2.1.3. La médecine régénératrice : le concept de l'ingénierie tissulaire

Plus récemment, des matrices 3D hydratées ont été utilisées comme support des
cellules injectées en ACI. On parle d’implantation autologue de chondrocytes assistée par
matrice (ang. matrix-assisted chondrocyte implantation, MACI) ou bien d’AClI de 3¢
génération. Cette technique montre des résultats supérieurs a long terme par rapport aux ACI
de 1% et 2¢ génération (Stampoultzis et al., 2021) en améliorant la prolifération, et le
phénotype chondrocytaire (Wei & Dai, 2021). Des produits commerciaux destinés a la
réparation cartilagineuse ont été développés: CHONDROSEA® (Theracell), CARTIPATCH®
(TBF), HYALOFAST® (Anika), NOVOCART 3D® (TETEC)... L'utilisation d’une matrice comme
échafaudage pour les cellules est donc une stratégie de régénération efficace. Ainsi,
combinant les principes de l'ingénierie des matériaux et de la biologie pour la régénération
fonctionnelle, I'entretien et I'amélioration des tissus endommagés, I'ingénierie tissulaire est
la stratégie incontournable pour la restauration du cartilage. Elle repose sur I'utilisation de
trois acteurs principaux : des cellules et des morphogénes associés a un biomatériau (Figure
7) (Bove et al., 2021; Doblado et al., 2021; Esdaille et al., 2021; Lesage et al., 2022; Olson et
al., 2011).

A) B)

Matrice 3D

+ morphogénes

Matrice Matrice
+ cellules 34 %
+ morphogénes
13%

Matrice + cellules
33%

Morphogene Cellule

Ingénierie Tissulaire

Figure 7. A) Les principaux acteurs de l'ingénierie tissulaire (inspiré de Doblado et al., 2021). B) Proportion des stratégies
utilisant des biomatériaux seuls ou associés a des cellules et/ou des morphogénes (d’aprés Lesage et al., 2022).
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2.1.3.1. Les cellules

Les cellules sélectionnées sont majoritairement des chondrocytes provenant du
cartilage articulaire/nasal/costal ou de cellules souches dont leur capacité a proliférer et leur
multipotence sont des caractéristiques attrayantes. Les cellules souches peuvent étre
d’origine mésenchymateuse (ang. mesenchymal stem cells, MSCs) (moelle osseuse, tissus
adipeux, placenta...), de nature embryonnaire (ang. embrionic stem cells, ESCs) ou encore
pluripotentes induites (ang. induced pluripotent stem cells, IPSCs) (Zhao et al., 2020) (Figure
8.A).

2.1.3.2. Les morphogénes

Parmi les molécules biologiquement actives, les facteurs de croissance induisent,
maintiennent et améliorent le phénotype chondrocytaire ainsi que I'ensemble des processus
biologiques dont la prolifération et la différenciation cellulaire. C'est le cas des facteurs de
croissance TGF-B (ang. transforming growth factors), des BMP (ang. bone morphogenetic
protein), des CDMP (ang. cartilage derived morphogenetic protein), des GDF (ang. growth
differentiation factor) et des IGF-1 (ang. insulin-like growth factor-1) (Baumann et al., 2019;
Clouet et al.,, 2009; Nukavarapu & Dorcemus, 2013). D’autres molécules actives sont

également utilisées (Figure 8.B).
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Figure 8. A) Types de cellules utilisées pour la régénération du cartilage ou étendue a la Iésion ostéochondrale :
chondrocytes (Chondro), cellules souches mésenchymateuses (MSC) ou cellules dérivées de MSC de la moelle osseuse (BM),
du tissu adipeux (Adip), du sang du cordon ombilical (UCB), des tissus synoviaux (Synov) ou d'autres sources, ainsi que
d'autres cellules ou de mélange de cellules. B) Molécules bioactives utilisées pour la régénération du cartilage ou étendue
a la Iésion ostéochondrale : le plasma riche en plaquettes (PRP), fibrine riche en plaquettes (PRF), TGF-31, BMP-2,-4,-7,
IGF-1, membre de la famille des Wnt (Wnt5a), mélange de facteurs de croissance ou d’autres types de molécules bioactives
(d’aprés Lesage et al., 2022).
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2.1.3.3. Les biomatériaux

Associant I’'ensemble de ces acteurs (cellules/facteurs de croissance), I’élaboration
d’un biomatériau bioactif hybride est un acte complexe qui suppose la prise en compte de
parametres multidisciplinaires (Figure 9). Selon la définition établie en 1986 lors de la
conférence dite du « consensus » de la Société européenne pour les biomatériaux a Chester,
les biomatériaux sont « congus pour interagir avec les systemes biologiques, qu'ils participent
a la constitution d'un dispositif a visée diagnostique ou a celui d'un substitut de tissu »
(Williams, 1987). Destiné a étre implanté dans l'organisme, la biocompatibilité du
biomatériau, c’est-a-dire I'absence de tout effet indésirable, est indispensable pour son
utilisation clinique. La stérilisation par conséquent obligatoire, ne doit en rien altérer les
propriétés physico-chimiques de I'armature tout en répondant aux normes hospitaliéres. La
conformité immunologique assurée, la fonctionnalité des biomatériaux réside en I'élaboration
d’une construction sur-mesure répondant aux enjeux biologiques et mécaniques relatifs au
contexte tissulaire d’'implantation. Autrement dit, la matrice idéale doit étre cohésive, en elle-
méme et vis-a-vis du défaut articulaire. Elle s’avere un minimum résistante au contexte
biomécanique du cartilage (contraintes) et déformable, propice au développement (adhésion,

prolifération, différenciation) des cellules qu’elle contient potentiellement.

* Gonflement
el Physique * Porosité
* Dégradabilité

ey Chimique  * Composition

* Biodégradabilité

e Biologique < Bjocompatibilité

* Migration, prolifération,
différenciation

, . * Module élastique
—) [I€Canique . q
* Relaxation

Figure 9. Caractéristiques recherchées pour développer une matrice 3D en ingénierie tissulaire (inspiré de Chauhan et al.,
2022).
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La porosité du biomatériau doit permettre a la fois le flux entrant de nutriments et
I’élimination des déchets. Enfin, la matrice 3D n’étant qu’un substitut de tissu destinée a étre
remplacée par la MEC sécrétée par les cellules implantées, sa dégradabilité contrélée dans le
temps est nécessaire (Chauhan et al.,, 2022; Fan et al., 2021; Tran et al., 2020).

Ainsi, parmi les biomatériaux disponibles pour la régénération du cartilage (céramiques,
éponges, nanofibres), leurs similitudes structurelles et fonctionnelles avec la MEC font des
hydrogels les candidats idéaux répondant a I'ensemble des critéres d’'une matrice 3D destinée

a l'ingénierie tissulaire du cartilage.

3. Les hydrogels

Les hydrogels sont des réseaux 3D de polymeéres réticulés (physiquement ou
chimiguement) fortement hydratés dont I'eau constitue 50 a 90 % du poids total (W. Zhang et
al.,, 2023). Les hydrogels peuvent étre issus de I'association d’un ou plusieurs polymeres
(hydrogels composites) pour former des réseaux uniques ou interpénétrés (Mahinroosta et
al., 2018).

Pour des applications en ingénierie tissulaire, I’hydrogel doit a la fois posséder des
propriétés biologiques et mécaniques qui dépendent essentiellement de la nature des
constituants de I’hydrogel et des interactions générées a I'origine des noeuds du réticulation

du réseau (Lagneau et al., 2023).

3.1. Nature du réseau

La formation d’un hydrogel repose sur |'établissement de zones de jonction entre les
polymeéres constitutifs d’'un réseau in fine fortement hydraté. Ainsi, deux types de réseaux
formés existent (Alavarse et al., 2022; Bustamante-Torres et al., 2021; Flégeau et al., 2017).

Les hydrogels chimiques sont dits « irréversibles » car les nceuds de réticulation sont
générés par des liaisons covalentes entre les chaines de polymeéres. Ces liaisons sont donc
permanentes et leur nombre ne varie pas en fonction des conditions extérieures (contraintes
mécaniques, température, pH). Un cas particulier concerne les hydrogels aux réseaux
covalents adaptables qui se caractérisent par le caractére dynamique des liaisons chimiques
(Figure 10.A). Ces hydrogels dynamiques sont issus de réactions « réversibles » d’additions

(Diels-Alder, base de Shiff, hydrazone, oxime, boronate) ou d’échanges (disulfide, allyl sulfide,
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Figure 10. A) Liaisons covalentes dynamiques réversibles. B) Liaisons physiques (d'aprées Xiao et al., 2022).

thioester) permettant la réorganisation du réseau (Abdi et al., 2020; S. Tang et al., 2021).
Contrairement aux hydrogels chimiques, la cohésion du réseau 3D des gels physiques est
assurée par des interactions non-covalentes, faibles de types van der Waals, hydrophobes,
liaisons hydrogene, mt-stacking ou encore ioniques (Figure 10.B). Les hydrogels physiques sont
dits « réversibles » car il est possible de moduler leur transition de phase « sol/gel » et
« gel/sol » par modification des conditions extérieures (ex : température, pH, force ionique)

(Tang et al., 2020; Xiao et al., 2022).

3.2. Nature des constituants du réseau
Les hydrogels peuvent étre formés a partir de polymeres synthétiques ou de polymeéres
naturels selon les propriétés finales visées (nature des nceuds de réticulation, propriétés

mécaniques, biologiques, compatibilité, dégradabilité...).

3.2.1.  Polymeres synthétiques

En 1960, Wichterle et Lim élaborent le tout premier hydrogel synthétique a base de
poly(2-hydroxyéthylméthacrylate) (PHEMA) (Wichterle & Lim, 1960). Depuis, de nombreux
polymeéres synthétiques sont a la base d’hydrogels destinés a I'ingénierie tissulaire en raison
de leurs propriétés physico-chimiques modulables de maniere reproductible. C'est le cas, par
exemple, de I'alcool polyvinylique (PVA) (Li et al., 2023), du poly(éthyléene glycol) (PEG) ou des
dérivés d’acide acrylique/méthacrylique (Mahinroosta et al., 2018). lls sont généralement

associés a d’autres polymeéres synthétiques pour leur caractére biocompatible et
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biodégradable : I'acide polylactique (PLA) (Narayanan et al., 2016), I'acide polyglycolique
(PGA), l'acide poly(lactique-co-glycolique) (PLGA) (Kang et al.,, 2006) ou encore le
poly(caprolactone) (PCL) (Naahidi et al., 2017). Malgré tout, leur cinétique de dégradation, de
méme que leur manque d’affinité pour le tissu sont les inconvénients principaux a leur

utilisation. Développer des matrices de composition similaire a la MEC est a privilégier.

3.2.2.  Polymeres naturels : cas des polysaccharides

La matrice extracellulaire est essentiellement de composition glycoprotéique de par le
collagéne et les protéoglycanes qui la constituent. Les biomatériaux testés pour I'ingénierie
tissulaire du cartilage sont ainsi généralement de nature comparable : protéique ou bien
polysaccharidique. Les hydrogels dérivés de ces macromolécules naturelles ont I'avantage de
présenter une bonne dégradabilité, biocompatibilité et d’étre ainsi faiblement cytotoxiques.
A l'image de la MEC, les polysaccharides sont particulierement prometteurs pour leurs
propriétés biologiques et physico-chimiques naturelles (Fan et al., 2021; Flégeau et al., 2017;
Raina et al., 2022; Yang et al., 2022). Dans le cadre de ce mémoire, nous nous intéresserons

exclusivement aux polysaccharides.

3.2.2.1. Généralités sur les polysaccharides

Les polysaccharides sont des polyméres naturels synthétisés par les plantes (ex :
cellulose, pectines, xyloglucane), les algues (ex: alginates, fucanes, carraghénanes), les
animaux (ex : GAG, chitosane) et aussi les microorganismes, en particulier les bactéries (ex :
xanthane, gellane, dextrane, cellulose, acide hyaluronique). lls se composent de résidus
osidiques (monosaccharides) liés entre eux par des liaisons glycosidiques. Les polysaccharides
composés d’un seul type d’ose sont appelés les homopolysaccharides, tels que la cellulose ou
le dextrane, composés uniquement de résidus glucoses. En revanche, la majorité des
polysaccharides sont des hétéropolysaccharides composés d’oses différents. Tres souvent, ces
oses sont substitués par des groupements organiques (acétyle, acide pyruvigue) ou
inorganiques (sulfate, phosphate, lactate, méthyle). La complexité structurale des
polysaccharides résulte donc non seulement de la diversité en monosaccharides (plus de 150
oses (Symbol Nomenclature for Glycans (SNFG) - NCBI) mais aussi de leur distribution sur la
chaine polysaccharidique (unité répétitive). Les polysaccharides se caractérisent ainsi par des
structures linéaires (ex: cellulose, homogalacturonane, alginate, GAG) ou ramifiées (ex:
dextrane, xanthane), impliquant des liaisons osidiques en configuration o et/ou B.
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Biodégradables, peu immunogénes, présentant une bonne biocompatibilité, les
polysaccharides sont généralement considérés comme sirs (ang. generally recognized as safe,
GRAS) (Chaudhary et al., 2022; El Khadem, 2003; Fan et al., 2021; Hunziker, 2002; Mohammed
et al., 2021; Varki et al., 2015). Pour ces raisons, ils ont été formulés sous forme d’hydrogels

pour I'ingénierie tissulaire du cartilage.

3.2.2.2. Hydrogels a base de polysaccharides pour I'ingénierie tissulaire

La cellulose, homopolymére de glucoses liés par des liaisons B-1,4, est un
polysaccharide structurant la paroi des plantes. Dérivé de la cellulose,
I'hydroxypropylméthylcellulose (HPMC) peut étre silanisé par greffage avec des groupements
silanols (Si-HPMC) pour obtenir un polymeére biocompatible, biodégradable et capable de
gélifier a pH physiologique (~ 7) . Les chondrocytes ensemencés dans des gels de Si-HPMC
sont viables, proliferent et sécrétent la MEC du cartilage composée du collagéne de type Il et
des agrécanes (Vinatier et al., 2005). La viabilité des cellules stromales humaines dérivées du
tissu adipeux ensemencées dans des microgels de Si-HPMC est de 70 % apres 14 jours in vitro
(Nativel et al., 2018).

Le dextrane est un polysaccharide d'origine microbienne constitué de glucoses liés
par des liaisons a-1,6 ainsi que des ramifications établies en a-1,3 ou a-1,4. Outre les
applications industrielles en tant qu’agent texturant notamment, le dextrane est également
utilisé dans le domaine médical. Wang et al. (2017) démontre ainsi que des hydrogels de
dextrane fonctionnalisé supportent la viabilité de chondrocytes ainsi que la sécrétion des
composants de la MEC.

Issus d’algues brunes ou de bactéries (ex: Azobacter..), les alginates,
polysaccharides polyanioniques linéaires composés de blocs de monomeres d'acide B-D-
mannuronique et d'acide a-L-guluronique, sont capables de gélifier en présence de cations
divalents, tels que Ca?*, selon le modeéle du « egg box » (Grant et al., 1973). Approuvés par
I’administration américaine des denrées alimentaires et des médicaments (ang. Food and
Drug Administration, FDA), les propriétés physico-chimiques de I'hydrogel d'alginate
dépendent de sa composition et de la concentration des solutions d'alginate et de calcium
utilisées. Des concentrations d'alginate de 0,5 8 4 % (m/v) et des concentrations de Ca%* de 15

a 144 mM semblent adaptées a la régénération du cartilage (W. Liu et al., 2022).
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Polymere biodégradable et biocompatible aux propriétés bactériostatiques et
antifongiques, le chitosane, est également intéressant en ingénierie tissulaire pour ses
propriétés uniques. Ce dérivé désacétylé de la chitine (composant de I'exosquelette des
insectes et crustacés) est un polysaccharide polycationique linéaire, composé de D-
glucosamine liée en B-1,4 et de N-acétyl-D-glucosamine, qui présente des propriétés
mucoadhésives utiles pour I'ancrage de I’hydrogel au tissu existant (Kim et al., 2023; Xiao et

al.,, 2022).

Les GAG, composants naturels et indispensables de la MEC, parmi lesquels la
chondroitine sulfate ou encore [I'acide hyaluronique, constituent les éléments
polysaccharidiques majoritaires pour la conception d’hydrogels mimétiques (Baei et al., 2023;
Celikkin et al., 2017; Kowitsch et al., 2018; Menezes et al., 2023; Muzzarelli et al., 2012; Sodhi
& Panitch, 2020). Plusieurs hydrogels a base d’acide hyaluronique ont été développés (Burdick
& Prestwich, 2011) : soit par modification chimique impliquant le greffage de groupements
chimiques (ex : silanols (Lee et al., 2019), méthacrylates (Spearman et al., 2020), dérivés
boroniques (Figueiredo et al., 2020), aldéhydes (Sedové et al., 2019)...) ou de polyméres
synthétiques (ex : polyéthyléne glycol (PEG) (llochonwu et al., 2022)), soit via des réseaux
interpénétrés formés avec des protéines (ex : collagéne (Chen et al., 2020), gélatine (Dromel
et al., 2021)) ou d’autres polysaccharides (ex : alginate (Chung et al., 2011), chitosane (Hu et
al., 2021)).

Or, les GAG étant généralement extraits de tissus animaux (boeuf, porc, volaille,
requin...), les variations physico-chimiques observées en fonction des espéeces et des individus
rendent difficile la standardisation de la production de ces polysaccharides issus de cette
source (Yamada et al., 2011). De plus, I’extraction des tissus et le risque de leur contamination
par d’autres polysaccharides endogénes ou par des protéines animales comme les prions ou
des agents pathogénes non conventionnels, ou encore par des virus, sont également des
points bloquants. Face a ces limitations, les recommandations actuelles de la FDA tendent a
favoriser d’autres origines pour des applications en santé (Badri et al., 2018; DeAngelis, 2012).
La synthése chimique des polysaccharides tels que les GAG est impossible, seuls des
oligosaccharides peuvent étre synthétisés (ex: le motif pentasaccharidique d’héparine,
Arixtra (Petitou & van Boeckel, 2004)). La synthése nécessite de nombreuses étapes

notamment de protection et de déprotection régiosélectives, limitant I'intérét de cette
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méthode aux dérivés oligosaccharidiques de petite taille (Mende et al., 2016). La biosynthese
de polysaccharides par des microorganismes tels que les bactéries est une alternative
intéressante, la production controlée en fermenteur répondant aux besoins de I'ingénierie
tissulaire : I'obtention de lots de qualité constante a haute pureté en peu de temps et a fort
rendement potentiel (Kang et al., 2018; Liu et al., 2023). Parmi les polysaccharides produits
par cette voie (ex : xanthane, dextrane, gellane, curdlane, cellulose, alginate...), les GAG sont
particulierement intéressants pour cette application (Tableau IV). L'acide hyaluronique
biotechnologique (produit par Streptococcus ou Bacillus) a largement substitué I'extraction
historique a partir des tissus de crétes de coq (Y. Zhang et al., 2023). D’autres précurseurs non
sulfatés de GAG sont également obtenus par fermentation. C'est le cas de I'héparosane
produit par Escherichia coli K5 (Ly et al., 2011), de la chondroitine issue d’Escherichia coli K4
(Cimini et al., 2010). Cependant, I'obtention des dérivés sulfatés finaux (héparane sulfate,
chondroitine sulfate) est encore un défi. La sulfatation par des approches biotechnologiques
demande I'utilisation d’enzymes de post-polymérisation (sulfotransférases, épimérases) qui

dans les microorganismes ne sont pas encore bien connues.

Tableau IV. Exemples de bactéries productrices d’hétéropolysaccharides GAG/GAG-mimétiques

Hétéropolysaccharides
bactériens GAG/GAG- Souches Références
mimétiques

e  Bracke & Thacker (1985)
e Kimetal. (1996)
Hyaluronane e  Streptococcus zooepidemicus e Chongetal. (2005)
e Bacillus subtilis e Murano etal. (2011)
e  DeAngelis (2012)

e  Schiraldi et al. (2010)

Chondroitine e Escherichia coli K4 e Ciminietal. (2013)

, e Colasetal. (2006)
Héparosane

e Escherichia coli K5 e Suwanetal. (2012)
e Alteromonas sp. e Raguéneésetal. (1997)
e  Vibrio sp. e Deming (1998)

EPS marins e  Pseudoalteromonas sp. *  Guezennec (2002)

e Nichols et al. (2005)
e Laurienzo (2010)
e Finoreetal. (2014)

e  Shewanella sp.
e  Enterobacter sp.
e  Pseudomonas sp.
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La sulfatation des polysaccharides est encore majoritairement réalisée par une étape de
sulfatation chimique (Colliec-Jouault et al.,, 2023). Ainsi, la recherche de nouveaux
microorganismes capables de sécréter des molécules bioactives inédites présentant a I'état

naturel les propriétés similaires aux GAG est une voie a explorer.

3.2.2.3. Les polysaccharides bactériens d’origine marine

Les mers et océans sont des sources d’organismes producteurs de polysaccharides
divers. Les algues (alginate, agar, agarose, carraghénane, fucane...) et les invertébrés marins
(chitine, chitosane, GAG) sont généralement cités. Il existe cependant de nombreux
microorganismes (bactéries Gram-positives et Gram-négatives, archées, champignons et
certaines microalgues) capables de sécréter des polysaccharides originaux et de se développer
dans des environnements tout aussi insolites tels que les suintements froids, les sources
chaudes cotiéres, les régions polaires, les étangs hypersalins (Finore et al., 2014; Laurienzo,
2010).

A ce titre, les sources hydrothermales océaniques profondes, longtemps
inexploitées, présentent une diversité d’organismes atypiques et notamment de bactéries
marines a I'image de I'environnement dans lequel elles se développent (Deming, 1998;
Guezennec, 2002) (Tableau IV). Pour les bactéries, la survie dans un tel milieu suppose la mise
en place de nombreuses stratégies afin de subvenir a leurs besoins primaires. L'une de ces
approches est la production de métabolites spécialisés particuliers en adaptation aux
conditions extrémes de température, de pression et a la présence de métaux toxiques. Ainsi,
certaines bactéries ont développé la capacité a sécréter des polyméres extracellulaires
multifonctionnels nommés exopolysaccharides (EPS). Ces polymeres osidiques généralement
de haute masse molaire moyenne (> 10° g/mol) présentent une composition chimique
complexe responsable de propriétés biologiques et physico-chimiques uniques. Ces EPS
développent en solution une certaine viscosité participant a la formation d’une matrice
amorphe protectrice, un biofilm, efficace face aux stress environnementaux que représentent
I’ensemble des facteurs abiotiques drastiques des sites hydrothermaux, mais aussi a des fins
de communication entre bactéries. L'exploration de la biodiversité hydrothermale a permis
d’isoler et d’identifier quatre communautés majeures de bactéries aérobies mésophiles
productrices en condition de laboratoire d’EPS a intérét biotechnologique : les

Pseudoalteromonas, les Alteromonas, les Vibrio et les Shewanella. La composition et la
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structure de I'EPS dépendent du genre bactérien dont il est issu (Delbarre-Ladrat et al., 2014).
En effet, des EPS ramifiés riches en ose neutre, en acide uronique et souvent substitués
(pyruvate, lactate, sulfate) sont caractéristiques des genres bactériens Alteromonas (ex :
HYD1545 (Vincent et al., 1994), HYD1644 (Bozzi et al., 1996; Dubreucq et al., 1996), ST716
(Rougeaux et al., 1998), HYD657 (Le Costaouéc et al.,, 2012) (deepsane)), et
Pseudoalteromonas (ex : HYD721 (Rougeaux et al., 1999a)...). Les bactéries du genre Vibrio
synthétisent généralement des EPS linéaires non-sulfatés composés d'acide uroniques et
d’hexosamines. C’'est le cas par exemple de I'EPS nommé diabolicane (ou EPS HE800) produit

par la bactérie Vibrio diabolicus (Rougeaux et al., 1999b).

3.2.2.4. Infernane

En 1991, a bord du Nautile (Figure 11.A), dans la région du bassin de Guaymas
(Figure 11.B), la campagne océanographique Guaynaut a permis d’isoler la souche
Alteromonas infernus autrement appelée GY785, prélevée parmi une population de vers
tubicoles Riftia pachyptila (Figure 11.C). Le caractére non pathogéne de cette souche a par la
suite été confirmé par l'Institut Pasteur. En laboratoire, cette bactérie Gram-négative
mésophile, aérobie stricte et hétérotrophe se développe a une température comprise entre
25 °C et 35 °C. La production d’EPS débute a la fin de la phase exponentielle et se termine en
phase stationnaire pour un rendement de récupération de I'ordre de 2-3 g/L. L’'EPS GY785,
nommé récemment infernane, est un hétéropolysaccharide anionique fortement ramifié. La
chaine principale d’infernane est composée de 3 résidus osidiques, glucose (Glc), acide
galacturonique (GalA) et galactose (Gal), liés selon la séquence suivante : —-4)-B-D-Glcp-
(1->4)-a-D-GalpA-(1->4)-a-D-Galp-(1->. Le résidu GalA est substitué en 0-2 par un
groupement sulfate et en O-3 par une chaine latérale composée de deux acides glucuroniques
(GlcA) et un Gal selon la séquence: a-D-Galp-(1->4)-B-D-GlcpA-(1->4)-B-D-GlcpA-(1->.
Chaque GIcA est également substitué par un Glc terminal. L'unité répétitive de I'infernane a
initialement été décrite sous la forme d’un nonasaccharide monosulfate (Roger et al., 2004).
De récentes investigations ont permis de mettre a jour sa structure (Akoumany et al., 2019;
Colliec-Jouault et al., 2023). La différence repose exclusivement sur la substitution en C-6 du
résidu Gal de la chaine latérale d’un sulfate a la place de Glc (Figure 11.D/E). Cette structure

octasaccharidique disulfate sera la forme décrite au cours de ce mémoire.
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Figure 11. A) Photographie du sous-marin Nautile. B) Repére cartographique de la région du bassin des Guaymas. C) Photographie prise
lors de la campagne océanographique Guaynaut de Riftia pachyptila a proximité de suintements hydrothermaux profonds (données
Ifremer). D) Unité répétitive d’infernane : nonasaccharide monosulfate (R = Glc) ou octasaccharide disulfate (R = SOsNa*) (Roger et al.,
2004 ; Colliec-Jouault et al., 2023). E) Modélisation de la structure hélicoidale d’infernane (Makshakova et al., 2022).
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De haute masse molaire moyenne sous sa forme native (> 10° g/mol), naturellement
sulfaté (10 % m/m) et riche en acide uronique, cet EPS présente une composition GAG-
mimétique lui octroyant des potentialités en ingénierie tissulaire. Cet EPS biocompatible
présente une affinité naturelle vis-a-vis des facteurs de croissance TGF-B1 et BMP-2 impliqués
dans la régénération du cartilage et de I'os (Rederstorff et al., 2017). Supplémenté a un
hydrogel Si-HPMC, I'infernane favorise I'adhésion cellulaire de chondrocytes cultivés en 2D.
La sécrétion de certains composants du microenvironnement (GAG et collagene Il) par les
chondrocytes articulaires est également améliorée en culture 3D, de méme que les propriétés
mécaniques de I'hydrogel (Rederstorff et al., 2011b, 2017). A I'image des GAG, les propriétés
d’infernane peuvent étre modulées en modifiant sa masse molaire ainsi que le degré de
sulfatation (Tableau V). En effet, les dérivés d’infernane de différentes tailles peuvent étre
obtenus par dépolymérisation radicalaire (DR) et aussi sursulfatés (30 a 45 % m/m). Les dérivés
de taille intermédiaire, ayant des masses molaires moyennes en poids d’une valeur de 250 000
g/mol présentent des propriétés gélifiantes avec le calcium et peuvent étre structurés en
microgels pour la délivrance contrdlée de facteurs de croissance (TGF-B1/BMP-2) (Gélébart et
al., 2022; Zykwinska et al., 2019). La longueur trop élevée des chaines de I'EPS natif limite
I’établissement de zones de jonction médiées par les ions calcium nécessaires a la gélification
ionique (Makshakova et al., 2022). Sous forme de dérivés de taille plus réduite, avec des
masses molaires moyennes en poids < 30 000 g/mol, et sursulfatés (30 a 45 % m/m), I'affinité
d’infernane pour les facteurs de croissance est augmentée. Ajoutés a un milieu de
différenciation contenant des facteurs de croissance tels que le TGF-B1, ces derniers dérivés
favorisent la différenciation chondrogénique de cellules stromales multipotentes isolées du
tissu adipeux humain (Merceron et al., 2012). Les dérivés d'EPS sont également capables
d'inhiber la sécrétion de MMP et des cytokines (ex : IL-1B et le TNF-a), impliquées dans les
processus cataboliques et inflammatoires des tissus conjonctifs (Senni et al., 2015). Outre
I'ingénierie tissulaire, les dérivés d’infernane de faibles masses molaires moyennes et
hautement sulfatés présentent également des propriétés pro-angiogéniques (Matou et al.,
2007), et anticoagulantes comme I’héparine (Jouault et al., 2001). Des effets bénéfiques ont
été également décrits en cancérologie (Heymann et al.,, 2016) et dans le traitement de la

mucopolysaccharidose IlIA (maladie de Sanfilippo) (Veraldi et al., 2023).
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Tableau V. Applications médicales de I'EPS infernane sous forme native, dépolymérisée par voie radicalaire (DR) et sulfaté (DRS) ou inversement (SDR).

Application (g'/wn‘:)l) (;u:a/t:‘) Description Référence
Supplémentation (0,67 % m/v) a un hydrogel de Si-HPMC (2 % m/v).
1,4 x 108 (natif) 10 . In vitro : effet sur la culture de C28/I12 (lignée de chondrocytes humains) et MC3T3-E1 (ligné d’ostéoblastes de souris) Rederstorff et
! - amélioration : adhésion cellulaire (2D), prolifération (3D) et sécrétion de la MEC (3D). al. (2011b)
. Augmentation du module de compression (5,1 kPa) en comparaison de I’hydrogel Si-HPMC seul (3,0 kPa).
Supplémentation du milieu de culture (50 ug/mL).
. In vitro : effet sur la culture en pellet de hATSCs (ang. human adipose tissue-derived MSCs)
15 x 103 (DR) 10 - augmentation de la prolifération cellulaire Merceron et al.
20 x 103 (DRS) 40 - différenciation chondrogénique (2012)
- stimulation des voies de signalisation (MAPK).
Interaction avec TGF-B1 : Kd = 3,45 x 10® M (DR) et 5,5x 10° M (DRS).
Supplémentation du milieu de culture (0,1 & 100 ug/mL).
. In vitro : effet sur la culture 2D de fibroblastes dermiques/gingivaux et de cellules médullaires .
PR . - R - Senni et al.
Ingénierie tissulaire 5-50 x 103 (DRS) 10-40 - amélioration de la prolifération (2015)
- inhibition des MMP-2 (gélatinase) et MMP-3 (stromélysine).
Inhibition des cytokines inflammatoire (IL-1B et TNF-a).
Supplémentation (0,67 % m/v) a un hydrogel de Si-HPMC (2 % m/v).
. In vitro : effet sur la culture de RACs (ang. rabbit articular chondrocytes) Rederstorff ot
1,4 x 108 (natif) 10 - maintien le phénotype chondrocytaire (3D) : sécrétion de GAG et collagene. al. (2017)
. In vivo : production de MEC (modéle souris : implantation d’un hydrogel Si-HPMC avec 2,5 mg d’EPS, voie sous-cutanée). ’
. Interaction avec TGF-B1 (Kd = 5x107 M) et BMP-2 (Kd = 2,3 x 10 M).
Microgels par microfluidique : gélification DR 3-4 % m/v dans CaCl, (4 % m/v) + supplémentés en DRS (50 pg/mL).
240-260 x 10° (DR) 10 . Belargage et bioactivité (activation voie_gSMAD) de TGF-B1 et BMP-2 améliorés dans le temps Zykwinsk:f\ ?t al.
31 x 10° (DRS) 40 - |n.teract|.on avec BMP-2 : Kd = 9,?3’X 10’ M’ . . (2019); Gélébart
- stimulation par BMP-2 de I’activité ostéogénique de hBM-MSC (ang. human bone-marrow derived mesenchymal stem cells) en etal. (2022)
culture 2D.
Anti-coagulant 20-30 x 102 (DRS) 0 Supplémentation a un plasma humain pauvre en plaquettes (0 a 100 ug/mL). Colliec-Jouault
In vitro : inhibition de la thrombine (test de céphaline activée - IC 50 = 58 ug/mL). et al. (2001)
Supplémentation du milieu de culture (1 a 10 ug/mL).
Angiogenése 25 x 103 (SDR) 30-45 e Invitro: effet sur la culture 2D de cellules endothéliales issues de cordon ombilical humain Matou et al.
- prolifération induite par FGF-2 (2007)
- prolifération induite par VEGF.
Supplémentation du milieu de culture (25 a 200 ug/mL).
. In vitro : effet sur la culture 2D de cellules ostéosarcomes (POS-1)
Anti-cancéreux 15x10° (DRS) 45 - inhibition de I'invasion Heymann et al.
- inhibition de la migration. (2016)
. In vivo : inhibition des métastases pulmonaires chez la souris (2-6 mLkg, voie sous-cutanée).
. Supplémentation du milieu de culture (100 ug/mL).
Maladie rare , ’ . . . - .
8 x 10° (DRS) 16 . In vitro : effet sur une culture de fibroblastes « muccopolysaccharidoses » de type IlIA (phénotype de la maladie de Sanfilippo & Veraldi et al.
Sanfilippo inhibition de I’héparanase (IC 50 = 10-50 uM ou 12-400 pg/mL). (2023)

. In vivo : neuroprotection dans un modeéle souris « muccopolysaccharidoses » de type IlIA (20 mg/kg, voie intrapéritonéale).
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3.3. Propriétés mécaniques des hydrogels

La nature du réseau des hydrogels influence les propriétés mécaniques de ces matrices.
Or, en tant qu’environnement immédiat des cellules, les caractéristiques mécaniques de
I’'hydrogel joue un role clé sur les processus cellulaires (prolifération, différenciation,
sécrétion, migration) (Ahearne, 2014; Chaudhuri et al., 2020; Huang et al., 2019; Wu et al.,
2022). Les MISC sont ainsi impactées par les caractéristiques de I’'hydrogel comme son module
élastique, c’est-a-dire sa capacité a se déformer sous l'application d’une contrainte. Les
hydrogels plus souples (~ 10 kPa) favorisent ainsi la prolifération et la différenciation
chondrogénique, alors que la différenciation ostéogénique est privilégiée par les hydrogels
plus rigides (20 a 40 kPa) (Ahearne, 2014; Janitermi et al., 2022). La capacité sécrétoire des
MSC semble également favorisée par des modules d’élasticité plus faibles (< 5 kPa) (Lagneau
et al., 2023). Les propriétés mécaniques des hydrogels dépendent de multiples parameétres et
peuvent donc étre modulées avec la concentration en polymeére, la densité de réticulation ou
la nature du réseau.

La composante temporelle des réponses mécaniques des hydrogels est également a
prendre en compte. La nature du réseau polymérique des hydrogels leur octroie des
propriétés dissipatives a I'image de la plupart des matrices extracellulaires. La déformation du

réseau de I’"hydrogel induite par les cellules lors de leurs mouvements entraine I'application

Matrice élastique

— Forces retenues dans la matrice

Matrice viscoélastique

Les cellules exercent une
contrainte sur la matrice

Forces dissipées par la

- Les cycles de déformation-relaxation des
matrice

forces conduisent a la propagation des
cellules

Figure 12. Schéma du comportement des matrices élastiques et viscoélastiques sous la contrainte exercée par des cellules
confinées (d’aprés Chaudhuri et al., 2016).
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de contraintes mécaniques sur la matrice qui les entoure. Or, la capacité des hydrogels a
dissiper I'énergie emmagasinée par le réseau lors de la déformation (comportement
viscoélastique) dans le temps, de sorte que les cellules puissent mécaniquement remodeler la
matrice, est essentielle (Figure 12). Des relaxations rapides de I'hydrogel de l'ordre de
quelques secondes, généralement observées pour les hydrogels physiques, coincident avec
I’échelle de temps des réponses cellulaires face aux contraintes mécaniques, améliorant la
migration et la prolifération cellulaire. En revanche, une matrice purement élastique, ne
permettant aucune dissipation mécanique, va exercer de fortes pressions élastiques sur les
cellules lors de leur prolifération pouvant provoquer leur mort (Chaudhuri et al., 2016; Zhao

et al,, 2010).

4. Hydrogels injectables : cas des hydrogels thermosensibles

Dans un contexte d’ingénierie tissulaire, I'implantation par injection de I’hydrogel au
niveau du site lésé est souhaitable. A ce titre, les hydrogels injectables aisément administrés
réduisent les risques post-opératoires et la période d’hospitalisation vis-a-vis d’autres

matrices ou hydrogels conventionnels (@vrebg et al., 2022).

Solution

-

Cellules souches mésenchymateuses

v Molécules bioactives

Figure 13. Gélification in situ d'une solution apres I'application d'un stimulus de nature physique (température, électrique,
lumiére, champ magnétique), chimique (pH, redox, ions, molécules) ou enzymatique (inspiré de Strecanska et al., 2022).
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De plus, soluble lors de I'injection, la solution épouse et comble parfaitement le défaut a
traiter d’'une facon plus rapprochée qu’un matériau a consistance solide avant de gélifier in
vivo sous l'influence d’un stimulus. Ces hydrogels, qualifiés d’intelligents ou stimulables,
répondent ainsi aux attentes d’actes chirurgicaux mini-invasifs. Les stimulus peuvent étre de
nature physique (température, électrique, lumiére, champ magnétique), chimique (pH, redox,
ions, molécules) ou enzymatique (Figure 13) (Ferreira et al., 2018; Mahinroosta et al., 2018;
Su et al., 2023). A ce titre, les hydrogels répondant a la température, également connus sous
le nom d'hydrogels thermosensibles, sont particulierement prometteurs en ingénierie
tissulaire ne nécessitant l'utilisation ou I’'ajout d’aucun acteur extérieur mais reposant

uniquement sur la température corporelle du patient.

Les propriétés thermosensibles de ces hydrogels reposent sur la présence de
groupements hydrophobes (tels que méthyles, éthyles, isopropyles) et hydrophiles (tels
qu’hydroxyles, carboxyles, amides) au sein des polyméres. En fonction de la température,
I’équilibre de ces interactions (hydrophiles/hydrophobes) peut étre rompu et induire un
changement dans la structure du réseau conduisant a sa gélification. Cette derniere peut
s’établir en dessous ou bien au-dessus d’une certaine température, nommeée, respectivement,
température de solution critique supérieure (ang. upper critical solution temperature, UCST)
et température de solution critique inférieure (ang. lower critical solution temperature, LCST)
(Figure 14) (Qiao et al., 2022; Ruel-Gariépy & Leroux, 2004; Sponchioni et al., 2019; Tenhu &
Niskanen, 2016).

Temperature

2 phases UCST

Concentration

Figure 14. Diagramme de phase montrant les températures UCST (rouge) et LCST (noir) pour un polymeére thermosensible
(Tenhu & Niskanen, 2016).
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4.1. Polymeres thermosensibles

4.1.1. Polymeres thermosensibles d’origine naturelle

Parmi les polyméres thermo-répondants, certains sont d’origine naturelle (Figure 15).
C'est le cas de certains dérivés protéiques (gélatine) ou de polysaccharides issus de plantes
(agarose), d’algues (carraghénane) ou de bactéries (gellane). Pour ces polymeres, la formation
suivie de I'agglomération thermo-dépendante de structures hélicoidales conduisent a la
création de jonctions physiques aboutissant a la structuration d’un réseau (Graham et al.,,
2019; Jeong et al., 2012; Klouda, 2015; Matanovic¢ et al., 2014). Bien que la plupart de ces
polymeéres naturels présentent une UCST (Figure 15.A), certains présenteront une LCST apres
modification chimique (Figure 15.B) et dont la température dépendra de la concentration en
polysaccharide, du taux de modification...

Le xyloglucane est un polysaccharide présent dans la paroi primaire des cellules de
plantes composé de glucose en 3-1,4, ramifié par du xylose en a-1,6 et partiellement substitué
en galactose. Il acquiert son caractére thermosensible aprés réduction du pourcentage de
galactose (minimum 35 %) (Nisbet et al., 2006; Pardeshi et al., 2022).

Le chitosane est un dérivé désacétylé de la chitine composant les carapaces des
invertébrés. Biocompatible, biodégradable et non toxique, ce polysaccharide soluble a pH
acide (< 6,2) devient thermosensible en présence de polyols (ex : B-glycérophosphate) (Supper
et al.,, 2014). Le degré de désacétylation influence également la transition sol-gel (Ruel-
Gariépy & Leroux, 2004). La substitution chimique du chitosane (ex : par des groupements
hydroxybutyles) lui octroie également des propriétés de gélification thermosensible (Sun et
al., 2020).

C'est le cas d’autres polysaccharides tels que le scléroglucane (EPS béta-glucane de
champignon filamenteux du genre Sclerotium) qui devient thermosensible (type UCST) apres
substitution chimique de leurs fonctions hydroxyles par des groupements carboxyméthyles
(et en présence de calcium) (Feeney et al., 2009).

La cellulose n’est pas thermosensible naturellement mais [lintroduction de
groupements hydrophobes tels que méthyles lui confére un caractere thermo-répondant de

type LCST (Bonetti et al., 2021).
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Figure 15. Exemples de polyméres thermosensibles A) naturels ou B) aprés modification chimique.

4.1.2. Polymeéres thermosensibles d’origine synthétique

Bien que les hydrogels thermosensibles a base de polymeres d'origine naturelle aient
été étudiés dans la régénération du cartilage, leur faible résistance mécanique ainsi que leur
dégradation rapide limitent leurs applications (Mirahmadi et al., 2013; Naahidi et al., 2017
Westin et al., 2020). Designés a facon, les polyméres thermosensibles synthétiques ont gagné
leur intérét a ce titre. De nature amphiphile, ils se présentent sous la forme d’homopolymeéres,
de polymeres greffés ou bien structurés en blocs (copolyméres) (Sponchioni et al., 2019; Zhao
et al., 2010). Les propriétés thermosensibles étant généralement issues d’un équilibre des
forces hydrophiles/hydrophobes au sein de leur composition, dresser une liste exhaustive de
ces polymeéres est complexe au vu du nombre de possibilités. On peut cependant distinguer

guelques familles de polyméres thermosensibles.

4.1.2.1. Les dérivés des poly(éther)
Les dérivés des poly(éther) sont principalement représentés par la famille des
poly(alkyloxide) constitués du motif hydrophile poly(éthyléne glycol) (PEG) autrement appelé

poly(éthyléne oxide) (PEO) ou poly(propylene glycol) (PPG) (poly(propyléne oxide), PPO). Ce
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sont les composants principaux de nombreux hydrogels d'origine synthétique en raison de
leur excellente biocompatibilité (Gan et al., 2021; L. Liu et al., 2019; Sabel-Grau et al., 2022).
La LCST du PEG et du PPG étant supérieure a 50 °C, ils sont généralement copolymérisés afin
de diminuer leur température de transition (Shi et al., 2021). A ce titre, les chefs de file des
poly(éther) sont sans conteste les poloxameéres, copolymeres a tri-blocs, disponibles sous
divers noms commerciaux tels que Pluronic® (Sigma-Aldrich). Ils sont constitués du motif bloc
poly(éthyléne oxide)-b-poly-(propylene oxide)-b-poly(éthylene oxide) abrégé PEO-b-PPO-b-
PEO dont la masse molaire et le ratio des blocs (PEO/PPO) divergent selon les dérivés. Solubles
dans I'eau, biodégrables et non toxiques, la FDA approuve l'utilisation de quelques dérivés
Pluronic® tels que F68 et F127 pour des applications médicales (Russo & Villa, 2019; Zarrintaj
et al., 2020). Le Pluronic® F127 (poloxamere 407), qui présente une LCST inférieure a la
température corporelle pour une concentration de 15 % a 30 % (m/v), est particulierement
étudié en ingénierie tissulaire (Chung et al., 2014; Cui et al., 2022; Park et al., 2009). Hormis
les dérivés éthers types poly(alkyloxide), le poly(méthylvinyléther) (PMVE) est un polymere
thermosensible homopolymérique qui présente une LCST de 37 °C (Ward & Georgiou, 2011)
(Figure 16).

%w} e I I

Pluronic F127 PMVE

Hs

Figure 16. Exemples de dérivés des poly(éther) thermosensibles : poly(éthyléne glycol) (PEG), Pluronic® F127 et
poly(méthylvinyléther) (PMVE).

4.1.2.2. Les dérivés des poly(ester)

Le poly(N-vinylcaprolactame) (PNVCL) est tres étudié pour son caractere
biocompatible, non toxique. Sa LCST varie de 32 a 50 °C en fonction de la concentration et de
la masse molaire du polymere (polymére Flory-Huggins type I) (Cortez-Lemus & Licea-Claverie,
2016; Kozlovskaya & Kharlampieva, 2020; Marsili et al., 2021). De ce fait, le controle de la
synthese et notamment de la polydispersité du PNVCL est un facteur clé. L'intérét des
polyesters pour la fabrication des biomatériaux repose sur leur biodégradabilité (Darie-Nita et

al., 2022; Manavitehrani et al., 2016). Parmi les plus connus, citons le PLGA, le PCL, le PLA, le
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PGA (présentés en 1.3.2.1), I'acide poly(e-caprolactone-co-glycolique) (PCGA), I'acide poly(e-
caprolactone-co-lactique) (PCLA) ou encore I'acide poly(é-valérolactone-co-lactique)(PVLA)
(Shi et al., 2021). Associés afin de générer des polymeres thermosensibles hybrides (ex : PEG-
b-PLGA, PEG-PLGA-PEG, PEG-PCL-PEG, PLGA-PEG-PLGA, PCGA-PEG-PCGA), la dégradabilité,
les propriétés mécaniques ainsi que la LCST de ces dérivés sont modulables selon la

composition, la concentration, et la masse molaire (Xiao et al., 2021; Zhang et al., 2019) (Figure

*Mn (o) CH3
X y Z

PNVCL PCLA-PEG-PCLA

17).

Figure 17. Exemples de dérivés des poly(ester) thermosensibles, poly(N-vinylcaprolactame) (PNVCL) et acide poly(e-
caprolactone-co-lactique)-poly(éthylene glycol)-acide poly(e-caprolactone-co-lactique) (PCLA-PEG-PCLA).

4,1.2.3. Les polypeptides synthétiques

En fonction de la répartition des groupements hydrophiles/hydrophobes, certains
polypeptides synthétiques peuvent présenter un comportement type LCST (Zhao et al., 2017).
C'est le cas des polypeptides mimétiques de I'élastine. La séquence pentasaccharidique est
constituée de valine (Val), proline (Pro) et glycine (Gly) ainsi qu’un autre acide aminé non
défini variable en fonction des dérivés. Le motif répétitif glycine-valine-glycine-valine-proline
(GVGVP), présente ainsi une transition de phase de 28-30 °C (Despanie et al., 2016) (Figure
18). A l'inverse, certains polypeptides (ex : poly(alanine) (Liu et al., 2018) et poly(alanine-co-
leucine) (Moon et al., 2011)) peuvent étre associés par greffage ou copolymérisés a un
polymére thermosensible afin d’améliorer la biocompatibilité de I’hydrogel. Dans ce cas précis
la composition, la masse molaire et la structure secondaire des polypeptides affectent la

température de transition sol-gel.

@) O
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Figure 18. Structure du peptide thermosensible glycine-valine-glycine-valine-proline (GVGVP).
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4,1.2.4, Les poly(2-oxazoline)

Les poly(2-oxazoline) (POx) sont issus de la polymérisation d’une classe
d'iminoéthers cycliques a cinq chainons nommés oxazoline. Initialement approuvés comme
additifs alimentaires par la FDA dans les années 1966, leur structure peptide-mimétique rend
les POx intéressants pour des applications dans le domaine des biomatériaux, étant de surcroit
biompatibles et biodégradables (Nemati Mahand et al., 2022). Avec la découverte des
propriétés thermosensibles des POx, I'étude des premiers dérivés a LCST supérieure a 60 °C
par Lin et al. (1988) (poly(2-éthyl-2-oxazoline), PEtOx, LCST = 65 °C) a conduit peu a peu a
I’élaboration de composés a LCST prometteuses pour l'ingénierie tissulaire (ex : poly(2-
isopropyl-2-oxazoline) (PiPrOx, LCST = 37 °C), poly(2-cyclopropyl-2-oxazoline) (PcPrOx, LCST =
30 °C), poly(2-n-propyl-2-oxazoline) (PnPrOx, LCST = 24 °C), poly(2-diéthylamino-2-oxazoline)
(PDEAOX, LCST = 24 °C)) (Figure 19). La présence d’impuretés post-production et la difficulté
de synthése sont néanmoins des verrous pour une utilisation généralisée (Hoogenboom &

Schlaad, 2017; Jana & Uchman, 2020).

PEtOx PnPrOx PcPrOx PiPrOx

Figure 19. Exemples de dérivés poly(2-oxazoline) thermosensibles : poly(2-éthyl-2-oxazoline) (PEtOx), poly(2-n-propyl-2-
oxazoline) (PnPrOx), poly(2-cyclopropyl-2-oxazoline) (PcPrOx), poly(2-isopropyl-2-oxazoline) (PiPrOx) (d'aprés
Hoogenboom & Schlaad, 2017).
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4.1.2.5. Les poly(acrylamide N-substitué)

Parmi les différentes familles de polymeres thermosensibles, les poly(acrylamide
N-substitué) sont les plus étudiés (Figure 20). Leur température de transition dépend de la
structure et de la longueur du groupement alkyle (Zhang et al., 2019). Dans la suite de ce

mémoire, l'un de ces dérivés, le poly(N-isopropylacrylamide) (pNIPAM) sera tout

Hydrophobicité >
O°N" 0NN 0PN O7°NH N/\ N/\/
i g i B

pDMAM pEAM pEMAM  pNIPAM pDEAM pnPAM  pnBAM
Soluble 73°C 56°C 32°C 32°C 22°C Insoluble

particulierement détaillé.

Figure 20. Exemples de dérivés poly(acrylamide N-substitué): poly(N,N-diméthylacrylamide) (pDMAM), poly(N-
éthylacrylamide) (pEAM), poly(N,N-éthylméthacrylamide) (pEMAM), poly(N-isopropylacrylamide) (pNIPAM), poly(N,N-
diéthylacrylamide) (pDEAM), poly(N-n-propylacrylamide) (pnPAM), poly(N-n-butylacrylamide) (pnBAM) (d’aprés Zhang et
al., 2019).

4.2. Le poly(N-isopropylacrylamide), pNIPAM

4.2.1. Généralités

Depuis les premieres synthéses du pNIPAM en 1956 (Specht et al., 1956), la
polymérisation du NIPAM repose sur différentes techniques : polymérisation radicalaire,
redox ou encore ionique. Les techniques radicalaires pour leur polyvalence sont généralement
privilégiées aujourd’hui et notamment les techniques de polymérisation radicalaire par
désactivation réversible (RDRP) (Corrigan et al., 2020). Le mécanisme d’action en jeu permet
de distinguer trois sous-catégories de polymérisation RDRP : la polymérisation médiée par le
nitroxyde (NMP), la polymérisation radicalaire controlée par transfert de chaine réversible par
addition-fragmentation (RAFT) ou bien la polymérisation radicalaire par transfert d'atomes
(ATRP). De 'lhomopolymere linéaire classique en passant par des architectures plus originales
(bloc, étoile, cycle), de nombreuses structures et masses molaires différentes de pNIPAM ont
ainsi été synthétisées (Halperin et al., 2015; Narumi et al., 2022; Schild, 1992). Fonctionnalisés
en extrémité de la chaine par différents groupements fonctionnels (-NHz, -COOH, -N3, -SH),

copolymérisés, greffés a d’autres polymeres, la diversité des dérivés pNIPAM accessibles
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Figure 21. Structure de référence du pNIPAM et exemples de dérivés fonctionnalisés (D’apres Sigma-Aldrich et Polymer
Source).

démontre de I'intérét dont porte la science pour ce polymere aux propriétés thermosensibles

(Figure 21) (Sigma-Aldrich et Polymer Source).

Les propriétés thermosensibles du pNIPAM sont pour la premiére fois rapportées par
Heskins & Guillet (1968). Elles sont relatives a sa composition amphiphile. En effet, I'unité
répétitive du pNIPAM est composée d’une fonction amide (hydrophile) et d’'un groupement
isopropyle (hydrophobe) portés par la chaine latérale, ainsi que d’un squelette carboné
(hydrophobe) (Figure 22.A). A température ambiante, les interactions de type hydrogéne,
eau-amide, favorisent I’établissement d’une couche d’hydratation structurée autour des
surfaces apolaires sous la forme d’une cage, nommée clathrate, responsable de la solvatation
des groupements hydrophobes et de la diminution entropique du systeme (AS<0) (Deshmukh
et al., 2012; Ono & Shikata, 2006; Podewitz et al., 2019). A cette température (T<LCST),
I’énergie libre de Gibbs (AG) liée au mélange polyméere-eau est négative (équation 1), les
interactions polymere-eau sont favorisées et les chaines de pNIPAM adoptent une

conformation en pelote statistique (ang. random coil).
AG = AH - TAS (1)

L’augmentation de la température génére une modification de I’équilibre enthalpie/entropie
qui vient a déstabiliser ce réseau moléculaire. Les liaisons hydrogene sont affaiblies au profit
des interactions hydrophobes conduisant a une augmentation de la contribution entropique
(-TAS). Lorsque celle-ci devient supérieure a celle du terme enthalpique (AH), le AG est positif
et une séparation de phases se produit (T>LCST). Les interactions polymére-polymere sont

favorisées au détriment des interactions polymere-eau (Figure 22.B). En conséquence, les
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Figure 22. A) Détails des composantes hydrophiles (rouge) et hydrophobes (bleu) du pNIPAM (d’apreés Lanzalaco & Armelin,
2017). B) Interaction en solution du pNIPAM en fonction de la température (d’aprés T.-Y Wu et al., 2018). C) Transition
moléculaire du pNIPAM au-dessus de la LCST (d’apres Tavagnacco et al., 2018).

chaines de pNIPAM se replient afin de minimiser le contact entre les surfaces hydrophobes du
pNIPAM et I'’eau adoptant ainsi une conformation globulaire thermodynamiquement stable
(Figure 22.C). Souvent qualifié d’état hydrophobe, la désolvatation séquentielle des
groupements isopropyles/pont éthanediyle puis des fonctions amides est seulement partielle
(Cook et al., 2021; Deshmukh et al., 2012; Lanzalaco & Armelin, 2017; L. Tang et al., 2021; T.-
Y Wu et al., 2018).

La température de transition du pNIPAM est généralement définie dans I'eau a 32 °C
(Halperin et al., 2015). Décrit en tant que polymeére de Flory-Huggins de type Il, la LCST du
pNIPAM est considérée comme indépendante de la concentration et de la longueur de chaine
notamment pour des masses molaires supérieures a 50 000 g/mol (Afroze et al., 2000;
Fujishige et al., 1989). La LCST peut augmenter de quelques degrés notamment pour de plus
faibles masses molaires et des concentrations inférieures a 1 mg/mL (Pamies et al., 2009; Qiu
et al., 2013). Outre la masse molaire, la tacticité du polymere peut avoir une influence sur la
LCST. Dans le cas du pNIPAM, la tacticité fait référence a |'orientation du groupe amide latéral
par rapport au squelette carboné : aléatoire (atactique), alternative (syndiotactique) ou
unilatérale (isotactique). Augmenter le pourcentage de mésodiades (isotacticité) permet de
diminuer la LCST du pNIPAM (De Oliveira et al., 2017; Ray et al., 2005). Des changements de

LCST davantage notables sont observés en modifiant la composition du polymeére par



Chapitre | : Etude bibliographique

I'incorporation d'un composant plus hydrophile (diminution de la LCST) ou d'un monomere
hydrophobe (augmentation de la LCST) via la copolymérisation. L'effet de I'extrémité
terminale de la chaine de pNIPAM suit les mémes regles mais son importance diminue
fortement avec la masse molaire du pNIPAM et est quasiment inexistante pour des masses
molaires supérieures a une dizaine de milliers de g/mol (Furyk et al., 2006; Halperin et al.,

2015).

En plus des parameétres intrinseques au pNIPAM, les conditions extérieures sont
également importantes. La LCST étant la température pour laquelle le pNIPAM passe d’un état
miscible a un état précipité, la série de Hofmeister, qui décrit habituellement I'effet des anions
sur la solubilité des protéines s’applique également au cas du pNIPAM (Figure 23.A) (Cook et
al., 2021; Costa et al., 2015; Du et al., 2010; Hofmeister, 1888; Svanholm et al., 2021; Zhang
et al., 2007, 2005). Les anions influencent la LCST du pNIPAM de différentes manieres : la
polarisation des molécules d’eau, I'augmentation de la tension superficielle a l'interface
eau/parties hydrophobes du pNIPAM et la liaison directe avec le polymeére. Alors que les deux
premieres interactions diminuent la LCST, entrainant une précipitation du pNIPAM (ang.
salting-out), la derniere se traduit par une solubilité plus élevée (ang. salting-in) et une
variation non linéaire LCST/concentration en sels (Figure 23.B). Ces comportements décrivent
généralement ceux des anions kosmotropes et chaotropes respectivement.

A I'image des sels, I'ajout de tensioactifs tels que le dodécylsulfate de sodium (SDS) a

également un impact sur la LCST du pNIPAM. Les tensioactifs interagissent avec les chaines de
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Figure 23. A) Série de Hofmeister. B) Impact de la série de Hofmeister sur la LCST du pNIPAM (d’aprés Zhang et al., 2005).
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polymeéres en diminuant la tension de surface, retardant ainsi la séparation de phase
(Gresham et al., 2023; Zhu, 2014).

La LCST du pNIPAM peut également varier en fonction de la nature du solvant et de la
proportion eau/solvant. Par exemple, la présence d'éthanol (10 % v/v en éthanol/eau) déplace
la LCST de la solution de pNIPAM vers des températures plus basses. A 'inverse, aucune
transition de phase n’est observée lorsque le pNIPAM a été solubilisé dans de I'éthanol absolu
(Costa et al., 2015; Tavagnacco et al.,, 2020). Le pNIPAM peut également présenter un
comportement UCST dans des mélanges d'eau et de solvants organiques en quantité
suffisante, tels que I'éthanol, le propanol et le diméthylsulfoxide (DMSO). Cet effet est d( a la
compétition entre le solvant et le pNIPAM pour linteraction préférentielle avec I'eau

(Bischofberger et al., 2014; Henschel et al., 2023).

4.2.2. Application des hydrogels a base de pNIPAM

Les propriétés thermosensibles du pNIPAM se sont révélées utiles pour de
nombreuses applications : la séparation de molécules (ex : chromatographie (Kanazawa &
Okano, 2011), le traitrement de I'’eau (Musarurwa & Tavengwa, 2022)), le développement de
matériaux intelligents (ex: textile (Sun et al.,, 2018), vitre (K. Wang et al.,, 2023)), en
microfluidique (Lee et al., 2008), en robotique (Zheng et al.,, 2015)... Dans le domaine
biomédical, le nombre de publications portant sur ce polymere n’a cessé d’augmenter depuis

1968. En 2017, pres de 80% des recherches biomédicales portaient sur les propriétés du
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Figure 24. Nombre de publications traitant du pNIPAM de 1968 a 2017. L’utilisation du pNIPAM dans le domaine
biomédical en 2017 est détaillée (d’aprés Lanzalaco & Armelin, 2017).
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pNIPAM en culture cellulaire, pour la délivrance de molécules bioactives (ang. drug delivery),
et en ingénierie tissulaire (Figure 24) (Lanzalaco & Armelin, 2017).

En culture cellulaire, il est généralement employé pour la production de feuillets
cellulaires, par exemple de cellules endothéliales (Harimoto et al., 2002), épithéliales (Na et
al., 2017) ou cardiaques (Haraguchi et al., 2014). Au-dessus de la LCST, les cellules adhérent,
se propagent et proliferent sur une surface recouverte de pNIPAM, tandis qu'en dessous de
la LCST, les cellules se détachent spontanément de la surface. Par rapport aux techniques
traditionnelles de détachement cellulaire telles que la protéolyse, les surfaces recouvertes de
pNIPAM provoquent moins de dommages aux cellules et la rétention de la MEC (Kim et al.,
2020).

Le pNIPAM est I'un des polyméres thermosensibles les plus couramment utilisés pour
I'administration de médicaments et en ingénierie tissulaire car sa LCST est proche de la
température corporelle humaine (~ 37 °C) et sa réponse est rapide a cette température
(Ansari et al., 2022). De plus, le caractére biocompatible, non toxique, non génotoxique du
pNIPAM est généralement approuvé (Capella et al., 2019; Cooperstein & Canavan, 2013; Guo
et al., 2017). Ainsi, une grande diversité de tissus et d’organes est ciblée par les dérivés de
pNIPAM : yeux (Lima et al., 2016), sein (Metawea et al., 2021), cceur (Navaei et al., 2016),
vagin (Afloarea et al., 2022), cerveau (Arjun et al., 2022), cartilage (Rana & De la Hoz Siegler,
2021) etc, permis notamment par le nombre de formulations envisageables (hydrogel,
microgel, film, micelle, polymersome, nanoparticule) en fonction de I'application (L. Tang et

al., 2021).

Non biodégrabable, la masse molaire du pNIPAM sélectionné est importante,
I'excrétion rénale étant principalement contrélée par le volume hydrodynamique des chaines
de polymeres. En effet, les longues chaines polymériques possedent un volume
hydrodynamique plus important ce qui entrave la filtration glomérulaire. A I'image du PEG,
pour quile seuil de filtration glomérulaire est de ~ 30 000 g/mol, celui du pNIPAM serait d’une
dizaine de milliers de g/mol (Bertrand et al., 2009). Les dérivés pNIPAM de petites tailles
seront donc privilégiés pour des applications médicales. Cependant les hydrogels issus de ces
pNIPAM présentent de mauvaises propriétés mécaniques et un taux de libération rapide des
molécules dans le cas d’une application en drug delivery (Ansari et al., 2022; Haq et al., 2017;

Lanzalaco & Armelin, 2017; Xu et al., 2020; Zhang et al., 2004). Ainsi, afin d’améliorer, d’une
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part, la biodégradabilité et la bioaffinité, et d’autre part les propriétés mécaniques des
hydrogels de pNIPAM, ['utilisation combinée de polymeres naturels tels que les
polysaccharides, a été étudiée, notamment pour leur caractéere MEC-mimétique. L’association
pNIPAM/polysaccharide peut étre réalisée par réseaux interpénétrés (IPN) ou bien par

greffage covalent.

4.2.3. Les associations polysaccharide/pNIPAM

Les hydrogels IPN sont formés par I’'enchevétrement de deux réseaux de polymeéres
distincts en interaction via des liaisons faibles de type liaisons hydrogéne, interactions de van
der Waals ou interactions hydrophobes. L’hydrogel nouvellement formé possede des
propriétés mécaniques combinant les caractéristiques des deux polymeéres le constituant
(Crosby et al., 2022; W. Wang et al., 2023; Zoratto & Matricardi, 2018). De nombreux IPN
polysaccharides-pNIPAM ont été développés, a partir notamment d’alginate (Qin et al., 2021),
d’acide hyaluronique (Atoufi et al., 2019), de succinoglycane (Hu et al., 2022), de cellulose (Z.
Liu et al., 2022), de chitosane (Wiwatsamphan & Chirachanchai, 2022) ou encore de
chondroitine sulfate (Varghese et al., 2008).

Une alternative a ces hydrogels physiques constitués par des réseaux interpénétrés
est de greffer le pNIPAM sur les chaines de polysaccharide. Dans cette optique, les stratégies
les plus employées impliquent la chimie Clic (Mortisen et al., 2010), la chimie base de Schiff
(Lima et al., 2021), la photopolymérisation (Don & Chen, 2005), la réticulation disulfure (S.-W
Wu et al., 2018), la chimie thioléne (Ding et al., 2020), et |'utilisation d'agents de couplage
(D’Este et al., 2014). Dans le cas de polysaccharides, cette derniere approche est
communément décrite pour le greffage du pNIPAM, en particulier celle des carbodiimides,
agents chimiques possédant une liaison C=N=C (Alavarse et al., 2022). Alors que le
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) et le diisopropylcarbodiimide (DIC) sont insolubles dans I'eau,
le 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (EDC) permet d’envisager une utilisation

en solvant mais aussi et surtout en solution aqueuse (Montalbetti & Falque, 2005).

4,2.3.1. Cas du greffage covalent polysaccharide-pNIPAM par la chimie EDC

Le greffage covalent par EDC/NHS a pour objectif la formation d’une liaison stable
de type amide entre un groupement acide carboxylique (COOH) et une amine (NHy), ici
respectivement portés par le polysaccharide et le pNIPAM ou inversement. Le mécanisme

réactionnel général est décrit ci-apres (Alavarse et al., 2022; Mojarradi, 2011).
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Mécanisme de la réaction

La premiére étape de la réaction est la protonation du carbodiimide, EDC. En effet, en
présence de carboxylate (COO"), le carbodiimide est attaqué en donnant un dérivé O-
acylisouré (Figure 25.1). Cette forme activée des carboxylates peut conduire in fine au
composé amide via différentes voies :

- En présence d’amine, I'attaque nucléophile du dérivé O-acylisourée conduit a la
formation d’une liaison amide en une étape (Figure 25.2).

- Réaction qualifiée de secondaire ou parasite, les groupements carboxylates peuvent
attaquer le dérivé O-acylisourée et induire la formation d’'un anhydride d’acide
intermédiaire puis d’'un amide, si I'amine est présente (Figure 25.3).

- Alimage de la réaction précédente, un pont ester peut étre également formé, a partir
des groupements hydroxyles du polysaccharide, puis amide lors d’'une seconde étape,
si 'amine est présente (Figure 25.4).

Cependant, le dérivé O-acylisourée n’est pas stable dans I’eau. En effet a pH 4,8 la vitesse
d'hydrolyse de I'O-acylisourée serait de quelques secondes (Madison & Carnali, 2013). L'eau

étant majoritaire vis-a-vis de I'amine primaire, I'hydrolyse est plus susceptible de se produire
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Figure 25. Représentation schématique des produits obtenus via la chimie des carbodiimides. (1) Activation du carboxyle et
formation du dérivé O-acylisourée. (2) Réaction d’une amine primaire sur le dérivé O-acylisourée pour conduire a 'amide. (3)
Réaction du carboxyle sur le dérivé O-acylisourée puis attaque d’une amine primaire pour conduire a 'amide. (4) Réaction
d’un hydroxyle sur le dérivé O-acylisourée puis attaque d’une amine primaire pour conduire a I'amide. (5) Hydrolyse du

composé O-acylisourée. (6) Réarrangement N->O conduisant au N-acylurée. Inspiré de Mojarradi (2011).
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gue la formation de I'amide (Figure 25.5). De plus, le dérivé O-acylisourée peut subir un
transfert d’acyl intramoléculaire (réarrangement N—0O), donnant le dérivé N-acylurée plus
stable (Figure 25.6) (Alavarse et al., 2022). Le N-acylurée formé n'est plus réactif vis-a-vis des
amines primaires. Ceci est moins observé pour des polymeéeres-COOH de haute masse molaire,
moins sensible au réarrangement (Kuo et al., 1991). Ainsi I'ajout d'un nucléophile qui réagit
plus rapidement que le transfert d'acyle est utilisé tels que le hydroxybenzotriazole (HOBt)
(Chan & Cox, 2007) ou encore le N-hydroxysuccinimide (NHS) (Staros et al., 1986). Lorsque le
NHS réagit avec I'O-acylisourée, I'ester succinimidyle obtenu est plus stable vis-a-vis de
I'hydrolyse (ti/2 de 40 min a pH 6) (Grabarek & Gergely, 1990). De plus, la formation de N-
acylurée est entravée car l'ester succinimidyle ne peut pas subir de réarrangement N—O

(D’Este et al., 2014) (Figure 26).
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Figure 26. Mécanisme réactionnel conduisant a la formation d’un amide a partir du dérivé O-acylisourée en présence de
N-hydroxysuccinimide (NHS). Inspiré de Mojarradi (2011).

Les conditions réactionnelles ont un impact important sur I'efficacité de la chimie
carbodiimide. Des conditions de réactions utilisées pour le greffage de pNIPAM sur les
polysaccharides, alginate, acide hyaluronique et chitosane, sont décrites dans les Tableau
VI.A/B/C. Les deux premiers polysaccharides comportant des groupements carboxyles, un
pNIPAM-NH; a été utilisé, tandis que dans le cas du chitosane (qui comporte des groupements

amines), un pNIPAM-COOH a été privilégié.
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pH réactionnel

Le pH optimal de la premiere étape (Figure 25.1) serait d’environ 4,5 (Nakajima & lkada,
1995) afin de réduire la densité électronique du carbone central de 'EDC en protonant I'azote
adjacent (pKa ~ 3,1) et favoriser I'attaque nucléophile du carboxyle suffisamment ionisé
(carboxylate) (Madison & Carnali, 2013). Alors que I'activation du carbodiimide requiert un pH
acide, apres I'ajout du composé amine un pH basique est nécessaire pour favoriser la forme
active de I'amine. Ainsi, une approche en deux étapes peut étre adoptée, dans laquelle
I'espéce activée est dans un premier temps préparée a pH acide avant I'ajout de I'amine
(Figure 25.2) (Conzatti et al., 2019; D’Este et al., 2012; Guo et al., 2018; Lai & Luo, 2017). Le
pH peut étre ensuite augmenté (~ 7/8) lors de la deuxieme étape de la réaction (D’Este et al.,
2012). Les réactions en une étape sont généralement réalisées dans une plage de pH
intermédiaire (de 5 a 6,5) (Barbier et al., 2023; Chen et al., 2011; Chen & Cheng, 2006; M. Liu
et al., 2019). Le solvant de réaction est classiquement le tampon MES, parfois phosphate ou

plus simplement I'eau (Tableau VI.A/B/C)).

Ratios molaires COOH:EDC/EDC:NHS/COOH:NH

Bien qu’un exces molaire d’EDC vis-a-vis des acides carboxyliques semblerait idéal afin
de s’opposer aux phénomeénes d’hydrolyse et favoriser ainsi la formation de I’O-acylisourée
(Figure 25), cette condition est rarement rencontrée. En effet, un exces d'EDC par rapport a la
guantité de groupements carboxyles disponibles pourrait favoriser les réactions parasites
(formation d’ester et d’anhydride) (Neises & Steglich, 1978). Ainsi, le ratio molaire COOH:EDC
est généralement proche de 1 pour le greffage polysaccharide/pNIPAM (Tableau VI.A/B/C).
Malgré la faible stabilité du dérivé O-acylisourée, 'EDC est parfois utilisé seul (Li et al., 2015;
Soledad Lencina et al., 2014) ou bien combiné au NHS. Dans ce cas, le ratio molaire EDC:NHS
est généralement de 1 (Tableau VI.A/B/C). EDC et NHS peuvent étre ajoutés en une ou
plusieurs fois au cours de la réaction. Pour la chimie des carbodiimides, une diminution du
ratio molaire COOH:NH; semble favoriser la réaction de couplage (Ha et al., 2006; Soledad
Lencina et al.,, 2014). Or, un polysaccharide comporte généralement de multiples
groupements (carboxyliques ou amines) vis-a-vis d’'un pNIPAM qui présente qu’une extrémité
fonctionnalisée. Dans le cas de pNIPAM fonctionnalisé avec une extrémité amine (pNIPAM-
NH;), atteindre un excés molaire en amine n’est pas aisé, il est donc couramment employé en

défaut (Tableau VI.A/B).
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Temps de réaction
Apres I'ajout de I'amine, la réaction est généralement arrétée aprés 12 h, mais le temps
de réaction peut étre prolongé plusieurs jours (notamment lors de multiples ajouts

d’EDC/NHS) (Barbier et al., 2023; Soledad Lencina et al., 2014).
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Tableau VI.A. Conditions de réaction pour le greffage covalent alginate/pNIPAM par la chimie des carbodiimides (EDC).

Polymeres Solubilisation Solubilisation Ratio molaire Activation Réaction Purification Référence
v pNIPAM polysaccharide COOH
Alginate : y COOH:NH, =124:1 Précipitation méthanol |
Mn 120-190 000 g/mol 1% m/v . 1% m/v - - Dial ; Liu, M et al.
. -1 yse 4 jours (MWCO
pNIPAM-NH; : MES pH 6,5 MES pH 6,5 COOH:EDC =1:1 (2019)
Mn 24 000 g/mol EDC:NHS = 1:1 12 000 g/mol)
Alginate . - . ioutéd i
g ' 1g . 4g COOH:NH; = 87/325:1 _ EDC ajouté en 3 fois Lyophilisation puis Soledad Lencina
e COOM:EDC = 13:1 Pas de NHS Soxhlet/méthanol 30 h etal. (2014)
Mn 4 200/15 800 g/m0| eau eau : = : Durée : 4j0UI’S oxhle ethano
Alginate : g
: = : P NHS i
Mn 118 000 g/mol 5% m/v . 2% m/v COOH:NH; =219:1 _ %15 e | ‘ Dla?lylse cc;r}ltcre gau Lietal. (2015)
PNIPAM-NH; : cau cau COOH:EDC = 101 AjusterlepHa 8 puis lyophilisation
Mn 21 200 g/mol ' ' Durée:8h Extraction au chloroforme
Alginate : COOH:NHz =72:1 Aiuster le bH 345 Précipitation acétone
Mn 60 000 g/mol 12 % m/v . 6% m/v COOH:EDC = 6:1 DJurée o E ! Ajuster le pH a 5-6 Dialyse contre eau 1
pNIPAM-NH; : eau eau ’ Durée : X jours weekend (MWCO 50 000 Guoetal. (2018)
EDC:NHS =1:1

Mn 14 000 g/mol

g/mol)
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Tableau VI.B. Conditions de réaction pour le greffage covalent acide hyaluronique(HA)/pNIPAM par la chimie des carbodiimides (EDC).

Polymeéres Solubilisation Solubilisation Ratio molaire Activation Réaction Purification Référence
v pNIPAM polysaccharide COOH
. HA + pNIPAM 1 h a pH
5-6, en dessous de 10
HA: e 6%mN e  3%m COOH:NH; = 44:1 e il e Nacl 0.1
ialyse contre NaCl 0,
Mn 200 000 g/mol Eau pH 5,6 Eau pH 5,6 COOH:EDC = 0,9:1 - e 5ajouts de EDC/NHS Barbier et al.
PNIPAM-NH : ) . M puis eau (2023)
Mn 15-20 000 g/mol (2/3°C) (2/3°C) EDC:NHS = 2:1 (1 tous les 24 h)
. Durée : 5 jours

Thermoprécipitation :

NaCl 3 M, 50 °C, 30 min.
HA: COOH:NH. =5:1 Centrifugation 13 500
Mw 1 300 000 g/mol e 5%m/v e 0,25%m/v COOH:EDC=0,1:1 - . Durée: 12 h, 25 °C, rpm (40 °C, 30 min) puis Chen etal. (2011)
pNIPAM-NH: : MES pH 6,5 MES pH 6,5 180 rpm suspension dans 0,1 M
Mn 36 000 g/mol EDC:NHS =3:1 MES. Répété 3 fois

Dialyse 7 jours (MWCO

50 000 g/mol)
HA: COOH:NH2=40:1
Mn 293/1 506 000 g/mol ; N ; N ,

NIPAVLNH, - * Ll5g s 04lg COOM:EDC = 0,3:1 *  AusterlepHass e AusterlepHa?,2 Dialyse contre eau DEste et al.
p 2: PBS PBS . Durée:1h . Durée : 3 jours
Mn 44 000 g/mol EDC:NHS =1:1 (2012)
HA : COOH:NH, = 79/34/14:1 Préci:itation( )
) THF-hexane (4:1
0 0,
Mn 1700 000 g/mol * 0,5%m/v ¢ 0,5%m/v COOH:EDC=1:1 - . Durée:24 h Soxhlet/méthanol Ha et al. (2006)
pNIPAM-NH; : eau eau . .
EDC:NHS = 2:1 Dialyse 3 jours contre

Mn 13 100 g/mol

eau
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Tableau VI.C. Conditions de réaction pour le greffage covalent chitosane(CS)/pNIPAM par la chimie des carbodiimides (EDC).

Polymeéres

Solubilisation

pNIPAM

Solubilisation
polysaccharide

Ratio molaire

Activation
COOH

Réaction

Purification

Référence

CS : 74 % désacétylé
Mw 165 000 g/mol
pNIPAM-COOH :
Mn 7 400 g/mol

20/40 % m/v
MES

2% m/v
MES

COOH:NH; =3/1:1
COOH:EDC =0,1/0,2:1
EDC:NHS =1:1

Durée:6h

Durée : 24 h

Thermoprécipitation : 50
°C. Centrifugation puis
suspension dans I'eau

Dialyse 4 jours (4 °C)

contre eau (MWCO
50 000 g/mol)

Lai & Luo (2017)

CS : 98 % désacétylé
Mw 150 000 g/mol
pNIPAM-COOH :
Mw 21 000 g/mol

10 % m/v
MES pH 5

0,2/0,5/1 % m/v
MES pH 5

COOH:NH,=2/5/11:1
COOH:EDC=0,1:1
EDC:NHS =0,2:1

Durée: 12 h, 25
°C, 180 rpm

Thermoprécipitation :
NaCl 3 M, 50 °C, 30 min.
Centrifugation 12000 g
(20 min) puis suspension
dans MES. Répété 3 fois
Dialyse 4 jours (4 °C)
(MWCO 50 000 g/mol)

Chen & Cheng (2006)

CS : 95 % désacétylé
Mw 700 000 g/mol
pPNIPAM-COOH :
Mn 2 000 g/mol

1,2/14,7/29,4¢
eau

058g
eau

COOH:NH; = 4/0,3/0,2:1
COOH:EDC = 0,07/0,8/2:1
EDC:NHS = 1:1

Durée: 24 h,4°C

Dialyse contre eau

Luckanagul et al.

(2018)

CS-Alginate: 23 %
désacétylé (film)
Mn 1 300 000 g/mol
pPNIPAM-COOH :

Mw 5 000 é/mol

0,8 % m/v
DMSO

100 g
DMSO

COOH:EDC =0,04:1
EDC:NHS = 2:1

Durée:3 h

Durée: 12 h

Lavage au DMSO (2 fois)
Lavage EtOH (2 fois)

Conzatti et al. (2019)




Chapitre | : Etude bibliographique

4,2.3.2. Potentiel des hydrogels polysaccharide-pNIPAM greffés en ingénierie
tissulaire du cartilage
Le potentiel des polymeres polysaccharide-pNIPAM greffés a été testé in vitro, ex
vivo, et in vivo. A titre d’exemples, voici quelques applications en ingénierie tissulaire du

cartilage d’hydrogels thermosensibles a base de ces polymeres.

Chen & Cheng (2006) ont développé des hydrogels thermosensibles constitués de
chitosane (Mw 150 x 103 g/mol, 98 % désacétylé) greffé par du pNIPAM (Mw 21 x 103 g/mol).
Evalués en culture monocouche 2D et en culture 3D de chondrocytes et cellules du ménisque
de lapin, les hydrogels (10 % m/v) ont montré des effets bénéfiques sur la viabilité cellulaire,
la morphologie et le phénotype des cellules.

Peroglio et al. (2012) ont testé in vitro des hydrogels d’acide hyaluronique-pNIPAM
(Mn HA : 1,7 x 10® g/mol, Mn pNIPAM : 10/20/35 x 103 g/mol), destinés a la régénération du
disque intervertébral (DIV). Les études in vitro ont été réalisées en présence de cellules du
noyau pulpeux bovins, issu du DIV. La cytocompatibilité en présence de I’hydrogel d’HA-
pNIPAM a dans un premier été confirmée. La viabilité de méme que la morphologie des
cellules ensemencées dans les hydrogels (10 % m/v) ont été maintenues pendant 7 jours, en
particulier pour I’hydrogel dont I'acide hyaluronique a été greffé avec du pNIPAM de Mn
20 000 g/mol. La surexpression des génes impliqués dans la synthése d’agrécane a également
été observée.

Des résultats similaires ont été rapportés par Wang et al. (2018) pour des hydrogels
d’HA-pNIPAM. Contrairement a I'hydrogel de pNIPAM pur, les cellules souches du tissu
adipeux ensemencées dans les hydrogels HA-pNIPAM présentaient une meilleure viabilité
cellulaire avec une bonne expression des marqueurs chondrogéniques (agrécane et collagéne
de type ll). In vivo dans un modele de lapin, les cellules ensemencées dans I'hydrogel d’"HA-
pNIPAM (5 % m/v) présentaient un potentiel chondrogénique supérieur aux cellules intégrées
a I’'hydrogel de pNIPAM pur avec la formation du néotissu cartilagineux.

D’Este et al. (2012) ont développé un hydrogel d’"HA (Mn 1,6 x 108 g/mol) conjugué
par du pNIPAM (Mn 40 x 103 g/mol). La formulation testée in vivo (11 % m/v) sur le lapin
présentait un comportement cohésif et une prise rapide dans le défaut ostéochondral. Aprés
12 semaines, un tissu cartilagineux riche en protéoglycane caractérisé par une bonne

intégration au cartilage existant a été observé. Aucun signe d’inflammation ou de toxicité
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locale ou systémique n’a été relevé. Les résultats permettent de conclure que I'hydrogel
thermosensible d’HA-pNIPAM est cytocompatible et n'interfere pas avec la guérison
intrinseque des défauts ostéochondraux dans un modele de lapin et semble donc prometteur

pour de futures investigations.
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1. Introduction

Les glycosaminoglycanes (GAG) sont des constituants essentiels de la matrice
extracellulaire (MEC) impliqués dans les processus fondamentaux, cellulaires et tissulaires, via
leurs interactions avec diverses protéines de signalisation. Pour optimiser la régénération
tissulaire, le développement d'une matrice appropriée modulant les activités biologiques des
cellules de la méme maniére que les GAG reste un défi a relever.

Dans ce contexte, ce chapitre Il porte sur la conception d’un polysaccharide bioactif
thermosensible destiné a étre employé en tant qu’hydrogel injectable pour des applications
en ingénierie tissulaire. Les objectifs sont donc (1) de greffer un polymére thermosensible, le
poly(N-isopropylacrylamide) (pNIPAM) a l'infernane, un EPS bactérien marin doté de
propriétés biologiques proches de celles des GAG, (2) d’évaluer les caractéristiques physico-
chimiques de I'EPS greffé, EPS-pNIPAM, a savoir le degré de greffage, la masse molaire, la
conformation et la morphologie des chaines polysaccharidiques greffées et (3) de déterminer
les propriétés thermosensibles de I'EPS-pNIPAM. La connaissance de ces caractéristiques a
I’échelle moléculaire est essentielle pour bien comprendre la relation structure-propriétés
fonctionnelles de ce nouveau polymere thermosensible dans le but de son utilisation future

sous forme d'hydrogels injectables.

Souhaitant greffer de fagcon simple le pNIPAM sur l'infernane, le greffage chimique a
été réalisé sur les acides uroniques de I'EPS, en particulier les groupements carboxyliques

(Figure 27).

CH,0H

Figure 27. Photographie de I’EPS infernane lyophilisé et structure de lunité répétitive octasaccharidique disulfate
d’infernane (avec R = SOsNa*). Les fonctions carboxyliques ciblées pour le greffage par le pNIPAM sont entourées en
bleu.
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Cependant, les fonctions carboxyliques ne sont pas particulierement réactives en condition
douce. Les agents réactionnels d’activation tels que le réactif de Mukaiyama, les sels
d’uronium et les sels de phosphonium utilisés en condition drastique et/ou en produisant des
dérivés toxiques ont été naturellement écartés (Montalbetti & Falque, 2005). Ainsi, la chimie
des carbodiimides (EDC) en présence de NHS a été privilégiée compte tenu de sa simplicité et

de ses conditions réactionnelles plus douces.

1.1. Essais préliminaires de greffage de I'EPS par le pNIPAM

A partir de I'étude bibliographique concernant le greffage du pNIPAM sur des
polysaccharides par la chimie des carbodiimides résumé dans le chapitre précédent (1.4.2.3.1),
des essais de greffage ont, dans un premier temps, été réalisés afin de définir les conditions

de réaction adaptées a infernane.

1.1.1.  Stratégie 1 : greffage des acides carboxyliques de I'EPS par un pNIPAM-
NH:

Parmi les fonctionnalisations des pNIPAM commercialement disponibles (pNIPAM-
COOH, pNIPAM-NH;, pNIPAM-N3, pNIPAM-SH), I'utilisation d’'un pNIPAM présentant une
extrémité amine (-NHz) est particulierement intéressante. En effet in fine, le greffage par la
chimie des carbodiimides de I'extrémité amine du pNIPAM sur les acides carboxyliques (-
COOH) des acides uroniques de I'EPS conduit, en une étape, a |'établissement d’un pont

amide, particulierement stable (Figure 28).
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Figure 28. Réaction de greffage EPS/pNIPAM-NH; par la chimie des carbodiimides (EDC) en présence de NHS.
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Pour cette premiére stratégie, un dérivé infernane de masse molaire moyenne en poids
intermédiaire, Mw 265 000 g/mol (EPSzes), déterminée par chromatographie d’exclusion
stérique haute performance (HPSEC) couplée a une détection de diffusion de lumiere multi-
angles et d'indice de réfraction (MALS-dRI), a été préparé par dépolymérisation radicalaire
appliquée a I'EPS natif de haute masse molaire moyenne en poids (Mw 2 000 000 g/mol). Pour
fonctionnaliser ce dérivé, un pNIPAM-NH, commercial (Sigma Aldrich) de faible masse molaire
moyenne en nombre (Mn 5 500 g/mol) a été sélectionné car il est bien adapté a des
applications biomédicales, étant excrétable par les reins (Bertrand et al., 2009).

Les premiers tests ont permis de fixer les conditions réactionnelles de solubilisation (tampon
MES 50 mM, pH 4,8) et de réaction (20 °C, 250 rpm, volume réactionnel final de 2 mL).
L'efficacité de la réaction des carbodiimides dépend notamment du ratio molaire
COOH(EPS):NH2(pNIPAM) et COOH:EDC:NHS. Pour un ratio molaire COOH:EDC:NHS de 1:1:1,
différentes masses de pNIPAM ont été employées (60 mg, 120 mg, 200 mg). Il a été observé
qgu’augmenter la quantité de pNIPAM entrainait une augmentation de la masse du produit
final et donc supposément de la masse de pNIPAM greffée. La masse de pNIPAM utilisée est
cependant limitée par le volume réactionnel final de 2 mL ce qui ne permet pas d’atteindre
des excés molaires en amine importants (le rapport molaire COOH:NH; maximum testé était
de 1:1,5). Les dérivés EPSyss-pNIPAM obtenus ont ensuite été solubilisés en tampon
phosphate (PBS, 10 % m/v). Le test de gélification réalisé a température physiologique (37 °C)
en bain marie s’est révélé négatif avec seulement une augmentation de la viscosité. Cette
absence de gélification pourrait provenir, d’'une trop faible densité de greffage du pNIPAM
et/ou d’une longueur des chaines de I'EPS et/ou de pNIPAM-NH; trop courte pour favoriser
I’établissement d’un réseau. Ainsi, sur la base de ces constatations, une seconde stratégie a
été testée visant a évaluer I'impact de la masse molaire du pNIPAM et de I'EPS sur les

propriétés de gélification.

1.1.2.  Stratégie 2 : greffage des acides carboxyliques de I'EPS par un pNIPAM-

COOH médié par un linker ADH.
Cette nouvelle stratégie consistait a greffer un pNIPAM de masse molaire moyenne en
nombre deux fois plus élevée par rapport a celle du pNIPAM-NH; (Mn de 10 000 g/mol), d’'une

part sur le dérivé EPSyes utilisé précédemment, et d’autre part, sur I'infernane natif de masse
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molaire moyenne en poids quatre fois supérieure a celle de I'EPSzs5s (HPSEC-MALS-dRI, Mw

1 100 000 g/mol, EPS1100). Cependant, ce pNIPAM disponible commercialement posséde une

extrémité carboxylique (pNIPAM-COOH) qui requiert I'utilisation d’un linker intermédiaire

pour permettre le greffage entre les groupements carboxyliques de I'EPS et du pNIPAM. Ainsi,

I'acide adipique dihydrazide (ADH), qui permet I’établissement de ponts hydrazides entre ces

groupements par le biais de la chimie EDC/NHS a été sélectionné. Décrit pour le greffage de

pNIPAM-COOH sur d’autres polysaccharides a groupements carboxyliques tels que I'acide

hyaluronique (Yao et al., 2013) ou I'alginate (Tan et al., 2012), le greffage par I’ADH présente

cependant quelques limitations. En effet, comme I'ADH possedent deux extrémités

hydrazides, la réaction de couplage EPS-COOH/ADH/pNIPAM-COOH doit étre réalisée en deux

étapes. Dans un premier temps, une premiere extrémité hydrazide est greffée sur les acides

carboxyliques de I'EPS (Figure 29.A), puis une seconde extrémité interagit avec le groupement

carboxyliqgue du pNIPAM-COOH (Figure 29.B). Cependant, comme l'infernane est riche en

acide uronique, la seconde extrémité hydrazide pourrait se greffer sur un acide carboxylique

appartenant a la méme chaine de I'EPS (pontage intra-chaine) ou a une autre chaine
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Figure 29. Réaction de greffage EPS/pNIPAM-COOH par la chimie des carbodiimides (EDC) en présence de NHS. A) Premiére
étape permettant le greffage d’une extrémité ADH sur I'EPS. B) Deuxiéme étape permettant le greffage du pNIPAM-COOH

sur I'extrémité ADH restante de I'EPS-ADH.
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polysaccharidique (pontage inter-chaine) deés la premiere étape de réaction. Cette méthode
est par ailleurs parfois employée afin d’améliorer les propriétés mécaniques d’hydrogels de
polysaccharides (Sedova et al., 2019; Yang et al., 2020). Cependant, dans le cas précis du
greffage du pNIPAM-COOH, les extrémités hydrazides ne seraient plus disponibles diminuant
I'efficacité de la deuxieme étape de réaction. Les pontages inter-chaine meneraient a la
formation d’un agrégat d’EPS (auto-assemblé par I’ADH) de masse molaire supérieure a I'EPS
seul. Ces réactions parasites ont été observées, en particulier, dans le cas du greffage de
I'infernane natif de haute masse molaire moyenne Mw 1 100 000 g/mol (EPS1100), comme le
montre 'augmentation de la masse molaire moyenne du composé EPS1100-ADH vis-a-vis de
I’EPS natif en HPSEC-MALS-dRI (Tableau VII). En effet, la masse molaire moyenne de I'EPS natif
greffé avec de 'ADH a été multipliée par 3. Cette augmentation, beaucoup plus importante
que celle attendue (1,04, soit 1 140 000 g/mol) pour la fonctionnalisation de I'EPS par ’ADH,
molécule de faible masse molaire (174,2 g/mol), suggere |'existence de pontages entre les
chaines polysaccharidiques via ce linker. Bien que des hydrogels d’EPS-ADH-pNIPAM ont été
obtenus a 37 °C pour I'EPS natif Mw 1 100 000 g/mol uniquement (contrairement aux EPSzes5-
ADH-pNIPAM), le manque de controle de ces réactions de pontages parasites intra et inter-

chaines nous a conduits a abandonner cette stratégie de greffage.

Tableau VII. Masse molaire moyenne en poids (Mw), polydispersité et rayon de giration (Rg) du dérivé infernane 265 000
g/mol (EPS6s) et de I'EPS natif 1 100 000 g/mol (EPS1100) avant ou aprés greffage par I'acide adipique dihydrazide (ADH),
obtenus en HPSEC-MALS-dRI.

Mw Polydispersité Rg
(g/mol) (Mw/Mn) (nm)
EPSz¢s5 265 000 1,5 36
EPS265-ADH 350 000 1,9 36
EPS1100 1100 000 1,2 94
EPS1100-ADH 3515000 1,6 145

1.1.3.  Modification de la stratégie 1

L'optimisation de la stratégie 1 de greffage des groupements carboxyliques de I'EPS
par un pNIPAM-NH: en une seule étape (ne nécessitant aucun linker) a été privilégiée. Une
hypothése expliquant I'absence de gélification des dérivés EPSyes-pNIPAM précédemment
obtenus pouvait provenir d’'une trop faible densité de greffage et d’une longueur trop courte
de chaines d’EPS. Ainsi, afin d’améliorer le greffage, le nombre d’ajouts d’EDC/NHS et le ratio

molaire COOH:EDC:NHS ont été modifiés :
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- 1ajout en 24 h de EDC/NHS selon 1:1:1
- 1ajout en 24 h de EDC/NHS selon 1:10:10
- 4 ajouts en 96 h (un par 24 h) de EDC/NHS selon 1:1:1
- 4 ajouts en 96 h (un par 24 h) de EDC/NHS selon 1:10:10
Ces conditions ont été appliquées au dérivé d’EPSes5 et a I'EPS natif de haute masse molaire

moyenne Mw 1 100 000 g/mol, EPS1100, utilisé pour la chimie ADH.

Il s’est avéré que le nombre d’ajouts (en une ou quatre fois) du réactif EDC/NHS pour
le ratio molaire 1:1:1 n’a eu aucun impact sur la masse du produit final (Figure 30).
L’augmentation du ratio molaire COOH:EDC:NHS de 1:1:1 a 1:10:10 (un seul ajout) n’a eu
également aucun impact sur la masse finale obtenue au terme de la réaction. A l'inverse,
quatre ajouts d’EDC/NHS au ratio molaire 1:10:10 ont permis d’obtenir une masse finale plus
importante, mais le composé aprés lyophilisation est insoluble. De plus, au cours de la
réaction, une gélification de la solution a été observée, aprés le deuxiéme ajout 1:10:10,
impliquant certainement I'établissement de ponts esters ou anhydrides médié par I'EDC
respectivement entre les groupements hydroxyles/carboxyles ou carboxyles/carboxyles de la
chaine d’EPS, ce qui est parfois décrit lors de I'utilisation en excés d’EDC (Madison & Carnali,

2013; Neises & Steglich, 1978).
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Figure 30. Masse finale obtenue aprés réaction du dérivé infernane 265 000 g/mol (EPS;ss) et de ’EPS natif 1 100 000
g/mol (EPS1100) avec le pNIPAM-NH; (5 500 g/mol) par la chimie des carbodiimides (EDC) en présence de NHS ajoutés en
une ou quatre fois (tous les 24 h) selon un ratio molaire COOH:EDC:NHS de 1:1:1 ou 1:10:10.
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Malgré les modifications réalisées, les dérivés d’EPS,6s-pNIPAM n’ont pas gélifié a 37
°C contrairement aux EPSi100-pNIPAM. Ceci confirme l'importance de la masse molaire
moyenne des chaines de I'EPS qui, une fois greffées par le pNIPAM, doivent permettre la
formation d’un réseau moléculaire caractéristique d’un hydrogel a la température proche de
la LCST du pNIPAM (~ 32 °C). Considérant la longueur de la chaine de pNIPAM et la
concentration en solution (PBS, 10 % m/v), la taille des chaines du dérivé EPS;ss semble
insuffisante. Afin d’élucider la masse molaire de chaines d’EPS minimum nécessaire a la
gélification, des conditions de réactions similaires (ratio molaire COOH:EDC:NHS = 1:1:1) ont
été appliquées, d’une part sur l'infernane de masse molaire moyenne Mw 500 000 g/mol
(EPSs00) et d’autre part, sur I'infernane natif de haute masse molaire moyenne, Mw 2 000 000
g/mol (EPS2000) déterminées par HPSEC-MALS-dRI. Aucune gélification n’a été observée pour
les solutions de EPSsoo-pNIPAM, contrairement aux EPSz000-pNIPAM, capables de former un
gel a 37 °C. Ainsi, il semble que le « seuil » limite de masse molaire moyenne de I'infernane
requise afin d’observer la gélification thermo-induite de I'EPS greffé soit proche de 1 000 000
g/mol. En tenant compte de ces résultats préliminaires, seul I'EPS natif de haute masse
molaire moyenne Mw 1 100 000 g/mol a été sélectionné pour étudier I'effet de la densité de
greffage de pNIPAM sur les caractéristiques physico-chimiques et les propriétés
thermosensibles des polyméres greffés EPS-pNIPAM. L'influence de la longueur des chaines
du pNIPAM sur ces propriétés a également été évaluée par I'utilisation de pNIPAM-NH; de

deux masses molaires moyennes distinctes, Mn 5 500 g/mol et 20 000 g/mol.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Production de l'infernane natif par fermentation d’Alteromonas

infernus et caractérisation physico-chimique.

La production de I'EPS infernane utilisé pour ces travaux de these a été réalisée en
amont par fermentation d'Alteromonas infernus (dans les conditions décrites par Raguéneés et
al. (1997)), de méme que sa caractérisation. L'EPS natif a été caractérisé par sa composition
en monosaccharide par chromatographie en phase gazeuse couplée a un détecteur a
ionisation de flamme selon la méthode de Kamerling et al. (1975) modifiée par Montreuil et
al. (1986). Sa teneur en sulfate a été quantifiée par chromatographie haute performance
d’échange-d’anions (Chopin et al., 2015) et sa masse molaire moyenne a été évaluée par Frit
inlet-asymmetrical flow field-flow fractionation (FI-AF4) couplé a des détecteurs MALS-dRI

(voir 11.2.3.2).

2.2. Greffage de pNIPAM-NH; sur l'infernane natif par la chimie des

carbodiimides

Les polyméres EPS-pNIPAM ont été préparés par le greffage de la terminaison amine
(-NH2) de pNIPAM-NH; commerciaux sur les fonctions carboxyles (-COOH) des acides
uroniques (AU) de I'EPS natif, par la chimie des carbodiimides en utilisant 'EDC/NHS comme
agents de couplage. Deux masses molaires moyennes de pNIPAM-NH; ont été utilisées : Mn
5 500 g/mol (p5) (Sigma Aldrich, Etats-Unis) et Mn 20 000 g/mol (p20) (Polymer Source,
Canada). Différents ratios molaires COOH(EPS):NH2(pNIPAM) ont été appliqués : 1:1,5;1:1,0;
1:0,47 ; 1:0,29 et 1:0,83; 1:0,43; 1:0,26; 1:0,16 pour les réactions de couplage EPS/p5 et
EPS/p20, respectivement (Tableau VIII), dans le but d’obtenir quatre polyméres EPS-pNIPAM
différents pour les deux masses molaires moyennes de pNIPAM. Le greffage EPS/pNIPAM a
été réalisé en triplicat. Afin de démontrer I'impact du greffage EPS/pNIPAM sur les polymeéres
formés (conformation, propriétés physico-chimiques, LCST, gélification), la condition avec le
rapport molaire EPS:p5 le plus élevé (1:0,29, condition 4) a également été réalisée sans ajout
d'EDC/NHS pour générer la condition 4 bis (EPS-p5-0%), c’est-a-dire un mélange sans greffage
covalent entre I'EPS et le pNIPAM.
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Pour le greffage d'infernane, EPS et pNIPAM-NH; ont été solubilisés séparément dans
1 mL de tampon MES (50 mM, pH 4,8) a température ambiante. Aprés 24 h, les deux solutions
ont été mélangées, puis EDC et NHS ont été ajoutés (sauf pour la condition 4 bis). Le mélange
réactionnel a été agité a 250 rpm pendant 6h a 20 °C puis un nouvel ajout d'EDC/NHS a été
réalisé afin d’accentuer le greffage pNIPAM-NH,. Le rapport molaire final COOH:EDC:NHS,
était de 1:1,6:1,6. Aprés une nuit d'incubation, les produits finaux ont été dialysés (MWCO 50
000 g/mol) contre du NaCl 0,3 M (24 h) puis de I'eau osmosée (48 h) pour éliminer a la fois les

agents de couplage, les dérivés urée formés et le pNIPAM non greffé, et enfin lyophilisés

(Figure 31).
Réaction (24 h) Purification (72 h)
| A
[ \ [ |
EPS  pNIPAM EDC/NHS EDC/NHS
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--------- IS —————————p
Meélange 6 h, 250 rpm, 20 °C 18 h, 250 rpm, 20 °C Lyophilisation
j = 77/{/
1 mL MES (50 mM, pH 4,8) EPS + pNIPAM Dialyse MWCO 50 000 g/mol
2 mL MES (50 mM, pH 4,8) - NaCl0,3M (24 h) EPS-pNIPAM
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Figure 31. Schéma des différentes étapes permettant le greffage de I'EPS par le pNIPAM-NH,

Tableau VIII. Conditions réactionnelles du greffage de pNIPAM-NH; (-NH;) sur ’EPS (-COOH) par la chimie des carbodiimides
(EDC) en présence de NHS, pour un rapport molaire final COOH:EDC:NHS = 1:1,6:1,6 (sauf condition 4 bis).

Mn p5, 5 500 g/mol ; Mn p20, 20 000 g/mol ; Mn EPS, 900 000 g/mol (d’aprés FI-AF4-MALS-dRI); M unité répétitive d'EPS,
1587 g/mol avec 3 résidus AU (forme sodique) ; nombre d’unité répétitive total = 567.

NH:de
Condition de Désignation finale EPS COOH d'EPS pNIPAM-NH: Ratio molaire
pNIPAM-NH;
réaction des polymeéres (mg) (10> mol)/@ (mg) COOH:NH:
(10-°mol)
1 EPS-p5-16 % 10 1,9 161 2,9 1:1,5
2 EPS-p5-8% 20 3,8 200 3,6 1:1,0
3 EPS-p5-3% 40 7,6 200 3,6 1:0,47
4/4 bis EPS-p5-2%/0% 40 7,6 120 2,2 1:0,29
5 EPS-p20-6% 5 0,95 151 0,76 1:0,83
6 EPS-p20-3% 10 1,9 161 0,81 1:0,43
7 EPS-p20-1% 20 3,8 200 1,0 1:0,26
8 EPS-p20-0,2 % 20 3,8 120 0,60 1:0,16

Mn EPS

H d'EP =
(@) COOH d'EPS (mol) M unité répétitive d'EPS

x 3 AU dans l'unité répétitive x mol EPS
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2.3. Caractérisation moléculaire des polymeres greffés EPS-pNIPAM

2.3.1.  Simulations de dynamique moléculaire (DM)

Dans le cadre d’une collaboration, des simulations de dynamique moléculaire (DM)
ont été réalisées par la Dr. Olga Makshakova (Institut de Biochimie et Biophysique de Kazan,
Russie) et le Dr. Serge Perez (CERMAV, Grenoble), afin d’évaluer, d’une part, la disponibilité
des AU de I'EPS pour le greffage du pNIPAM, et pour étudier, d’autre part, I'influence des
interactions a courte portée entre les chaines de pNIPAM greffées a l'infernane. La
configuration initiale de l'infernane a été construite selon la séquence décrite en Figure 27,
(montrant la structure chimique de l'infernane) et en utilisant les angles de torsion équilibrés
rapportés dans Makshakova et al. (2022). La structure du squelette d'infernane a été limitée
a quatre unités répétitives et trois chaines latérales. Le degré de polymérisation du pNIPAM
était de 21. Deux systémes moléculaires ont été construits (Figure 32) : A) un squelette
d’infernane ramifié, partiellement greffé a I'un des deux résidus GIcA de la chaine latérale
(trois chaines de pNIPAM pour neuf AU disponibles) et B) un squelette d’infernane ramifié,
entierement greffé aux trois résidus AU (1 GalA et 2 GlcA) par unité répétitive (neuf chaines
de pNIPAM pour neuf AU). Les deux systemes moléculaires schématisés sur la Figure 32 ont
été placés dans une boite rectangulaire contenant de l'eau avec des dimensions
proportionnelles a la taille de la molécule étudiée, en imposant des conditions limites
périodiques. Des ions sodium ont été ajoutés pour neutraliser la charge du systeme

moléculaire (Tableau IX).

A . Galactose . Glucose Acide galacturonique Acide glucuronique
Légende : Q (Gal) (Gle) (Gala) (GlcA)

A)

25 25 § 25
6pNIPAM 6pNIPAM | 6pNIPAM

Figure 32. Représentation schématique des systemes moléculaires d’infernane greffé construits pour les simulations de
dynamique moléculaire. A) Squelette infernane ramifié partiellement greffé a I'un des deux acides glucuroniques (GicA)
de la chaine latérale (trois chaines de pNIPAM pour neuf AU) et B) squelette infernane ramifié entierement greffé aux
trois résidus AU par unité répétitive (neuf chaines de pNIPAM pour neuf AU).
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Tableau IX. Composition des systémes moléculaires étudiés en simulation de DM (A) et B) Figure 32). La structure de
l'infernane est limitée a 4 unités répétitives (dont 3 chaines latérales). La structure du pNIPAM est limitée a 21 unités

répétitives.
Nombre de
Nombre de résidus totaux Nombre
‘s . . Nombre Nombre de
résidus du de I'infernane d’unités " X . Nombre total
PR d’ions sodium molécules ,
squelette (squelette + répétitives Na* deau d’atomes
infernane chaines pNIPAM
latérales)
0)  [Infernane natif 12 27 0 17 8 427 25 869
ramifié
A) Infernane ramifié
greffé par 3 chaines
o pNIPAM sur los 11 26 63 12 22292 68 662
GlcA latéraux
B) Infernane ramifié
greffé par 9 chaines
de pNIPAM sur 11 26 189 6 43 486 134 685
I’'ensemble des
acides uroniques
A) B) c6
Linker NIPAM c5 7 c
Atome Cha_rge Atome Cha_rge <
partielle partielle c2
C6 0,6250 C2 0,0663 ca
06 -0,3730 H4 -0,0215 c3
N1 -0,6016 H5 -0,0215 NIPAM 0701
H1 0,3535 C3 -0,0249 ss
Cl 0,2983 H6 0,0275
H3 0,0156 C4 0,5338
H4 0,0156 oL -0,5386 2
Cc2 -0,0807 N1 -0,6114 i
H5 0,0857 H7 0,3358 Linker cl
H6 0,0857 C5 0,4774
S -0,2929 H8 0,0389 HLN N1  og
C6 -0,5206 (0]
H9 0,1299
H10 0,1299 ce
H11 0,1299 0
C7 -0,5206
H12 0,1299 GlcA HO
H13 0,1299
H14 0,1299 OH

Figure 33. A) Charges partielles dérivées du champ de force AMBER. Les charges atomiques partielles ont été dérivées des calculs
de mécanique quantique au niveau B3LYP/6-31* en utilisant la méthode du potentiel électrostatique restreint (RESP), puisque
les charges RESP sont fortement connectées au champ de force AMBER (Cornell et al., 1995) et au champ de force GLYCAM
(Kirschner et al., 2008). Les paramétres d'interactions-liées pour le groupe amide formé a l'interface des deux champs de force
utilisés (GLYCAMOG6j pour les AU et GAFF pour le linker) ont été tirés du champ de force Amber14SB. B) Schéma de l'infernane
greffé par du pNIPAM sur un résidu latéral GIcA. Les charges partielles sont données en A).
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Les simulations ont été réalisées a I'aide du progiciel AMBER18 (Case et al., 2018). Les
parametres de champ de force GLYCAMOG6j (Kirschner et al., 2008) ont été utilisés pour décrire
la structure du polysaccharide et ceux du champ de force GAFF (ang. general AMBER force
field) pour le fragment pNIPAM (Wang et al., 2006, 2004) (Figure 33). Le champ de force
AMBER (ang. assisted model building and energy refinement) et le modele TIP3P ont été
utilisés pour modéliser les molécules d'eau et les ions, respectivement. Un pas de temps de 2
fs a été appliqué avec l'algorithme SHAKE (Ryckaert et al., 1977) sur I’ensemble des liaisons
impliquant des atomes d'hydrogéne. La sommation d’Ewald (Essmann et al., 1995) a été
utilisée pour traiter les interactions électrostatiques a longue portée avec un seuil de coupure
de 8 A. Les simulations ont été réalisées sur des systémes totalement relaxés dans I'ensemble
thermodynamique isotherme isobare (NPT) a 300 K avec des trajectoires de I'ordre de 400 ns.
La température et la pression ont été maintenues constantes en utilisant un thermostat
Langevin avec une fréquence de collision de 2 ps et un algorithme anisotrope a couplage
faible avec un temps de relaxation de 2 ps, respectivement. Le logiciel de visualisation

atomique VMD a été utilisé pour la représentation graphique (Humphrey et al., 1996)

2.3.2.  Frit Inlet-Asymmetrical Flow Field-Flow Fractionation couplé a des
détecteurs de diffusion de la lumiere multi-angle et d'indice de réfraction
(FI-AF4-MALS-dRI)

La technique FI-AF4-MALS-dRI (Plateforme Toulouse Field-Flow Fractionation center
(TFFFC), Ecole d’Ingénieur de Purpan, Toulouse) a été appliquée pour caractériser le degré de
greffage d’infernane par le pNIPAM, la masse molaire moyenne des polysaccharides greffés
et leur conformation en solution aprés séparation en fonction du coefficient de diffusion des
polymeére. L'instrument AF4 était un systéme de séparation Eclipse AF4 (Wyatt Technology
Europe, Allemagne) couplé a un détecteur de diffusion de la lumiere multiangles Dawn Heleos
Il 8+ a 8 angles (Wyatt Technology, Etats-Unis) fonctionnant a une longueur d'onde de 662
nm. Ce systéme a été calibré avec du toluéne et normalisé a partir du retard inter-détecteur
et du calcul d'élargissement de pic d’'une albumine de sérum bovin (Mw 66 400 g/mol). Un
détecteur d'indice de réfraction différentiel Optilab T-Rex (Wyatt Technology, Etats-Unis)
fonctionnant a une longueur d'onde de 658 nm a également été utilisé. Les analyses FI-AF4
ont été effectuées a l'aide d'un systéeme HPLC Thermo Scientific Dionex UltiMate3000 avec

pompe et échantillonneur automatique thermostaté a 20 °C. Un canal composé d'une
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membrane de cellulose régénérée (MWCO 5 000 g/mol) avec un espaceur de 350 um a été
utilisé. Tous les EPS greffés et EPS non greffés (natif et EPS-p5-0%) ont été préparés en
maintenant la concentration en polysaccharide constante a 1 mg/mL dans de l'acétate
d’ammonium 0,1 M. Les pNIPAM, p5 et p20, ont également été préparés a 1 mg/mL dans de
I’acétate d’ammonium 0,1 M. Les injections (50 pL a 0,2 mL/min) ont été réalisées en triplicat
pour chaque échantillon séparé par un blanc pour la correction de la ligne de base. Le débit
du détecteur a été maintenu constant a 1 mL/min. Au début de I'élution (dans de I'acétate
d'ammonium 0,1 M), le flux croisé a été maintenu a 2 mL/min pendant 2 min. Il a ensuite été
diminué de facon exponentielle de 2 mL/min a 0,04 mL/min en 18 min. Le flux croisé a été
maintenu constant a 0,04 mL/min pendant 20 min supplémentaire et finalement réduit a 0
mL/min pendant 2 min. Les données collectées ont été analysées a l'aide du logiciel Astra 7.1.2
avec un ajustement de Zimm pour les échantillons de pNIPAM (p5 et p20) et un ajustement
polynomial du second ordre de Berry pour les échantillons d’EPS et d’EPS greffés. L'incrément
d’indice de réfraction, dn/dc, a été mesuré 2 fois a partir d’'une gamme de dilution de 2
solutions mére a 1 mg/mL (acétate d'ammonium 0,1 M) pour I'EPS (0,1267 * 0,001), le p5
(0,1717 £0,0001) et le p20 (0,1763 £ 0,0001). La valeur moyenne de dn/dc de 0,1740 a ensuite
été utilisée pour les échantillons pNIPAM. Le dn/dc des EPS a également été utilisé pour les

EPS greffés.

2.3.3. Dosages spectroscopiques

2.3.3.1. Fluorescamine
La présence de pNIPAM-NH; résiduel a été évaluée par une méthode

fluorimétrique. Ce dosage est basé sur la réaction entre les amines primaires du pNIPAM-NH;
(disponibles lorsqu’elles ne sont pas greffées) et la fluorescamine qui aboutit a la formation
d’un fluorophore (Figure 34). La fluorescence est proportionnelle a la concentration en amine

primaire et traduit donc la présence potentielle de pNIPAM-NH; libre, non greffé.

S~ o
‘Jﬁ\ + L —
o % HgN\/I\S I']H
If

Fluorescamine pNIPAM-NH, Composé fluorescent

(cation pyrrolone)

Figure 34. Principe du dosage a la fluorescamine pour la quantification du pNIPAM-NH; libre.
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Les échantillons ont été solubilisés a 1 mg/mL dans I'eau ou des tampons PBS,
borate ou bicarbonate de sodium (0,1 M, pH 8,5) pendant 24 h. En microplaque de
polypropyléne, la réaction a été initiée par I'ajout de 40 pL de fluorescamine (0,3 mg/mL,
acétone) a 100 pL d’échantillon (en triplicat). Aprés 10 min, la fluorescence a été mesurée au
spectrophotometre UV-visible (Varioskan LUX, ThermoFisher) (excitation : 380 nm ; émission :
465 nm) contre une gamme de pNIPAM-NH; (0 a 0,4 mg/mL, tampon) et des solutions d’EPS

dans de I'eau ou tampon approprié.

2.3.3.2. TNBS

La présence de pNIPAM-NH; non greffé a également été évaluée par une méthode
colorimétrique. Ce dosage est basé sur la réaction entre les amines primaires du pNIPAM-NH,
et I'acide picrylsulfonique aussi appelé acide trinitrobenzénesulfonique (TNBS ou TNBSA) qui
aboutit a la formation d’un chromophore orangé (Figure 35). L’absorbance est proportionnelle
a la concentration en amine primaire et traduit donc la présence potentielle de pNIPAM-NH;

libre, non greffé.

Q0

~ NR
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O,N NO, ONN: O,N. i NO,
+ —_—
H2N\/\S{T\1LH

NO, NO,

TNBS pNIPAM-NH, Composé chromogene

Figure 35. Principe du dosage au TNBS pour la quantification du pNIPAM-NH;, libre.

Les échantillons ont été solubilisés a 1 mg/mL dans un tampon bicarbonate de
sodium (0,1 M, pH 8,5) pendant 24 h. La réaction a été initiée par I'ajout de 50 uL de TNBS (0,1
mg/mL, bicarbonate de sodium 0,1 M, pH 8,5) a 100 uL d’échantillon (en triplicat). La
microplaque a été chauffée au bain marie a 40 °C pendant 2 h. L’absorbance a 420 nm a été
mesurée au spectrophotomeétre UV-visible (Varioskan LUX, ThermoFisher) contre une gamme
de pNIPAM-NH; (0 a 0,4 mg/mL, tampon bicarbonate de sodium 0,1 M, pH 8,5) et des

solutions d’EPS comme blanc.
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2.3.4. Réflexion totale atténuée - Spectroscopie infrarouge a transformée de
Fourier (ATR-FTIR)

La nature des liaisons chimiques des polymeres lyophilisés, EPS, pNIPAM (p5 et p20) et
EPS-pNIPAM, a été déterminée par ATR-FTIR. Aprés réflexion totale d’un faisceau incident
dans un cristal diamant, I'atténuation du signal a I'interface cristal-échantillon (moins dense
que le cristal) est corrélée a I'absorption sélective d’énergie par les liaisons chimiques de
I’échantillon. Les spectres ATR-FTIR issus des signaux interférogrammes détectés ont été
acquis a l'aide d'un spectrométre VERTEX 70 FTIR (Bruker) en mode ATR, enregistrés dans la
plage de 4 000 a 500 cm™ 3 une résolution de 4 cm™ (100 balayages par spectre) a I'aide du

logiciel OPUS.

2.3.5.  Résonance magnétique nucléaire (RMN)

Le greffage covalent EPS/pNIPAM a été analysé par RMN exploitant les propriétés
magnétiques des noyaux atomiques. Dans le cadre d’une collaboration, les spectres 1D-(*H et
DOSY) et 2D-RMN (COSY et DEPT-HSQC) ont été mesurés par le Dr. Emiliano Bedini et la Dr.
Serena Traboni (Université Federico Il, Naples) pour les échantillons d’EPS, de pNIPAM (p5) et
d’EPS-pNIPAM (EPS-p5-2% et EPS-p5-0%) a I'aide d'un spectrométre Bruker Avance-lll (*H :
600 MHz, 13C : 150 MHz) équipé d'une cryo-sonde en D,0 (acétone comme étalon interne, H
: (CH3)2C0 a 6 2,22 ppm; 13C : (CH3)2CO a 6 31,5 ppm) a 40 °C. Les données ont été traitées 3
I'aide du logiciel Bruker TopSpin 4.0.5. Des expériences COSY ont été réalisées en utilisant des
largeurs spectrales de 5 000 Hz dans les deux dimensions et des ensembles de données de 2
048 x 256 points. Les expériences 'H, 13C-DEPT-HSQC ont été mesurées en mode 'H détecté
via une cohérence quantique simple avec découplage des protons dans le domaine *3C, en
utilisant des ensembles de données de 2 048 x 256 points et généralement 100 incréments.

Les expériences *H-DOSY ont été mesurées avec un temps de diffusion de 100 ms.
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2.4. Détermination des propriétés thermosensibles des polymeres greffés
EPS-pNIPAM

2.4.1. Spectroscopie UV-visible

La température de transition des polyméres pNIPAM (p5 et p20) et EPS-pNIPAM a été
évaluée par spectroscopie UV-visible (Varioskan LUX, ThermoFisher). La transition de phase
thermique des échantillons a 1 mg/mL (100 pL en triplicat) dans du PBS (pH 7,4) a été
déterminée par mesure de I'absorbance a 550 nm de 25 °Ca 38 °C apres 10 minutes d'équilibre

thermique a chaque température.

2.4.2.  Diffusion dynamique de la lumiére (DLS)

Le comportement thermosensible des polymeéres EPS, pNIPAM (p5 et p20) et EPS-
pNIPAM a été étudié par DLS. Tous les échantillons ont été préparés a 1 mg/mL dans du PBS
(pH 7,4) et utilisés sans pré-filtration pour éviter la modification de la taille des polyméres. Les
mesures DLS ont été réalisées en triplicat sur 1 mL d’échantillon par I'appareil Zetasizer Pro
(laser hélium-néon, 633 nm, Malvern Instruments, Royaume-uni) a un angle de diffusion fixe
de 173°,a 25 °Cet 38 °C apres 10 minutes d'équilibration thermique. L'analyse des données a

été réalisée a l'aide du logiciel Malvern Zetasizer 3.2.

2.4.3.  Imagerie par microscopie de force atomique (AFM)

Les morphologies des chaines d'infernane greffées ont été observées par imagerie
AFM. Les polymeres EPS, pNIPAM (p5 et p20) et EPS-pNIPAM ont été préparés dans de I'eau
a1 mg/mL. Aprés 24 h de solubilisation, les solutions ont été incubées a 20 °C ou 37 °C pendant
30 min avant d'étre diluées a 5 pug/mL dans de I'eau thermostatée a 20 °C ou 37 °C. 10 pL de
chaque solution ont été déposés sur une surface de mica fraichement clivée, et séchée a 20
°C ou 37 °C. La surface des échantillons a ensuite été imagée a l'aide du microscope a force
atomique NanoWizard® (JPK, Allemagne) fonctionnant en mode contact intermittent dans des
conditions ambiantes. Un levier rectangulaire standard (Nanosensors NCL-W) a été utilisé avec
une fréquence de résonance de 165 kHz et une constante de raideur de ~ 40 N/m. Le rayon
de courbure de la pointe était d'environ 5 nm. Des images haute résolution (10 pm x 10 pum
et 2 um x 2 um) ont été enregistrées sur au moins trois zones différentes de chaque
échantillon. Le traitement des images et les mesures des hauteurs des chaines ont été

effectués a l'aide du logiciel JPK Data Processing (JPK, Allemagne).



Chapitre Il : Conception et Caractérisation d’un EPS thermosensible

2.5. Etude des associations inter-chaines d’EPS-pNIPAM par des

simulations de Monte Carlo

Des simulations de Monte Carlo ont été effectuées pour évaluer la capacité des chaines
d’EPS-pNIPAM a former un réseau infini a 37 °C. L'hypothése sous-jacente a ces simulations
est que les interactions inter-chaines entre les chaines de pNIPAM greffées conduisent a la
construction du réseau EPS-pNIPAM, étape indispensable a la gélification. Compte tenu des
temps de calcul longs, les simulations n'ont été réalisées que pour les chaines d’EPS-p20. Dans
ce cas, ~ 5,9 % des AU de la chaine d’EPS avec une longueur de contour de ~ 1 um ont été
utilisés pour greffer des chaines de pNIPAM avec une longueur de contour de ~ 30 nm. Dans
toutes les simulations, le pas d'espace a été maintenu constant a 5 nm, de sorte qu'une chaine
d’EPS-p20 a été modélisée par 200 pixels (longueur de contour) avec 12 chaines de pNIPAM
greffées. Pour chaque chaine d’EPS-p20, les 12 positions des chaines greffées le long de la
chaine d’EPS ont été choisies au hasard. Comme la transition sol-gel de ce systéme se produira
au-dessus de la LCST, ou le pNIPAM est dans son état effondré, les chaines de pNIPAM ont été
modélisées par des chaines repliées au lieu de chaines libres. Des simulations ont été
effectuées sur un réseau carré (2D) de taille L x L avec des conditions limites périodiques
imposées dans les directions horizontales et verticales. A partir de I'état initial ot tous les sites
du réseau étaient vides, la premiére chaine s'est déposée librement avec une position
aléatoire sur les sites du réseau et une conformation aléatoire. Ensuite, une autre chaine avec
sa conformation aléatoire a été déposée au hasard sur les sites vides. Ses valeurs horizontales
et verticales définissent une boite rectangulaire locale entourant cette conformation. Pour
équilibrer le systéme, une des cing conformations aléatoires générées a l'intérieur de cette
boite locale a été testée au hasard, conduisant a une nouvelle configuration d'essai de la
chaine ajoutée. La différence d'énergie, AH, entre la configuration d'essai avec la nouvelle
chaine (Hessai) €t I'ancienne configuration sans la présence de la nouvelle chaine (Hancienne) @
été calculée pour déterminer si le changement de conformation était accepté en utilisant le

critere d'acceptation standard de Metropolis (Wu et al., 2007; Zykwinska et al., 2014).
— mi _AH
P =min {1, exp( k,T ﬂ (2)
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0U AH = Hessai — Hancienne, €st la différence entre les hamiltoniens du test de |'essai et I'ancienne
configuration, et ksT est I'énergie thermique. L'Hamiltonien du systéme a été calculé en
considérant uniquement les interactions entre pNIPAM appartenant a différentes chaines

d’EPS en utilisant le potentiel attractif (négatif) de Lennard-Jones :

1
H = =Yg (D jVi, (3)

ou la somme s'étend sur tous les voisins les plus proches <k,|> et d est la distance euclidienne
entre deux chaines de pNIPAM en interaction. Ici, uijvaut 1 si le site i,j est occupé par une
chaine de pNIPAM et O si le site est vide (pour la conformation d'essai), et vk prend les mémes
valeurs pour une chaine de pNIPAM appartenant a une autre chaine d’EPS. Pour calculer
I'Hamiltonien du systeme correspondant a la configuration d'essai, les 12 chaines de pNIPAM
de la conformation d'essai interagissent avec les chaines de pNIPAM appartenant aux chaines
d’EPS-p20 voisines, en ne considérant que les distances les plus courtes entre elles. De plus,
l'une des 12 chaines de pNIPAM ne peut interagir qu'avec une seule chaine de pNIPAM
appartenant a une chaine d’EPS-p20 voisine, par chaine d’EPS voisine. Si AH était négatif
(c'est-a-dire que I'énergie du systeme était minimisée), la configuration d'essai était acceptée
et la procédure était répétée en choisissant une autre chaine. Si AH était positif, le
changement de conformation était accepté ou rejeté selon la probabilité standard du critére
d'acceptation de Metropolis. Pour une configuration donnée, I'énergie du systéeme a été
calculée en ne considérant que les interactions inter-chaines attractives a courte portée entre
pNIPAM (en excluant ainsi les interactions entre pNIPAM d’une méme chaine d’EPS). De cette
facon, les distances les plus courtes entre les 12 chaines de pNIPAM de la conformation d'essai

et les chaines de pNIPAM appartenant aux chaines d’EPS-p20 voisines ont été considérées.

L'analyse des simulations a consisté a évaluer la formation de clusters, qui
correspondent a un flot de chaines voisines connectées. Lorsque la probabilité d'occupation ¢
(la concentration en polymere) définie par le rapport du nombre de sites du réseau occupés
par les chaines d’EPS-p20 sur le nombre total de sites augmente, la taille des clusters
augmente et les clusters voisins peuvent progressivement fusionner. Le cas limite, appelé
percolation, est atteint lorsqu'au moins un amas forme un chemin continu par des chaines
connectées d'un c6té a 'autre du réseau. Le seuil de percolation ¢c(la concentration critique)
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pour une taille finie L du réseau est défini comme la probabilité d'occupation a la percolation.
Pour évaluer ¢ca partir des simulations, les coordonnées minimales et maximales de chaque
cluster ont été déterminées en fonction de ¢ (c'est-a-dire pour chaque nouvelle chaine d’EPS-
p20 ajoutée sur le réseau). Le seuil de percolation se produisait lorsque la différence entre ces
coordonnées pour un méme amas (dans une direction) dépassait L. Pour étudier l'influence
de la taille du réseau sur ¢, des simulations ont été réalisées pour différentes valeurs de L (1
pum, 2 um, 5 um et 10 um). Les mailles plus grandes n'ont pas été simulées en raison des temps
de calcul trop longs. Au moins 50 simulations indépendantes ont été systématiquement
effectuées pour chaque ensemble de parametres (L, ¢) pour une analyse statistique des
simulations. La probabilité de percolation a été calculée a partir de ces simulations comme le
rapport du nombre de réseaux percolés sur le nombre de réseaux générés. Les simulations

Monte Carlo ont été réalisées a I'aide de programmes Matlab.
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3. Résultats et discussion

La structure de I'infernane natif produit par A. infernus a été décrite pour la premiere
fois par Roger et al. (2004) comme un hétéropolysaccharide anionique hautement ramifié
avec une unité répétitive nonasaccharide monosulfate. Récemment, l'unité répétitive
octasaccharide disulfate a été proposée aprés analyse par spectrométrie de masse réalisée
sur des dérivés d'infernane de masse molaire moyenne intermédiaire obtenus aprés
dépolymérisation enzymatique (Akoumany et al., 2019). Cette découverte a été récemment
confirmée par une analyse RMN 2D réalisée sur un dérivé de masse molaire moyenne
intermédiaire dépolymérisé chimiquement (Colliec-Jouault et al., 2023). Dans cette unité
répétitive, les séquences du squelette EPS et des chaines latérales sont conservées ; seul le
Glc terminal de la chaine latérale initialement lié au résidu Gal en C-6 a été remplacé par un
groupement sulfate (Figure 36.A). La composition en monosaccharide et la teneur en sulfate
(~ 10 % m/m) de l'infernane natif utilisé dans la présente étude ont été déterminées
auparavant (Colliec-Jouault et al., 2023; Gélébart et al., 2022). Les masses molaires moyennes
en poids (Mw, 1,6 x 10°g/mol) et en nombre (Mn, 0,9 x 10®g/mol) obtenues en FI-AF4-MALS-
dRl montrent une légere polydispersité des chaines d'infernane natives (détails de I'analyse

en 11.3.2.1).

3.1. Simulations de dynamique moléculaire (DM) d'infernane greffé avec

des chaines de pNIPAM

Etant donné que l'infernane contient trois résidus AU consécutifs dans son unité
répétitive (un GalA dans le squelette et deux GlcA dans la chaine latérale), des simulations de
dynamique moléculaire ont été réalisées pour évaluer I'accessibilité des trois AU pour le
greffage du pNIPAM et pour élucider la conformation moléculaire du polysaccharide greffé
résultant (protocole en 11.2.3.1). La structure 3D de l'unité répétitive octasaccharidique
d'infernane a été construite en utilisant des valeurs de torsion liées au minimum d'énergie
globale de chaque disaccharide constitutif, comme décrit récemment (Makshakova et al.,
2022). La structure résultante présentée sur la Figure 36.B, montrant quatre unités répétitives
avec trois chaines latérales, est |égerement étendue avec une distance entre extrémités de

4,84 + 0,28 nm (Figure 37.0) Dans les chaines latérales, la substitution des résidus GIcA aux
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Figure 36. Simulations de dynamique moléculaire. A) Unité octasaccharidique disulfate d’infernane natif (R = SOz~ Na * ) (Akoumany
et al., 2019; Colliec-Jouault et al., 2023), (B) quatre unités répétitives d'octasaccharide d'infernane montrant un squelette linéaire
ramifié a GalA2S avec trois chaines latérales, (C, C') infernane ramifié entierement greffé a trois résidus AU par unité répétitive,
conduisant a neuf chaines de pNIPAM greffées pour neuf AU (100 %) et (D, D') infernane ramifié partiellement greffé a I'un des GIcA
de la chaine latérale par unité répétitive, soit trois chaines de pNIPAM greffées pour neuf AU (33 %).
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positions 3-0 et 2-O par des résidus a-Glc terminaux entraine la formation de liaisons
hydrogene stables entre les groupements hydroxyles de ces résidus et les groupements
carboxylates des résidus GIcA. Malgré ces interactions dans les chaines latérales, les trois
groupements carboxylates (GalA2S et deux GlcA) dans l'unité répétitive semblent étre

disponibles pour la réaction avec la fonction amine terminale du pNIPAM-NH,.

Pour étudier I'effet du greffage du pNIPAM sur la chaine étendue d’infernane, les
chaines de pNIPAM ont été liées de maniere covalente aux groupements carboxylates du
polysaccharide. Le degré de polymérisation du pNIPAM a été fixé a 21 pour étre comparable
a lalongueur du fragment d'infernane. Au niveau de substitution maximale du modele
(densité de greffage de 100 %), tous les groupements carboxylates ont été greffés avec des
chaines de pNIPAM (neuf chaines de pNIPAM pour neuf AU disponibles) (Figure 36.C). Lors
des simulations de DM a 300 K, les chaines de pNIPAM greffés entrent en contact induisant
une flexion du squelette infernane, comme indiqué par la diminution de la distance entre

extrémités de ~5 nm a ~ 2 nm (Figure 36.C’, Figure 37.B). Pour étudier si le squelette étendu
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Figure 37. La distance de bout en bout du squelette dans 0) infernane (systeme 0, Tableau IX) A) infernane partiellement
greffé aux GIcA latéraux (systéme A, Tableau IX) B) infernane totalement greffé a GalA2S et aux GIcA (systéme B,
Tableau IX).
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pourrait également se replier en raison de |'agrégation des chaines de pNIPAM greffées pour
une densité de greffage plus faible, une seule chaine de pNIPAM par unité répétitive a été liée
a l'un des GIcA de la chaine latérale de I'infernane, correspondant a 33 % de densité greffage
(Figure 36.D). Dans ces nouvelles simulations, les chaines de pNIPAM se sont une nouvelle fois
regroupées et la longueur du squelette infernane a diminué a 3 nm (Figure 36.D', Figure 37.A).
L'effet de la flexion du squelette a été observé quel que soit la position du greffage : chaine
latérale (GIcA) ou squelette. A densité et longueur données des chaines de pNIPAM, les
interactions entre les groupements isopropylamides adjacents stabilisent leur conformation
étendue sous la LCST (Deshmukh et al., 2012; Ono & Shikata, 2006; Tavagnacco et al., 2018).
Un tel comportement differe de celui observé pour le greffage d’une chaine pNIPAM par unité
répétitive ou de l'infernane 100 % greffé ou les chaines de pNIPAM greffées induisent une

flexion de l'infernane pour maximiser leurs interactions.

Les simulations de DM ont montré la tendance des chaines de pNIPAM, lorsqu'elles
sont greffées a l'infernane, a interagir les unes avec les autres, entrainant la flexion du
squelette d’infernane. Cela implique que les interactions entre les chaines de pNIPAM sont
plus favorables que les forces maintenant le squelette polysaccharidique étendu. Les résultats
obtenus pour des fragments courts de polysaccharide peuvent étre extrapolés a plus grande
échelle. En effet, dans les régions de la chaine d’infernane enrichies par des chaines de
pNIPAM greffées, le squelette polysaccharidique présenterait une courbure due aux
interactions des chaines de pNIPAM greffées, entrainant le compactage local de la chaine
d’infernane. Ainsi, ces modifications structurales locales rendraient possibles les interactions
des chaines de pNIPAM greffées des régions éloignées de l'infernane, entrainant un

compactage global de I'assemblage macromoléculaire.

3.2. Caractérisation physico-chimique des polymeres EPS-pNIPAM greffés
L’infernane natif a été greffé par un pNIPAM-NH; avec deux masses molaires moyennes
différentes, Mn 5 500 g/mol (p5) ou Mn 20 000 g/mol (p20) a différents rapports molaires
COOH:NH; (Tableau VIII, 11.2.2). Le seuil de coupure de masse molaire de la membrane utilisée
pour la dialyse étant de 50 000 g/mol, la masse d’EPS (de masse molaire moyenne supérieure
a 10° g/mol) initialement utilisée pour ces conditions de greffage est considérée inchangée au

terme de la purification. Quatre masses de produits finaux issus du greffage EPS/p5, et quatre
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masses de produits finaux issus du greffage EPS/p20 ont ainsi été obtenues en fonction des
conditions : de 113 mg (condition 1) a 166 mg (condition 3) pour le greffage EPS/p5 et de 105
mg (condition 8) a 157 mg (condition 7) pour le greffage EPS/p20, soit environ 70 % de la
masse de produit final attendue (i.e. addition des masses initiales d’EPS/pNIPAM hormis pour

la condition 1 ou le pNIPAM est en excées, Tableau VIII) (Tableau X).

Tableau X. Conditions de réaction (issues du Tableau VIII) et masses de produits obtenues.

Condition EPS initial  pNIPAM-NH; initial Produit final pNIPAM-NH; éliminé a F:':::ﬂ“:
de réaction (mg) (mg) (mg) la dialyse (mg) (mg)
1 10 161 113 +2 58 103
2 20 200 143 +3 77 123
3 40 200 166+ 4 74 126
4/4 bis 40 120 1204 40 80
5 5 151 107 +5 49 102
6 10 161 112 +1 59 102
7 20 200 157 +1 63 137
8 20 120 1051 35 85

La différence massique entre la masse obtenue au terme de la réaction et la somme des
masses initiales d’EPS/pNIPAM utilisées est associée a I'élimination de pNIPAM-NH; libre, non
greffé, lors de la dialyse (environ 30 % de la masse de pNIPAM initial). Dans cette
configuration, la masse de pNIPAM restante varie de 80 mg (condition 4) a 126 mg (condition
3) pour les produits finaux EPS/p5 et de 85 mg (condition 8) a 137 mg (condition 7) pour les
produits finaux EPS/p20. Afin d’évaluer I'impact de la densité greffage de I'EPS via la
composition massique EPS/pNIPAM au sein du produit final, il est indispensable de vérifier
que tout le pNIPAM a été réellement greffé sur I'EPS. En effet, la condition 4 bis (sans greffage,
pas d’ajout d’EDC/NHS) présente une masse de pNIPAM restant identique a la condition 4 (~
80 mg) bien gu’elle ne soit, dans ce cas précis, non greffée. Du pNIPAM libre non greffé peut
donc toujours étre présent au sein du polymere final, éventuellement associé a la chaine
polysaccharidique par des interactions faibles non-covalentes, de type liaisons hydrogene, van
der Waals ou interactions électrostatiques. Pour caractériser au mieux le produit final obtenu,
les techniques classiques d’analyses que sont les techniques séparatives, les dosages

spectroscopiques, l'infrarouge (ATR-FTIR) et la RMN ont été employées.
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3.2.1. Greffage d’infernane, masse molaire moyenne et conformation par Fl-
AF4-MALS-dRI

Les polysaccharides greffés ont été caractérisés par FI-AF4-MALS-dRI (Plateforme
TFFFC, Ecole d’Ingénieurs de Purpan, Toulouse) afin de déterminer leur densité de greffage,
leur masse molaire moyenne et leur conformation. Si la technique de fractionnement
standard utilisant la chromatographie d'exclusion stérique (SEC) peut étre intéressante pour
des macromolécules de masse molaire intermédiaire, la dégradation par contrainte de
cisaillement et I'adsorption sur la phase stationnaire peut se produire pour des composés de
haute masse molaire tels que les polysaccharides, surtout s'ils sont branchés (Gaborieau &
Castignolles, 2011; Shin et al., 2007; Vilaplana & Gilbert, 2010). Dans le cas des EPS greffés, le
recouvrement obtenu en HPSEC dans les conditions d’élution classiguement utilisées pour
I"EPS natif (protocole en 111.2.6.1.2) est inférieur a 10 %. La SEC n’est donc pas adaptée a I'étude
de ces polymeéres. Une méthode alternative est offerte par la technique AF4, fonctionnant
sans phase stationnaire. Aprés des étapes de focalisation/relaxation, les macromolécules sont
séparées en fonction de leur coefficient de diffusion translationnelle relatifs a leur taille, par
un flux parabolique longitudinal. Le risque d’agglomération des composés de haute masse
molaire est cependant toujours possible. Ainsi, |'utilisation d'un systéme d'entrée de fritte
(ang. Frit inlet), sans étape de focalisation, permet d'injecter des quantités plus élevées de
composés avec une meilleure récupération que les techniques FFF conventionnelles et une
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Figure 38. Représentation schématique du systéme FI-AF4 (Ramirez et al., 2021).
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élution plus douce, empéchant ainsi I'agrégation des composés sur la membrane (Fuentes et

al., 2019; Lee et al., 2017; Ramirez et al., 2021) (Figure 38).

Les fractogrammes issus de I'analyse FI-AF4-MALS-dRI (protocole en 11.2.3.2) de I'EPS
et du pNIPAM 5 500 g/mol (p5) seuls sont présentés sur la Figure 39. Le pNIPAM seul a été
principalement élué de 1 a 9,5 min; sa fraction massique a été estimée a 96 % pour un
recouvrement de 89 % (domaine pNIPAM). La majeure partie de I'EPS seul a été éluée de 9,5
a 18 min (73 % de la fraction massique) (domaine EPS). La Figure 40 présente les
fractogrammes FI-AF4 des quatre polymeres EPS-p5 greffés et de I'EPS-p5-0% non greffé
obtenu sans l'ajout des agents de couplage (EDC/NHS), ainsi que des quatre polymeéres EPS-
p20 greffés. Au sein des fractogrammes dRI des EPS-p5 et EPS-p20, deux pics principaux sont
toujours présents, le premier élué dans le domaine pNIPAM, correspondant au pNIPAM libre
non greffé restant dans I'échantillon et le second, dans le domaine EPS, correspondant a I'EPS
ou a I'EPS greffé. Il a été observé que malgré la dialyse utilisant une membrane au seuil de
coupure de 50 000 g/mol, le pNIPAM n'ayant pas réagi (libre, non greffé) n'était pas
complétement éliminé et était toujours intégré dans |'échantillon final. Les quantités de
pNIPAM greffé et libre ont ensuite été estimées en prenant en compte : (1) la valeur mesurée
expérimentalement de l'incrément d’indice de réfraction dn/dc du pNIPAM, (2) la quantité de
pNIPAM totale restant dans I'échantillon apres la dialyse (et en considérant que seul le
pNIPAM peut étre retiré, c’est a dire en gardant la quantité d'EPS inchangée), (3) la quantité
de pNIPAM totale injectée pour l'analyse FI-AF4-MALS-dRI dans les échantillons d'EPS-
pNIPAM (apres soustraction de la quantité d'EPS), (4) la quantité de pNIPAM libre éluée dans
le domaine pNIPAM des fractogrammes FI-AF4-dRI et (5) en considérant le recouvrement du
pNIPAM libre constant au cours de I'analyse (89 %). En fonction de la quantité de pNIPAM
greffée, I'efficacité de la réaction est définie comme le rapport entre les masses de pNIPAM
greffées et initialement ajoutées (Tableau VIII), et la densité de greffage des AU de I'EPS
comme le pourcentage d'AU de la chaine d’infernane fonctionnalisés par du pNIPAM (Tableau

XI).
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Figure 39. Fractogrammes FI-AF4-MALS-dRI de I’EPS et du pNIPAM p5 (1 mg/mL).
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Figure 40. Fractogrammes FI-AF4-MALS-dRI des EPS-p5 et des EPS-p20 (1 mg/mL en EPS). L’EPS-p5-0% présente une composition
massique en EPS et pNIPAM identique a I’EPS-p5-2%, mais sans greffage covalent du pNIPAM (Tableau VilI).
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Pour les échantillons d’EPS-p5, la quantité la plus faible de p5 (8,2 mg) a été greffée
dans I'EPS-p5-2%. En considérant que 1701 AU sont disponibles pour le greffage par chaine
polysaccharidique, on peut estimer que ~ 34 AU (2 % des AU greffés) ont été efficacement
fonctionnalisés, ce qui correspond a 34 chaines de pNIPAM greffées sur une chaine
polysaccharidique. La plus grande quantité de p5 (16,7 mg), ce qui représente ~ 273 chalnes
de pNIPAM (16 % d'AU greffés), a été greffée pour 'EPS-p5-16% (Tableau Xl). Au sein des
polymeéres EPS-p5, le taux d’infernane varie de 37 % pour I'EPS-p5-16% a 83 % pour |'EPS-p5-
2% préparé en utilisant respectivement le rapport molaire COOH:NH; le plus bas (1:1,5) et le
plus élevé (1:0,29).

Pour les EPS-p20, issus du greffage du pNIPAM 20 000 g/mol (p20), une multiplication
par quatre de la longueur de la chaine pNIPAM n'a eu aucun impact significatif sur I'efficacité
de la réaction et sur la densité de greffage, par rapport aux échantillons d’EPS-p5 obtenus en
utilisant des rapports molaires COOH:NH; proches (Tableau VIII). En effet, entre 1,2 % (20 AU)
et 59 % (100 AU) des AU ont été fonctionnalisés pour I'EPS-p20-1% et I'EPS-p20-6%,
respectivement, soit des masses de p20 comprises entre 8,9 mg et 11,1 mg. La quantité la plus
faible de p20 greffé (1,6 mg) a été obtenue pour I'EPS-p20-0,2% ce qui correspond a 0,2 % des
AU (4 AU) fonctionnalisés. Dans les échantillons d'EPS-p20, la taux d’EPS varie de 31 % a 93 %,

du plus au moins greffés des EPS-p20 respectivement (Tableau XI).

L'analyse FI-AF4-MALS-dRI a également permis de déterminer les caractéristiques
moléculaires des échantillons d’EPS-pNIPAM, telles que la masse molaire moyenne, le rayon
de giration (Rg) et la conformation des chaines (Tableau XI). Pour la détermination de la masse
molaire moyenne, l'incrément d’indice de réfraction dn/dc de I'EPS pur a été utilisé car la
présence de pNIPAM libre dans les échantillons ne permet pas la mesure de la valeur exacte
du dn/dc des polysaccharides greffés. Néanmoins, une augmentation importante de la masse
molaire moyenne en poids Mw a été observée pour les échantillons d’EPS-p5 et d’EPS-p20
(Mw > 10° g/mol) ainsi qu'une multiplication par cing du Rg (~ 500 nm), par rapport a
I'infernane de départ (Mw de 1,6 x 10° g/mol et un Rg de 100 nm). Cette augmentation est
bien supérieure a la simple addition de chaines de pNIPAM sur le squelette infernane pour ces

densités de greffage (1,62 x 10°g/mol < Mw EPS greffé attendue < 3,11 x 10°g/mol). Or, elle
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Tableau XI. Caractérisation des produits finaux obtenus en termes de composition, d’efficacité de la réaction®, du nombre d'AU greffés ® et de la densité de greffage des AU ¢, ainsi que de la
masse molaire moyenne en poids (Mw), du rayon de giration (Rg) et du coefficient hydrodynamique (v). Les EPS-pNIPAM (EPS-p5 ou EPS-p20) sont désignés selon leur densité de greffage

«x » des AU (%) (EPS-p5-x% ou EPS-p20-x%).

Composition Caractéristiques du greffage Caractéristiques moléculaires
, Taux d’EPS
. . Taux d’EPS L, .
Condition Produit pNIPAM-NH, pNIPAM-NH, R dans EPS- Efficacité de Nombre Densité de
N . EPS . , dans produit L L. . Mw Rg
de Polymeére final libre greffé " pNIPAM ou la réaction d'AU greffage v
réaction (mg) (me) (mg) (mg) f|;a| EPS greffé (%)? greffést des AU (%)© (g/mol) (nm)
(%) (%)
- EPS - - - - - - - - - 1,6 £0,1 x 10° 1044 0,73
pNIPAM - - - -
- (p5/p20) - - - - - 1,0+£0,1x10° 67+3 -
1 EPS-p5-16 % 113+2 10 86+2 16,7+1,1 9 37 104+1,0 273 £ 20 16,1+1,2 0,9+0,6 x 10° 482 +5 0,06
2 EPS-p5-8% 143+3 20 107 2 16,1+1,4 14 55 8,1+0,7 132+12 7,7+0,7 0,8+ 0,6 x 10° 471+%5 0,04
3 EPS-p5-3% 166+ 4 40 114 +3 12,3+1,4 24 76 6,2+0,7 50+6 3,0+£0,4 1,3+0,1x10° 503+5 0,04
4 EPS-p5-2% 120+ 4 40 72+3 8,2+0,9 33 83 6,8+0,8 34+4 2,0+0,2 1,3+0,1x10° 510+5 0,05
4 bi EPS-p5-0% 122 40 82 - 33 - - - - 1,2 £0,1 x 106 99+7 0,68
5 EPS-p20-6% 1075 5 91t4 11,1+1,8 5 31 74112 100+ 18 59+1,0 0,3+0,3x10° 448 + 4 0,09
6 EPS-p20-3% 112+1 10 91+2 10,7+ 1,8 9 48 6,6+1,1 48 +9 2,8+0,5 1,0+ 0,1 x 10° 491 +5 0,05
7 EPS-p20-1% | 157+1 20 128 +2 8,9+2,4 13 69 45+1,2 20£6 1,2+0,4 | 09+09x10° 490+5 0,22
8 EPS-p20-0,2% | 105+1 20 83+2 1,6 +1,5 19 93 1,3+13 4+4 0,2+0,2 1,240,1x105 214+4 0,51

NIPAM greffé (m
(a) Efficacité de la réaction (%) = p g (mg)

pNIPAM initial (mg)

x 100 (Tableau VIII pour les masses de pNIPAM initales)

_ pNIPAM greffé (mol)

(b) Nombre d’AU greffés par chaine d'EPS =

EPS (mol)

Nombre d'AU greffés

(c) Densité de greffage des AU (%) =

Mn EPS (g/mol)

Nombre d’AU par chaine d'EPS4 X

100

(d) Nombre d’AU par chaine d'EPS =

M unité répétitive (g/mol)

x 3 AU dans 'unité répétitive (détails Tableau VIII)
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ne peut étre due a d’éventuelles réactions de pontages inter-chaines d’EPS, la condition
réactionnelle préliminaire EPS + EDC/NHS (sans pNIPAM-NH,) analysée en HPSEC MALS-dRI
n‘ayant pas montré d’évolution de masse molaire moyenne vis-a-vis de I'EPS natif. En
revanche, aucune augmentation de masse molaire moyenne n'a été observée pour EPS-p20-
0,2% qui ne comporte que 4 chaines de pNIPAM greffées sur le squelette polysaccharidique.
De méme, pour EPS-p5-0%, obtenu en mélangeant simplement I'EPS et le pNIPAM, sans
ajouter les agents de couplage EDC/NHS. Par conséquent, 'augmentation de la masse molaire
moyenne dans les échantillons d'EPS-pNIPAM provient d'associations inter-chaines entre les
chaines de polysaccharides médiées par les chaines de pNIPAM greffées, conduisant a la
formation d’agrégats. Le pNIPAM libre présent dans I'échantillon n’est pas impliqué dans la
formation d'associations inter-chaines, puisqu'aucune augmentation de la masse molaire
moyenne n'a été observée dans I’échantillon non greffé (EPS-p5-0%).

Le coefficient hydrodynamique v calculé a partir de la pente du tracé log-log du rayon
de giration Rg en fonction de la masse molaire moyenne Mw indique un changement de
conformation moléculaire lors du greffage en passant d’une pelote statistique a une structure
sphérique dense (Figure 41, Tableau XI). En effet, une conformation en pelote statistique a
été observée pour I'EPS seul (0,73), I'EPS mélangé avec du pNIPAM (EPS-p5-0%) (0,68) et I'EPS-
p20-0,2% (0,51) n'ayant que 4 chaines de pNIPAM greffées. La diminution nette du coefficient
hydrodynamique d'un ordre de grandeur a ensuite été constatée pour les échantillons d’EPS-
p5 (de 0,04 a 0,06) et d’EPS-p20 (de 0,05 a 0,22), indiquant une structure sphérique dense en
solution permise par les interactions inter-chaines médiées par les chaines de pNIPAM
greffées. Le coefficient hydrodynamique intermédiaire obtenu pour I'EPS-p20-1% (0,22)
pourrait suggérer une conformation en pelote statistique/sphérique mixte, trés probablement
due a la quantité de pNIPAM greffé plus faible, essentielle pour I'établissement d'associations

inter-chaines.

Méme si les simulations de DM ont montré que tous les AU sur le squelette d’infernane
et sur la chaine latérale étaient disponibles pour le greffage, I'efficacité de la réaction du
pNIPAM varie de 6,2 % (EPS-p5-3%) a 10,4 % (EPS-p5-16%) et de 1,3 % (EPS-p20-0,2%) a 7,4 %
(EPS-p20-6%) pour le greffage du p5 et p20 respectivement (Tableau Xl) et ce malgré un
double ajout séquentiel d’EDC/NHS. Augmenter la quantité relative en NH2 (pNIPAM) vis-a-vis

des COOH de I'EPS (diminution du ratio molaire COOH:NH;) améliore la densité de greffage
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A)
| | m EPS-p5-16%: v =0,06
- EPS-p5-8%:v =0,04 W—M
| | m EPS-p5-3%:v=0,04
| | m EPS-p5-2%:v=0,05
m EPS-p5-0%:v=0,68
|| mEPS:v=0,73
=
£ 100.007
I T T T | T U T | [N | I T 1Tl [
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B) (g/mol)
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Figure 41. Coefficients hydrodynamiques v calculés a partir de la pente du tracé log-log du rayon de giration (Rg) en
fonction de la masse molaire moyenne en poids (Mw) obtenus en FI-AF4-MALS-dRI pour A) les EPS-p5 et B) les EPS-p20

(& 1 mg/ml en EPS).
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des AU (de 0,2 a 16 %) en augmentant la probabilité de rencontre entre le pNIPAM a
terminaison amine et l'acide carboxylique du polysaccharide activé par EDC/NHS et ce
particulierement lorsque le pNIPAM est en excés molaire (1:1,5, condition 1, EPS-p5-16%).
Toutefois, I'efficacité de la réaction de greffage du pNIPAM (pourcentage de pNIPAM greffé
vis-a-vis du pNIPAM initial) reste relativement faible (10,4 %). Il est possible d’envisager que
le greffage des premiéres chaines de pNIPAM puisse limiter le greffage d’autres chaines en
raison de I'encombrement stérique et de la diminution de I’accessibilité des AU voisins. Il est
également envisageable que le pH de la réaction, de 4,8, ne permette pas d’atteindre des
pourcentages de greffage trés importants, du fait que I'extrémité amine du pNIPAM soit
majoritairement sous forme ammonium. Une autre possibilité serait que toutes les chalnes
de pNIPAM commercial ne soient pas fonctionnalisées par une extrémité amine et donc
indisponibles pour le greffage dans ce cas précis. Enfin, la masse molaire moyenne du pNIPAM
mesurée par FI-AF4-MALS-dRI en solution aqueuse est beaucoup plus élevée (~ 100 000
g/mol) (Tableau XI), par rapport a celle déterminée par les fournisseurs (5 500 g/mol pour p5
par titration a I'acide chlorhydrique (Sigma Aldrich) et 20 000 g/mol pour p20 par SEC en
diméthylformamide (DMF) (Polymer Source)). Les chaines de pNIPAM ont tendance a
s'agréger en solution aqueuse sous la LCST via les interactions inter-chaines, en formant des
clusters tels que décrits par Yan et al. (2015). Cette agrégation pourrait également limiter le

greffage des chaines de pNIPAM sur I'EPS en diminuant leur disponibilité.

Bien que plusieurs études décrivent le greffage de polysaccharides anioniques par le
pNIPAM, seulement quelques-unes déterminent la densité de greffage des AU. Safakas et al.
(2021) ont rapporté le greffage de 3 chaines de pNIPAM (23 000 g/mol) par chaine d’alginate
(140 000 g/mol), tandis que Guo et al. (2018) ont fonctionnalisé une chaine d’alginate (60 000
g/mol) avec 2 chaines de pNIPAM (14 000 g/mol). Méme si la présence de pNIPAM libre
résiduel est parfois supposée (Barbier et al., 2023), elle n’est quasiment jamais quantifiée. Les
techniques séparatives exploitant les différences notables de masses molaires des polyméres
greffés et du pNIPAM libre sont tres peu exploitées malgré leur efficacité (Bokias et al., 2001).
Dans notre cas, I'analyse FI-AF4-MALS-dRI révele ainsi que le pNIPAM libre représente de 60
% (EPS-p5-2%) a 76 % (EPS-p5-16%) des produits finaux EPS/p5 et de 79 % (EPS-p20-0,2%) a
85 % (EPS-p20-6%) des produits finaux EPS/p20 (Figure 42). La taille des agrégats de pNIPAM

libre (~ 100 000 g/mol) semble avoir limité son élimination par dialyse a travers la membrane
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au seuil de coupure de 50 000 g/mol pourtant bien supérieure a la masse molaire moyenne
des pNIPAM utilisés (p5, Mn 5 500 g/mol et p20, Mn 20 000 g/mol). L’efficacité de la dialyse
du pNIPAM libre est en effet de 39 % pour le p5 et 34 % pour le p20. D’autres études ont
également eu recours a la dialyse pour I’élimination de chaines de pNIPAM non greffées de
taille similaire (Mn 14 000 g/mol (Tan et al., 2012)) voire supérieure (Mn 44 000 g/mol (D’Este
et al., 2012) sans pour autant quantifier in fine le pNIPAM résiduel.

Afin d’améliorer I'équilibre osmotique et ainsi favoriser I’élimination du pNIPAM libre,
le nombre de jours de dialyse a été doublé (6 jours), de méme que le nombre de changements
du dialysat par jour (4 fois par jour). Des tampons basiques (bicarbonate de sodium 500 mM,
pH 8,5 et acide borique 500 mM, pH 9,5) favorisant la forme amine du pNIPAM ont également
été employés, dans I’hypothése que des interactions ioniques entre la forme ammonium du
pNIPAM-NH; et les acides uroniques non greffés de I'EPS participent a la séquestration du
pNIPAM libre. La présence de sel pouvait également favoriser la dissociation des agrégats de
pNIPAM. Or, aucune de ces modifications ne s’est avérée significativement efficace. Ceci
semble démontrer que seules les chaines non agrégées de pNIPAM libre ont été éliminées lors
de la dialyse au seuil de coupure 50 000 g/mol et que le pNIPAM restant est principalement

séquestré pour des raisons stériques.

La composition des produits finaux (discutée dans ce paragraphe) étudiés dans le reste
du manuscrit est résumée sur la Figure 42. La proportion en EPS et pNIPAM greffé au sein des

EPS-pNIPAM (polymeres greffés hors pNIPAM libre) est également détaillée sur la Figure 43.
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Figure 42. Composition des produits finaux issus du greffage EPS/p5 et EPS/p20. L’EPS-p5-0% est une association non

covalente entre I'EPS et le pNIPAM.
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Figure 43. Composition détaillée des polyméres greffés, EPS-pNIPAM, en EPS et pNIPAM greffé. Le schéma réprésente la
densité de greffage (Tableau XI) d’une chaine d’EPS simplifiée modélisée par 100 acides uroniques successifs (en bleu)
greffés par x chaines de pNIPAM (en rouge)
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3.2.2. Estimation de la présence de PpNIPAM libre par dosages
spectroscopiques

Malgré I'utilisation d’'une membrane de dialyse au seuil de coupure (50 000 g/mol)
respectivement 10 fois et 2,5 fois plus grand que le p5 et p20, le pNIPAM non greffé,
représente une part non négligeable des produits finaux démontrant I'importance d’analyser
leur composition au terme du greffage. Dans le cadre d’une série de réactions de greffage ou
d’une phase d’optimisation de la purification, I'évaluation rapide de cette composition peut
étre souhaitable. Or, en FI-AF4, la durée de la séquence d’élution d’un échantillon est de 42
minutes. A cela s’ajoute I’élution d’un blanc nécessaire pour |'établissement de la ligne de
base. Enfin, pour des résultats fiables, un triplicat est essentiel. La durée totale d’analyse pour
une condition est donc de 252 minutes. Ainsi, le FI-AF4 est un procédé robuste mais lourd en

terme de temps d’analyse.

A l'inverse, les dosages spectroscopiques reposent sur des réactions rapides de
guelques minutes a quelques heures, généralement réalisables en microplague permettant
un screening rapide d’'un ensemble d’échantillons. Les acides uroniques de I'EPS étant greffés
par I'extrémité amine du pNIPAM au cours de la réaction de greffage, le suivi de la diminution
du nombre de fonctions carboxyles libres est une des possibilités. En effet, en comparaison
d’un EPS natif, une quantification directe du pourcentage d’acides uroniques greffés serait
possible par des dosages d’acides uroniques standards (Blumenkrantz & Asboe-Hansen, 1973;
Cesaretti et al., 2003; Van den Hoogen et al., 1998). La question de I'accessibilité des acides
uroniques de I'EPS pouvant étre posée, notamment apres le greffage par quelques chaines de
pNIPAM, le suivi de la diminution du nombre de fonctions amines a été privilégié. Une fois
greffée, I'extrémité amine du pNIPAM, a l'origine du pont amide liant EPS et pNIPAM, n’est
plus disponible. Quantifier la présence de la fonction amine revient donc a doser le pNIPAM
libre non greffé. Connaissant la concentration de produit final utilisée pour le dosage et les
proportions d’EPS (considérées inchangées) pour chacune des conditions, la proportion de
pNIPAM greffé pourra étre supposée a partir de la détermination du pNIPAM libre,

permettant ainsi de remonter a la densité de greffage des acides uroniques de I'EPS.

Udenfriend et al. (1972) sont les premiers a avoir décrit la fluorescamine comme un
réactif permettant la détection a haute sensibilité des amines primaires (en comparaison de
la ninhydrine). Cette méthode est aujourd’hui utilisée couramment (Grant & Pattabhi, 2001;
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Shiroya et al., 1995; Sugiura et al., 2009). Par exemple, le degré de fonctionnalisation d’un
pNIPAM (Mn 39 200 g/mol) par NH; a été évalué par Lee et al. (2010). Parmi les paramétres
susceptibles d’'impacter la réaction, I'un des plus importants est le pH du milieu. Si le pH est
trop bas, I'extrémité amine du pNIPAM sera protonée et donc indisponible pour la réaction.
A l'inverse, si le pH est trop élevé, I'hydrolyse de la fluorescamine semble prédominer sur la
réaction fluorogene. En milieu neutre ou légerement alcalin (8 a 9), les fluorophores sont
stables a température ambiante pendant des heures (De Bernardo et al., 1974) et la réaction
est terminée en quelques minutes (Udenfriend et al., 1972). Il est également reconnu que la
réaction est affectée par les sels du tampon. A pH 8, la réaction serait 4 fois plus importante
en tampon phosphate 0,1 M qu’en tampon borate 0,1 M (Stein et al., 1974). La cinétique de
I'hydrolyse de la fluorescamine a pH 8 serait également réduite de moitié en tampon
phosphate par rapport au tampon borate, tandis qu'une diminution de la concentration de
borate de 0,10 M a 0,05 M a pH 9 entrainerait une augmentation du taux d'inactivation de la
fluorescamine. Sur la base de ces résultats, le dosage de la fluorescamine a été appliqué aux
produits finaux EPS/p5 afin de quantifier la présence de pNIPAM-NH; libre en comparant les
valeurs obtenues a celles déterminées en FI-AF4-MALS-dRI. Différents sels de tampons a 0,1

M, pH 8,5 ont été testés pour évaluer leur effet sur la réaction (protocole en 11.2.3.3.1).

Les pourcentages massiques de pNIPAM libre déterminés par le dosage fluorimétrique

sont bien inférieurs a ceux obtenus en FI-AF4-MALS-dRI (Tableau XIl). lIs varient de 14 % a 34

Tableau Xll. Pourcentages massiques de pNIPAM libre au sein des produits finaux EPS/p5 obtenus par FI-AF4, par dosage
fluorescamine et dosage TNBS (& 1 mg/mL). Pour les dosages spectroscopiques, une gamme de p5 « brut » (Sigma) a été
utilisée (0 & 0,4 mg/mL).

EPS-p5-16% | EPS-p5-8% | EPS-p5-3% | EPS-p5-2% | EPS-p5-0%

[N
<
<- Acétate d’ammonium 0,1M 76 75 68 60 67
o

) Borate 0,1 M pH 8,5
c (pente = 299,63 ; R2 = 0,9953) 32 34 32 24 40

€ | Bicarbonate de sodium 0,1 M pH 8,5

S (pente = 140,07 ; R? = 0,9991) 21 17 20 18 35

[7,)

H PBS 0,1 M pH 8,5 5 - 5 ”

° (pente = 435,31 ; R2 = 0,9932) 8 8 30
= Eau 23 31 21 14 23
U (pente = 474,13 ; R = 0,9975)

2 Bicarbonate de sodium 0,1 M pH 8,5
E (pente 0,601 ; R, =0,9982) 21 22 26 24 31
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% en fonction du tampon et de I'EPS-p5 étudié contre 60 % a 76 % d’apres FI-AF4-MALS-dRI
(Figure 42). Afin de déterminer si la diminution mesurée provient du dosage a la
fluorescamine, un autre dosage des amines primaires a été utilisé. Le dosage TNBS est un
dosage colorimétrique qui repose sur la formation d’'un composé orangé en présence d’amine
primaire (protocole en 1.2.3.3.2). Liu et al. (2017) ont ainsi mesuré le degré de
fonctionnalisation d’un pNIPAM (Mn 3 500 a 5 200 g/mol) par NH2, de méme que Chen et al.
(2011) (pNIPAM, Mw 36 000 g/mol) via ce dosage. Le greffage des fonctions amines d’un
chitosane par un pNIPAM-COOH a également été ainsi évalué (Chen & Cheng, 2009). Or, ce
dosage colorimétrigue donne des résultats relativement similaires a ceux du dosage
fluorimétrique par la fluorescamine avec des pourcentages de pNIPAM libre variant de 21 a

26 %.

Pour la réalisation de ces deux dosages, une gamme de p5 « brut » issu du contenant
commercial Sigma puis solubilisé dans le tampon considéré a été utilisée. Or, le pNIPAM libre
dosé au sein des produits finaux a subi le cycle de la réaction (solubilisation dans MES 50 mM,
pH 4,8) puis la dialyse (NaCl 24 h et eau osmosée 48 h). Il s’avere qu’une gamme de p5
« dialysé », issu d’un p5 pour lequel le procédé de la réaction a été appliqué (condition de
réaction sans EPS/EDC/NHS, puis dialyse), présente une pente dont la valeur est divisée par 2
en comparaison d’'une gamme de p5 « brut » (exemple : 70,174, R?2 = 0,9992 en tampon
bicarbonate 0,1 M pH 8,5) et ce quel que soit le tampon et le dosage considéré
(fluorescamine/TNBS). Pour une méme concentration en pNIPAM libre, la réponse obtenue
est donc deux fois plus faible. Deux hypothéses peuvent étre envisagées pour expliquer ce
résultat : (1) les conditions de solubilisation et de dialyse diminueraient par la suite la
réactivité de I'extrémité amine du pNIPAM libre issu du procédé ; cette diminution pourrait
étre due a I'agrégation des chaines de pNIPAM comme observée par FI-AF4-MALS-dRI et/ou
(2) le p5 « brut » contiendrait des résidus (certainement issus de la polymérisation du NIPAM
et de la fonctionnalisation du pNIPAM obtenu) capables de réagir avec les réactifs
fluorescamine/TNBS et ainsi d’augmenter la réponse du dosage. Ces molécules seraient

éliminées lorsque le pNIPAM est dialysé.

Avec cette nouvelle pente, la valeur du pourcentage de pNIPAM libre est donc
multipliée par 2. Pour I'EPS-p5-0%, qui ne contient que de I'EPS et du pNIPAM libre, le dosage

a la fluorescamine utilisant le tampon bicarbonate 0,1 M, pH 8,5 ainsi que le dosage TNBS
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s’approche ainsi du pourcentage d’amine libre défini par FI-AF4 (67 %) avec 70 % et 62 %
respectivement. Cependant, il s’avere que le pourcentage d’amine libre pour les échantillons
greffés, bien que doublé, ne dépasse pas 46 %. Une différence de réponse entre les composés
EPS-p5 greffés et EPS/p5 libre (EPS-p5-0%) est donc observée et semble provenir des
caractéristiques des polymeére formés EPS-pNIPAM. Pour ces polymeres, Il est possible
d’envisager que le pNIPAM libre soit en interaction avec les chaines de pNIPAM greffées et/ou
séquestré au sein des agrégats formés par les interactions inter-chaines d’EPS-pNIPAM
identifiés en FI-AF4-MALS-dRI. Le pNIPAM libre serait donc moins disponible pour la réaction
avec la fluorescamine. L'autre hypothése provient d’une altération de la réponse des dosages
provoquée par I'EPS-pNIPAM. En effet, la fluorescamine présente la capacité de réagir avec
une large gamme de composés nucléophiles (amines, alcools et thiols). Or, seules les amines
primaires peuvent donner des produits fluorescents avec le réactif. Ainsi, les alcools peuvent
donc en interagissant avec la fluorescamine conduire a une diminution de la réponse de
fluorescence (Castell et al., 1979; De Bernardo et al., 1974; Derayea & Samir, 2020). Les
groupements hydroxyles de I'EPS pourraient diminuer la réponse du dosage. Il n’y a cependant
pas de raison évidente permettant de justifier pourquoi cet effet serait renforcé dans le cas
d’un EPS-pNIPAM vis-a-vis d’un EPS seul, la quantification du pNIPAM libre étant acceptable
dans le cas de [I'EPS-p5-0%. Outre les réactions covalentes parasites possibles,
I'environnement de réaction du dosage affecte également l'intensité de fluorescence des
dérivés de fluorescamine, une fois formés (Stein et al., 1974). Comme preuve de concept,
Giovannini et al. (2021) ont mélangé la forme fluorescente de la fluorescamine (activée aprés
conjugaison avec le chitosane) avec une argile de montmorillonite (MMT) (composé de silicate
d’aluminium et de magnésium hydraté) a différentes concentrations. La réponse de la
fluorescamine-chitosane en présence de MMT a été augmentée. A l'inverse, Suliman et al.
(2008) ont relevé une diminution du signal de la fluorescence en présence de SDS. Ainsi, les
mécanismes qui conduisent a l'altération des propriétés optiques d'un fluorophore et
chromophore liés aux molécules environnantes (formation de liaisons hydrogéne, interactions
acide-base, transfert de charge) pourraient également expliquer les différences observées par
les dosages spectroscopiques de pNIPAM libre entre les EPS-pNIPAM greffés et le mélange
libre EPS/pNIPAM (EPS-p5-0%), au vu des caractéristiques physico-chimiques propres de I'EPS-
pNIPAM (Mw> 10 & g/mol, structure dense).
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Le pourcentage de pNIPAM libre étant fortement sous-estimé par ces méthodes
spectroscopiques, elles pourront étre utilisées uniguement a des fins de détection « on/off »

indiquant la présence ou I’absence relative de pNIPAM libre au sein des produits finaux.

3.2.3. Analyse du greffage par réflexion totale atténuée - Spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier (ATR-FTIR)

Les polymeres EPS natif, pNIPAM (p5 et p20) et EPS-pNIPAM (libre ou greffés) ont été

analysés par spectroscopie ATR-FTIR (protocole en 11.2.3.4). Les spectres EPS, p5 et EPS-p5

sont présentés sur la Figure 44.A et ceux des échantillons d’EPS-p20 sur la Figure 44.B.

Les régions d'absorption de l'infernane concordent avec les bandes vibrationnelles
décrites par Raguénés et al. (1997) et par Guezennec et al. (1998). Une large bande
d'absorption autour de 3310 cm™ et une bande faible autour de 2920 cm™! sont associées,
respectivement, aux vibrations d'étirement OH et CH. Deux fortes absorptions a 1600 cm™ et
1408 cm™ sont attribuées aux vibrations d'étirement asymétriques et symétriques des
groupements carboxylates. La bande d'absorption autour de 1350 cm™ est attribuée aux
vibrations de déformation CH>/CHs et C-OH. Les bandes d’absorption a 1250, 820 et 600 cm?
sont attribuées aux esters de sulfate. La bande autour de 1016 cm™ coincide avec les vibrations
d'étirement du C-O des cycles pyranoses du polysaccharide.

Les spectre ATR-FTIR du p5 et p20 présentent les signaux caractéristiques du pNIPAM.
La bande d'absorption autour de 3300 cm™ est associée a la vibration d'étirement NH. Les
bandes amide | (1635 cm™), amide Il (1535 cm™) et amide Il (1170 - 1130 cm™) sont
caractéristiques des vibrations de déformation C=0, NH et d'étirement CN, respectivement.
Les deux bandes a 1387 et 1367 cm™! sont associées a la vibration de déformation symétrique
des méthyles du groupement isopropyle du pNIPAM. Enfin, les bandes autour de 2800 a
3100 cm™ et a 1457 cm™ correspondent aux vibrations d’étirement asymétriques et de
déformation asymétriques des groupements CH/CH,/CHs.

Les spectres des polysaccharides greffés EPS-pNIPAM ont un profil d'absorption
similaire a celui du pNIPAM seul hormis a 1016 cm™, ol I'on observe la diminution de la bande
du cycle pyranose, conformément a la proportion massique d'EPS au sein de chaque produit
final (de 9 a 33 % pour les EPS-p5 et de 5 a 19 % pour les EPS-p20 respectivement, Figure 42).
Aucune nouvelle bande d'absorption attestant du greffage du pNIPAM sur I'EPS n’est
observée car la réaction de couplage conduit a la formation d'une liaison amide entre les
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acides carboxyliques de I'EPS et I’'amine du pNIPAM, déja présente au sein de |'unité répétitive
du pNIPAM (une chaine de pNIPAM p5 et p20 comportent respectivement 48 et 176 fonctions
amides ; 5 500 ou 20 000 g/mol divisé par la masse molaire de I'unité répétitive 113 g/mol).
Le greffage, autrement dit la liaison amide formée, aura donc un impact tres faible sur
I'intensité totale de la bande amide en ATR-FTIR (2 % (1/49) et 0,6 % (1/177) pour le greffage
EPS/p5 et EPS/p20 respectivement). Ainsi, il n’est pas possible a partir des spectres ATR-FTIR
de faire la distinction entre le pNIPAM libre et le pNIPAM greffé dans le cas d’un greffage
conduisant a la formation d’une liaison amide comme affirmés par D’Este et al. (2012). En
effet, le spectre ATR—FTIR d'EPS-p5-2% se superpose a celui de I'EPS-p5-0% non greffé.
Néanmoins, la technique FTIR est couramment employée pour justifier I'efficacité du greffage
de pNIPAM-NH,/polysaccharide-COOH comme pour I'alginate (Li et al., 2015; Soledad Lencina
et al., 2014), I'acide hyaluronique (Chen et al., 2011; Ha et al., 2006), le carboxyméthyle guar
(Gupta et al., 2011) ou encore le pNIPAM-COOH/polysaccharide-NH; avec le chitosane (Chen
& Cheng, 2006; Lai & Luo, 2017) qui conduisent pourtant a la formation d’'un pont amide
présent au sein du pNIPAM. Seul le rapport massique pNIPAM/polysaccharide sera une
nouvelle fois acquis par cette approche, I'information ayant déja été obtenue par la pesée du

produit final au terme de la lyophilisation.

3.2.4.  Analyse du greffage par Résonance Magnétique Nucléaire (RMN)

Afin de mieux comprendre la structure de I'EPS-pNIPAM, la spectroscopie RMN a été
appliquée pour caractériser finement le greffage covalent entre les deux polyméres (protocole
en 11.2.3.5). Les spectres RMN-'H de I'EPS, du p5, de I'association non covalente (EPS-p5-0%)
ainsi que du polymere greffé EPS-p5-2% ont été mesurés a 40 °C, une température supérieure
a la LCST du pNIPAM. Cette température offrait une meilleure résolution des pics obtenue
pour les protons situés dans un systeme plus rigide (Coronado et al., 2011). Une comparaison
des spectres a clairement révélé une prédominance écrasante des pics liés a p5 par rapport a
I'unité répétitive EPS (Figure 45), comme déja observée pour le greffage de pNIPAM sur des
polysaccharides de haute masse molaire (Ciocoiu et al., 2018; Coronado et al., 2011; Ter Boo
et al., 2016). Cela pourrait étre dd : 1) au nombre plus élevé d'unités répétitives p5 par rapport
aI’EPS (environ 48 unités x 34 chaines greffées soit 1632 unités répétitives contre 567 (Tableau
VIIl), respectivement), mais également 2) a un temps de relaxation transversal plus court de

la chaine polysaccharidique causé par des mouvements lents associés a sa longueur élevée.
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Pour pouvoir caractériser la liaison covalente entre les deux polymeéres, un spectre H, 'H-
homonucléaire et un spectre H, 3C-hétéronucléaire 2D-RMN (COSY et DEPT-HSQC,
respectivement) ont été mesurés. L'attention s'est concentrée sur la région des spectres entre
environ 2,5 et 3,5 ppm, ol se situent les signaux 'H des groupements méthylénes du
groupement aminoéthanethiol (NH,CH,CH,S, indiqué en e et f Figure 45/46) a |'extrémité p5
terminale (Lima et al., 2021). En particulier, les groupements CH2N et CH3S résonnent a On/c
3,19/39,6 ppm et 2,82/30,1 ppm (f et e), respectivement, dans le spectre de p5 seul et de son
mélange avec le polysaccharide (EPS-p5-0%) (Figure 46), révélant ainsi que toutes interactions
ioniques entre I'amine du pNIPAM et les groupements carboxyles de I'EPS n'ont eu aucun effet
sur le déplacement chimique de la fraction aminoéthanethiol. Or, une augmentation de la

valeur du déplacement chimique H lié au groupement CH;N (f’) a été observée dans le
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Figure 45. Spectres RMIN-'H (D,0, 600 MHz, 40 °C) du p5 (noir), de I'EPS (violet), de ’'EPS-p5-0% (rouge) et de ’EPS-p5-2%
(bleu). Les signaux marqués d'un astérisque sont liés a des contaminants de faible masse molaire, comme le démontre leur
absence dans les spectres RMN-H diffusionnelle (DOSY, voir Figure S1).
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Figure 46. Structure chimique du pNIPAM et de 'EPS greffé. Région agrandie des spectres RMIN-'H et 'H, 13C-DEPT-HSQC
(600 MHz, D,0, 40 °C) des échantillons p5 (noir), EPS-p5-0% (rouge) et EPS-p5-2% (bleu) (groupements CH, en noir, rouge
et bleu, groupements CH et CHs en gris, orange et bleu clair dans les spectres DEPT-HSQC de p5, EPS-p5-0% et EPS-p5-2%,
respectivement). Les signaux marqués d'un astérisque sont liés a des contaminants de faible masse molaire, comme en
témoigne leur absence dans les spectres RMN-'H diffusionnelle (DOSY, voir Figure S1). Les fléches relient les signaux liés
aux protons sur les atomes de carbones adjacents, comme le révélent les spectres COSY (voir Figures $2-S4). Les spectres
RMN complets *H et 1H, 13C-DEPT-HSQC sont présentés sur les Figures S5-S7.
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spectre du polymere greffé EPS-p5-2%, en accord avec la présence d'un groupement
électroattracteur lié a I'atome d’azote, c'est-a-dire un groupement carboxyle formant une
liaison amide (Chen et al.,, 2005). De plus, les signaux uniques de CH;N et CH,S (f et e
respectivement), dans les spectres p5 et EPS-p5-0% DEPT-HSQC se sont divisés en trois signaux
différents dans le spectre EPS-p5-2% (f' et e’ respectivement), suggérant ainsi que
I'amidoéthanethiol (CONHCH,CH,S) est divisé en trois environnements chimiques différents
(Figure 46). Cela pourrait étre attribué a un effet des groupements C=0 impliqués dans les

liaisons amides, situés sur trois unités AU différentes de I'unité répétitive EPS.

La RMN-H est classiquement employée afin de déterminer I'efficacité du greffage
polysaccharide/pNIPAM (Barbier et al., 2023; D’Este et al., 2012; M.Liu et al., 2019; Soledad
Lencina et al., 2014). Lorsque ce dernier est établi par la formation d’un pont amide, déja
présent au sein du pNIPAM, le greffage ne pourra étre démontré par I'apparition d’un
nouveau signal. L'étude RMN des composés issus de tels greffages repose alors généralement
sur l'intégration des signaux caractéristiques des deux polymeéres tels que I'hydrogéne du
carbone anomérique (ou autres) du polysaccharide, et les hydrogénes des groupements
méthyles/méthylénes du pNIPAM. Or, a I'image de la technique FTIR, cette approche permet
uniquement d’évaluer la composition massique polysaccharide/pNIPAM, et n’est donc en
aucun cas une preuve de greffage. Seule I'utilisation de la RMN telle que réalisée au cours de
cette étude permet de démontrer le greffage covalent entre les polymeéres. La comparaison
systématique avec une association non covalente polysaccharide/pNIPAM (non greffé) est

également importante.

Dans le cas du greffage infernane/pNIPAM, on pourrait imaginer que le GalA de la
chaine principale est plus facilement accessible pour le greffage par les chaines de pNIPAM
que les 2 résidus GlIcA de la chaine latérale. Or, les résultats obtenus en RMN montrent que
I’ensemble des AU est disponible pour le greffage puisque les 3 positions sont occupées par

les chaines de pNIPAM, confirmant ainsi les résultats de simulations de DM (11.3.1).
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3.3. Caractérisation des propriétés thermosensibles de l'infernane greffé.

La composition des produits finaux ainsi que les densités de greffage de I'infernane étant
déterminées, la question de I'impact de ces caractéristiques sur les propriétés
thermosensibles des EPS-pNIPAM se pose. Notamment, les chaines de pNIPAM greffées
peuvent-elles induire (a ces densités de greffage) une transition de phase de I'ensemble du
polymére EPS-pNIPAM en fonction de la température ? Ceci passe par la détermination de la
température de transition (LCST) des polyméres greffés et en évaluant I'évolution

conformationnelle des chaines d’EPS-pNIPAM autour de cette température.
3.3.1. Détermination de la LCST dans des solutions semi-diluées d'infernane

greffé

La détermination de la LCST a été réalisée par une mesure de I'absorbance en fonction
de la température des solutions semi-diluées de polyméres EPS-pNIPAM (protocole en
1.2.4.1). A température ambiante, toutes les solutions préparées a 1 mg/mL sont
transparentes et I'absorbance est quasiment nulle (Figure 47). La turbidité apparait a 32 °C
puis continue a croitre avec la température comme le montre I'laugmentation progressive de
I'absorbance jusqu'a 38 °C. Le passage d'un aspect transparent a opaque a 32 °C résulte de la
transition de phase induite par I'association des chaines polysaccharidiques permise par les
chaines de pNIPAM greffées, montrant ainsi une nature thermosensible de l'infernane greffé.
En effet, dans les solutions semi-diluées au-dessus de la LCST, des repliements intra-chaines
et des associations inter-chaines entre les chaines de pNIPAM se produisent, ou les chaines
greffées créent des agrégats de type micelle diffusant la lumiére et agissant comme des
réticulations physiques (Guo et al., 2015; Mortisen et al., 2010; Petit et al., 2007). Cependant,
il ne peut étre exclu que la présence de pNIPAM libre (60 a 76 % pour les EPS/p5, Figure 42)
dans les échantillons d'EPS-pNIPAM contribue a I'augmentation globale de |'absorbance, en
particulier pour les EPS a faible densité de greffage, une évolution d'absorbance similaire étant
observée entre I'EPS-p5-0% non greffé et I'EPS-p5-2% légerement greffé (Figure 47.A). Barbier
et al. (2023) mettent d’ailleurs en avant que I'opalescence au-dessus de la LCST des polymeéres
hyaluronane-pNIPAM formés serait associée a la présence de pNIPAM non greffé résiduelle
(sans pour autant le quantifier). Cependant, la LCST de l'infernane greffé serait a minima
proche du pNIPAM pur (32 °C) au vu du profil d’évolution de I'absorbance proche de celui du

pNIPAM, et serait indépendante du pourcentage de greffage comme rapporté pour d'autres
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Figure 47. Evolution de I'absorbance avec la température pour des solutions semi-diluées (1 mg/mL, PBS, pH 7,4) A) de p5
et d’EPS-p5, et B) de p20 et d’EPS-p20. Des photographies illustrent I’évolution de la turbidité de la solution de p5 avec la
température.

polysaccharides-pNIPAM greffés, tels que I'alginate (Vasile & Nita, 2011), I'hyaluronane (Chen
& Cheng, 2009) et le pullulane (Constantin et al., 2017). Des propriétés thermosensibles
similaires avec une LCST a 32 °C sont également observées pour les EPS-p20 (Figure 47.B),

mais une absorbance plus élevée est mesurée en raison des chaines de pNIPAM plus longues.

Des mesures de DLS ont ensuite été effectuées pour déterminer l'effet de la
température sur la taille des polymeéres EPS-pNIPAM dans des solutions semi-diluées a 1
mg/mL (protocole en 11.2.4.2) (Tableau XIIl). En dessous de la LCST, a 25 °C, une population
majeure de ~ 10 nm est présente pour le pNIPAM seul (p5 ou p20) (Figure 48.A/B), ainsi qu'une
population de ~ 200 nm, résultant trés probablement de |'association de chaines de pNIPAM,
comme déja observée par FI-AF4-MALS-dRI (Tableau Xl). Au-dessus de la LCST, a 38 °C, une
seule population de pNIPAM de ~ 2300 nm a été mesurée, indiquant une agrégation des
chaines, induite par le réarrangement de I'eau a proximité de la surface du polymeére, dominée
par des interactions hydrophobes (Solorzano et al., 2020; Tavagnacco et al., 2018). Des
résultats similaires ont déja été rapportés par Yan et al. (2015) pour le pNIPAM seul en dessous

et au-dessus de la LCST. A lI'inverse, I'EPS seul ne présente aucune propriété thermosensible,
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Figure 48. Taille des particules des solutions semi-diluées (1 mg/mL, PBS, pH 7,4) en dessous (25 °C) et au-dessus (38 °C) de la
LCST. A) EPS et p5 a 25 °C et 38 °C, B) EPS et p20 a 25 °C et 38 °C, C) EPS-p5 a 25 °C, D) EPS-p5 a 38 °C, E) EPS-p20 a 25 °C et F)
EPS-p20 a 38 °C.Voir Tableau Xl pour plus de détails.
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la taille de la population majoritaire étant de ~ 900 nm quelle que soit la température (Figure

48.A, Tableau XIlII).

Dans le cas des polymeres EPS-p5, en dessous de la LCST (a 25 °C), quatre populations
sont observées (Figure 48.C) dont la principale (population 4) correspond le plus
probablement a I'EPS greffé avec une taille variant de 643 nm pour I'EPS le plus greffé (EPS-
p5-16%) a 1361 nm pour I'EPS faiblement greffé (EPS-p5-2%) (Tableau XlIl). L'augmentation
des tailles mesurées sous la LCST est corrélée au taux croissant d'EPS par échantillon (tous
préparés a 1 mg/mL, contenant ainsi de 9 % a 33 % d’EPS) (Figure 42). Avec |'augmentation de
la concentration d'EPS, les interactions inter-chaines médiées par les chaines de pNIPAM
greffées sont favorisées, conduisant a des tailles plus élevées que I'EPS pur a ces mémes
concentrations (Figure 48.A/C). L'EPS-p5-0% non greffé qui comporte le méme taux d’EPS que
I"EPS-p5-2% (33 %) présente ainsi une taille inférieure a celui-ci, 539 nm contre 1361 nm
respectivement. Ce résultat est en accord avec la conformation sphérique dense et les Mw
supérieures a 10° g/mol uniquement obtenues pour les EPS greffés en FI-AF4-MALS-dRI a
température ambiante (11.3.2.1). Les autres populations d'intensité plus faible a 25 °C sont trés
probablement issues de chaines agrégées de pNIPAM libre.

Au-dessus de la LCST, a 38 °C, une diminution de la taille des particules (588 nm (EPS-
p5-16%) a 730 nm (EPS-p5-2%)) est observée pour tous les échantillons d'EPS-p5 greffés avec
la présence d'une seule population (Figure 48.E, Tableau XlIl). Cette diminution indique le
changement conformationnel des EPS greffés, ou les interactions intra/inter-chaines
impliquant les chaines de pNIPAM greffées conduisent au repliement de la chaine
polysaccharidique, permettant d'adopter une structure plus compacte schématisée sur la
Figure 49, et ce d’autant plus que le polysaccharide est greffé. Ce repliement témoigne de la

flexibilité de la chaine de polysaccharide greffée discutée en simulations de DM (l1.3.1),

Figure 49. Représentation schématique de I'évolution conformationnelle d'une chaine isolée d'EPS-pNIPAM hypothétique
en dessous et au-dessus de sa LCST médiée par les interactions intramoléculaires entre les chaines de pNIPAM greffées. Les
interactions intermoléculaires ne sont pas représentées mais participent néanmoins au changement conformationnel.
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Tableau XllI. Distribution en intensité des tailles des particules de solutions semi-diluées de 'EPS, du pNIPAM (p5/p20) et des EPS-p5 et EPS-p20 (1 mg/mL, PBS, pH 7,4) a 25 °C et 38 °C.

Associé a la Figure 48.

25°C 38 °C
EPS  p5 | EPS-p5-16%  EPS-p5-8%  EPS-p5-3%  EPS-p5-2%  EPS-p5-0% | EPS  p5 | EPS-p5-16%  EPS-p5-8%  EPS-p5-3%  EPS-p5-2% EPS-p5-0%
Taille
Population 1 (nm) ) 14 14 8 18 12 19 i ) ) i ) ) )
% - 84 13 5 6 3 6 - ; ; - ; ; -
Taille
Population 2 (nm) 28 ) ) 28 ) 32 ) ) ) ) ) ) ) )
% 3 - - 10 - 4 - - - ; - : - -

. Taille 1 100 258 83 129 113 114 70 61 - - - ; - -
Population 3 (nm)

% 12 8 23 27 20 18 13 10 - - - - - -

. Taille 945 - 643 977 1341 1361 539 756 2330 588 593 624 730 2167
Population 4 (nm)

% 79 - 63 56 69 71 79 86 100 100 100 100 100 100

. Taille 1 1540 3500 - - 5120 5270 5460 5220 - ; ; ; ; -
Population 5 (nm)

% 7 8 ; - 5 5 1 4 ; ; ; ; - -
25°C 38°C
EPS  p20 | EPS-p20-6% EPS-p20-3%  EPS-p20-1% EPS-p20-0,2% EPS  p20 | EPS-p20-6%  EPS-p20-3% EPS-p20-1%  EPS-p20-0,2%
Population 1 Taille (nm) - 12 12 13 11 14 - - - - - -
P % - 80 25 17 11 30 - - - - ; -

. Taille (nm) 28 - - 38 33 - - - - - - -
Population 2 % 3 ) i 6 7 i i i i i i i
Pobulation 3 Taille (nm) 100 206 78 120 144 86 61 - - - - -

P % 12 19 15 13 19 32 10 - - - - -
. Taille (nm) 945 - 517 772 1219 658 756 1980 919 954 974 980
Population 4
% 79 - 60 57 59 38 86 100 100 100 100 100
Population 5 Taille (nm) 4940 5460 - - - - 5220 - - - _ -
P % 7 1 - - - - 4 - ; - : -
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particulierement accentuée au-dessus de la LCST ou les interactions entre les chaines de
pNIPAM greffées intra/intermoléculaires sont davantage favorisées. Un tel effondrement au-
dessus de la LCST a également été observé en DLS pour d’autres polysaccharides tels que
I'alginate (Vasile & Nita, 2011), le galactomannane (Lima et al., 2021) ou le dextrane (Carneiro
et al., 2021), apres greffage par du pNIPAM. A l'inverse, I’échantillon d’EPS-p5-0% non greffé
présente a 38 °C une taille bien supérieure, similaire au pNIPAM seul (~ 2200 nm). Par
conséquent, les chaines polysaccharidiques greffées possedent des propriétés
thermosensibles propres qui résultent de la présence des chaines de pNIPAM greffées,
indépendamment du pNIPAM libre au sein du polymere final.

Des résultats similaires ont été obtenus pour les EPS-p20. A température ambiante, la
taille des particules augmente avec le taux d’EPS relatif aux interactions inter-chaines établies
hormis pour I'EPS-p20-0,2% (658 nm, 19 % d’EPS), trés faiblement greffé, qui présente une
taille en solution légerement superieure a celle de I'EPS a cette concentration (Tableau XIlII),
en accord avec les résultats de FI-AF4-MALS-dRI montrant que la masse molaire et la
conformation établies étaient proches de celles de I'EPS natif (Tableau XI). Néanmoins, a
I'image des EPS-p5, tous les EPS-p20 affichent des propriétés thermosensibles au-dessus de la
LCST et notamment une taille de particules inférieure au pNIPAM seul (~ 950 nm, supérieure
a celle des EPS-p5 due a la longueur de chaine du pNIPAM greffé) (Figure 48.D/F et Tableau
XIl).

3.3.2. Etude de la morphologie de la chaine d'infernane greffée par

microscopie de force atomique (AFM)

L'imagerie AFM en mode contact intermittent a I'air a été utilisée pour étudier la
morphologie des chaines d’infernane greffées par le pNIPAM en dessous et au-dessus de la
LCST (protocole en 11.2.4.3). L'imagerie a été réalisée sur des échantillons fortement dilués afin
d’éviter l'agrégation des chaines au cours du séchage. Pour évaluer la morphologie des
chaines polysaccharidiques en dessous et au-dessus de la LCST, des solutions aqueuses d'EPS,
de pNIPAM (p5 et p20) et d'EPS-pNIPAM a 1 mg/mL ont été incubées a 20 °C ou a 37 °C, avant
d'étre diluées a 5 pg/mL dans de I'eau (maintenue a 20 °C ou 37 °C). Avant l'imagerie, les

échantillons ont été séchés sur une surface de mica fraichement clivée a 20 °C ou a 37 °C.
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En dessous de la LCST, la morphologie des chaines polysaccharidiques greffées differe
déja de celle observée pour I'EPS natif (non greffé) (Figure 50.A et Figure 51.A). Les chaines
apparaissent plus longues et fortement connectées avec une augmentation du diametre des
chaines (en hauteur) de 0,36 nm pour I'EPS natif non greffé a 0,43 nm et 0,71 nm pour I'EPS-
p5-8% et I'EPS-p5-16%, principalement observée sur les parties ramifiées. Des résultats
similaires ont été obtenus pour I'EPS-p20-1% (0,95 nm), suggérant qu'au moins deux chaines
polysaccharidiques greffées pouvaient s'associer via des chaines de pNIPAM (associations

inter-chaines) (Figure 50.B et Figure 51.B).

Au-dessus de la LCST, des chaines d’EPS repliées ont été uniquement observées pour
I"'EPS-p5-16% le plus greffé. Bien que la densité de greffage soit plus faible (< 16 %) que dans
les simulations de DM réalisées a température ambiante (= 33 % minimum), les images AFM
illustrent clairement I'existence d'une flexion locale des chaines polysaccharidiques
(accentuée au-dessus de la LCST) induite par les interactions intra-chaines. Cette flexion
favoriserait également les interactions des chaines de pNIPAM des régions éloignées de I'EPS

entrainant le repliement de la chaine globale. En plus des chaines polysaccharidiques repliées,

10 pm x 10 um

2umx 2 pm
20 : : 20
I 20°C I 20°C
37°C 37 C
0,36 +0,04 nm = 1,2640,12nm 15 0,51+0,10 nm

0,78 +0,29 nm 2,34+1,13nm 4,05+2,02nm

Nombre
Nombre

0 2 4 6 8

Hauteur (nm) Hauteur (nm) Hauteur (nm)

Figure 50. A) Images de hauteurs AFM (2 um x 2 um ou 10 um x 10 um) obtenues en contact intermittent dans l'air et
B) distribution de hauteurs de I'EPS, du p5 et du p20 a 20 °C et 37 °C.
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Figure 51. A) Images de hauteurs AFM (2 um x 2 um) obtenues en contact intermittent dans I'air et B) distribution de hauteurs d'EPS-p5-16%, d’EPS-p5-8%, d’EPS-p20-3% et
d’EPS-p20-1% a 20 °C et 37 °C. Pour I'EPS-p20-1%, les fleches bleues indiquent la présence d’assemblages nanométriques de chaines de pNIPAM greffées tandis que les
fléches rouges indiquent la présence supposée de nanoparticules de pNIPAM libre associées au pNIPAM greffé sur la chaine de polysaccharide.
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des chaines de pNIPAM libres non greffées associées sous forme de nanoparticules de 2,5 nm
de diameétre ont également été observées dans |'échantillon d’EPS-p5-16% (Figure 51.A/B).

Aucun repliement similaire de chaine n'a été visualisé au-dessus de la LCST, dans les
conditions tres diluées utilisées, pour les autres EPS-p5 et les EPS-p20 moins greffés, ou les
morphologies des chaines sont restées similaires en dessous et au-dessus de la LCST (Figure
51.A). En effet, la quantité d'AU fonctionnalisés par les chaines de pNIPAM de ces EPS greffés
(£ 132 AU) pourrait étre insuffisante pour permettre ['établissement d’interactions
intramoléculaires entre les chaines de pNIPAM greffées (statistiquement plus éloignées les
unes des autres car moins nombreuses) et par conséquent pour entrainer la flexion locale puis
globale de la chaine d’EPS. De plus, méme si les solutions ont toutes été réalisées a 5 pg/mL,
le taux d’EPS est inversement proportionnel a la densité de greffage (Figure 42). Pour les
polyméres moins greffés, les interactions inter-chaines sont ainsi favorisées vis-a-vis des
interactions intramoléculaires par un taux d’EPS plus important. En effet, les chaines de
polysaccharides greffées étaient clairement ramifiées sous la LCST, formant déja un réseau
connecté dans des solutions hautement diluées en comparaison de I'EPS (Figure 50.A et Figure
51.A).

Pour les échantillons d'EPS-p20 au-dessus de la LCST, quelques assemblages
nanométriques ont été observés sur les chaines polysaccharidiques (indiqués par les fleches
bleues sur la Figure 52), correspondant trés probablement a des structures micellaires
formées par les chaines de pNIPAM greffées en accord avec les modeles reportés dans la
littérature (Guo et al., 2015; Mortisen et al., 2010; Petit et al., 2007). Le pNIPAM libre
s’associant également sous forme de nanoparticules avec la température (Figure 50.A), il est
également possible d’envisager qu’au-dessus de la LCST, le pNIPAM libre s’associe aux
micelles formées par le pNIPAM greffé (indiquées par les fleches rouges sur la Figure 52, EPS-

p20-1%).

Figure 52. Représentation schématique issue de Guo et al. (2015) des assemblages micellaires de pNIPAM greffés indiqués
par des fléeches bleues dans I’échantillon d’EPS-p20-1%. Les fléches rouges indiquent la présence supposée de
nanoparticules de pNIPAM libre associées aux micelles de pNIPAM greffés sur la chaine de polysaccharide.
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3.4. Formation d’un réseau connecté de chaines d’EPS-pNIPAM par des

simulations de Monte Carlo.

Le comportement thermosensible des chaines d’infernane greffées ayant été montré,
I’étape suivante consistait a déterminer si ces chaines pouvaient former un réseau infini au-
dessus de la LCST. Dans ce but, des simulations de Monte Carlo ont été menées afin d’étudier
la capacité des chaines d'infernane greffées a former un réseau infini subissant une transition
sol-gel prés de la percolation, c'est-a-dire lorsqu'au moins un cluster forme un chemin continu
par des chaines connectées d'un c6té a l'autre du réseau (protocole en 11.2.5). Dans ces
simulations réalisées a 37 °C sur un réseau carré bidimensionnel de taille L, seules les
interactions attractives a courte portée entre les chaines de pNIPAM greffées appartenant a
des chaines polysaccharidiques voisines ont été considérées (autrement dit les interactions
inter-chaines). Contrairement a d’autres simulations de Monte Carlo ou aux simulations de
DM précédentes (11.3.1), ou I'échelle d'analyse était atomique (Cornette et al., 2003; Tzounis
et al., 2017), moléculaire ou au niveau de la chaine unique de polymeére, la brique élémentaire

de ces simulations était la chaine individuelle d’EPS-p20 (en particulier 'EPS-p20-6%).

Trois résultats de la méme simulation sont représentés sur la Figure 53.A pour
différentes probabilités d'occupation ¢ de 0,03, 0,06 et 0,08, cette derniére correspondant au
seuil de percolation. La simulation effectuée sur un réseau carré de 2 um de taille montre
clairement la construction du réseau d’EPS-pNIPAM avec la formation de clusters isolés ou les
chaines polysaccharidiques voisines sont connectées. Toutes les chaines appartenant au
méme cluster ont été mises en évidence avec la méme couleur et les couleurs sont liées a la
taille du cluster (c'est-a-dire le nombre de chaines formant le cluster ou le nombre de pixels
correspondant). Au fur et a mesure que la taille des amas augmente avec le nombre de chaines
déposées ou ¢, les amas voisins fusionnent jusqu'a la percolation, ou un chemin continu de
chalnes connectées existe, traversant le réseau d'un coté a l'autre. Fait intéressant, les
simulations de Monte Carlo ont correctement décrit les associations inter-chaines observées
par AFM, en considérant des concentrations de polymeres similaires (nombre de chaines
déposées comparables sur une surface de 4 pm?) (Figure 51.A). Ces simulations ont révélé
gu'un réseau percolé de chaines d’EPS-pNIPAM pouvait étre obtenu en ne considérant que
les interactions attractives entre les chaines de pNIPAM greffées appartenant a des chaines

d’EPS voisines.
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Figure 53. A) Résultats de la simulation de Monte Carlo sur un réseau carré de 2 um montrant la formation progressive de
clusters a partir de chaines d’EPS-pNIPAM connectées pour différentes probabilités d'occupation de 3,1 %, 6,2 % et 8 %.
Les mémes simulations montrant des chaines d’EPS en bleu et de pNIPAM repliées en rouge ont été présentées en dessous
(pour une meilleure visualisation, la largeur de ligne a été multipliée par cinqg). B) Courbes de probabilité de percolation
en fonction de la probabilité d'occupation pour différentes tailles du réseau carré. C) Courbe maitresse de la probabilité
de percolation en fonction de la probabilité d'occupation normalisée.
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D'autres simulations de Monte Carlo ont ensuite été effectuées en faisant varier la taille du

réseau carré, conduisant au méme résultat qualitatif (Figure 54).

A)

Figure 54. Résultats de la simulation de Monte Carlo montrant la formation progressive de clusters a partir de chaines
d’EPS-pNIPAM connectées, A) sur un réseau carré de 5 um pour différentes probabilités d'occupation de 5,0 %, 7,5 % et
7,6 % (de gauche a droite), et B) sur un réseau carré de 10 um pour différentes probabilités d'occupation de 3,8 %, 5,6 % et
8,3 % (de gauche a droite). Les mémes simulations montrant les chaines d’EPS en bleu et de pNIPAM repliées en rouge ont
été présentées en dessous (pour une meilleure visualisation, la largeur de la ligne a été multipliée par cing par rapport a la
représentation du-dessus).
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La transposition de ces simulations de Monte Carlo aux expériences futures n'est pas
simple car les simulations ont été réalisées pour des tailles finies du réseau alors que les
expériences correspondent a un réseau infini. Cependant, I'extrapolation du seuil de
percolation vers un systeme infiniment grand (¢*) peut étre effectuée par une analyse
d’échelle de taille finie (Wu et al., 2007). En effet, les courbes de probabilité de percolation en
fonction de ¢, calculées a partir de simulations pour des réseaux de différentes tailles, se
croisent en un seul point correspondant a ¢*. La Figure 53.B montre ces courbes obtenues a
partir de simulations sur des réseaux de tailles croissantes : 1 um, 2 um, 5 um et 10 um.
L'augmentation de la taille du réseau rend les courbes de probabilité de percolation plus
raides, qui tendent vers le cas limite de la fonction de Heaviside centrée sur ¢* pour un
systéme infini. A partir de ces simulations, le seuil de percolation pour un réseau infiniment
grand de chaines d’EPS-pNIPAM connectées peut étre estimé a 0,068.

Pour supprimer I'effet de la taille finie des simulations, la probabilité d'occupation a été
normalisée par ( ¢-¢* )L* ou o est I'exposant critique de la transition de phase se produisant
dans le systeme étudié. La Figure 53.C représentant la probabilité de percolation en fonction
de cette variable réduite, a révélé que toutes les courbes de la Figure 53.B se sont alignées sur
une seule courbe maitresse. Ce résultat, avec de nombreux points inclus dans la courbe
d’alignement, souligne que les valeurs de ¢ et o ont été déterminées avec précision. En
d'autres termes, le seuil de percolation et I'exposant critique des réseaux d’EPS-pNIPAM
étaient identiques pour différentes tailles de réseau, révélant le caractére universel de la
transition sol-gel prés de la percolation. En effet, les valeurs d’o. étaient tres proches avec
0,75, 0,77,0,73 et 0,72 pour les quatre tailles de réseau simulées. Une telle analyse d'échelle
de taille finie a déja été menée pour étudier la percolation de particules ou de segments
linéaires sur des réseaux bidimensionnels (Cornette et al., 2003; Wu et al., 2007). La
percolation de ces systémes appartenait également a la méme classe d'universalité que celle

des modeles de percolation aléatoire.

Ainsi, nos simulations de Monte Carlo ont révélé que les interactions inter-chaines
médiées par les chaines de pNIPAM greffées sont suffisamment fortes pour former un réseau
infini de chaines de polysaccharide, une caractéristique cruciale pour I'établissement d'un

hydrogel.
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4. Conclusion

Ce chapitre visait a octroyer a l'infernane, un EPS bactérien marin présentant des
propriétés biologiques mimétiques des GAG, des propriétés thermosensibles pour des
applications en ingénierie tissulaire. Les objectifs étaient donc (1) de greffer un polymére
thermosensible, le pNIPAM, a l'infernane, (2) d’évaluer les caractéristiques physico-chimiques
des EPS greffés, les EPS-pNIPAM, a savoir le degré de greffage, la masse molaire moyenne, la
conformation et la morphologie des chaines polysaccharidiques greffées et (3) de déterminer
les propriétés thermosensibles des EPS-pNIPAM. L'influence de la longueur des chaines de
pNIPAM sur ces propriétés a également été évaluée par I'utilisation de pNIPAM-NH, de deux

masses molaires distinctes (Mn 5 500 g/mol et 20 000 g/mol).

Le greffage des acides uroniques de I’'EPS natif a I'extrémité amine du pNIPAM-NH; a
ainsi été réalisé avec succes par la chimie des carbodiimides utilisant EDC/NHS. En faisant
varier le rapport molaire EPS/pNIPAM ainsi que la masse molaire du pNIPAM, huit produits
finaux ont été obtenus. Pour décrire leur composition ainsi que leurs caractéristiques physico-
chimiques, différentes techniques d’analyses conventionnelles telles que la FI-AF4-MALS-dRI,
les dosages spectroscopiques, I’ATR-FTIR et la RMN ont été employées. Les EPS greffés se
distinguent ainsi par leur densité de greffage des acides uroniques (de 0,2 a 16 %), par la masse
molaire du pNIPAM greffé ainsi que par la proportion d’EPS au sein des polyméres greffés EPS-
pNIPAM (de 31 a 93 %) (FI-AF4-MALS-dRI). Bien que I'ensemble des acides uroniques de I'EPS
soit disponible pour le greffage (simulations de DM), la réaction de greffage reste
partielle avec moins de 10 % du pNIPAM initial greffés (FI-AF4-MALS-dRI). Les chaines de
pNIPAM greffées sont néanmoins réparties sur les 3 AU de I'EPS (RMN). La masse molaire de
pNIPAM (de 5 500 a 20 000 g/mol) ne semble pas avoir d'impact sur le rendement réactionnel.
La caractérisation de la densité de greffage a été une tache complexe car la distinction entre
le pNIPAM greffé et le pNIPAM libre est délicate dans le cas d’un greffage établi par la
formation d’un pont amide, déja présent au sein du pNIPAM (ATR-FTIR, dosages
spectroscopiques, RMN). Cette distinction, habituellement négligée dans la littérature, a été
levée grace a la technique séparative FI-AF4-MALS-dRI, exploitant la différence notable des
coefficients de diffusion des polymeres greffés et du pNIPAM libre (liés a leur masse molaire)

et confirmée par la RMN.
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Une approche expérimentale a ensuite été réalisée pour évaluer les propriétés
thermosensibles des EPS greffés, notamment I'évolution des conformations et interactions
établies en fonction de la température, via plusieurs techniques complémentaires (UV-visible,
DLS, et imagerie AFM). Une température de transition LCST de I'ordre de 32 °C a été mesurée
pour les différents échantillons d'infernane greffés, indépendamment de leur composition et
densité de greffage (UV-visible). En dessous de cette température, de gros agrégats résultant
d’associations inter-chaines médiées par les chaines de pNIPAM greffées ont été mis en
évidence par DLS confirmant les conformations denses et les masses molaires moyennes
supérieures a 10° g/mol obtenues en FI-AF4-MALS-dRI (contrairement au non greffé et a 'EPS
tres peu greffé EPS-p20-0,2%).

Au-dessus de la LCST, le comportement des chaines de polysaccharides différe
également de celui de I'association non-covalente EPS/pNIPAM. La taille des polysaccharides
greffés a diminué, particulierement dans le cas des EPS-p5, ce qui a conduit a des structures
plus compactes provoquées par des interactions hydrophobes devenues dominantes (DLS).
Pour mieux comprendre la conformation moléculaire des chaines d'infernane greffées et leur
capacité a établir des interactions intra et inter-chaines, une approche théorique basée sur
des simulations de DM a été développée. Les simulations de DM a température ambiante ont
montré la tendance des chaines de pNIPAM, lorsqu'elles sont greffées a l'infernane, a interagir
les unes avec les autres par des interactions intra-chaines, entrainant la flexion du squelette
polysaccharidique. Un tel repliement de la chaine d’EPS-pNIPAM a été clairement favorisé au-
dessus de la LCST et observé par imagerie AFM, pour une densité de greffage suffisante (> 16
%) en solution hautement diluée. A l'inverse, les proportions plus importantes en EPS des
chaines d’EPS-pNIPAM faiblement greffées (< 8 %) ont favorisé les associations inter-chaines,
conduisant a un réseau de chaines polysaccharidiques connectées (imagerie AFM), et dont le
compactage au-dessus de la LCST a été observé uniquement pour des concentrations plus

élevées (1 mg/mL, DLS).

La possibilité de former un réseau percolé a également été confirmée par des
simulations de Monte Carlo, qui ne considéraient que des interactions a courte distance entre
les chaines de pNIPAM greffées appartenant a des chaines d’EPS voisines. Les interactions

inter-chaines médiées par les chaines de pNIPAM greffées étaient suffisamment fortes pour

~ 118~



Chapitre Il : Conception & Caractérisation d’un EPS thermosensible

former un réseau infini de chaines de polysaccharides, une condition nécessaire pour

I’établissement d'un hydrogel.

Il ressort donc de cette étude que le pNIPAM peut étre greffé avec succes sur l'infernane,
conférant ainsi des propriétés thermosensibles a cet EPS. La composition des polymeres EPS-
pNIPAM obtenus ainsi que leur densité de greffage, ajusté par le rapport molaire EPS:pNIPAM,
ont un impact indéniable sur ces propriétés thermosensibles. Dans le prochain chapitre, la
capacité de l'infernane-pNIPAM a former des hydrogels sera évaluée avant de mesurer les
propriétés mécaniques des hydrogels obtenus et d’étudier leur cytocompatibilité pour les

futures applications en ingénierie tissulaire.
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Chapitre Il : Caractérisation & Cytocompatibilité des hydrogels d’EPS-pNIPAM

1. Introduction

Au terme du Chapitre Il, huit polymeres thermosensibles EPS-pNIPAM ont été obtenus
avec succes. La composition, la densité de greffage ainsi que les propriétés physico-chimiques
et thermosensibles de ces EPS greffés ont été caractérisées a I'aide de différentes techniques
complémentaires. Afin d’évaluer leur potentiel pour une utilisation en ingénierie tissulaire en
tant que matrice modulant les activités biologiques des cellules, une caractérisation non plus
des chaines a I’échelle moléculaire mais des hydrogels doit étre réalisée, idéalement dans des

conditions les plus proches des tests biologiques in vitro/in vivo.

Dans ce contexte, ce chapitre lll porte sur I'étude des hydrogels issus des polyméres
EPS-pNIPAM. L'objectif est donc (1) de tester la capacité de gélification des EPS-pNIPAM a 37
°C, (2) de mesurer le gonflement ainsi que les propriétés mécaniques des hydrogels dans leur
état complétement hydraté, et enfin (3) de déterminer leur cytocompatibilité en présence de

cellules ensemencées.

L’'ensemble de ces analyses permettra d’apporter une meilleure compréhension de
I'influence simultanée de la composition/de la densité de greffage des polymeéres EPS-pNIPAM
sur les propriétés mécaniques des hydrogels et, in fine, sur le développement cellulaire. Cette
compréhension est indispensable pour une utilisation optimale de ces hydrogels en ingénierie

tissulaire.
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2. Matériels et méthodes

2.1. Testde gélification et stabilité des hydrogels d’EPS greffés en condition

de test in vitro

Afin d’évaluer qualitativement les propriétés de gélification des EPS greffés a
température corporelle (37 °C) en condition de test in vitro (111.2.6.3), différentes solutions en
régime concentré (7 % ou 10 % m/v) ont été préparées dans du tampon PBS (Gibco 1X, pH
7,4). Les EPS-p20, 'EPS-p5-16% et I'EPS-p5-8% ont été solubilisés a une concentration de 10
% m/v tandis que les EPS-p5-3%, EPS-p5-2% et EPS-p5-0% ont été solubilisés a 7 % m/v. Le p5
et p20 ont également été solubilisés a 10 % m/v en comparaison. Aprés 24 h de solubilisation,
les solutions ont rapidement été vortexées puis centrifugées afin d’éliminer d’éventuelles
bulles d’air formées. 30 pL de solutions ont alors été déposés dans une plaque 24 puits
(Nunclon Delta) puis incubés 1 h a 37 °C (5 % CO;, humidité contrélée). Aprés gélification, la
plague 24 puits a été positionnée sur une plague thermostatée a 37 °C (Scienceware
CultureTemp™). Les hydrogels ont alors été recouverts par 1 mL de milieu de Eagle modifié
par Dulbecco (DMEM 1X (+) 4,5 g/L D-glucose/L-glutamine (+) 110 mg/L sodium pyruvate
(Gibco), supplémenté en sérum feetal de veau (VWR) (10 % v/v), pénicilline/streptomycine
(Gibco) (1 % v/v) et GlutaMAX 100X (Gibco) (1 % v/v), préalablement chauffé a 39 °C. La plaque
24 puits a de nouveau été déposée en incubateur a 37 °C (5 % COz humidité contrélée). La
stabilité des hydrogels dans ces conditions a été évaluée sur une durée de 7 jours. Des
photographies ont été prises au premier jour (JO), au troisieme jour (J3), ainsi qu’au septieme

jour (J7) d’observation.

2.2. Estimation de la cinétique de transition sol/gel des EPS greffés

La cinétique de transition sol/gel des EPS greffés en régime concentré (7 ou 10 % m/v)
a température physiologique (37 °C) a été évaluée qualitativement par des mesures
spectroscopiques. Pour cela, les polyméres EPS greffés ont été solubilisés dans du tampon PBS
(Gibco 1X, pH 7,4) a 10 % m/v (p5, p20, EPS-p20, EPS-p5-16% et EPS-p5-8%) ou 7 % m/v (EPS-
p5-3%, EPS-p5-2%) puis stockées a température ambiante. Aprés 24 h, le lecteur de
microplaques Varioskan Lux (Thermo Scientific) a été préalablement thermostaté a 37 °C
pendant 10 minutes. Afin de recouvrir, la surface du puits, 100 uL de chaque solution

(préalablement vortexée et centrifugée) ont été déposés dans une microplague 96 puits. Des
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mesures d’absorbance a 550 nm (comme pour 11.2.4.1) ont été effectuées toutes les 10

secondes pour une durée de 10 minutes.

2.3. Mesure du gonflement des hydrogels d’EPS greffés en condition de
test in vitro

Le taux de gonflement des hydrogels d’EPS-greffés en milieu DMEM a été mesuré en
inserts (Greiner Bio-one, ThinCert™ 24 puits, 0,4 um, polytéréphtalate d’étyléne). Les
solutions d’EPS greffés ont été préparées dans du tampon PBS (Gibco 1X, pH 7,4) a 10 % m/v
(EPS-p20, EPS-p5-16% et EPS-p5-8%) ou 7 % m/v (EPS-p5-3%, EPS-p5-2%) puis stockées a
température ambiante. Apres 24 h, chaque insert a été préalablement taré (masse insert) puis
100 pL de chaque solution (préalablement vortexée et centrifugée) ont été déposés. Chaque
insert contenant les solutions a de nouveau été pesé (mMasse insert + hydrogel) PUis déposé en
plaque 24 puits (Greiner Bio-one). La masse de solution déposée (masse hydrogelinitial) €St ensuite
obtenue par la différence de ces deux masses. En incubateur, les solutions ont été gélifiées 1
h a 37 °C (5 % CO3, humidité contrélée). Sur plaque chauffante (Scienceware CultureTemp™)
a 37 °C et pour chaque insert, 1 mL de DMEM thermostaté a 39 °C a été déposé sous l'insert,
dans le puits, puis 200 uL par-dessus les hydrogels (t = 0 h).

La mesure du gonflement des hydrogels a été réalisée en triplicat. La mesure consistait
a prélever le milieu DMEM (sous et sur I'insert), nommé « surnageant » pourt=1h, 2 h, 4 h,
6 h,210u22h,300u31h,47 ou 48 h et 54 ou 55 h aprés le premier dép6bt (t = 0 h). Apres
chaque préléevement, un nouvel ajout de DMEM a été réalisé. Pour obtenir la masse du
surnageant de I’'hydrogel au temps t (Masse surnageant hydrogel), Chaque surnageant récupéré a été
pesé dans un Eppendorf préalablement taré. La masse de surnageant absorbé (masse surnageant
absorbé) €St ensuite obtenue par la différence de la masse de surnageant initialement déposé et
de la masse surnageant hydrogel Prélevée au temps t.

Le taux de gonflement a un instant t des hydrogels d’EPS-greffés est ainsi défini par le ratio de
la masse d’hydrogel aprés gonflement (masse surnageant absorbé + MASSE hydrogel initial) €t de la masse

initiale d’hydrogel (équation 4) :

masse (surnageant absorbé) + masse (hydrogel initial) (4)

Taux de gonflement =
9 f masse (hydrogel initial)

La masse de surnageant absorbé a été incrémentée a chaque prélevement.
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2.4. Détermination de la structure des hydrogels d’EPS-pNIPAM par

microscopie électronique a balayage (MEB)

La structure des hydrogels d’EPS-pNIPAM a été observée par MEB. Les solutions d’EPS
greffés ont été préparées dans du tampon PBS (Gibco 1X, pH 7,4) a 10 % m/v (EPS-p20, EPS-
p5-16% et EPS-p5-8%) ou 7 % m/v (EPS-p5-3% et EPS-p5-2%). Aprés 24 h, 200 uL de solutions
(préalablement vortexées et centrifugées) ont été déposés en cryotube puis gélifiés en bain
marie a 37 °C. Aprés 10 min, les cryotubes ont été déposés dans un contenant approprié et
immédiatement recouverts par de I'azote liquide. Apres congélation rapide, les cryotubes ont
été lyophilisés. Les observations des hydrogels lyophilisés ont été effectuées par Nicolas

Stephant (IMN, Nantes) en utilisant le microscope JEOL 7600F (JEOL, Etats-Unis).

2.5. Mesure des propriétés mécaniques des hydrogels d’EPS greffés par

AFM en condition de test in vitro

Les propriétés mécaniques des hydrogels d’EPS-greffés ont été mesurées par AFM. Les
solutions d’EPS greffés ont été préparées dans du tampon PBS (Gibco 1X, pH 7,4) a 10 % m/v
(EPS-p20-3%, EPS-p20-1%, EPS-p20-0,2%, EPS-p5-16% et EPS-p5-8%) ou 7 % m/v (EPS-p5-3%)
puis stockées a température ambiante pendant 24 h. 30 uL de solutions (préalablement
vortexées et centrifugées) ont été déposés puis gélifiés sur boite de Pétri maintenue a 37 °C
pendant 30 minutes (Scienceware CultureTemp™). Les hydrogels ont ensuite été immergés
dans du DMEM (a 39 °C) pendant 30 minutes a 37 °C avant d’effectuer les expériences a I'aide
d’un AFM Nanowizard® (JPK, Allemagne) (Figure 55). Ce microscope AFM est équipé d’une
platine chauffante permettant de contrdler latempérature du milieu liquide au sein de la boite
de Pétri avec une précision de 0,1 °C. Toutes les mesures mécaniques des hydrogels ont ainsi
été réalisées dans le milieu DMEM a 37 °C. Des expériences préliminaires n’ont pas montré de
réelles différences dans les réponses des hydrogels au cours du temps sur un suivi de 4 heures
apres leur préparation. Par conséquent, toutes les mesures AFM ont été effectuées entre 30
min et 2 heures aprés la préparation des hydrogels. Les mesures AFM ont été réalisées sur
plusieurs localisations pour un méme hydrogel et sur deux hydrogels provenant de deux
synthéses différentes pour chaque condition. Des leviers ayant une sphére en verre de 5 um

de diameétre (SQube) ont été utilisés pour ces expériences. La raideur normale de ces leviers a
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systématiquement été calibrée par la méthode du bruit thermique (implémentée dans le

logiciel JPK) avant les mesures, et était comprise entre 0,1 et 0,2 N/m.

Deux expériences différentes ont été effectuées par AFM, soit en mesurant des courbes
de forces conventionnelles, soit en modifiant ces courbes par I'ajout d’'une phase de maintien
de la pointe dans I’hydrogel. Les courbes de force ont été enregistrées avec une vitesse
constante de 1 um/s. Ces forces ont ensuite été converties en courbes force-indentation, et
la partie approche a été ajustée par le modele de Hertz pour déterminer le module élastique
des hydrogels. Pour les mesures micro-rhéologiques, des courbes de force modifiées ont été
réalisées en ajoutant une phase de maintien de 5 s entre les parties approche et de retrait
(enregistrées a haute vitesse, 20 um/s). Avant chaque expérience de relaxation, plusieurs
courbes de force ont été réalisées sur les différents hydrogels afin de déterminer avec

précision la force a appliquer correspondant a la profondeur d'indentation choisie.

A)

Figure 55. A) Photographie d’un microscope inversé surmonté d’un systéme AFM Nanowizard® (JPK, Allemagne). B)
Photographie d’un hydrogel d’EPS-p5-8% préparé pour la mesure par AFM (30 ulL, 10 % m/v PBS, gélifié 30 min a 37 °C et
recouvert par du milieu DMEM).
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2.6. Evaluation de la cytocompatibilité des hydrogels d’EPS-greffés

2.6.1. Tests de désinfection/stérilisation des hydrogels d’EPS greffés

Afin de pouvoir évaluer la cytocompatibilité in vitro des hydrogels d’EPS-pNIPAM,
différentes stratégies de désinfection ou stérilisation des EPS greffés, accessibles au
laboratoire, ont été appliquées. Des tests préliminaires sur I'EPS natif a la concentration

maximale en EPS au sein de I’hydrogel d’EPS-p5-2% (~ 2 % m/v d’EPS), ont été réalisés.

2.6.1.1. Méthode de désinfection/stérilisation
Température
L’EPS natif (20 mg) a été solubilisé a 2 % m/v (eau stérile) en Eppendorf (bain marie) ou
cryotube (autoclave) de polypropyléne. Apres 24 h, différentes conditions de température et
temps de chauffage ont été appliquées. Les solutions ont été chauffées a 70 °C (60 min), 80 °C
(15 min, 30 min et 60 min) ou a 90 °C (15 min, 30 min, 60 min) en bain marie, et a 105 °C (18
min) ou 121 °C (5 et 15 min) en autoclave. Les solutions ont été immédiatement refroidies en

bain d’eau glacée.

uv-c

La désinfection par les UV-C a été réalisée sur des solutions d’EPS natif sous poste de
sécurité microbiologique (PSM) (Figure 56). Les solutions d’EPS natif (20 mg) ont été préparées
a 2 % m/v (eau stérile) en Eppendorf de polypropyléne. Les distances D (en hauteur) entre les
échantillons et la lampe UV (Analytik Jena UVP Handheld UVGL-55, 6 W) étaient de 5 ou 14
cm. La durée de désinfection sous UV-C (254 nm) était de 15 min (uniquement pour la
condition 14 cm), 30 min ou 60 min. Pour une durée de 60 min, les Eppendorfs contenant les

solutions ont été retournés a la moitié du temps de désinfection.

La puissance du flux de rayonnement recu par unité de surface (irradiance) est donnée

par I'’équation 5 :

Irradiance (mﬂ) — Puissance (W) 5)

2 Surface (m?)
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Figure 56. Photographie du montage de désinfection par UV-C des solutions d’EPS a une distance D de la lampe. Ici D
=5cm.

L'irradiance a la sortie de la lampe était donc de 1852 W/m?. Selon la loi physique des carrés
inverses, I'énergie recue a une distance D de I’origine sera inversement proportionnelle a cette
distance au carré. Ainsi, en approximant I'origine du rayonnement a 1 cm de la sortie de la
lampe, I'irradiance était de 74 W/m? (25 fois moindre) et de 9,5 W/m? (196 fois moindre) pour
les échantillons situés a D = 5 et 14 cm respectivement.
La dose d’UV (exposition énergétique) recue est donnée par I’équation 6 :

Dose (mi) = Irradiance (%) x temps (s) (6)

2

Ainsi les doses d’UV appliquées ont été les suivantes :

A D =5cmde la lampe : 74 x temps (s)

e 30 min:Dose=133200J/m?
e 60 min : Dose =266 400 J/m?

A D =14 cm de la lampe : 9,5 x temps (s)
e 15 min : Dose = 8 550 J/m?

e 30 min:Dose =17 100J/m?2
e 60 min : Dose =34 200 J/m?
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Filtration a 0,22 um

L’EPS natif (65 mg) a été solubilisé a 0,1 % m/v dans de I'eau. La solution a alors été
filtrée sous vide de maniere séquentielle sur une membrane de pore 0,7 um (microfibre de
verre) puis 0,45 um (nitrate de cellulose) et enfin de maniére stérile a 0,22 um (acétate de
cellulose). Le filtrat final a été transféré en flacon stérile puis lyophilisé. Sous PSM, le produit

obtenu a été solubilisé a 2 % m/v dans de I’eau stérile.

2.6.1.1. Evaluation de la biocharge aprées désinfection/stérilisation

L'efficacité de la désinfection/stérilisation a été déterminée par I'évaluation de la
biocharge aprés étalement sur boite sous PSM. Pour la flore totale (flore marine et non
marine), le milieu PCA (ang. plate count agar) composé de tryptone (5 g/L), d’extrait de levure
(2 g/L), de glucose (1 g/L) et d’agar (12 g/L) a été utilisé (Biokar Diagnostics, Beauvais France).
Pour la flore marine, le milieu Zobell (milieu 2216E) composé de sels pour aquarium (33 g/L),
d'extrait de levure (1 g/L), de tryptone (1 g/L) et d’agar (15 g/L) (Organotechnie, France) a été
employé. Apres solidification des boites de gélose, 70 uL de solutions traitées selon les
méthodes décrites ci-dessus ont été déposés (en doublon) puis incubés en aérobiose 48 h a

30 °C. Des photographies des boites ont alors été prises.

2.6.1.2. Impact de la désinfection/stérilisation de I’EPS natif par HPSEC-MALS-
dRl

L'impact sur la chaine d’EPS, des conditions de désinfection/stérilisation pour
lesquelles aucune colonie n’a été observée, a été évalué en termes de masse molaire moyenne
en poids (Mw) et de rayon de giration (Rg). Ces parametres ont été déterminés par HPSEC,
une méthode d’analyse qui repose sur I’élution différentielle selon le volume hydrodynamique
des macromolécules au sein d’une colonne remplie d'un gel poreux, couplée a des détecteurs
concentration-dépendant, UV (Shimadzu, 280 nm) et réfractométre différentiel, dRI (OPtilab,
Wyatt Technology). Associée a un détecteur MALS (Dawn Heleos-Il, Wyatt technology, 663,8
nm), les caractéristiques polymériques peuvent étre décrites de facon absolue. Le systéeme
HPSEC comprend une colonne de garde (PL aquagel-OH-Mixte 8 um Agilent de dimension 7,5
mm x L50 mm) et une colonne de séparation (7,5 mm x L300 mm) dont le domaine de
fractionnement est compris entre 103-107 g/mol. Les solutions d’EPS traitées puis diluées (0,2

% m/v) ont été filtrées a 0,45 um (polyfluorure de vinylidene, PVDF). Le débit d’élution du
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tampon (0,1 M d’acétate d’'ammonium contenant 0,03 % d’azoture de sodium) filtré 3 0,1 um
(PVDF) a été fixé a 1 mL/min. Les résultats ont été analysés par le logiciel Astra 6.1. La méthode
de Zimm a été employée pour traiter les courbes obtenues. Les masses molaires moyennes
ont été calculées a partir de I'incrément d’indice de réfraction spécifique aux polysaccharides

(dn/dc) de 0,145 mL/g.

2.6.1.3. Sélection de la condition de désinfection/stérilisation des EPS greffés

pour les mesures in vitro
Les conditions de désinfection/stérilisation non destructrices de I'EPS natif
sélectionnées au terme de I'HPSEC-MALS-dRI, ont été appliquées a I'EPS-p5-8%. Apres
confirmation de I'efficacité des conditions a 7 jours (étalement sur boite, 111.2.6.1.1) et de leur
impact sur la gélification de I'EPS-p5-8% (test de gélification, 1Il.2.1), une condition de
désinfection a été choisie (i.e. 80°C-30 min) et appliquée a I'ensemble des EPS greffés pour la

suite des mesures in vitro.

2.6.2.  Culture cellulaire adhérente : HEK293

Les tests de viabilité cellulaire in vitro ont été réalisés sur des lignées issues de la
transformation de cellules de rein embryonnaire humain (ang. human embryonic kidney,
HEK293, en particulier HEK293 FT, abrégé en HEK293). La culture cellulaire adhérente a été
réalisée en flacon en présence de milieu DMEM (DMEM 1X (+) 4,5 g/L glucose/glutamine (+)
110 mg/L sodium pyruvate (Gibco), supplémenté en sérum fétal de veau (VWR) (10 % v/v),
pénicilline/streptomycine (Gibco) (1 % v/v) et GlutaMAX 100X (Gibco) (1 % v/v)). Arrivées a
confluence (surface du flacon et nutriments quasiment épuisés), le passage des cellules est
une procédure commune dans laquelle les cellules d'une culture donnée sont réparties dans
un nouveau flacon contenant du milieu frais. Sous hotte a flux laminaire, le milieu de culture
a été aspiré puis la surface du flacon a été lavée avec 7 mL de PBS (Gibco 1X, pH 7,4)
préalablement thermostatés (37 °C). Les cellules ont alors été décollées par I'ajout de 2,5 mL
de trypsine-EDTA (Gibco 1X) préalablement thermostaté (37 °C). L'ajout de la trypsine, enzyme
protéolytique, permet de catalyser les réactions d'hydrolyse des liaisons matrice-cellules et
cellules-cellules et par conséquent de décrocher les cellules adhérentes de la surface du flacon
et de dissocier les cellules entre elles. La présence d’EDTA, agent chélateur, permet également
la dissociation des jonctions adhérentes fortes, calcium-dépendantes, permises par les

cadhérines. Cette action étant favorisée par la chaleur, le flacon a été incubée a 37 °C (5 %
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CO,, humidité controlée) pendant 4 min apres |'ajout de trypsine-EDTA. Au terme de cette
étape, les cellules ont été suspendues apres ajout de 7,5 mL de milieu DMEM a 37 °C. Un
nouveau flacon contenant 12 mL de milieu DMEM « frais » a été ensemencé par 1 mL de la
culture précédente. La nouvelle culture issue d’'un passage au 1/10 a été incubée jusqu’au

passage suivant.

2.6.3. Ensemencement cellulaire et mesure de la viabilité
2.6.3.1. Ensemencement de cellules HEK293 dans un hydrogel de Cultrex et
mise en place d’un test de viabilité in vitro
Cette étude visait a mettre en place I'ensemencement de cellules d’HEK293 dans
un hydrogel témoin et I'évaluation de leur viabilité par le test AlamarBlue. Pour ce faire un
hydrogel de référence utilisé pour la culture in vitro a été utilisé. Le Cultrex™ reduced growth
factor basement membrane extract (Bio-Techne, Cultrex RGF BME, type R1) est une forme
soluble de membrane basale issue du sarcome murin d'Engelbreth-Holm-Swarm. Cet extrait
fournit un hydrogel de matrice extracellulaire naturelle qui gélifie a 37 °C pour former une
membrane basale reconstituée. L'étude a été réalisée a partir de cellules issues de passage

cellulaire numéro 10 et 14.

Ensemencement des cellules HEK293

Arrivées a confluence, un passage des cellules HEK293 a été réalisé (111.2.6.2). Avant
I’étape d’ensemencement, la suspension cellulaire post-trypsination a été passée sur tamis
0,40 um. Le filtrat a été centrifugé a 500 g pendant 5 min. Le surnageant a été aspiré puis le
culot cellulaire a été suspendu dans 1 mL de milieu DMEM. Une suspension cellulaire
concentrée a ainsi été obtenue. Pour la numération des cellules, 10 uL de trypan ont été
ajoutés a 10 pL de suspension cellulaire préalablement diluée au 1/10 (10 pL de suspension
cellulaire concentrée + 90 pL PBS (Gibco 1X, pH 7,4)) puis comptés en lame KOVA. Le nombre

de cellules au sein de la suspension cellulaire concentrée correspond a (équation 7) :

Nombres de cellules (suspension concentrée) =2 x 10 x N x 10? (7)

ou N est le nombre de cellules comptées au sein de 9 carreaux centraux.
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Différentes dilutions de cette suspension concentrée correspondant aux différentes
concentrations cellulaires a tester ont été préparées a partir de la forme soluble du Cultrex
(Tableau XIV). 30 pL de chaque solution « Cultrex + cellules » ont été déposés en doublon dans
une plaque 24 puits (Nunclon Delta, Thermo Scientific) puis incubés 30 minutes a 37 °C (5 %
CO2, humidité controlée). Apres gélification, 500 uL de milieu de culture DMEM ont été

ajoutés dans chaque puits (JO).

Tableau XIV. Concentrations cellulaires testées en HEK293 pour ’ensemencement dans I’hydrogel témoin Cultrex.

Condition1 Condition2 Condition3 Condition 4

Cellule/mL 3x10° 1x10° 0,3x10° 0,1x10°
Cellule/pL 3x103 1x10° 3x10? 1x10?

Volume

30 30 30 30
Cultrex (pL)
Nombre de
90x10°3 30x10° 9x103 3x10°
cellules

Test de viabilité AlamarBlue

La mesure de I'activité métabolique cellulaire a été réalisée a 2 jours (J2), 3 jours (J3), 4
jours (J4) et 7 jours (J7) apres ensemencement des cellules par un test fluorométrique. La
résazurine, composé oxydé de couleur bleue, est réduite par I'activité métabolique des
cellules vivantes en résorufine, composé rose fluorescent (Figure 57). Le protocole a été
réalisé comme suit : une solution commerciale AlamarBlue® (G-Biosciences) contenant de la
résazurine a été diluée dans du milieu DMEM thermostaté a 37 °C (DMEM + AlamarBlue, 20
% v/v). Le surnageant des hydrogels a été prélevé et substitué par 500 uL de DMEM +
AlamarBlue. Aprés 5h d’incubation a 37 °C (5 % CO,, humidité contr6lée), 100 uL de solution
ont été prélevés en triplicat et déposés en microplaque 96 puits. La fluorescence a été
mesurée au Varioskan LUX (ThermoFisher) (excitation : 560 nm ; émission : 590 nm) avec
comme référence le milieu DMEM + AlamarBlue. Le surnageant restant a été aspiré et les
hydrogels ont été rincés une premiére fois par 500 uL de PBS (Gibco 1X, pH 7,4) puis par 500
puL de DMEM. Apres 1 h, le milieu DMEM de ringage a été aspiré et remplacé par 500 plL de
milieu frais. Apres 24 h, I'opération de rincage a été répétée, afin de retirer toute trace du

réactif.
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Figure 57. A) Aspect du milieu de culture recouvrant le Cultrex (30 uL) contenant les cellules HEK293 avant test AlamarBlue.
B) Test AlamarBlue (20 % v/v DMEM, 5h). C) Aspect du Cultrex contenant les cellules HEK293 aprés prélévement du
surnageant.

2.6.3.2. Ensemencement des cellules HEK293 dans les hydrogels d’EPS-

pNIPAM et mesure de la viabilité par AlamarBlue
A partir du protocole réalisé pour I'ensemencement des cellules HEK293 dans le
Cultrex (ll.2.6.3.1), différentes modifications ont été réalisées sur la base des résultats
obtenus en 111.3.4.2.1. Le protocole de suivi des cultures a été adapté pour permettre un
changement du milieu de culture a 5 jours, lorsque celui-ci s’acidifie du fait de la multiplication

cellulaire.

L’étude a été réalisée a partir de cellules HEK293 issues des 5™ et 9™ passages
cellulaires d’une premiére culture de cellules et d’un 52™¢ passage d’une nouvelle culture issue
d’un autre aliquot du méme stock.

Les EPS greffés ont été solubilisés en tampon PBS (Gibco, pH 7,4) a 10 % m/v (p5, p20, EPS-
p20, EPS-p5-16% et EPS-p5-8%) ou 7 % m/v (EPS-p5-3%, EPS-p5-2%). Les solutions ont été
désinfectées pendant 30 min a 80 °C selon le protocole définien 111.2.6.1.1. L’ensemencement
des cellules a la concentration sélectionnée en 111.3.4.2.1 (i.e. 1 x 10° cell/mL), a été réalisé
sous hotte a flux laminaire selon le protocole défini en I11.2.6.3.1 dans les solutions d’EPS-
pNIPAM préalablement vortexées et centrifugées. Apres 1 h de gélification a 37 °C (5 % CO,,

humidité controlée) des solutions d’ « EPS-pNIPAM + cellules » (30 pL en triplicat sur 2 plaques
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différentes), les plaques 24 puits ont été positionnées sur une plaque thermostatée a 37 °C
(Scienceware CultureTemp™) a proximité d’un bec benzéne électriqgue maintenant I'asepsie.
Afin de réduire au minimum, les potentielles perturbations que pourraient entrainer les
changements de milieu (a J3 et J5), les hydrogels d’EPS greffés ont été recouverts par 1 mL de

milieu DMEM thermostaté a 39 °C (JO), contre 500 uL pour le Cultrex précédemment.

Les mesures de viabilité par AlamarBlue ont été réalisées 3 jours (J3) et 7 jours (J7)
apres ensemencement sur 2 plaques d’échantillons en triplicat. La viabilité cellulaire de la
premiere plaque d’échantillons a été évaluée a J3 tandis que celle de la deuxiéme plaque a
été évaluée a J7. Pour cette plaque, le milieu de culture a été partiellement renouvelé (400
pL) a J3 et J5 sans découvrir les hydrogels.

Le protocole a été réalisé comme suit (Figure 58): une solution commerciale
AlamarBlue® (G-Biosciences) a été diluée dans du milieu DMEM, thermostaté a 39 °C (DMEM
+ AlamarBlue, 20 % v/v). Sur plaque thermostatée, le surnageant des hydrogels a été aspiré.
Apreés solubilisation des hydrogels a température ambiante, les cellules ont été observées au
microscope optique (Gx10) puis suspendues par refoulement apres ajout de 400 puL de DMEM
+ AlamarBlue. Apres 5 h d’incubation a 37 °C (5 % CO,, humidité controlée), le contenu des
puits a été prélevé et déposé dans des Eppendorfs. Aprés centrifugation (2700 rpm, 5 min),
100 pL (eux-mémes en triplicat) de surnageant exempts de cellules ou de fragments
d’hydrogels ont été déposés en microplaque 96 puits. La fluorescence a été mesurée au
Varioskan LUX (ThermoFisher) (excitation : 560 nm ; émission : 590 nm) (fluorescence du
surnageant DMEM + AlamarBlue des hydrogels sans cellule en mesure de référence).

La viabilité des cellules ensemencées dans les hydrogels d’EPS-pNIPAM a été
normalisée par rapport celle du témoin positif Cultrex. Les différences significatives de
moyennes (n =9 ; 3 ensemencements en triplicat) a J3 et J7 vis-a-vis du témoin positif ont été

évaluées via un test t de student (a o =5 %).
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Figure 58. Schéma général du protocole permettant la mesure de la viabilité de cellules HEK293 ensemencées dans les hydrogels
d’EPS-pNIPAM par le réactif AlamarBlue ®(G-Biosciences) 3 jours (J3) et 7 jours (J7) aprés leur ensemencement.
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3. Résultats et discussion

Apres avoir montré par des simulations que les EPS greffés ont la capacité d’établir un
réseau infini, condition nécessaire pour former des hydrogels au-dessus de leur température
de transition, une confirmation expérimentale basée sur des tests de gélification était
nécessaire. Les tests de gélification sont couramment réalisés par retournement d’un tube ou
d’un vial contenant la solution a tester (Haddow et al., 2020; Pertici et al., 2018). Adaptée pour
les solutions liquides, cette méthode est moins pertinente dans le cas de solutions visqueuses,
ce qui est le cas pour des polymeres de hautes masses molaires moyennes tels que les EPS
greffés (Figure 59). Souhaitant montrer que les hydrogels d’EPS-pNIPAM potentiels sont
capables de supporter une étude in vitro, les tests de gélification ont été réalisés en condition
de culture cellulaire, c’est-a-dire en micro-volume (30 pL) en présence du milieu DMEM utilisé

pour la culture cellulaire (protocole en I11.2.1).

En tenant compte de la viscosité des solutions d’EPS-pNIPAM qui augmente avec la
concentration croissante en EPS (Figure 42, Figure 59), les EPS-p20 et les EPS-p5-16%/8% ont
été préparés a 10 % m/v en PBS et a 7 % m/v pour les EPS-p5-3%/2%/0% et déposés (30 pL)
en plaque 24 puits (Figure 60. JO-A). Apres 1 h a 37 °C (5 % CO2, humidité controlée), les
solutions présentent un aspect blanc opaque (Figure 60. J0-B). L’ajout de DMEM permet de
montrer la gélification des solutions. Les hydrogels d’EPS greffés ne sont pas impactés par

I’ajout du milieu de culture (Figure 60. JO-C). A I'inverse, le mélange sans greffage covalent

Figure 59. Aspect des solutions d'EPS greffés a température ambiante. A) De gauche a droite : EPS-p5-16%, EPS-p5-8% (10
% m/v PBS), EPS-p5-3% et EPS-p5-2% (7 % m/v PBS), B) de gauche a droite : EPS-p20-6%, EPS-p20-3%, EPS-p20-1% et EPS-
p20-0,2% (10 % m/v PBS). La concentration en EPS (% m/v) est indiquée sur les photographies.
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JO-A JO-B JO-C 13/37

EPS-p5-16%
EPS-p5-8%
EPS-p5-3%
EPS-p5-2%

EPS-p5-0%

p5/p20

EPS-p20-6%

EPS-p20-3%
EPS-p20-1%

EPS-p20-0,2%

Figure 60. Test de gélification des EPS greffés en condition de culture cellulaire. JO-A) 30 uL d'EPS-p20, d'EPS-p5-16%/8%,
de p5, de p20 a 10 % m/v PBS et 30 ulL d’EPS-p5-3%/2%/0% & 7 % m/v PBS ont été déposés. JO-B) Les solutions ont été
placées en incubateur 37 °C (5 % CO,, humidité contrélée) pendant 1 h. JO-C) 1 mL de milieu DMEM thermostaté a 39 °C a
été déposé. J3/J7) Les hydrogels ont été photographiés 3 jours et 7 jours apreés gélification.
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EPS/pNIPAM (EPS-p5-0%), se dissocie en quelques minutes. Ceci démontre que le pNIPAM
libre présent au sein des EPS greffés n’est pas responsable de leur gélification en accord avec
les résultats obtenus en DLS montrant que les EPS greffés présentaient un comportement
thermosensible différent du mélange EPS/pNIPAM (EPS-p5-0%) (11.3.3.1). De plus, le p5 et le
p20 seuls, préparés a 10 % m/v, sont également partiellement dissous par 'ajout de milieu
DMEM. Ainsi, ceci confirme une nouvelle fois que seules les chaines de pNIPAM greffées sur
I’'EPS permettent I'établissement de jonctions entrainant la formation d’un réseau gélifié. Une
densité de greffage de 2 % (34 AU greffés) pour I'EPS-p5-2% suffit a octroyer les propriétés de
gélification a I'EPS greffé. De méme pour les EPS-p20 ol une densité de greffage de 0,2% (4
AU greffés) est suffisante. Les hydrogels sont stables sur toute la durée de I'étude fixée a 7

jours (Figure 60. J3/17).

3.1. Estimation de la cinétique de transition sol/gel des EPS greffés

Dans un contexte d’élaboration d’hydrogels injectables pour I'ingénierie tissulaire, la
cinétique de transition sol/gel constitue un parameétre important. La solution injectée doit
pouvoir épouser les formes du défaut a traiter avant gélification. De plus, la gélification doit
étre suffisamment rapide afin d’éviter une fuite et une mauvaise répartition des cellules

qgu’elle contient potentiellement (Shi et al., 2021).

Dans ce contexte, une mesure de la cinétique de transition sol/gel a été approchée par
I’étude du suivi de I'absorbance des solutions d’EPS greffés (protocole en 111.2.2) a 37 °C (Figure
61.A/B). Le temps, entre le début de la cinétique (0 s) et le début de I'augmentation de
I’absorbance (185 s a 240 s, ~ 3/4 min) est plut6t associé au temps nécessaire pour que les
solutions atteignent leur température de transition (LCST ~ 32 °C). Il est donc dépendant du
transfert thermique et donc du contexte de la manipulation (volume de solution, viscosité,
microplaque, température de chauffage...). Le temps entre le début de I'augmentation de
I’absorbance et sa stabilisation est davantage associé a la transition d’état de la solution a un
gel. Il est de 1 min a 2 min environ puis I'absorbance est stable au bout de ~5 min. Pour autant,
les valeurs d’absorbance obtenues ici ne peuvent-étre corrélées a un état gélifié des solutions,
autrement dit, a des mesures mécaniques du systéme. Ces solutions gélifiant a 37 °C au vu

des résultats précédents (l11.3), on pourra néanmoins supposer que les solutions EPS-pNIPAM
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Figure 61. Suivi de I'absorbance des solutions A) de p5/d’EPS-p5 (EPS-p5-16%/8% a 10 % m/v PBS et EPS-p5-3%/2% a 7 %
m/v PBS) et B) de p20/d’EPS-p20 (10 % m/v PBS) & 37 °C au cours du temps.
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passent a I'état gel lorsque la valeur de I'absorbance a atteint son plateau donc pour un temps
inférieur a 2 min, du méme ordre que celui mesuré pour les pNIPAM seuls, en accord avec la
transition sol-gel rapide du pNIPAM généralement décrite (~ 1 min) (Liu et al., 2004). Le
greffage du pNIPAM sur l'infernane n’a donc pas d’'impact notable sur la cinétique de
transition initiale du pNIPAM, ce qui est également observé par Chen & Cheng (2006) pour un
hydrogel chitosane-pNIPAM ou encore Ekerdt et al. (2018) pour un hydrogel hyaluronane-
pNIPAM.

3.2. Mesure du gonflement des hydrogels d’EPS greffés en condition de

test in vitro

Le gonflement de I’hydrogel est un processus physique caractérisé par une
augmentation de volume en présence d’une solution aqueuse. Le gonflement des hydrogels
comprend principalement trois étapes : (1) la diffusion des molécules d'eau dans le réseau de
polymeére, (2) I'hydratation et la relaxation des chaines de polymeére et (3) I'expansion du
réseau de polymére (Peppas et al., 2000). Le comportement général de gonflement des
hydrogels est caractérisé par la mesure du taux de gonflement, c’est-a-dire la masse totale de
I’hydrogel a un instant t (correspondant a la masse de I'hydrogel + la masse d’eau absorbée
par ’hydrogel dans lequel il estimmergé) comparée a la masse initiale de I’hydrogel (équation
7, 111.2.3). Les propriétés thermosensibles des polymeres EPS-pNIPAM sont réversibles ce qui
implique une transition sol/gel lorsque la température augmente et dépasse leur LCST et
inversement une transition gel/sol dés que la température diminue en dessous de leur LCST
(~ 32 °C). Ainsi, afin de mesurer le taux de gonflement, un protocole spécifique a I'utilisation

d’un gel thermosensible a été élaboré (protocole en 111.2.3).

L’évolution du taux de gonflement au cours du temps des hydrogels d’EPS-pNIPAM suit
une sigmoide. Pour les EPS-p5-16%/8%, I’équilibre est atteint entre 6 et 22 h, contre
approximativement 48 h dans le cas des EPS-p5-3%/2% (Figure 62.A). Apres 55 h, la valeur du
taux de gonflement varie de 1,6 pour |" EPS-p5-16%, le plus greffé, a 6,7 pour I'EPS-p5-2%, le
moins greffé (Figure 62.A et Figure 64). Une tendance similaire est observée pour les EPS-p20
dont le taux de gonflement évolue de 1,5 pour I'EPS-p20-6% a 4,2 pour I'EPS-p20-0,2% (Figure

62.B et Figure 65). Ces résultats montrent clairement que le gonflement est proportionnel au
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Figure 62. Evolution du taux de gonflement au cours du temps des hydrogels A) d’EPS-p5 (10 % m/v PBS pour
les EPS-p5-16%/8% et 7 % m/v PBS pour les EPS-p5-3%/2%) et B) d’EPS-p20 (10 % m/v PBS) en milieu DMEEM.
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taux d’EPS et inversement proportionnel a la densité de greffage du pNIPAM sur I'EPS (Tableau
Xl). En effet, le degré de réticulation du réseau de I’hydrogel joue un réle déterminant dans
I'intégrité du réseau polymérique formé et impacte ses propriétés de gonflement (Flory &
Rehner, 1943; Brannon-Peppas & Peppas, 1991). Les deux EPS les plus greffés, EPS-p5-16% et
EPS-p20-6%, les moins riches en EPS, forment un réseau fortement réticulé avec des nceuds
formés par les chaines de pNIPAM greffées. Ce réseau dense gonfle peu au cours du temps.
En revanche, les EPS moins greffés, plus riches en EPS, présentant une distance entre les
nceuds de réticulation plus grande, forment un réseau plus lache également favorisé par la
répulsion électrostatique des chaines d’EPS (Chyzy & Plonska-Brzezinska, 2020) entrainant un
réarrangement du réseau de I’hydrogel qui gonfle beaucoup plus avec le temps (Figure 63).
Une diminution progressive du taux de gonflement a été mesurée pour I'EPS-p20-6% (le
plus greffé des EPS-p20) entre 24 h (2) et 55 h (1). Dans cet échantillon, la forte densité de
greffage ainsi que la longueur des chaines de pNIPAM p20 et le taux la plus faible en EPS (5 %)
pourraient favoriser I'expulsion d’une partie de I'eau absorbée, entrainant ainsi la diminution
du volume de I’hydrogel. Cet effet a également été observé par Mortisen et al. (2010) lors de
I’augmentation de la masse molaire du pNIPAM (20 000 et 35 000 g/mol vis-a-vis de 10 000

g/mol) utilisé dans la conception d’hydrogels hyaluronane-pNIPAM.

EPS-p5-16% EPS-p5-8% EPS-p5-3%

Hydrogel a I'état
initial

Hydrogel a I'état
gonflé

Figure 63. Représentation schématique de la structure hypothétique de 3 hydrogels d’EPS-p5 prenant en compte la densité
de greffage et le taux d’EPS respectifs. La réticulation du réseau s’établie par les interactions inter-chaines entre les chaines
de pNIPAM greffées. L'hydrogel le plus greffé (EPS-p5-16%) gonfle peu contrairement aux 2 autres (le gonflement est
possible par I’écartement des chaines menant a la rupture de liaisons physiques, comme discuté dans cette section). Les
chaines d’EPS sont de couleur bleue et les chaines de pNIPAM sont de couleur rouge.
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Le gonflement d’un hydrogel dépend de divers facteurs (degré de réticulation,
composition, concentration, température, pH, force ionigue...) qui auront une influence sur le
gonflement (Brannon-Peppas & Peppas, 1991; Flory & Rehner, 1943; Peppas & Hoffman,
2020). Les valeurs de gonflement obtenues sont donc relatives non seulement aux
caractéristiques physico-chimiques des polymeres utilisés, mais aussi aux conditions de
I’étude réalisée (ex. solvant utilisé). En effet, pour des applications biomédicales, il est
important d’étudier le gonflement dans les conditions physiologiques, a minima en présence
d’ions. Ainsi, le taux de gonflement a été estimé dans le milieu DMEM. Cependant, la force
ionique a l'intérieur (PBS) et a I'extérieur (DMEM) des hydrogels étant proche, la pression
osmotique n’aura que tres peu d’impact sur le taux de gonflement. En revanche, les multiples
changements de milieu réalisés au cours de la mesure du gonflement ont pu diminuer le
nombre de nceuds de réticulation, en particulier dans le cas des EPS moins greffés,
augmentant ainsi le taux d’hydratation du réseau. En effet, dans le cas d’hydrogels physiques,
le gonflement peut mener a la dissociation/rupture des liaisons inter-chaines ce qui entraine
une diminution de l'intégrité de la structure de I’hydrogel. Ce phénomene de dégradabilité est
cependant primordial pour les applications en ingénierie tissulaire avec une dissolution
progressive souhaitée de I'hydrogel qui devrait laisser place a la matrice néoformée par les
cellules (Tran et al., 2020; Zhang et al., 2019). La mesure du gonflement réalisée dans cette
étude avec les changements fréquents de milieu pourrait également simuler le phénoméne
observé in vivo avec le renouvellement du liquide synovial dans I’articulation (Lawry & Bewyer,

2008; Yakut & Tuncer, 2020).

Les expériences de tests de gélification et de gonflement des hydrogels d’EPS-pNIPAM
ont cependant montré que les interactions physiques a I'origine du réseau sont suffisamment
fortes, au moins pendant les 7 premiers jours, pour maintenir I'intégrité des hydrogels malgré
le gonflement et les perturbations éventuelles générées par les prélévements de surnageants

réalisés (Figure 64 et Figure 65).
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EPS-p5-16%

(9%)

EPS-p5-8%

(14%)

EPS-p5-2%

(33%)

Figure 64. Photographies illustrant le gonflement au cours du temps (approximatif en heure) des hydrogels d’EPS-p5 (100 uL, 10 % m/v PBS pour les EPS-p5-16%/8% et 7
% m/v PBS pour les EPS p5-3%/2%) recouverts de milieu DMEM & 37 °C (5 % CO,, humidité contrélée). En bleu est précisé le taux d’EPS au sein de I’hydrogel.
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EPS-p20-1%

(13%)

EPS-p20-0,2%
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Figure 65. Photographies illustrant le gonflement au cours du temps (approximatif en heure) des hydrogels d’EPS-p20 (100 uL, 10 % m/v PBS) recouverts de milieu DMEM
a 37 °C (5 % CO,, humidité contrélée). En bleu est précisé le taux d’EPS au sein de ’hydrogel.
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3.3. Propriétés mécaniques des hydrogels d’EPS greffés par AFM en

condition de test in vitro

L'objectif de cette partie est de déterminer les propriétés mécaniques des différents
hydrogels obtenus en effectuant les mesures dans les conditions les plus proches de celles de
I'utilisation des hydrogels, c’est-a-dire en condition de test in vitro. Ainsi, 30 uL d’hydrogels
ont été immergés dans un milieu de culture DMEM afin qu’ils soient dans un état
complétement hydraté puis les mesures ont été réalisées a 37 °C. Seule la microscopie de
force atomique (AFM) satisfait toutes ces conditions en permettant de travailler en milieu
liquide a 37 °C, et 'utilisation de spheéres avec des tailles (5 um) comparables aux tailles des
cellules permettait également de sonder la réponse mécanique comme percue par les cellules.
Des expériences préliminaires n’ont pas montré de réelles différences dans les réponses des
hydrogels au cours du temps sur un suivi de 4 heures apres leur préparation. Par conséquent,
toutes les mesures AFM ont été effectuées entre 30 minutes a 2 heures apres la gélification
des hydrogels. Ainsi les propriétés mécaniques des hydrogels correspondraient aux propriétés
initiales retrouvées lors de I'application finale, a savoir aprés l'injection dans le défaut a
réparer. Deux approches de mesures par AFM ont été utilisées pour déterminer les propriétés
mécaniques, une premiere consistant a effectuer des expériences de micro-rhéologie dans le

domaine temporel et une seconde visant a caractériser la réponse dissipative des hydrogels.

3.3.1.  Micro-rhéologie par microscopie de force atomique

Au cours des dernieres années, de nombreuses méthodes ont été développées pour
mesurer les propriétés mécaniques de matériaux mous par AFM en effectuant des courbes de
force, de la modulation de force ou d’indentation, des tests de fluage ou encore des mesures
de relaxation de contrainte. Les propriétés viscoélastiques d’hydrogels de taille
micrométrique ont également été déterminées par les méthodes de modulation de
force/indentation qui présentent I'avantage d’opérer dans le domaine fréquentiel (Nalam et
al., 2015; Xu et al., 2012). Cependant, les incertitudes liées aux calibrations et aux leviers

utilisés (revétement magnétique non identique) rendent ces méthodes délicates.

Une alternative a ces mesures dépendantes de la fréquence consiste a effectuer des
expériences de relaxation de contrainte (ou de force). La Figure 66 présente une mesure de

relaxation de force effectuée sur un hydrogel d’EPS-p5-8% apreés une indentation de 950 nm.
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Figure 66. Procédure AFM pour enregistrer une courbe de relaxation de force : A) (1) dans la partie approche, la pointe
initialement au-dessus de la surface de I'échantillon indente I'échantillon jusqu'a atteindre une profondeur prédéfinie &,
B) (2) dans la phase de maintien, la décroissance de la force est mesurée en fonction du temps (ici 5 s) tandis que
l'indentation est maintenue constante, (3) la pointe est finalement rétractée de I'échantillon pour revenir a sa position
initiale (partie retrait). lllustration A) issue de Cuenot et al. (2022).

Dans ces expériences, le levier AFM est approché rapidement de la surface de I'échantillon
jusqu’au contact pointe-surface. Aprés ce contact, la force appliquée par le levier augmente
jusqu'a ce que l'indentation atteigne une valeur prédéfinie, 6o, utilisée pour définir le temps
initial to (Figure 66.B). La décroissance de la force est mesurée pendant une période de temps
(appelée phase de maintien), alors que I'indentation est maintenue constante a 8o par une
boucle de rétroaction. Le levier est finalement retiré de I'échantillon pour revenir a sa position
initiale. Pendant la phase de maintien, la force et le rayon de contact pointe-surface diminuent
avec le temps, contrairement aux essais de fluage (i.e. mesure de l'indentation au cours du
temps sous une charge constante, ang. Creep test) pour lesquels la surface de contact

augmente pendant la relaxation (Moreno-Guerra et al., 2019).

A partir de la force mesurée dans la phase de maintien, F(t), le module de relaxation de
cisaillement de I'hydrogel, G(t), peut étre directement obtenu en utilisant la relation introduite

(équation 8) par Lee et Radok pour un indenteur sphérique (Lee & Radok, 1960):

F(£) = ——R 832 G(¢) (8)

3(1-v)
ol Jg est la profondeur d'indentation constante, v est le coefficient de Poisson de I’hydrogel,

et R est le rayon de la pointe AFM.
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La Figure 67.B montre un exemple de module de relaxation de cisaillement obtenu sur un
hydrogel d’EPS-p5-8% a partir de la courbe de relaxation de force mesurée (Figure 67.A) en
utilisant les parameétres suivants : R = 2,5 um, 8o = 950 nm et v = 0,4 comme valeur largement
acceptée pour les hydrogels (Moreno-Guerra et al., 2019). Il est intéressant de noter que G(t)
correspond directement a I'évolution de F(t) car la constante de proportionnalité de I'équation
8 est entierement déterminée par les conditions expérimentales. L’alternative aux méthodes
de modulation de force/indentation consiste alors a effectuer la transformée de Fourier de la
dérivée temporelle de G(t) conduisant au module de cisaillement complexe G*(®) (Evans et
al., 2009). Les composantes réelles G'(w) et imaginaires G"(®m) du module de cisaillement
complexe décrivent respectivement les caractéres élastiques (module de stockage, G’) et
visqueux (module de perte, G”’) dépendant de la fréquence de I'échantillon. Cette approche
offre I'avantage de controler la gamme de fréquences accessibles et continues par la fenétre
temporelle expérimentale. En effet, la fréquence la plus basse est liée a la durée de relaxation
(3,3 s sur la Figure 67, et la fréquence la plus élevée est déterminée a partir de l'inverse de la

fréquence d'échantillonnage, c'est-a-dire le pas de temps (Zykwinska et al., 2022).
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Figure 67. A) Courbe de relaxation de force pour une indentation constante de 950 nm mesurée sur 'EPS-p5-8% (10 % m/v
PBS). B) Module de relaxation de cisaillement, G(t), mesuré pour ’EPS-p5-8% (10 % m/v PBS).
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Nous avons utilisé cette méthode pour déterminer les modules G’ et G” des différents
hydrogels d’EPS-p5 et d’EPS-p20, exceptés pour les échantillons d’EPS-p5-2% et d’EPS-p20-6%
pour lesquels ces mesures n‘ont pu étre réalisées (Tableau XV). Pour une fréquence de 1 Hz,
les modules de cisaillement des hydrogels d’EPS-pNIPAM sont similaires a ceux mesurés par
des expériences classiques de rhéologie macroscopique (1 Hz, ~ 1-2 kPa) pour d’autres
hydrogels polysaccharides-pNIPAM greffés tels que I'alginate (Guo et al., 2018) ou l'acide
hyaluronique (Barbier et al., 2023; Ekerdt et al., 2018; Mortisen et al., 2010).

L’ensemble des mesures rhéologiques effectuées pour les différents hydrogels d’EPS-p5,
est présenté sur la Figure 68 alors que la Figure 69 montre les résultats obtenus sur les
hydrogels d’EPS-p20. Les valeurs indiquées en gras sur les figures correspondent aux modules
de stockage mesuré a 0,3 Hz et 200 Hz. Le module de stockage G’ des EPS-p5 est toujours
supérieur au module de perte G” dans la gamme de fréquences appliquée ce qui indique le
comportement solide (gélifié) des hydrogels (Figure 68). Le module G’ présente une faible
dépendance vis-a-vis de la fréquence, avec les valeurs de module qui diminuent Iégérement
(diminution inférieure a un facteur 2) en passant de 200 Hz a 0,3 Hz pour les hydrogels d’EPS-
p5 (Figure 68). Ceci suggéere que les liaisons physiques inter-chaines formées entre les chaines
d’EPS par les chaines de pNIPAM greffées ont une durée de vie suffisamment longue pour
empécher la relaxation des chaines macromoléculaires dans les conditions appliquées. Les
hydrogels d’EPS-p20 présentent un comportement similaire aux hydrogels d’EPS-p5 (G’ > G”
sur la plage des fréguences mesurées) avec une dépendance légérement plus grande du
module G’ avec la fréquence (Figure 69). Cette évolution est davantage marquée pour les
hydrogels d’EPS-p20-1% et d’EPS-p20-3% avec une augmentation d’un facteur ~ 4 et ~ 6,
respectivement. La dépendance du module G’ avec la fréquence suggére la formation d’un
réseau plus instable, se déformant plus facilement sous la contrainte de cisaillement imposée.
L’écart entre les valeurs de G’ et G” a également tendance a diminuer pour ces derniers

hydrogels, confirmant 'instabilité plus grande des réseaux formés.
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Figure 68. Modules de stockage G’(w) et de perte G”’(w) mesurés sur les différents hydrogels d’EPS-p5 (10 % m/v PBS
sauf VEPS-p5-3%, 7 % m/v PBS) en fonction des fréquences angulaires comprises entre 0,3 Hz et 200 Hz.
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Figure 69. Modules de stockage G’(w) et de perte G”’(w) mesurés sur les différents hydrogels d’EPS-p20 (10 % m/v PBS)
en fonction des fréquences angulaires comprises entre 0,3 Hz et 200 Hz.
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A partir des valeurs du module de stockage a 1 Hz, il est possible d’estimer la taille
moyenne du maillage € du réseau de chaque hydrogel en utilisant I’équation de Flory (Flory,

1953; Henry et al., 2017) (équation 9) :

3 |kgT

§="2 (9)

ou kg est la constante de Boltzmann et T la température de la mesure AFM (37 °C). Ces tailles
sont de I'ordre de 15 nm avec des différences peu significatives entre les différents hydrogels

(Tableau XV).

Tableau XV. Valeurs du module de stockage G’ a 1 Hz mesuré par micro-rhéologie AFM sur 2 hydrogels indépendants (10
% m/v PBS sauf 'EPS-p5-3%, 7 % m/v PBS) pour chaque condition. Estimation de la taille des pores £ par I'équation (9) de
Flory.

G’ (kPa) G’ (kPa) < G’ > (kPa)
Hydrogel 1Hz 1Hz 1Hz € (nm)
Gell Gel 2
EPS-p5-16% 0,8 0,9 0,85 £ 0,05 ~17
EPS-p5-8% 1,1 1,2 1,15+ 0,05 ~15
EPS-p5-3% 1,6 1,7 1,65 £ 0,05 ~14
EPS-p20-3% 1,5 1,3 1,40 £ 0,10 ~14
EPS-p20-1% 2,8 3,0 2,90+0,10 ~11
EPS-p20-0,2% 1,1 1,4 1,25+0,15 ~15
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3.3.2. Réponses poroélastiques ou viscoélastiques des hydrogels

La méthode la plus largement utilisée pour mesurer les propriétés mécaniques d’un
matériau est de déterminer la relation contrainte-déformation pour en extraire son module
élastique. Cette mesure peut étre réalisée par AFM en effectuant une courbe force-
indentation ou la pointe indente progressivement le matériau avec I'accroissement de la force
appliquée (partie approche) suivi du retrait de la pointe du matériau (partie retrait). La Figure
70 montre des courbes force-indentation mesurées sur les hydrogels d’EPS-p5-3%, d’EPS-p5-
8% et d’EPS-p5-16%. Ces courbes de force dites « conventionnelles » correspondent a des
courbes de relaxation de force sans la phase de maintien a indentation constante (Figure 66).
Le modeéle de Hertz a ensuite été utilisé pour extraire le module élastique de I’'hydrogel sondé
a partir de la courbe approche. Ce modeéle décrit la relation entre la force (F) et la profondeur

d’indentation (8) pour un matériau élastique indenté par une sphére de rayon R (Hertz, 1881) :

4
F = 3(1—1/2) R1/263/2 EHERTZ (10)

Ce modele a été ajustée sur la courbe approche avec comme seul paramétre ajustable, le
module élastique Enerrz de I’hydrogel sondé en supposant un coefficient de Poisson de 0,4
pour I’'hydrogel. Un bon accord est obtenu entre les différentes courbes approche et le modele

de Hertz permettant ainsi de déterminer le module élastique des hydrogels avec précision.
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Figure 70. Courbes force-indentation mesurées sur les hydrogels d’EPS-p5-3% (7 % m/v PBS), d’EPS-p5-8% et d’EPS-p5-16%
(10 % m/v PBS), avec I'ajustement du modéle de Hertz (en rouge) sur la partie approche.
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La Figure 71 montre les valeurs du module élastique obtenu pour les différents
hydrogels a I'aide du modele de Hertz. Les valeurs sont comprises entre 2 kPa et 7 kPa pour
I’ensemble des hydrogels et sont assez proches entre les hydrogels d’EPS-p5 et d’EPS-p20.
Pour les hydrogels d’EPS-p5, les modules élastiques sont proportionnels au taux d’EPS et
inversement proportionnels a la densité de greffage du pNIPAM sur les chaines EPS, et
évoluent de 2,5 kPa pour I'EPS-p5-16%, le plus greffé a 4,8 kPa pour I'EPS-p5-3%, le moins
greffé. L'augmentation du taux d’EPS dans la matrice permet de créer davantage de liaisons
inter-chaines (via les chaines de pNIPAM greffées, mais aussi par la contribution de liaisons
faibles de type interactions hydrophiles et van der Waals entre les chaines d’EPS) entre les
chaines polysaccharidiques peu greffées ce qui contribue a augmenter les modules élastiques.
Pour les hydrogels p20, les modules de 4,3 kPa, 6,2 kPa et 3,7 kPa sont obtenus pour les
hydrogels d’EPS-p20-0,2%, EPS-p20-1% et EPS-p20-3%, respectivement. De nouveau, le
module élastique augmente avec le taux d’EPS dans I'EPS-p20-1% vis-a-vis de I'EPS-p20-3%
(taux d’EPS a 13 % et 9 % respectivement). En revanche, I'augmentation du taux d’EPS pour
une densité de greffage trop faible (19 % pour EPS-p20-0,2%) ne permet pas d’augmenter le
module élastique du réseau. Les propriétés mécaniques des hydrogels résultent donc d’un

équilibre entre la densité de greffage et le taux d’EPS au sein de la matrice d’hydrogel.
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Figure 71. Valeurs du module élastique déterminé par le modéle de Hertz a partir des courbes force-indentation pour les
différents hydrogels A) d’EPS-p5 (10 % m/v PBS sauf 'EPS-p5-3%, 7 % m/v PBS) et B) d’EPS-p20 (10 % m/v PBS).
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L'hystérésis observée sur la Figure 70 entre les courbes F-0 d'approche et de retrait est
associée a une dissipation d’énergie ce qui indique que les hydrogels ne se comportent pas
comme des matériaux purement élastiques. En effet, les hydrogels possédent a la fois des
caractéristiques solides et liquides indiquant que I'énergie mécanique peut étre stockée et
dissipée, respectivement. Leur comportement se situe donc quelque part entre un matériau
purement élastique et strictement visqueux et ils présentent des propriétés mécaniques
dépendantes du temps. Dans la majorité des études et publications, le caractere dissipatif des
hydrogels est attribué a une réponse viscoélastique. Cependant, cette attribution est
généralement arbitraire et n’est pas supportée par une analyse de l'origine du mécanisme de
dissipation. Il en résulte que les propriétés déterminées peuvent provenir de modéles non
adaptés aux hydrogels sondés et que les valeurs extraites n‘ont aucun sens. Lorsque les
hydrogels d’EPS-pNIPAM sont immergés dans le DMEM et soumis a une contrainte mécanique,
deux mécanismes différents peuvent étre a l'origine de la dissipation observée. Leur réponse
mécanique dépendante du temps provient soit de la migration du solvant (ici DMEM) a travers
le réseau formé par les chaines d’EPS-pNIPAM, soit du réarrangement des chaines d’EPS-
pNIPAM. Le premier mécanisme de dissipation correspond a la poroélasticité alors que le
second est caractéristique de la viscoélasticité. Ces deux mécanismes distincts peuvent étre
différenciés car la poroélasticité est dépendante de la taille du contact indenteur-hydrogel

alors que la viscoélasticité est indépendante de cette taille (Hu et al., 2010).

Nous avons ainsi effectué des expériences AFM pour caractériser la réponse dissipative
des hydrogels. Pour faire varier la taille du contact entre la pointe AFM et I’hydrogel, deux
stratégies peuvent étre employées, soit en effectuant des mesures de relaxation de force avec
des leviers AFM ayant différents rayons de courbure, soit en utilisant le méme levier mais en
réalisant ces mesures a différentes profondeurs d’indentation (Cuenot et al., 2022). En effet,
la théorie de Hertz prédit que le rayon de contact a d’une sphére de rayon R est relié a la

profondeur d’indentation 6 par I'équation 11 (Hertz, 1881) :

a=+vRS (11)

Nous avons opté pour cette seconde stratégie plus simple a mettre en ceuvre et présentant

moins d’incertitudes.

~ 157~



Chapitre Il : Caractérisation & Cytocompatibilité des hydrogels d’EPS-pNIPAM

La Figure 72 montre des courbes de relaxation de force mesurées sur un hydrogel
d’EPS-p5-16% pour des profondeurs d’indentation de 100 nm, 250 nm et 300 nm. Pour
comparer ces courbes, les forces sont ensuite normalisées pour que la force instantanée Fo
mesurée a to prenne la valeur de 1 et la force correspondant au nouvel état d’équilibre de
I’hydrogel F« soit égale a 0 (Hu et al., 2010). La Figure 73.A montre les courbes normalisées en

force a partir des courbes expérimentales de la Figure 72.
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Figure 72. Courbes de relaxation de force mesurées sur un hydrogel d’EPS-p5-16% (10 % m/v PBS) pour différentes
indentations.

Ces courbes normalisées ne se superposent pas en une seule courbe révélant que le
mécanisme de relaxation est dépendant de la taille du contact pointe-surface. En effet,
I’évolution des courbes normalisées en fonction de I'indentation montre que le temps de
relaxation augmente avec la taille du contact (~ 1 pm pour 4 100 nm et ~ 1,7 um pour 6 300
nm, équation 11) résultant d’une plus grande distance de migration du solvant a travers le
réseau de I’hydrogel déformé par la pointe AFM. La dépendance de ces courbes avec la taille

de contact révele donc que I’"hydrogel d’EPS-p5-16% sondé est un matériau poroélastique.

Pour confirmer le caractere poroélastique de I’hydrogel d’EPS-p5-16%, le temps a
également été normalisé par la surface de contact pointe-surface caractérisant le réseau

déformé. En effet, le temps de relaxation poroélastique t défini par (Lin & Hu, 2006) :

2
=% (12)
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est bien proportionnel a I'aire de contact, ou D est le coefficient de diffusion du DMEM dans
le réseau de I’hydrogel. T correspond donc au temps nécessaire a la migration du DMEM sur
une distance correspondant a la taille du réseau déformé.

Aprés cette normalisation, les trois courbes se superposent en une courbe maitresse
confirmant la migration du solvant hors de la région déformée par I'indentation (Figure 73.B).
Il est intéressant de préciser que si I’hydrogel avait été un matériau viscoélastique, les courbes
de relaxation aprés normalisation de la force auraient été superposées en une courbe
maitresse car indépendantes de la taille du contact (Figure 73.A) alors qu’aprés la
normalisation supplémentaire du temps, les courbes auraient été séparées (Figure 73.B)

(Cuenot et al., 2022).
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Figure 73. A) Normalisation de la force des courbes de relaxation de force (Figure 72) mesurées dans un hydrogel d’EPS-p5-
16% (10 % m/v PBS) a trois profondeurs d'indentation. B) Superposition des courbes de relaxation de force aprés les
normalisations de la force et du temps révélant le comportement poroélastique de I’hydrogel.

Les mémes expériences ont ensuite été effectuées sur un autre hydrogel, un EPS-p5-8%, pour
vérifier que les hydrogels a base des chaines d’EPS-pNIPAM sont bien tous poroélastiques. La
Figure 74 montre les courbes de relaxation de force enregistrées a trois profondeurs

d’indentation, 250 nm, 650 nm et 900 nm.
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Figure 74. Courbes de relaxation de force mesurées sur un hydrogel d’EPS-p5-8% (10 % m/v PBS) pour différentes
indentations.

Aprés normalisation des forces, les courbes de relaxation ne se superposent pas alors qu’elles
se confondent en une courbe maitresse apres la normalisation du temps par l'aire de contact
(Figure 75). En faisant varier la taille du contact de ~ 1,5 um pour une profondeur d’indentation

de 250 nm (~ 2,5 pum pour 650 nm) a ~ 3 um pour 900 nm, la réponse poroélastique de

I’"hydrogel d’EPS-p5-8% est révélée (Figure 75).
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Figure 75. A) Normalisation de la force des courbes de relaxation de force mesurées dans un hydrogel d’EPS-p5-8% (10 %
m/v PBS) a trois profondeurs d'indentation. B) Superposition des courbes de relaxation de force aprés les normalisations
de la force et du temps révélant le comportement poroélastique de I’hydrogel.

Ces résultats montrent que les hydrogels obtenus a partir des chaines d’EPS-pNIPAM sont
poroélastiques. Il faut donc utiliser des modeéles poroélastiques et non viscoélastiques pour
déterminer leurs propriétés mécaniques dépendantes du temps. Il a été récemment montré

gue des hydrogels chimiques (ex : polyacrylamide) dont les nceuds du réseau sont formés par
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des liens covalents étaient également poroélastiques (Cuenot et al., 2022). En revanche, des
hydrogels physiques formés par I'EPS infernane de masse molaire moyenne intermédiaire
(EPSz65) et du calcium étaient viscoélastiques, avec des nceuds d’origine électrostatique. La
méthode utilisée pour déterminer 'origine des mécanismes de relaxation des hydrogels doit
donc étre appliquée systématiquement pour déterminer correctement les propriétés

mécaniques dépendantes du temps.

D’un point théorique, il n’existe pas de solution analytique permettant de décrire la
relaxation de la force pour un matériau poroélastique subissant une indentation par une
sphére. En revanche, une solution approximée obtenue par des simulations par éléments finis

a été déterminée par Hu et al. (2010) :

F—Fe

——2 = 0,491~ 0908V 4 0,509¢ 16799 (13)
0~ Foo

ol 0 correspond au temps normalisé par le temps de relaxation poroélastique 7.

En jouant sur le seul paramétre ajustable de cette équation, le coefficient de diffusion D, le
modele de Hu est appliqué aux courbes de relaxation normalisées. La Figure 76 montre le bon
accord obtenu avec une valeur du coefficient de diffusion de 2,2 um?/s pour I’hydrogel d’EPS-

p5-16% et de 4,6 um?/s pour I’"hydrogel d’EPS-p5-8%.
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Figure 76. Superposition des courbes de relaxation de force aprés normalisation des forces et du temps et ajustement du
modeéle poroélastique de Hu pour A) 'hydrogel d’EPS-p5-16% (10 % m/v PBS) et B) I'hydrogel d’EPS-p5-8% (10 % m/v PBS).
Les courbes de relaxation normalisées sont bien décrites par le modéle poroélastique de Hu

apportant une confirmation supplémentaire du comportement poroélastique des hydrogels

d’EPS-pNIPAM.
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L’équation 13 peut aussi étre directement utilisée sur les courbes expérimentales de
relaxation pour déterminer le coefficient de diffusion. La Figure 77 montre trois courbes de
relaxation mesurées sur un hydrogel d’EPS-p5-8% aprés des indentations de 250 nm, 650 nm
et 900 nm ainsi que les courbes du modeéle poroélastique de Hu en ajustant D a 4,6 um?/s, 4,9
um?/s et 4,8 um?/s, respectivement. Les valeurs obtenues sont trés proches et indépendantes
de la profondeur d’indentation pour des mesures effectuées sur différentes positions sur le

méme hydrogel d’EPS-p5-8%.
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Figure 77. Courbes de relaxation de force mesurées a différentes indentations sur un hydrogel d’EPS-p5-8% (10 % m/v PBS)
avec superposition du modéle poroélastique de Hu (en pointillé rouge).

Cette procédure a été appliquée sur les courbes de relaxation des différents hydrogels et
toutes les valeurs du coefficient de diffusion sont regroupées dans la Figure 78. Ces valeurs
sont trés proches pour les hydrogels formulés avec le p5, avec des valeurs moyennes de 3,3
um?2/s, 3,4 um?/s et 3,5 um?/s pour les EPS-p5-8%, EPS-p5-3%, EPS-p5-16%
(Figure 78.A). Les coefficients de diffusion sont du méme ordre de grandeur pour les hydrogels
synthétisés avec le p20 mais les valeurs moyennes sont légerement plus dispersées avec 3,9
um?/s, 4,8 um?/s et 2,6 um?/s pour les EPS-p20-0,2%, EPS-p20-1%, EPS-p20-3%,
respectivement (Figure 78.B, Tableau XVI). Ainsi, la diffusion du DMEM dans les hydrogels
d’EPS-p20-3% est légerement plus lente que dans les hydrogels d’EPS-p20-1%. Les valeurs tres
proches des coefficients de diffusion du solvant dans les hydrogels d’EPS-p5 et d’EPS-p20
restent en accord avec la porosité des réseaux formés qui évolue peu entre les hydrogels

(Tableau XVI).
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Figure 78. Valeurs du coefficient de diffusion du DMEM dans les différents hydrogels (10 % m/v PBS sauf 'EPS-p5-3%, 7
% m/v PBS).

La théorie de la poroélasticité nous a permis d’extraire le coefficient de diffusion du
solvant a travers le réseau des hydrogels a partir des courbes expérimentales de relaxation. A
partir de ce coefficient et en utilisant I’équation 12, on peut évaluer le temps de relaxation
poroélastique T pour s’assurer que nos mesures étaient suffisamment rapides pour
enregistrer la réponse poroélastique. Dans nos expériences, le levier indente I’échantillon
avec une grande vitesse (20 um/s) pour atteindre I'indentation de consigne en moins de 50
ms (en prenant t = 0 au point de contact pointe-surface). Par conséquent, le DMEM n’a pas le
temps de s’échapper de la région compressée par la pointe AFM quand la mesure de la courbe
de relaxation commence. En effet, avec les valeurs des coefficients de diffusion, le temps de
relaxation poroélastique est bien supérieur a 50 ms pour tous les hydrogels. Les valeurs de ©
calculées dans le Tableau XVI pour une indentation maximale de 1 um sont légérement
inférieures a 1 s pour les différents hydrogels, et de I'ordre de 0,5 s pour les hydrogels d’EPS-

p20-1%.

La théorie de la poroélasticité permet également de déterminer d’autres grandeurs
physiques de I’hydrogel sondé, comme le coefficient de Poisson et le module élastique (ou le
module de cisaillement) (Biot, 2004). Aux temps courts, I'hydrogel poroélastique se comporte
comme un matériau élastique incompressible (v = 0,5) car I'écoulement du fluide est
négligeable et le module élastique E de I’hydrogel peut étre déterminé a partir de la force

instantanée (Hu et al., 2010):
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9 K

La Figure 79 montre I'ensemble des valeurs du module élastique déterminé a partir des
courbes de relaxation de force en utilisant I'équation 14. Les modules élastiques sont
comparables aux valeurs précédemment obtenues par les mesures de courbes force-

indentation (Figure 71, Tableau XVI).
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Figure 79. Valeurs du module élastique mesuré a partir des courbes de relaxation pour les différents hydrogels A) d’EPS-p5
(10 % m/v PBS sauf ’EPS-p5-3%, 7 % m/v PBS) et B) d’EPS-p20 (10 % m/v PBS).

Deux méthodes de mesures différentes par AFM (courbes force-indentation et
courbes de relaxation de force) traitées par des modeles théoriques distincts (modele de Hertz
et modele poroélastique) conduisent a des valeurs comparables du module élastique pour les
mémes hydrogels (Tableau XVI). Les faibles écarts-types montrent également la bonne
reproductibilité des mesures effectuées sur plusieurs emplacements d’'un méme hydrogel et
sur deux hydrogels par condition. Ces modules élastiques de I'ordre du kPa coincident avec
des valeurs de modules élastique, mesurée par nano-indentation AFM, d’hydrogels physiques
destinés a I'’ensemencement cellulaire tels que I'alginate (~ 0,1 Pa a ~ 10 kPa) (Candiello et al.,
2013; Markert et al., 2013) ou bien de microgels a base du dérivé d’infernane de masse
molaire moyenne intermédiaire EPSzs5 en présence de calcium (2 a 7 kPa) (Cuenot et al., 2022;

Zykwinska et al., 2022).

Aux temps longs, le solvant est redistribué a travers les pores du réseau de I’hydrogel

et la contrainte imposée par le levier AFM est équilibrée par la pression élastique du réseau.
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Sous ces conditions, la force mesurée a I'équilibre pour une indentation fixée d¢ est (Hu et al.,

2010) :

4

_ 3/2p1/2
_3(1—v§°)E60 R (15)

Feo

ol v« est le coefficient de Poisson a I’équilibre apres son évolution au cours du temps en raison
de I'écoulement du DMEM a travers le réseau poreux de I’hydrogel. Ce coefficient peut étre
calculé a partir du rapport entre la force instantanée Fo et la force a I'équilibre F» a I'aide des

équations 14 et 15 :

5o = 2(1-vy) (16)

Feo

Les valeurs moyennes de ce coefficient, reportées dans le Tableau XVI pour les différents
hydrogels, sont comprises entre 0,35 et 0,4. Dans ces expériences, comme les hydrogels sont
considérés initialement comme incompressibles, v mesure directement la variation de leur
compressibilité. Il n'y a pas de différence significative dans la compressibilité entre les

hydrogels d’EPS-p5 (Figure 80.A) et d’EPS-p20 (Figure 80.B).
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Figure 80. Valeurs du coefficient de Poisson pour les différents hydrogels A) d’EPS-p5 (10 % m/v PBS sauf 'EPS-p5-3%, 7 %
m/v PBS) et B) d’EPS-p20 (10 % m/v PBS).

La théorie de la poroélasticité relie également la perméabilité de I’hydrogel K au coefficient

de diffusion D par I’équation :

K = Dn (1+v00)(1—2V00)

E (1-v0) (17)
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ou n est la viscosité du solvant dans I’hydrogel. Dans notre cas, la viscosité du DMEM a 37 °C
est de l'ordre de 0,73 mPa.s (Poon, 2022). Les valeurs des perméabilités des hydrogels
calculées a partir des différentes grandeurs déterminées précédemment sont reportées dans
le Tableau XVI. La perméabilité de I'hydrogel est directement reliée a la taille moyenne des

pores du réseau formé par I'équation :
£=2VK (18)

Il est donc possible d’estimer facilement la taille moyenne des pores des différents hydrogels

en utilisant I'équation 19 (Chan et al., 2012) :

_ Dn (14v00)(1-2v4)
£=2 J R (19)

Les valeurs sont reportées dans le Tableau XVI et les tailles moyennes des pores calculées pour
les différents hydrogels poroélastiques sont comprises entre 1 nm et 2 nm. Ces valeurs de
porosité sont inférieures a celles estimées préalablement a 'aide de I'équation de Flory, qui

étaient comprises entre 11 nm et 17 nm (équation 9, Tableau XV).

Contrairement a l'approche thermodynamique de la théorie de Flory (et plus
généralement de Flory-Huggins), la description globale des différents hydrogels d’EPS-pNIPAM
par la théorie de la poroélasticité, en décrivant notamment les courbes de relaxation
mesurées, valide les valeurs obtenues. Cependant, méme si un ordre de grandeur sépare les
valeurs des tailles des pores déterminées par les deux théories, il est intéressant de relever
gue la porosité des hydrogels est nanométrique et qu’il n’y a pas de différences significatives
entre les différents hydrogels. Pour des concentrations en polysaccharide proches des EPS-
pNIPAM (de l'ordre de 2 % m/v), Akbarzadeh Solbu et al. (2022) ont également mesuré par
topographie AFM des tailles de pores de I'ordre de 30 nm pour des hydrogels d’alginate (20
mM CaCOs), de méme que Jayawardena et al. (2023) pour des hydrogels d’agarose (~ 100 nm).
D’une maniére générale, il est délicat de déterminer expérimentalement la taille des pores des
hydrogels. Une méthode couramment utilisée est I'imagerie par microscopie électronique a
balayage (MEB) mais des artéfacts liés a la cristallisation des molécules d’eau piégées dans

I’hydrogel tendent a une grande surestimation de la taille des pores (~ 100 pum) imagés malgré
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une congélation rapide (Figure 81, protocole en 111.2.4) (Aston et al., 2016; Kaberova et al.,

2020).

EPS-p20-6% EPS-p20-3% EPS-p20-1% EPS-p20-0,2%

Figure 81. Images MEB de la structure des hydrogels lyophilisés d’EPS-p5 et d'EPS-p20 préparés é 10 % m/v PBS hormis les
EPS-p5-3%/2% (7 % m/v PBS).

Les mesures AFM des hydrogels d’EPS-pNIPAM réalisées de 30 min a 2 h aprés
gélification renseignent sur les propriétés mécaniques du microenvironnement cellulaire
initial lors de I'application finale (test in vitro ou in vivo apreés injection dans le défaut a réparer).
Au cours du temps, ces propriétés mécaniques et la porosité du réseau seront amenées a
évoluer, notamment sous l'effet du gonflement des hydrogels (Subramani et al., 2020), et ce
de maniere différente en fonction de I’hydrogel considéré. En effet, tandis que les hydrogels
les plus greffés seront relativement stables dii a leur réseau dense, les modules élastiques des
hydrogels les moins greffés, qui présentent un taux de gonflement plus important, vont baisser
car la porosité de leur réseau va augmenter. Dans un contexte in vivo/in vitro, d’autres
phénomeénes que le gonflement impacteront simultanément les propriétés mécaniques des
hydrogels comme la réorganisation de I’hydrogel par les cellules ensemencées sécrétant la
matrice néo-formée (Krishnamoorthy et al., 2019; Tian & Chen, 2014), amplifiée au cours du

temps.
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Tableau XVI. Mesures par AFM en DMEM 30 min a 2 h apreés gélification. Les hydrogels sont préparés a 10 % m/v PBS
hormis VEPS-p5-3% (7 % m/v PBS). Valeurs du module élastique déterminé par les courbes de force (Enerrz) et de relaxation
(E). Propriétés des hydrogels poroélastiques : coefficient de diffusion (D), temps de relaxation (z), coefficient de Poisson
(v=), perméabilité (K) et taille des pores (§). Les valeurs avec des incertitudes proviennent des ajustements expérimentaux
alors que les valeurs sans incertitudes sont issues de calculs a partir des valeurs moyennes.

Hydrogel < EHerrz > <D> T <E> va K §
(kPa) (nm?/s) (s) (kPa) (hm?) (nm)
EPS-p5-16% 2,5+0,3 3,5+1,0 0,72 2,0+0,4 0,35+0,03 0,80 ~1,8
EPS-p5-8% 3,5+0,3 3,3+1,0 0,74 3,5+0,2 0,38 +0,02 0,38 ~1,3
EPS-p5-3% 4,8+0,9 3,4+0,9 0,76 4,6+0,4 0,33 +0,02 0,35 ~1,2
EPS-p20-3% 3,7+0,2 2,6+0,9 0,96 3,6+0,3 0,37 +0,04 0,30 ~1,1
EPS-p20-1% 6,2+0,4 48+1,0 0,52 6,2+0,6 0,39+0,03 0,28 ~1,0
EPS-p20-0,2% 4,3+0,8 3,9+0,7 0,64 46+0,1 0,37 +0,03 0,35 ~1,2
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3.4. Evaluation de la cytocompatibilité des hydrogels d’EPS greffés

L'objectif de cette partie consiste a évaluer la cytocompatibilité des hydrogels d’EPS-
pNIPAM obtenus en déterminant la viabilité des cellules ensemencées. Les résultats ont été
corrélés ala composition ainsi qu’aux propriétés mécaniques des hydrogels (mesurées en AFM

dans des conditions similaires) définies précédemment.

3.4.1. Tests de désinfection/stérilisation des hydrogels d’EPS greffés

La stérilité est une exigence pour tout biomatériau destiné a étre implanté ou a étre
en contact étroit avec des tissus vivants. En fonction des applications des hydrogels dans les
domaines médicaux et pharmaceutiques, les exigences de I'Agence Européenne des
Médicaments (EMA) doivent étre prises en compte (EMA, 2018), ainsi que les instructions de
la Pharmacopée Européenne (Pharmacopée européenne, 2017). |l existe plusieurs méthodes
de stérilisation terminale bien établies pour les biomatériaux et les dispositifs médicaux. Les
méthodes de stérilisation courantes comprennent le traitement thermique (a la vapeur (121
°C, 15 min) ou en chaleur séche (160 °C, 2 h)), les rayonnements ionisants (dose 25 kGy), la
stérilisation au gaz (plasma a haute fréquence tel que les vapeurs de peroxyde d’hydrogéne)
et la filtration stérilisante (0,22 um), qui sont décrites dans la Pharmacopée Européenne
(Pharmacopée européenne, 2017). A des fins réglementaires, la sécurité de la méthode de
stérilisation est donnée par la probabilité statistique qu'un microorganisme survive au

processus de stérilisation (niveau d'assurance de la stérilité, SAL). Une valeur de SAL < 10°®

Désinfection/stérilisation
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d’éthyléne
1 1 1 1
Seche lonisant Aldéhyde Formaldéhyde
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el d’hydrogéne

Halogéne Plasma

Métaux lourds Ozone

Figure 82. Exemples de méthodes de désinfection ou de stérilisation couramment utilisées dans le domaine médical
(Galante et al., 2018).
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doit étre obtenue. Il est important de distinguer le terme désinfection de la stérilisation. La
désinfection, contrairement a la stérilisation, permet d'éliminer/inactiver la plupart des
microorganismes pathogenes, a I'exception des spores bactériennes (Galante et al., 2018).
Cependant, bien que non reconnues par I'EMA, les méthodes de désinfection peuvent étre
employées en premiére approche sur les biomatériaux en développement pour la réalisation
de tests préliminaires in vitro nécessaires a la démonstration d’un résultat ou la preuve de

concept.

Dans le cas des hydrogels d’EPS greffés (en PBS) deux approches peuvent étre
envisagées : le traitement aseptique ou la désinfection/stérilisation terminale (S. A. Bento et
al., 2023). Le traitement aseptique nécessite le traitement de I'EPS greffé lyophilisé en amont
de sa solubilisation puis une solubilisation en condition aseptique avec du PBS stérile. En
désinfection/stérilisation terminale, la solution d’EPS greffés (en PBS) est traitée dans sa
formulation finale (concentration, contenant). Cette derniére stratégie est a prioriser afin
d’éviter toutes manipulations supplémentaires. Parmi les techniques de
désinfection/stérilisation possibles (Figure 82), 3 techniques accessibles au laboratoire ont été

testées (Rogers, 2012; S. A. Bento et al., 2023).

- La température : la stérilisation thermique, notamment par chaleur humide, est la
méthode de stérilisation la plus utilisée et recommandée (EMA, 2018; Pharmacopée
européenne, 2017). Elle se déroule dans un autoclave, combinant des températures et
une humidité élevée qui détruisent les composants métaboliques et structurels
essentiels des cellules, tuant ainsi les microorganismes. Ce processus se produit
généralement a une température de 121 °C pendant de courtes périodes, de 15 a 20
minutes. Ces conditions drastiques de température peuvent entrainer une altération
des polyméres en particulier des polysaccharides comme l'infernane (S. A. Bento et al.,
2023). Des températures inférieures ont donc également été testées de (70 °C a 90 °C)
pendant une durée de 15 a 60 minutes selon un processus assimilable a de la
pasteurisation (non reconnu par 'EMA) (Rutala & Weber, 2016).

- Le traitement par UV-C : les longueurs d’onde comprises entre 200 et 280 nm sont
considérées comme bactériostatiques voire bactéricides. L'ARN et I’ADN cellulaires

absorbent les hauts niveaux d’énergie associés aux ondes courtes, principalement a
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254 nm, de la lumiére UV. Cette absorption d’énergie UV forme de nouvelles liaisons
entre nucléotides adjacents, créant des doubles liaisons ou diméres. La formation de
nombreux diméres bloque le processus de réplication (Kielbassa et al., 1997,
Lindenauer & Darby, 1994). Cependant, les rayonnements UV sont peu pénétrants et
certaines bactéries possedent la capacité de réparer leur ADN aprés dommages
(Gharbi et al., 2020). C’'est pourquoi I’'UV n’est pas reconnu par 'EMA en tant que
techniques de stérilisation mais recommandé pour la désinfection de surface
notamment en milieu hospitalier. Il peut néanmoins étre testé quelques fois pour la
décontamination de polymeéres ou d’hydrogels en premiére approche pour des tests
in vitro (Hodder et al., 2019; Tan et al., 2012; Yap & Yang, 2020).

- La filtration stérilisante (0,22 um) : approuvée par 'EMA, elle permet d’exclure les
bactéries et spores de tailles supérieures aux dimensions des pores de la membrane

de filtration.

La sélection de la technique de désinfection/stérilisation des EPS greffés a été réalisée
selon 2 critéres. D’une part, aucun développement bactérien ne doit étre observé apres
étalement sur boite des solutions traitées : le milieu PCA a été utilisé pour le dénombrement
de la flore mésophile aérobie totale, tandis que le milieu Zobell (milieu salin sélectif) a été
utilisé pour évaluer I'absence de flore marine (Alteromonas infernus, dont est issu infernane,
étant une bactérie marine). D’autre part, la technique employée ne doit pas altérer la
composition et la structure des EPS greffés qui doivent par conséquent étre étudiées apres
traitement. En effet, lors de précédents travaux, une modification de la masse molaire de la
chaine de l'infernane natif avait été démontrée par HPSEC-MALS-dRI aprés application de
différentes techniques de stérilisation : rayonnement gamma ou beta (dose 15 kGy ou 25 kGy),
plasma froid (CP, mélange de gaz composé d’O2 (20 %) et de N2 (80 %) pour 1 h) et oxyde
d’éthyléne (EtO, 700 mg/L, 250 min, 50 mbar, 45 °C a 45 % d’humidité) (Rederstorff et al.,
2011a) (Figure 83). La stérilisation par EtO s’est avérée la moins dégradante pour I'EPS.
Cependant, contrairement a I'EPS, il s’avére que la colonne d’"HPSEC (Aquagel-OH) et/ou les
conditions d’élution classiqguement utilisées au laboratoire pour la caractérisation physico-
chimique des EPS ne sont pas adaptées aux EPS greffés. En effet, leur faible recouvrement,

inférieur a 10 %, semble étre le signe d’une interaction entre les EPS greffés et la phase
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Figure 83. Masse molaire moyenne en poids (Mw) (HPSEC-MALS-dRI) de I’EPS infernane (GY785) natif avant et aprés
stérilisation, par rayonnement gamma ou beta (dose 15 kGy ou 25 kGy), par plasma froid (CP, mélange de gaz composé

d’0; (20 %) et de N (80 %) pour 1 h) et par oxyde d’éthyléne (EtO, 700 mg/L, 250 min, 50 mbar, 45 °C & 45 % d’humidité)
(Rederstorff et al., 2011a).

stationnaire de la colonne (justifiant leur analyse en FI-AF4 (11.3.2.1), plateforme TFFFC,
Toulouse).

Ainsi, I'impact des techniques de désinfection/stérilisation sur les caractéristiques physico-
chimigues (masse molaire moyenne en poids, rayon de giration, conformation) par HSPEC-
MALS-dRI a été étudié sur I'EPS a une concentration similaire a celui de I'hydrogel d’EPS-p5-
2% (7 % m/v), pour qui la concentration en EPS est la plus importante, soit ~2 % m/v. Les

résultats ont été extrapolés aux EPS greffés.

Aprés 48 h a 30 °C sur milieu PCA (70 pL), les solutions d’EPS natif a 2 % m/v (eau) non
stérilisées présentent un développement bactérien (Figure 84.A). L'objectif a donc été
d’éliminer cette biocharge. L'efficacité des techniques de décontamination (désinfection ou
stérilisation) sur les solutions d’EPS a été évaluée par I'absence de ces colonies aprées
étalement sur boite. Pour la décontamination par la température, une température minimale
de 80 °C est nécessaire a I'élimination de la biocharge (Figure 84.B). A cette température, a
minima 30 min de chauffage est requis, un temps de 15 min étant insuffisant (Figure 84.C).
Les températures supérieures a 80 °C n’ont donné lieu a aucun développement bactérien pour

les temps testés, méme inférieurs a 30 min (Tableau XVII).
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Figure 84. Evaluation de la biocharge sur milieu PCA (70 puL, 48 h, 30 °C) de I’EPS (2 % m/v eau) A) non stérilisé, B) aprés
chauffage 70°C-60 min, C) apres chauffage 80°C-15 min et D) aprés 14 cm UV-15 min.

Tableau XVII. Efficacité de la décontamination de I'EPS (2 % m/v eau) par chauffage et traitement UV-C. La croix rouge
indique qu’un développement bactérien a été observé sur milieu PCA (70 uL, 48 h, 30 °C) présenté Figure 84, a I'inverse des
conditions présentant un rond vert.

Bain marie Autoclave Uv-C
70°C 80°C 90°C|105°C 121°C|{5cm 14cm
5 min - - - - o - _
15 min - X o - o - X
Temps 18min - - - o - - -
30 min - o o - - o o
60 min X o o _ _ o o

Pour la désinfection par UV-C, a chaque couple temps d’exposition (15 a 60
min)/distance de la lampe (5 ou 14 cm) correspond une dose d’UV regu (équations 6 en
11.2.6.1.1). Toutes les conditions de doses d’UV testées (8 550 a 266 400 J/m?) ont permis la
désinfection de la solution d’EPS (Tableau XVII) hormis la dose 8 550 J/m? (condition 14 cm
UV-C-15 min) (Figure 84.D). La dose d’UV et par conséquent le temps d’exposition (15 min) a
14 cm semble étre insuffisant. La dose d’UV nécessaire pour réduire d’1 log (90 %) la biocharge
est différente en fonction des bactéries. Elle est par exemple de 743 J/m? pour les spores de
Bacillus antracis contre 55 J/m? pour Escherichia coli ((“UV-C Dose Required to Kill
Microorganisms,” 2021). Bien que la dose appliquée en condition 14 cm UV-C-15 min (8 550
J/m?) soit bien supérieure, les valeurs décrites dans la littérature sont généralement définies
pour une désinfection de surface (ou de I'air, hors décontamination de I'eau). Or, I'EPS est

présent en solution et contenu dans un Eppendorf qui, bien qu’il soit en polypropylene (pas
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d’absorbance dans le domaine UV), participe a la diminution de la dose réelle regue par I'EPS.
Lorsque la dose d’UV est insuffisante, des mécanismes de réparation de ’ADN peuvent
également survenir a la lumiéere (photo-réparation) ou dans I'obscurité, par ailleurs favorisés
a une température de 30 °C (celle de I'incubateur) (Gharbi et al., 2020). Malgré cela, les doses
supérieures testées (> 17 100 J/m?) permettent la désinfection de la solution dans le
contenant provisoire, ce qui est un avantage.

Pour la filtration a 0,22 um de I'EPS, le filtrat obtenu a été lyophilisé. 93 % de la masse
d’EPS initialement filtrée ont été récupérés puis I'EPS stérilisé obtenu a été préparé en
condition aseptique a 2 % m/v (eau). Aucune colonie n’a alors été observée aprés étalement.
Al’inverse des deux techniques précédentes, I'EPS natif de haute masse molaire doit étre filtré
de maniére séquentielle (0,7 um puis 0,45 um puis 0,22 um) en régime dilué (< 0,1 % m/v).
Ceci requiert une étape de lyophilisation supplémentaire puis de préparation de la solution

finale.

Afin d’évaluer I'impact de ces techniques sur les chaines d’EPS, les solutions
décontaminées (O et filtration a 0,22 um, Tableau XVII) ont été diluées a 0,2 % m/v (eau) et
étudiées en HPSEC-MALS-dRI en comparaison de I’'EPS non stérilisé (Mw 954 000 g/mol, Rg 96
nm) (Figure 85). On remarque qu’a 80°C-30 min, la masse molaire moyenne de la chaine d’EPS
est relativement conservée (Mw 922 000 g/mol, Rg 92 nm) puis diminue a partir de 60 min
(849 000 g/mol, Rg 85 nm). A 90 °C, cette diminution est observée dés 30 min (Mw 859 000
g/mol, Rg 86 nm). Ceci est d’autant plus marqué avec 'augmentation de la température, a
105°C-18 min (Mw 726 000 g/mol, Rg 73 nm) et encore davantage a 121 °C, que ce soit pour
5 ou 15 min (~ Mw 400 000 g/mol) de traitement. Le rayon de giration est alors fortement
réduit (45 nm). Ainsi, un temps de chauffage (> 30 min) mais surtout une température trop
importante (> 90 °C) conduisent a une dégradation notable de la chaine d’EPS. Des résultats
similaires ont été observés pour I'autoclave de polysaccharide tel que la pectine (Munarin et
al.,, 2013). Seules les conditions en température 80°C-30 min et 90°C-15 min semblent
relativement conserver 'intégrité de la chaine d’EPS (Mw et Rg).

Pour le traitement UV, on remarque une diminution de la masse molaire moyenne de
la chaine d’EPS avec la dose d’UV recue (de 17 100 a 266 400 J/m?) liée & 'augmentation du
temps d’exposition (60 min vis-a-vis de 30 min) et/ou de l'irradiance (5 cm vis-a-vis de 14 cm)

a l'origine de la photo-dégradation du polysaccharide (Kasaai, 2004). La condition 14 cm UV-
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30 min (dose UV ~ 17 100 J/m?) est ainsi la moins dénaturante pour la chaine d’EPS (Mw
880 000 g/mol, Rg 88 nm).

Enfin, la filtration a 0,22 um n’entraine pas de modification de la masse molaire
moyenne de I'EPS (Mw 945 000 g/mol, Rg 96 nm). En revanche le coefficient hydrodynamique
v calculé a partir de la pente du tracé log-log du Rg en fonction de la masse molaire moyenne
Mw indiqgue une modification de la conformation moléculaire de la pelote statistique
certainement induite par la pression exercée lors de la filtration (v = 0,46 contre ~ 0,64 pour

I’EPS non stérilisé et les autres conditions) (Figure 87).
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Figure 85. Masse molaire moyenne en poids (Mw) et rayon de giration (Rg) de I'EPS natif (0,2 % m/v) avant (en noir) ou
apres application des conditions de décontamination par chauffage (en rouge), par UV-C (en bleu) et par filtration a 0,22 um
(en violet). Les fléches vertes indiquent les conditions sélectionnées et testées par la suite sur I’'EPS-p5-8%.
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Figure 86. Chromatogrammes HPSEC-MALS de I'EPS natif (0,2 % m/v) aprés décontamination par les 4 conditions les moins
dénaturantes en termes de Mw et Rg.
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Figure 87. Coefficients hydrodynamiques v calculés a partir de la pente du tracé log-log du rayon de giration (Rg) en fonction
de la masse molaire moyenne en poids (Mw) obtenus en HPSEC-MALS-dRI pour I'EPS natif (0,2 % m/v) aprés
décontamination par les 4 conditions les moins dénaturantes en termes de Mw et Rg.
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AVissue de cette approche portant sur I'EPS, 4 conditions (-, Figure 85 et Figure 86)
permettant la décontamination et la préservation des caractéristiques physico-chimiques de
la chaine polysaccharidique native ont été testées sur I'EPS-p5-8% : 80°C-30 min, 90°C-15 min,
14 cm UV-30 min et filtration a 0,22 um. L'objectif étant de validé l'efficacité de la
décontamination sur un EPS greffé a sa concentration finale en tampon PBS pour 7 jours et

évaluer I'impact des techniques de décontamination sur la gélification de I'EPS-greffé.

A I'image de I'EPS seul (2 % m/v eau) non stérilisé, 'EPS-p5-8% (10 % m/v PBS, soit
1,4 % m/v en EPS) non stérilisé présente une charge bactérienne (Figure 88.A).
Aprés chauffage 80°C-30 min et 90°C-15 min ou filtration a 0,22 um, aucune colonie n’a été
observée 48 h et aprés 7 jours (30 °C, PCA), indiquant une décontamination réussie. Pour la
condition 14 cm UV-30 min, quelques colonies ont été observées dés 48 h (Figure 88.B). L’arrét
de la lampe a 15 min (exceptionnellement pour la réalisation d’un test intermédiaire) a pu

impacter |'efficacité de la désinfection.

Figure 88. Evaluation de la biocharge sur milieu PCA (70 uL, 48 h, 30 °C) de ’EPS-p5-8% (10 % m/v PBS) A) non stérilisé
et B) aprés traitement 14 cm UV-30 min.

Testées selon le protocole défini en I11.2.1, les conditions de décontamination n’ont
pas impacté la gélification de I’hydrogel d’EPS-p5-8% et sa stabilité pendant 7 jours hormis la
filtration a 0,22 um (Figure 89). En effet, I’hydrogel issu de la filtration de I'EPS greffé a 0,22
um, se désintégre trés rapidement aprés ajout du milieu DMEM. Une différence notable entre

la filtration de I'EPS natif ou greffé peut expliquer ce résultat. La filtration a 0,22 um de I'EPS

~177



Chapitre Ill : Caractérisation & Cytocompatibilité des hydrogels d’EPS-pNIPAM

Figure 89. Aspect de I'hydrogel d’EPS-p5-8% (30 uL, 10 % m/v PBS, 37 °C, 5 % CO;, humidité contrélée), A) non stérilisé B)
aprés chauffage 80°C-30 min C) aprés chauffage 90°C-15 min, D) aprés traitement 14 cm UV-C-30 min et E) apreés filtration
0,22 um.

greffé présentait un recouvrement (masse de filtrat lyophilisé récupérée) de 60 %
contrairement a I'EPS natif (93 %). De plus, la filtration était extrémement ralentie en
comparaison de I'EPS natif et a nécessité de multiples changements de filtres. Aprés
lyophilisation du filtrat, la solution préparée a 10 % m/v était beaucoup plus liquide que celles
issues des autres techniques de décontamination. Or, les EPS greffés sont caractérisés par
I’établissement d’interactions inter-chaines entrainant la formation d’agrégats de masse
molaire moyenne bien supérieure a celle de I'EPS natif (10° g/mol, Rg 0,5 um, résultats FI-AF4-
MALS-dRI, 11.3.2.1). Leur passage a travers la membrane semble fortement limité au vu de la
diminution du recouvrement, pouvant entrainer une filtration sélective des plus petites
chaines d’EPS greffés participant a la diminution de la viscosité de la solution. De plus, la
pression engendrée a pu dénaturer les agrégats des chaines d’EPS greffés pouvant également
justifier cette observation. La non-gélification des EPS greffés est également observée suite a
une filtration a 0,45 um. A l'inverse, une filtration a 0,7 um permet certes une filtration aisée

et sans altération de la gélification de I'EPS-p5-8% (taille de pores supérieure a son Rg), mais

la décontamination n’est pas efficace a cette porosité.

Ainsi, parmi les techniques testées sur I'EPS greffé EPS-p5-8%, seules les conditions
de chauffage 80°C-30 min et 90°C-15 min ont permis a la fois la décontamination de I’"hydrogel
d’EPS-p5-8% et le maintien de sa gélification. La condition 80°C-30 min étant la moins
dénaturante pour I'EPS natif (Mw 922 000 g/mol, Rg 92 nm, Figure 85), elle a donc été
sélectionnée et testée sur I'ensemble des hydrogels d’EPS-p5 et d’EPS-p20. La température de

désinfection (80°C) étant supérieure a la LCST des hydrogels des EPS greffés, une gélification
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Figure 90. Aspect des solutions d'EPS greffés aprés chauffage 80°C-30 min. A) De gauche a droite : EPS-p5-16 %, EPS-p5-8%
(10 % m/v PBS), EPS-p5-3% et EPS-p5-2% (7 % m/v PBS), B) de gauche a droite : EPS-p20-6%, EPS-p20-3%, EPS-p20-1% et
EPS-p20-0,2% (10 % m/v PBS).

des solutions est observée au terme du chauffage (Figure 90). Elles retrouvent néanmoins leur
aspect initial (Figure 59) aprés refroidissement, la transition sol-gel étant réversible. Evaluées
sur 7 jours sur milieu PCA et Zobell (70 pL, 30°C), aucune colonie ne s’est développée. De plus,
le test de gélification des solutions d’EPS greffés désinfectées s’est avéré positif (Figure 91).
La technique de désinfection par chauffage 80°C-30 min a donc été sélectionnée afin de

décontaminer les hydrogels d’EPS greffés avant les tests in vitro.

Figure 91. Aspect des hydrogels d’EPS greffés (30 ulL, 37 °C, 5 % CO,, humidité contrélée) aprés désinfection 80°C-30 min
observés apres 7 jours d’incubation. A) De gauche a droite : EPS-p5-16 %, EPS-p5-8% (10 % m/v PBS), EPS-p5-3% et EPS-
p5-2% (7 % m/v PBS). B) De gauche a droite : EPS-p20-6%, EPS-p20-3%, EPS-p20-1% et EPS-p20-0,2% (10 % m/v PBS).
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3.4.2. Ensemencement de cellules HEK293 dans un hydrogel de Cultrex et

mise en place du test de viabilité in vitro
Une étape préliminaire a I’évaluation de la cytocompatibilité des hydrogels d’EPS-
pNIPAM a été la sélection des cellules a ensemencer et la mise en place du protocole de

viabilité sur un hydrogel de référence pour la culture cellulaire in vitro.

Sélection des cellules

Les cellules de rein embryonnaire humain (HEK293) sont a l'origine d’une lignée
cellulaire (Graham et al., 1977), couramment utilisée pour la recherche biopharmaceutique et
médicale fondamentale. Les cellules HEK293 présentent une morphologie épithéliale et sont
de nature adhérente (Figure 92.A), mais elles peuvent également étre adaptées pour une

croissance en suspension (Figure 92.B).

Figure 92. Observation au microscope optique de I'aspect des cellules HEK293 FT adhérente ou en suspension (Gx10).

A ce jour, différentes lignées des cellules HEK293 ont été établies (HEK293 T/HEK293
FT/HEK293 S...) (Abaandou et al., 2021). Les cellules HEK293 T sont dérivées de cellules
HEK293 exprimant |'antigene T du virus simien 40 (luchi et al., 2020). HEK293 FT est une
variante a croissance rapide du HEK293 T et adaptée aux milieux commerciaux. L’efficacité
élevée de la transfection des cellules HEK293 permet la production de protéines ou de virus

exogenes a des fins de recherches pharmaceutiques et biomédicales (Yuan et al., 2018).

Les cellules HEK293 sont intéressantes pour la réalisation de tests de viabilité pour
différentes raisons : 1) D’une part, elles sont d’origine humaine contrairement aux cellules
CHO (lignée issue d’ovaires de hamster de chine) trés utilisées en biotechnologie. 2) D’autres

part, elles sont robustes, trés faciles a cultiver et a entretenir de maniére reproductible
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contrairement aux cellules primaires telles que les chondrocytes (Yuan et al.,, 2018). La
variation de la viabilité cellulaire mesurée sera aisément corrélée a I'impact du parameétre
testé contrairement a des cellules qui par elles-mémes présenteraient des difficultés a
proliférer. 3) Enfin, le nombre de cellules HEK293 double assez rapidement, toutes les 30
heures environ (Abaandou et al., 2021). Une durée de test in vitro de 7 jours suffira a évaluer

la viabilité de ces cellules de maniére significative.

De nombreuses études ont eu recours aux cellules HEK293 pour I'évaluation de la
viabilité/cytotoxicité 2D ou aprés ensemencement dans des hydrogels de pNIPAM (Capella et
al., 2019; Hu et al., 2022; Li et al., 2021; Su et al., 2020). Ainsi pour notre étude, des cellules
HEK293 FT disponibles au laboratoire ont été utilisées. Pour la suite du mémoire, elles seront

simplement nommées HEK293.

Sélection du test de viabilité

La viabilité cellulaire peut étre évaluée selon différents critéeres. L'intégrité de la
membrane plasmique, la synthése d’ADN, I'activité enzymatique et la présence d’ATP sont des
indicateurs connus de la viabilité des cellules. L’AlamarBlue est un réactif qui détecte les
cellules métaboliquement actives, utilisé pour I’analyse quantitative de la viabilité et dans une
certaine mesure de la prolifération cellulaire. Lorsqu’il est ajouté aux cellules, le réactif est
modifié par I'environnement réducteur (mitochondrie, cytochrome principalement) des
cellules viables (Rampersad, 2012). Le colorant sous sa forme oxydée (résazurine) est de
couleur bleue et faiblement fluorescent. Les cellules en croissance provoquent une réduction
chimique du colorant AlamarBlue du bleu non fluorescent en rose fluorescent (résorufine)
(Figure 93).

O@

| Réduction cellulaire

N N
HO O (¢} HO (0] 0

Résazurine Résorufine
(Bleu, faiblement fluorescent) (Rose, fortement fluorescent)

Figure 93. Principe du test AlamarBlue permettant I’évaluation de la viabilité cellulaire.

Le test AlamarBlue présente de nombreux avantages par rapport a d'autres tests de

viabilité cellulaire basés sur I'activité métabolique tels que le MTT (Longhin et al., 2022).
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1) Soluble dans l'eau, la résorufine est libérée dans le milieu de culture contrairement aux
cristaux de formazan issu du test MTT. 2) Les cellules utilisées pour le MTT seront ainsi
détruites lors de I'étape de solubilisation, tandis que les cellules utilisées pour le test
AlamarBlue pourront étre réutilisées. 3) Le test AlamarBlue est non toxique, tandis que le MTT
serait lui-méme cytotoxique (Ghasemi et al., 2021). 4) Enfin, le test AlamarBlue semble plus

sensible a la détection de la cytotoxicité que le test MTT (Hamid et al., 2004).

Ainsi, le test AlamarBlue a été utilisé pour le suivi de la viabilité cellulaire de cellules

HEK293 ensemencées.

Sélection d’un hydrogel de référence

Afin de mettre en place le protocole d’ensemencement et la mesure de la viabilité des
cellules HEK293, un hydrogel de référence pour la culture cellulaire in vitro a été utilisé.
L'extrait de membrane basale (BME) Cultrex, similaire au Matrigel plus connu, est une forme
soluble de membrane basale purifiée a partir d'une tumeur d'Engelbreth-Holm-Swarm. Les
principaux composants du Cultrex sont la laminine, le collagéne IV, I'entactine (nidogéne) et
les protéoglycanes a héparane sulfate (perlécane). Thermosensible, cet extrait de BME gélifie
a des températures comprises entre 22 et 37 °C (Aisenbrey & Murphy, 2020). Le collagene de
type IV et la laminine majoritairement entrainent la formation d’un hydrogel dont
I'architecture en double réseau est stabilisée par des ponts non-covalents d’entactine (Cheng
et al., 1997). Les composants du Cultrex sont biologiquement actifs en favorisant I'adhésion,
la croissance, la migration, I'invasion et la différenciation cellulaire (Arnaoutova et al., 2012).
La plupart des composants majeurs du Cultrex interagissent via de multiples classes de
récepteurs a la surface cellulaire notamment les récepteurs des intégrines dont sont pourvus
les cellules HEK293 (Yarwood & Woodgett, 2001). La présence de différentes familles de
facteurs de croissance (IGF-1, TFG-B, EGF, VEGF...), dont la biodisponibilité est régulée par les

perlécanes et le collagéne IV, compléte la formulation du Cultrex (Arnaoutova et al., 2012).

Ainsi, cette composition complexe fournit un environnement favorable au
développement cellulaire, pertinent pour l'utilisation du Cultrex en tant que témoin positif
pour I'ensemencement de cellules HEK293 et la mise en place des conditions du test in vitro.
L’objectif était de définir la concentration cellulaire initiale de travail, valider les conditions du

test AlamarBlue ainsi que le nombre de jours de mesure de la viabilité.
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3.4.2.1. Mise en place du protocole de viabilité cellulaire

Le volume de Cultrex utilisé a été fixé a 30 uL. Quatre concentrations cellulaires
initiales (de 0,1 x 10°cell/mLa 3 x 10° cell/mL) ont été testées et préparées a partir de cellules
issues de passage cellulaire numéro 10 et numéro 14 a deux semaines d’intervalle (voir
[11.2.6.2). L'ensemencement des cellules dans le Cultrex a été réalisé selon le protocole défini
en l11.2.6.3.1. L’évaluation de la viabilité cellulaire a été réalisée par le test AlamarBlue, 2 jours
(J2), 3 jours (J3), 4 jours (J4) et 7 jours (7)) apres ensemencement (JO). La concentration en
AlamarBlue et la durée du test de viabilité ont été fixées a 20 % v/v DMEM (500 pL) et 5 h

respectivement.

La viabilité cellulaire peut étre corrélée au changement de couleur du réactif (bleu
a rose, Figure 57.B) réduit par le métabolisme cellulaire mais le suivi de la fluorescence, plus
sensible, a été privilégié (excitation a 560 nm et émission a 590 nm) (Figure 94). On remarque
que pour toutes les concentrations cellulaires initiales testées (hormis 0,1 x 10° cell/mL), la
fluorescence augmente au cours des jours démontrant, d’'une part une ensemencement réussi
des cellules HEK293 au sein du Cultrex et d’autre part que les conditions du test AlamarBlue
(20% v/v DMEM, durée du test de 5 h) permettent une évaluation de la réponse dés les
premiers jours de mesure. La fluorescence est d’autant plus importante que la concentration
initiale en cellule est grande. Les cellules qui se multiplient forment des sphéroides dont le
nombre et la taille augmentent au cours des jours (Figure 95).

La condition 0,1 x 10° cell/mL se développe difficilement. La réponse a J2 (plus
faible que les autres conditions, le nombre initial de cellules étant moins important)
n’augmente pas jusqu’a J4, puis trés légerement a J7. La concentration cellulaire initiale de 0,1
x 108 cell/mL semble étre insuffisante (du moins pour une étude in vitro significative sur 7
jours), la communication intercellulaire jouant un role important sur la croissance cellulaire,
une densité cellulaire minimale est nécessaire pour une vitesse de croissance optimale.

Pour la condition 3 x 10° cell/mL, la fluorescence semble se stabiliser dés J4
contrairement aux conditions 0,3 x 10° cell/mL et 1 x 108 cell/mL, pour lesquelles elle est
multipliée par au moins 2 entre J4 et J7. La fluorescence a J7 de la condition 1 x 10°cell/mL est
ainsi relativement proche de celle de la condition 3 x 10° cell/mL. Il est possible d’envisager

que I'entiereté de I’AlamarBlue soit réduite par le nombre de cellules atteintes a J7 pour cette
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Figure 94. Evolution de la fluorescence (test AlamarBLue, 20 % v/v DMEM, 5h, 37 °C, 5 % CO,, humidité contrélée, ex : 560

nm/em : 590 nm) de différentes concentrations initiales de cellules HEK293 ensemencées dans le Cultrex (30 ulL) au cours
des jours.
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Figure 95. Observation au microscope optique a température ambiante des cellules HEK293 ensemencées a différentes
concentrations initiales dans le Cultrex (30 uL) de JO a J7 (Gx10).
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condition (saturation du test métabolique). A I'image des sphéroides tumorales, les
sphéroides HEK293 peuvent étre composées de cellules a différents stades (proliférantes,
quiescentes, et nécrotiques) de la surface au cceur du sphéroide, corrélés aux gradients
(décroissant) en oxygéne/nutriments et (croissant) en lactate (Debruyne et al., 2023). Il est
donc également possible d’envisager qu’une taille critique des sphéroides soit atteinte dans
lesquelles une proportion plus grande en cellules quiescentes/nécrotiques vis-a-vis des
cellules prolifératives entrainerait une stagnation de la réponse de la viabilité pour la condition
3 x 106 cell/mL (saturation de la culture). Quoi qu’il en soit, cette concentration initiale en

cellules ne permet pas un suivi sur 7 jours.

Ainsi, une concentration cellulaire initiale comprise entre 0,3 x 10° cell/mL et 1 x
10° cell/mL semble étre optimale, dans les conditions de notre test, 'augmentation de la
fluorescence étant continue de J2 a J7. Le Cultrex est un hydrogel témoin formulé pour la
culture cellulaire in vitro. On peut donc s’attendre a ce que la viabilité cellulaire soit moindre
dans les hydrogels d’EPS greffés. La condition initiale de 1 x 10° cell/mLa donc été favorisée
présentant une réponse plus importante, notamment aux premiers jours de mesure. La
fluorescence étant significativement différente entre J3 et J7, la mesure de la viabilité
cellulaire des cellules HEK293 ensemencées dans les hydrogels d’EPS greffés a été réalisée

uniguement a ces 2 jours.
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3.4.2.2. Optimisations du protocole de viabilité cellulaire

La concentration cellulaire initiale et les conditions du test de viabilité
(concentration en réactif, durée du test et le nombre de jours de mesure) ont été validées sur
les cellules HEK293 ensemencées au sein du Cultrex. Quelques optimisations de la procédure
ont également été appliquées pour I’évaluation de la viabilité des cellules au sein des

hydrogels d’EPS greffés (111.2.6.3.2).

La mesure de viabilité cellulaire par le test AlamarBlue repose sur la réduction de
la résazurine en résorufine par le métabolisme cellulaire. Les cellules étant ensemencées dans
un hydrogel, la résazurine doit dans un premier temps diffuser a I'intérieur de I’"hydrogel puis
inversement en ce qui concerne la résorufine. Les hydrogels d’EPS greffés présentant une
composition différente, le pourcentage ou bien la cinétique de diffusion de la
résazurine/résorufine pourraient étre impactés et donc influer sur les résultats du test de
viabilité. Afin d’éviter ce biais, les hydrogels d’EPS greffés ont été ramenés a la température
ambiante (transition gel-sol) et les cellules qu’ils contiennent ont été ensuite mises en
suspension en présence d’AlamarBlue. Ceci a permis également de s’affranchir des ringcages
des hydrogels nécessaires a I"élimination de I’AlamarBlue résiduel séquestré au sein de
I’hydrogel (observé dans le cas du Cultrex Figure 57.C) qui pourrait étre responsable d’une

surestimation de la fluorescence au jour suivant la premiére mesure.

3.4.3. Ensemencement de cellules HEK293 dans les gels d’EPS-pNIPAM et
mesure de la viabilité cellulaire
L'ensemencement des cellules HEK293 dans les hydrogels d’EPS greffés
(préalablement désinfectés a 80 °C, 30 min) a été réalisé suivant le protocole établi a partir du
Cultrex, utilisé en tant que témoin positif. Aprés gélification 1 h a 37 °C (Figure 96. J0-A), les
hydrogels ont été recouverts par 1 mL de milieu de culture. La mesure de la viabilité a été
réalisée a J3 et J7 (Figure 96. J3-B et J7-D). Pour ce faire le milieu de culture a dans un premier
temps été prélevé (Figure 96. J3-B’ et J7-D’) puis le réactif AlamarBlue a été déposé (400 pL,
20 % v/v DMEM) a température ambiante. Aprés 5h, un changement de couleur (Figure 96.

J3-B” et J7-D”’) a été observé.
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Figure 96. Les hydrogels de p5, de p20, d’EPS-p5 et d’EPS-p20 ont été préparés a 10 % m/v PBS hormis les EPS-p5-3%/2% (7
% m/v PBS). Les cellules HEK293 ont été ensemencées a 1 x 106 cell/mL (30 uL) a JO. A) Gélification des hydrogels contenant
les cellules HEK293 ensemencées (1 x 10 cell/mL) 1 h @ 37 °C (5 % CO,, humidité contrélée). B) Aspect des puits & J3. B’)
Aspect des hydrogels apres prélevement du milieu de culture a J3. B”’) Aspect des puits apres test AlamarBlue (400 uL, 20
% v/v DMEM, 5h, 37 °C) @ J3. C) Aspect des puits a J5. D) Aspect des puits a J7. D’) Aspect des hydrogels aprés prélévement
du milieu de culture & J7. D”’) Aspect des puits aprés test AlamarBlue (400 ulL, 20 % v/v DMEM, 5h, 37 °C) a J7. Le Cultrex a
été utilisé en tant que témoin positif.
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La fluorescence mesurée a été normalisée par rapport a la réponse du témoin positif Cultrex

et présentée en Figure 97.
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Figure 97. Viabilité relative au témoin positif Cultrex par le test AlamarBlue (20 % v/v DMEM, 5h, 37 °C, 5 % CO;, humidité
contrélée, ex : 560 nm/em : 590 nm) des cellules HEK293 ensemencées (a 1 x 106 cell/mL) dans les hydrogels d’EPS greffés
(10 % m/v PBS sauf EPS-p5-3%/2%, 7 % m/v PBS). ** indique que les valeurs sont significativement différentes du témoin
positif (Cultrex) (Test t de Student a a = 5 %).
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A J3, la viabilité relative de 'EPS-p5-16%, le plus greffé, est plus faible (20 %) que celle
des autres hydrogels d’EPS-p5 (51 a 77 %) (Figure 97.A). A J7, la fluorescence de I'ensemble
des conditions EPS-p5 a augmenté de maniere significative vis-a-vis de J3. Les EPS-p5-8%, EPS-
p5-3% et EPS-p5-2% présentent une viabilité relative moyenne supérieure a 84 %. Les cellules
s’organisent sous forme de sphéroides comme pour le témoin positif Cultrex (Figure 98).
L’EPS-p5-16% présente une viabilité relative augmentée vis-a-vis de J3 (51 %) mais reste plus
faible que les autres conditions EPS-p5.

Pour les EPS-p20, a J3, toutes les réponses sont significativement inférieures a celle du
témoin positif (< a 70 %), en particulier les hydrogels d’EPS-p20-6% et d’EPS-p20-1% (< a 20
%) (Figure 97.B). A J7, les conditions EPS-p20-3% et EPS-p20-0,2% présentent une viabilité
relative supérieure a 95 %. Les sphéroides présentent un aspect relativement similaire aux

conditions EPS-p5-8%, EPS-p5-3% et EPS-p5-2% (Figure 98). La variation de viabilité des

hydrogels d’EPS-p20-6% et EPS-p20-1% entre J3 et J7 n’est pas significative et reste faible
(~20 %).

EPS-p20-6%

Témoin positif

EPS-p20-3%

EPS-p20-1%

EPS-p20-0,2%

Figure 98. Observation au microscope optique a température ambiante des cellules HEK293 ensemencées dans les
hydrogels d’EPS greffés (10 % m/v PBS sauf EPS-p5-3%/2%, 7 % m/v PBS) (Gx10). Le Cultrex a été utilisé en tant que témoin
positif.
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Figure 99. Observation au microscope optique (Gx10) a température ambiante a J7 des cellules HEK293 présentes sous
forme sphéroide et adhérente dans A) I’hydrogel d’EPS-p5-2% (7 % m/v PBS) et B) le Cultrex.

A J7, a I'image du Cultrex, quelques cellules HEK293 sous forme adhérente peuvent
également étre observées pour les hydrogels d’EPS greffés, notamment pour les moins greffés
(EPS-p5-3%/2% et EPS-p20-0,2%) (Figure 99).

La mesure de la viabilité des cellules ensemencées dans les hydrogels a base de
pNIPAM p5 et p20 seul (10 % m/v) n’a pu étre réalisée. Ces hydrogels se sont désagrégés lors
de I'ajout du DMEM (Figure 96. J3-B). La majorité des cellules a donc été aspirée lors du
prélevement du milieu de culture avant le test AlamarBlue faussant par conséquent la réponse

mesurée.

Impact des propriétés mécaniques des hydrogels sur la viabilité cellulaire

Les propriétés mécaniques des hydrogels jouent un roéle clé sur les processus cellulaires
(prolifération, migration, différenciation...) (Ahearne, 2014; Chaudhuri et al., 2016; Vining &
Mooney, 2017). Les modules élastiques mesurés par AFM a partir des courbes de relaxation
(Figure 79) différent peu entre les différents hydrogels d’EPS-pNIPAM (entre 2 kPa et 4,6 kPa
pour les EPS-p5 et 3,6 a 6,2 kPa pour les EPS-p20) (Tableau XVIII). Le temps de relaxation
poroélastique des hydrogels d’EPS-pNIPAM de I'ordre d’1 s, traduit une capacité de dissipation
des contraintes mécaniques rapides, qui coincide avec I'échelle de temps de réponses des
cellules (Chaudhuri et al., 2016), ce qui serait favorable au développement cellulaire dans une
structure nanoporeuse. Il est important de souligner que les propriétés mécaniques des
hydrogels ont été mesurées entre 30 minutes et 2 heures apreés la gélification reflétant ainsi
les propriétés mécaniques de I'environnement cellulaire établies aux premiers temps apres

injection de I'hydrogel. Dans ces conditions, les taux de gonflement étaient similaires pour les
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différents hydrogels (Figure 62). Cependant, des différences dans le gonflement des hydrogels
apparaissaient au cours du temps, dépendant de la densité de greffage du pNIPAM et de la
concentration en EPS (Figure 62). En effet, I’hydratation des hydrogels formés par les EPS les
plus greffés (EPS-p5-16% et EPS-p20-6%) n’évolue que tres peu au cours du temps, traduisant
des réseaux denses dans lesquels les interactions inter-chaines forment un maillage serré et
ce d’autant plus que la chaine de pNIPAM greffée serait longue. Ces réseaux denses semblent
peu favorables aux processus cellulaires (viabilité relative de 51 % et 25 % pour des taux de
gonflement de 1,6 et 1,0 respectivement). A I'inverse, les hydrogels obtenus a partir des EPS
moins greffés gonflent davantage avec le temps, révélant des réseaux plus laches schématisés
sur la Figure 63. L'expansion du réseau sera favorable non seulement a la diffusion des
nutriments et I"’évacuation des déchets cellulaires hors matrice mais aussi aux différents
processus cellulaires, dont la prolifération et la migration en raison d’'une déformabilité aisée.
Ce dernier point peut notamment étre illustré par la capacité des cellules HEK293 a migrer
hors des hydrogels d’EPS les moins greffés au 7¢ jour de culture cellulaire (lorsque le réseau

des hydrogels est le plus lache), comme observé pour le Cultrex (Figure 99).

Dans la littérature, il a été également reporté que la viabilité des cellules du noyau
pulpeux du disque intervertébral était fortement affectée par la densité du réseau des
hydrogels HA-pNIPAM (Mortisen et al., 2010; Peroglio et al., 2012). En effet, la viabilité de ces
cellules ensemencées dans I’"hydrogel HA-pNIPAM avec un réseau lache (HA-pNIPAM avec HA
de masse molaire Mn 1 700 000 g/mol et pNIPAM de masse molaire Mn 20 000 g/mol) est
supérieure (90 %) a celle obtenue dans un réseau dense (HA-pNIPAM avec du pNIPAM de
masse molaire plus élevée, Mn 35 000 g/mol) (69 % a J3 et 50 % a J7) (Peroglio et al., 2012).
Ce résultat a été corrélé a la diminution de volume d’hydrogel HA-pNIPAM 35 000 g/mol de

30 % en augmentant la taille de la chaine de pNIPAM.

Impact de la composition des hydrogels sur la viabilité cellulaire

La concentration en EPS dans les hydrogels d’EPS-pNIPAM peut également impacter la
viabilité cellulaire (
Figure 43, Tableau XVIII). L’hydrogel a base d’EPS-p5-16%, le plus greffé, présente un taux
d’EPS inférieur (37 % de I'EPS-pNIPAM) aux autres hydrogels formés a partir d’EPS-p5 (= 55 %
de 'EPS-pNIPAM). C’est également le cas pour I'hydrogel a base d’EPS-p20-6% (31 % de I'EPS-
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pNIPAM) vis-a-vis des autres hydrogels d’EPS-p20 (> 48 % de I'EPS-pNIPAM). Ainsi, les
hydrogels d’EPS greffés pour lesquels le taux d’EPS est supérieur a 48 % (de I'EPS-pNIPAM,
Tableau XVIII), présentent une viabilité cellulaire proche du Cultrex dont la composition
(laminine, collagene IV, perlécane) est favorable a I'adhésion cellulaire via leurs intégrines
(Yarwood & Woodgett, 2001). Une part importante en EPS au sein de I’hydrogel est donc une
condition nécessaire pour favoriser la viabilité cellulaire. L'effet bénéfique en ingénierie
tissulaire de I'EPS infernane incorporé dans un hydrogel injectable pH sensible, élaboré a partir
d’un dérivé de cellulose silanisé (Si-HPMC a 2 % m/v), a déja été montré dans de précédent
travaux. Par rapport a I’hydrogel seul, son enrichissement en EPS infernane (0,67 % m/v)
favorise la viabilité des cellules de chondrocytes articulaires de lapin en culture 3D avec une
nette augmentation de la production de collagéne de type Il et d’agrécane par les cellules,
indiquant le maintien de leur phénotype. Cet effet a été aussi observé dans un modele in vivo,
I'implantation dans des souris immunodéficientes de cet hydrogel enrichi en EPS infernane et
contenant des chondrocytes articulaires de lapin stimule la production de tissus cartilagineux
avec une matrice extracellulaire riche en collagéne de type Il et en agrécane, indiquant encore
dans ce modele le maintien du phénotype chondrocytaire (Rederstorff et al., 2011b, 2017).

De plus, la viabilité cellulaire ne semble pas affectée par la présence du pNIPAM libre
(dont des taux proches ont été mesurés quel que soit I’hydrogel (Tableau XVIIl)), en accord
avec d’autres publications traitant du caractére biocompatible du pNIPAM (Cheng et al., 1997,
Guo et al., 2017) ou de polymeéres greffés polysaccharide-pNIPAM (Chen & Cheng, 2006, 2009;
Lai & Luo, 2017; Mortisen et al., 2010; Tan et al., 2012).

La viabilité réduite observée pour I’"hydrogel d’EPS-p20-1% (22 %) pourrait s’expliquer
par une contamination bactérienne initiale plus forte par rapport aux autres polymeéres
greffés. Méme si la désinfection par chauffage a 80°C, 30 min avait conduit a I'absence de
développement microbien sur boite (Ill.3.4.1), il est possible d’envisager que des débris
bactériens résiduels ont impacté négativement la viabilité des cellules ensemencées dans cet

hydrogel.
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Tableau XVIII. Résumé des données présentées dans ce mémoire sur les hydrogels d’EPS-p5 et d’EPS-p20. Les hydrogels étant préparés a 10 % m/v PBS, les proportions massiques (% m) des
différents constituants sont égales a 10 fois leur concentration (en % m/v) au sein des hydrogels hormis pour les hydrogels d’EPS-p5-3% et d’EPS-p5-2% préparés a 7 % m/v. La concentration
en % m/v (x 10) est également précisée entre parenthése en plus du pourcentage massique pour ces hydrogels (composition d’aprés FI-AF4-MALS-dRI). Les valeurs a I'équilibre (55 h) du
gonflement sont relatives aux conditions de mesure. Les mesures de propriétés mécaniques par AFM ont été réalisées environ 30 min a 2 h apres gélification dans des conditions de test in
vitro : module élastique de relaxation (<E>), temps de relaxation poroélastique (z) et taille des pores (§). La viabilité de cellules HEK293 ensemencées dans le hydrogels d’EPS-pNIPAM est
indiquée en pourcentage vis-a-vis de la viabilité dans le témoin positif Cultrex.

Viabilité
Composition des hydrogels d’EPS-pNIPAM Gonflement Propriétés mécaniques relative J7
(FI-AF4-MALS-dRI) relatif a 55 h (courbes de relaxation AFM) (Test
AlamarBlue)
Hydrogel EPS pNIPAM greffé EPS-pNIPAM pI:liI:QM EPS dans EPS-pNIPAM Ratio <E> T § %
(% m) (% m) (% m) (% m) (% m) (kPa) (s) (nm)

EPS-p5-16% 9 15 24 76 37 1,6 2,0+04 0,72 ~1,8 51
EPS-p5-8% 14 11 25 75 55 3,2 3,510,2 0,74 ~1,3 92
EPS-p5-3% 24 (17) 7 (5) 32 (22) 68 (48) 76 6,5 46104 0,76 ~1,2 84
EPS-p5-2% 33 (24) 7 (5) 40 (28) 60 (42) 83 6,7 - - - 89
EPS-p20-6% 5 10 15 85 31 1,0 - - - 25
EPS-p20-3% 9 9 18 82 48 2,2 3,6+0,3 0,96 ~1,1 96
EPS-p20-1% 13 5 18 82 69 3,5 6,2+0,6 0,52 ~1,0 22

EPS-p20-0,2% 19 2 21 79 93 4,2 4,6+0,1 0,64 ~1,2 97
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4. Conclusion

Ce chapitre visait a caractériser les hydrogels d’EPS-pNIPAM afin d’évaluer leur
potentiel pour une utilisation future en ingénierie tissulaire. L’objectif était donc (1) de tester
la capacité de gélification des EPS-pNIPAM a 37 °C, (2) de mesurer le gonflement ainsi que les
propriétés mécaniques des hydrogels dans leur état complétement hydraté et enfin (3) de

déterminer leur cytocompatibilité en présence de cellules ensemencées.

Dans le chapitre I, la capacité des EPS a former un réseau infini, condition nécessaire
pour établir un hydrogel, a été montrée par des simulations Monte Carlo. Dans ce chapitre Ill,
des tests de gélification ont confirmé I'aptitude du polymere EPS-pNIPAM a gélifier a 37 °C.
En présence du milieu DMEM utilisé pour la culture cellulaire, les hydrogels obtenus étaient
stables sur toute la durée de I'étude fixée a 7 jours. Le pNIPAM libre présent au sein des EPS
greffés n’est pas responsable de leur gélification. En effet, I'association EPS/pNIPAM non
covalente (EPS-p5-0%) se dissociant en quelques minutes apres |'ajout de DMEM confirme
que seules les chaines de pNIPAM greffées sur I'EPS permettent I'établissement de jonctions

entrainant la formation d’un réseau gélifié a 37 °C.

Les propriétés mécaniques des différents hydrogels ont ensuite été caractérisées par
AFM. Souhaitant se rapprocher des conditions d’application, ces propriétés ont été mesurées
aux premiers instants apres gélification (de 30 min a 2 h) pour correspondre aux propriétés
apres l'injection de I’hydrogel dans le défaut a réparer. Ces mesures ont été effectuées dans
des conditions proches des conditions in vivo en opérant dans I'état complétement hydraté
de I'hydrogel, qui baignait dans le milieu de culture DMEM. L'utilisation de pointes AFM
(sphéres de 5 um de diameétre) avec des tailles comparables a celles des cellules permettait
également de sonder la réponse mécanique percue par les cellules. Des expériences de micro-
rhéologie par AFM, a travers des mesures de relaxation de contrainte, ont montré que le
module de stockage G’ des EPS-pNIPAM est toujours supérieur au module de perte G”” dans
la gamme des fréquences appliquées ce qui indique le caractere gélifié des hydrogels d’EPS-
pNIPAM. Afin de décrire les propriétés mécaniques des hydrogels dépendantes du temps, il
est de rigueur de définir le modeéle a 'origine de la dissipation d’énergie, bien que cette
vérification ne soit que rarement effectuée dans les travaux publiés. Pour caractériser la
réponse dissipative des hydrogels, des mesures de relaxation de force ont été réalisées en
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variant la profondeur d’indentation (100 nm, 250 nm et 300 nm) pour une méme pointe AFM.
La dépendance des courbes de relaxation de force avec la taille du contact a révélé que les
hydrogels d’EPS-pNIPAM sont des matériaux poroélastiques dans lesquels I'énergie est
dissipée par le mouvement du DMEM au sein du réseau gélifié. Les temps de relaxation
poroélastiques sont de I'ordre de la seconde pour I'ensemble des hydrogels d’EPS-pNIPAM.
En appliquant la théorie de la poroélasticité sur les courbes mesurées, des modules élastiques
compris entre 2 kPa et 7 kPa ont été obtenus pour les différents hydrogels. Ces valeurs sont
comparables a celles préalablement mesurées en effectuant des courbes force-indentation
puis en appliquant le modéle de Hertz.

Mesurées entre 30 min et 2 h aprés gélification, ces propriétés mécaniques post-
gélification sont destinées a évoluer, notamment sous I'effet du gonflement de I'hydrogel. La
transition sol-gel des hydrogels thermosensibles EPS-pNIPAM étant réversible autour de la
LCST (~ 32 °C), une adaptation des protocoles standards de mesure du taux de gonflement
des hydrogels a été réalisée, en suivant non pas la masse de I’hydrogel au cours du temps mais
celle du surnageant absorbée par I’'hydrogel. Tandis que les hydrogels les plus greffés (EPS-p5-
16% et EPS-p20-6%) gonflent peu au cours du temps, les hydrogels moins greffés présentent
un taux de gonflement plus important (EPS-p5-3%/2%). Cette différence de gonflement est
reliée a la densité des réseaux formés par ces deux types d’EPS greffés, peu et trés greffés, a
I'origine des réseaux laches et denses, respectivement. Les expériences de gonflement
réalisées ont montré que les interactions inter-chaines établies entre les chaines de pNIPAM

greffés sur I'EPS sont suffisamment fortes, pour maintenir I'intégrité des hydrogels.

Afin de démontrer la cytocompatibilité des hydrogels d’EPS-pNIPAM (préalablement
désinfectés), la mise au point d’un protocole permettant, d’une part, I'ensemencement de
cellules HEK293 dans ces hydrogels, et d’autre part, la mesure de leur viabilité par un test
AlamarBlue a été réalisée avec succes. Les propriétés mécaniques des hydrogels mais aussi
leur composition ont un impact sur la viabilité cellulaire. Les hydrogels d’EPS peu greffés aux
réseaux laches qui gonflent davantage sont favorables au développement cellulaire. En effet,
une viabilité cellulaire supérieure a 90 %, similaire a celle dans I’hydrogel témoin Cultrex, a été
mesurée dans ces hydrogels. A I'inverse, une nette diminution de la viabilité (< 50%) a été
observée dans les hydrogels d’EPS les plus greffés aux réseaux denses. Dans ce réseau moins

déformable, les cellules sont davantage contraintes mécaniquement ce qui empéche leur
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développement, entrainant la mort cellulaire. De plus, le taux d’EPS au sein des polymeres
EPS-pNIPAM qui varient de 31 % a 93 % coincide avec les résultats de la viabilité. Un taux d’EPS
supérieur a 48 % donne des résultats de viabilité rivalisant avec ceux du témoin positif Cultrex
pourtant biologiquement actif du fait de sa composition chimique (collagéne, laminine,

facteurs de croissance) favorisant I'adhésion, la croissance et la migration cellulaire.
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fin de répondre aux besoins spécifiques de I'ingénierie tissulaire du cartilage, le

développement d'une matrice administrable de maniére mini-invasive et

mimant I’environnement biologique natif du cartilage, et tout particulierement
les propriétés biologiques des GAG, reste un défi a relever. Dans ce contexte, I'objectif de la
thése visait a développer des hydrogels, d’'une part thermosensibles et par conséquent
injectables et adaptables a la forme de la lésion, et d’autre part, bioactifs, constitués d’un
exopolysaccharide (EPS) bactérien, l'infernane, possédant naturellement des propriétés
biologiques mimétiques des GAG. Comme infernane ne posséde naturellement ni propriété
de gélification, ni caractére thermosensible, une étape incontournable pour concevoir de tels
hydrogels a été de fonctionnaliser cet EPS avec un polymeére thermo-répondant, le poly(N-

isopropylacrylamide) (pNIPAM).

Le greffage covalent de I’extrémité amine (R’-NH;) de pNIPAM commerciaux sur les
acides uroniques (R-COOH) de I'EPS via la chimie des carbodiimides (EDC/NHS) a été réalisé
avec succes. La variation du ratio molaire COOH:NH; a permis I'obtention de 8 produits finaux
qui se distinguent par leur composition massique en EPS/pNIPAM, leur densité de greffage
des acides uroniques de I'EPS et la taille de la chaine de pNIPAM greffée (5 500 g/mol ou
20000 g/mol). Les EPS-pNIPAM présentent des densités de greffage de 0,2 % a 16 %,
indépendamment de la masse molaire du pNIPAM, et des taux d’EPS qui varient de 37 a 93 %.
La réaction de greffage du pNIPAM est partielle, moins de 10 % du pNIPAM initialement utilisé
sont greffés au terme de la réaction, bien que des simulations de dynamique moléculaire (DM)
aient montré que I'ensemble des 3 acides uroniques de I'unité répétitive octasaccharidique
de l'infernane étaient disponibles. Les chaines de pNIPAM greffées sont par ailleurs réparties
sur les 3 positions d’acides uroniques, comme le confirme I'analyse par RMN. Le reste du
pNIPAM présent au sein des produits finaux est non greffé et est majoritairement sous forme
d’agrégats (Mw ~ 100 000 g/mol, FI-AF4-MALS-dRI) limitant ainsi son élimination par dialyse
méme en utilisant une membrane avec un seuil de coupure de 50 000 g/mol. La distinction
entre le pNIPAM greffé et le pNIPAM libre pour aboutir a une caractérisation fiable et précise
de la densité de greffage des acides uroniques de I'EPS est délicate dans le cas d’un greffage
établi par la formation d’'un pont amide, déja présent au sein du pNIPAM. Ce verrou a
néanmoins été levé par la technique de fractionnement FI-AF4-MALS-dRI et le greffage a été

confirmé par I'analyse RMN.
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Les EPS greffés présentent a température ambiante des caractéristiques physico-
chimique particulieres. Le greffage de pNIPAM sur le polysaccharide entraine une
modification du comportement en solution des chaines d’EPS-pNIPAM par rapport a celles de
I’EPS natif seules ou simplement associées de maniére non covalente au pNIPAM (préparé
dans les conditions de réaction mais sans I'ajout d’EDC/NHS (EPS-p5-0%). A température
ambiante, les chalnes d’EPS greffées s’organisent sous la forme d’agrégats, de trés haute
masse molaire (> 10° g/mol) et de conformation sphérique dense (FI-AF4-MALS-dRI et DLS),
établis par des interactions inter-chaines entre les chaines de pNIPAM greffées (imagerie par
AFM). Ces interactions inter-chaines dépendent du taux d’EPS et de la densité de greffage (car

peu observées pour I'EPS trés peu greffé, EPS-p20-0,2%).

Les EPS greffés sont thermosensibles. Leur température de transition (LCST) de 32 °C
est similaire a celle du pNIPAM seul et par conséquent indépendante de la composition et de
la densité de greffage des polymeres EPS-pNIPAM (spectroscopie UV-visible). Au-dessus de la
LCST, les chaines d’EPS greffées s’associent par des interactions inter/intra-chaines pour
former des structures compactes, a l'inverse du pNIPAM seul ou de I'EPS non greffé, EPS-p5-
0% (DLS). Dans un régime tres dilué, une densité de greffage suffisante (= 16 %) permet
I’observation du repliement des chaines d’EPS-pNIPAM au-dessus de la LCST (imagerie AFM).
Pour ce polymeére (EPS-p5-16%), des interactions intra-chaines entrainent une flexion locale
favorisant le rapprochement des régions éloignées de I'EPS et in fine le repliement global de
la chaine polysaccharidique. Ce repliement témoigne de la flexibilité de la chaine de
polysaccharide, permise par le greffage de pNIPAM, discutée en simulations de DM et
accentuée au-dessus de la LCST. Pour les EPS moins greffés, qui comportent un taux d’EPS plus

important, les interactions inter-chaines sont dominantes.

Les EPS greffés gélifient a température corporelle humaine (37 °C). En accord avec les
simulations de Monte Carlo ayant montré que les interactions inter-chaines des EPS greffés
pouvaient générer la formation d’un réseau continu, des tests de gélification menés en
conditions totalement hydratées ont confirmé que les EPS greffés gélifient en régime
concentré (7 a 10 % m/v PBS) a 37 °C. Ces chaines d’EPS greffées ont la capacité de former des
zones de jonctions par les chaines de pNIPAM greffées, entrainant la formation d’un réseau
gélifié qui se distingue de I'association non covalente EPS/pNIPAM solubilisée apres I'ajout du

milieu de culture thermostaté. Des densités de greffage peu élevées (de 0,2 % a 16 %) de la
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chaine d’EPS suffisent pour observer cette différence majeure vis-a-vis de I'EPS-p5-0%, non
greffé. La cinétique de la transition sol/gel du pNIPAM (1 a 2 min) n’est pas impactée par la

densité de greffage de I'EPS et le caractére réversible de la gélification est conservé.

Les propriétés mécaniques des hydrogels d’EPS-pNIPAM dépendent du taux d’EPS et
de la densité de greffage. Une caractérisation des propriétés mécaniques des hydrogels
totalement hydratés a 37 °C a été réalisée par AFM a I'aide d’une sphére de taille comparable
a celle des cellules (5 um), ce qui permettait d’approcher la réponse mécanique percue par
les cellules. Les mécanismes a I'origine de la dissipation mécanique de ces hydrogels sont de
nature poroélastiqgue comme dans le cas des hydrogels chimiques, et non viscoélastique. Deux
méthodes de mesures par AFM (courbes force-indentation et courbes de relaxation de force)
traitées par des modeles théoriques distincts, modéele de Hertz et modéle poroélastique,
conduisent a des valeurs comparables de modules élastiques. Ces modules qui varient de 2 a
7 kPa, sont proportionnels au taux d’EPS pour une densité de greffage minimum (> 0,2 % pour
les EPS-p20). Les hydrogels d’EPS-pNIPAM sont nanoporeux, caractérisés par des temps de

relaxation poroélastique de I'ordre de la seconde.

Les hydrogels d’EPS-pNIPAM sont stables en condition totalement hydratée pour
une durée minimale de 7 jours. Avec le temps, les hydrogels d’EPS-pNIPAM gonflent
différemment en fonction de leur taux d’EPS et de leur densité de greffage. Les EPS moins
greffés gonflent davantage en raison d’un réseau formé plus lache, favorisé également par un
taux d’EPS plus important. A l'inverse les EPS plus greffés (EPS-p5-16% et EPS-p20-6%)
présentent un réseau plus dense et ce d’autant plus que la chaine de pNIPAM est longue. Les
interactions physiques a I'origine du réseau des hydrogels d’EPS-pNIPAM sont suffisamment
fortes pour maintenir I'intégrité des hydrogels au moins dans les premiers jours en condition

de test in vitro.

Les hydrogels d’EPS-pNIPAM sont cytocompatibles. L’'ensemencement de cellules
modeles HEK293 au sein des hydrogels d’EPS greffés, préalablement désinfectés (80 °C, 30
min), a été réalisé avec succés. Les résultats du test de viabilité ont montré que le pNIPAM, de
méme que I'EPS ne sont pas cytotoxiques. Bien au contraire, les hydrogels d’EPS-p5-
8%/3%/2% et d’EPS-p20-3%/0,2%, aux réseaux moins denses et plus riches en EPS qui gonflent

davantage avec le temps, sont cytocompatibles, favorables au développement cellulaire pour
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une durée de 7 jours minimum en condition in vitro, et de viabilité comparable a celle du
témoin Cultrex bioactif. En revanche, les environnements plus denses et moins riches en EPS
caractéristiques des hydrogels d’EPS plus greffés (EPS-p5-16% et EPS-p20-6%) sont
défavorables au développement cellulaire démontrant ainsi qu’il n’est pas nécessaire de

fonctionnaliser davantage I'EPS.

L’ensemble de ce travail de thése a donc permis une meilleure compréhension de la
relation entre la structure de l'infernane greffé par un polymére thermosensible et les
propriétés fonctionnelles, mécaniques et biologiques, des hydrogels d’EPS résultants. Ces
connaissances s’averent essentielles pour une utilisation future de ces hydrogels

thermosensibles a base d’infernane en ingénierie tissulaire du cartilage.
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Perspectives

Quelques perspectives découlent de ces travaux de these, avec notamment des
optimisations possibles concernant le greffage EPS/pNIPAM, la caractérisation des hydrogels

d’EPS-pNIPAM et leurs proprités biologiques in vitro.

Dans le cas des cellules HEK293, les hydrogels d’EPS les plus greffés ne sont pas
favorables au développement cellulaire. Ainsi, il ne serait pas souhaitable d’augmenter Ila
densité de greffage de I'EPS. En revanche, dans I'optique d’une production en quantité plus
importante d’EPS greffés, améliorer le rendement de la réaction de greffage reste un point a
développer. Pour le moment, moins de 10 % du pNIPAM initialement ajouté sont
effectivement greffés. Des modifications du ratio molaire COOH:EDC:NHS et du pH de la
réaction sont des voies a envisager pour accroitre le rendement et un plan d’expérience
pourrait étre proposé en ce sens. Une diminution du ratio molaire COOH:EDC et EDC:NHS
pourrait respectivement favoriser la formation de |’O-acylisourée puis celle de |'ester
succinimidyle (Figure 25/26). De méme augmenter le pH de la réaction (entre 6 et 8) pourrait
améliorer la réactivé de I'amine (pNIPAM) nécessaire a la formation de la liaison amide.

Afin d’éliminer le pNIPAM non greffé, séquestré dans les produits finaux pour une
raison stérique, |'utilisation de membrane de dialyse au seuil de coupure plus important
(100 000 g/mol ou 300 000 g/mol) pourrait étre envisagée, de méme que le recours a des
techniques de purification plus « actives » telles que I'ultrafiltration. La modification de la
composition des produits finaux imposera néanmoins de caractériser les propriétés
thermosensibles et mécaniques des polymeéres et hydrogels d’EPS-pNIPAM nouvellement

obtenus.

Ce travail de these visait a développer des hydrogels thermosensibles afin d’envisager
I'administration aisée et mini-invasive par injection de ces matrices. L'injectabilité des
solutions d’EPS-pNIPAM, autrement dit leur capacité a passer a travers une aiguille de
seringue couramment utilisée dans les approches mini-invasives lors d’essais précliniques sur
I’'animal et cliniques sur 'homme (ex : aiguille 23 G), devra étre évaluée (Alonso et al., 2021;
Flégeau et al., 2020).

Les hydrogels d’EPS-pNIPAM n’ont pas pour vocation de se substituer a la matrice

extracellulaire du cartilage. En tant qu’échafaudages favorisant les processus cellulaires, leur
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durabilité doit néanmoins étre suffisante pour permettre aux cellules ensemencées de
sécréter la matrice néoformée avant leur désagrégation. La biodégradabilité de I’hydrogel est
donc un critére important qui pourra étre évaluée selon le protocole de mesure du gonflement
mais pour un temps plus long.

La micro-structure des hydrogels pourrait étre observée par des techniques plus
adaptées a ces matrices que la microscopie électronique a balayage (MEB) utilisée au cours
de ces travaux. La microscopie électronique a balayage environnemental (MEBE) ou encore
I'imagerie AFM en milieu liquide pourraient permettre |'observation de I’hydrogel dans son

état hydraté (Alonso et al., 2021; Jayawardena et al., 2023; Martinez-Garcia et al., 2022).

Pour des applications biomédicales, la stérilisation des hydrogels est une priorité. La
technique employée dans le cadre de ce travail (chauffage a 80 °C, 30 min), bien qu’efficace
pour I’élimination de la biocharge des EPS greffés, n’aboutit pas a une stérilisation telle que
définie par I’Agence Européenne des Médicaments (EMA) et n’est, par conséquent, pas
reconnue. La recherche d’'une méthode permettant de conserver |'intégrité de la chaine d’EPS
greffée est importante. Parmi les différentes techniques utilisées lors de précédents travaux
pour la stérilisation de I'EPS infernane, I'oxyde d’éthylene avait entrainé la plus faible
dégradation de la chaine d’EPS (Rederstorff et al., 2011a) et pourrait donc étre testé sur les
EPS greffés. L'impact de cette technique sera ensuite évalué par I’étude de la variation de la
masse molaire moyenne des EPS greffés par FI-AF4-MALS-DRI et les propriétés mécaniques
des hydrogels par AFM.

La cytocompatibilité des hydrogels d’EPS-pNIPAM ayant été démontrée sur les cellules
modeles HEK293, la cytocompatibilité des hydrogels envers des chondrocytes ou des cellules
souches, adaptées a I'application visée, devrait étre vérifiée et ce pour des temps plus longs.
Lors d’une précédente étude, la sécrétion des composants matriciels (GAG, collagene Il) par
des chondrocytes était améliorée, en culture 3D in vitro et in vivo dans un modéle de souris,
par un hydrogel Si-HPMC supplémenté en infernane (0,67 % m/v) (Rederstorff et al., 2011b;
Rederstorff et al., 2017). Le caractére bioactif des hydrogels d’EPS greffés pourra donc étre
démontré par la quantification de ces composants matriciels tels que les agrécanes et le
collagéne de type Il via des tests appropriés ou par I'expression des génes impliqués dans leur

synthése, par réaction en chaine par polymérase aprés transcription inverse (RT-PCR)
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(Peroglio et al., 2012). Le caractére biocompatible des hydrogels d’EPS pNIPAM pourra ensuite
étre vérifié in vivo.

L'infernane (0,67 % m/v), supplémenté a un hydrogel Si-HPMC, favorisait I'adhésion
cellulaire des chondrocytes cultivés en 2D (Rederstorff et al., 2011b). L’adhésion du
biomatériau est également relative au caractére cohésif de I’hydrogel vis-a-vis du défaut a
traiter, indispensable pour sa bonne intégration aux tissus environnants. Ces deux points

pourront étre évalués par AFM (Joshi et al., 2022).

Enfin, ces hydrogels thermo-répondants a base d’infernane pourront étre le socle des
hydrogels développés dans le cadre des travaux envisagés dans le projet de I’Agence nationale
de la recherche (ANR) PRC 2022 SMARTIES. L'objectif de ce projet est d’explorer une stratégie
acellulaire par la conception d’un hydrogel bioactif, injectable et thermosensible destiné a la
réparation d’une lésion ostéochondrale. L’efficacité de cet hydrogel sera évaluée in vitro et in
vivo dans un modeéle ovin. Ce projet constitue une étape importante dans le traitement des

Iésions cartilagineuses et ouvrira une nouvelle voie pour des essais cliniques futurs.
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Figure S2. Spectres RMIN-'H et COSY (D,0, 600 MHz, 40 °C) du p5.
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Figure $4. Spectres RMIN-H et COSY (D,0, 600 MHz, 40 °C) de V'EPS-p5-2%.
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Figure S7. Spectres RMIN-'H et H,3C-DEPT-HSQC (D;0, 600 MHz, 40 °C, groupements CH; en rouge, CH et CH;3 en noir) de
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Résumé : L'ingénierie tissulaire se positionne aujourd’hui
comme une stratégie prometteuse offrant des solutions
novatrices pour le traitement des lésions du cartilage
articulaire. Ce domaine, faisant intervenir les techniques
des sciences des matériaux, ingénierie et de la biologie,
vise a restaurer le cartlage endommagé par le
développement de biomatériaux. Parmi eux, les hydrogels
semblent particulierement bien mimer les propriétés
biologiques et mécaniques de la matrice extracellulaire.
Les hydrogels injectables thermosensibles, solubles a
température ambiante et gélifiants a température
physiologique, offrent une application mini-invasive.
L’exopolysaccharide (EPS), sécrété par la bactérie des
sources hydrothermales  océaniques profondes
Alteromonas infernus, nommé infernane, possédant
naturellement des propriétés biologiques mimétiques des
glycosaminoglycanes (GAG), est donc un candidat
prometteur en tant que composant des hydrogels.
Néanmoins, 'EPS sous forme native ne possédant pas de
capacité de gélification intrinséque, sa formulation en
hydrogel a part entiére est un défi a surmonter.

Ce travail de thése avait ainsi pour objectif la conception
d’hydrogels thermosensibles injectables a base d’EPS
GAG-mimétiques marins pour l'ingénierie tissulaire. Cette
étude peut se décomposer en deux parties, une premiere
visant a fonctionnaliser I'EPS par un polymére
thermosensible, le poly(N-isopropylacrylamide) (pNIPAM),
puis a caractériser les propriétés physico-chimiques des
polymeres greffés, EPS-pNIPAM, par de nombreuses
techniques complémentaires. La seconde partie portait sur
I'étude des propriétés mécaniques des hydrogels d’EPS-
pNIPAM obtenus ainsi que sur leur cytocompatibilité a
travers des tests de viabilité avec des cellules modéles.

Une bonne compréhension de la relation composition-
structure-propriétés fonctionnelles de ces nouveaux
hydrogels thermosensibles est essentielle dans le but de
leur utilisation future en ingénierie tissulaire du cartilage.

Title:  Development of injectable
exopolysaccharides for tissue engineering.

thermosensitive

hydrogels based on marine

Keywords: exopolysaccharide, infernan, pNIPAM, carbodiimide chemistry, thermosensitive hydrogel,

tissue engineering

Abstract: Tissue engineering has emerged as a promising
strategy offering innovative solutions for the treatment of
articular cartilage damage. This field, which combines the
techniques of materials science, engineering and biology,
aims to restore damaged cartilage through the
development of biomaterials. Among them, hydrogels
seem to mimic more particularly both biological and
mechanical properties of the extracellular matrix.
Injectable thermosensitive hydrogels, soluble at room
temperature and gelling at physiological temperature, offer
minimally invasive applications. Exopolysaccharide (EPS),
secreted by a deep-sea hydrothermal vent bacterium
Alteromonas infernus, named infernan, naturally
possessing mimetic biological properties of
glycosaminoglycans (GAG), is therefore a promising
candidate as a bioactive component of hydrogels.
However, since EPS in native form has no intrinsic gelling
capacity, its formulation into a fully-fledged hydrogel is a
challenge to overcome.

The aim of this thesis was therefore to design injectable
thermosensitive hydrogels based on marine GAG-mimetic
EPS for tissue engineering. This work can be composed of
two parts, the first aiming to functionalize the EPS with a
thermosensitive  polymer,  poly(N-isopropylacrylamide)
(pPNIPAM), then to characterize the physico-chemical
properties of EPS-pNIPAM graft polymers using a number
of complementary techniques. The second part of the study
focused on mechanical properties of EPS-pNIPAM
hydrogels obtained, as well as their biocompatibility through
viability tests with model cells.

A good understanding of the composition-structure-
functional properties relationship of these new thermo-
sensitive hydrogels is essential for their future use in
cartilage tissue engineering.




