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Introduction genérale

L’utilisation du matériau poly(diméthylsiloxane) (PDMS) dans les implants et
dispositifs médicaux est trés répandue dans le domaine biomédical. Le matériau est
biocompatible, hautement avantageux d’un point de vue mécanique, facile a fabriquer et peu
cotuteux. Il convient de I'utiliser par exemple pour 1’élaboration d’implants mammaires,
intégrant la classe III des dispositifs implantables donc a risque ¢élevé pour la santé, mais
également pour des dispositifs semi-implantés comme les sondes. En raison de ses nombreuses
propriétés, le PDMS est également adapté au développement de micro- et nano-systémes
fluidiques. Ce biomatériau est donc adapté pour soigner les patients tout en maintenant
I’intégrité du corps humain le plus longtemps possible.

Néanmoins, ces implants peuvent étre soumis a des complications. Des rejets, ou encore
des infections bactériennes sont observés, nécessitant une nouvelle opération apres plusieurs
années. De la méme maniere, les dispositifs médicaux sont sujets a de nombreuses infections
nosocomiales dangereuses pour le patient et nécessitant le remplacement du dispositif. A titre
d’exemple, par jour, environ 4 sondes sur 1000 sont infectées aux Etats-Unis. La situation
nécessite alors une intervention et entraine un colt d’environ 46 000 $ par infection. Les
propriétés du matériau peuvent contribuer au développement de ces infections. Le PDMS, par
son caractére hautement hydrophobe, engendre 1’adhésion et 1’accumulation d’organismes
biologiques a sa surface, dont certaines bactéries, et favorise I’encrassement. En conséquence
les surveillances sanitaires s’accroissent et les normes se font de plus en plus strictes. De nos
jours, les chercheurs mettent alors au point de nouveaux biomatériaux toujours plus performants
ou les modifient afin de prévenir ou limiter ces problémes.

Motivé par les scandales PIP (Poly Implant Prothéses) et le développement du
lymphome anaplasique a grandes cellules, le laboratoire CB3S s’est intéressé aux
problématiques liées aux implants mammaires en PDMS. Deux théses se sont consacrées a ce
sujet, pour lesquelles les objectifs se rejoignaient autour de la prévention ou de la limitation des
risques d’infections. La fonctionnalisation de surface du PDMS par un polymeére bioactif, le
poly(styréne sulfonate) de sodium, spécialité du laboratoire, s’est présenté comme une solution
de choix. En effet, I’immobilisation covalente de ces polyméres permet de conférer de nouvelles
propriétés au matériau, tout en conservant ses caractéristiques initiales. Dans le cas de I’implant
mammaire, les caractéristiques mécaniques doivent étre conservées : le matériau doit rester
¢lastique et ne pas étre altéré pour éviter la rupture et la libération du gel de silicone. Bien
¢videmment, le maintien de la biocompatibilit¢ de 1’implant, voire son amélioration est

également au cceur des enjeux.

Cette stratégie s’est montrée pertinente. Un protocole simple a ét€ mis en ceuvre afin de
greffer de manicre covalente le polymere. En outre, les caractérisations biologiques ont permis
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de mettre en évidence I’amélioration de I’intégration de I’implant. Néanmoins les essais
microbiologiques ne sont pour le moment pas concluants. Alors, dans un souci d’optimisation,
le greffage de nouveaux polymeéres bioactifs présentant d’autres propriétés s’est présenté
comme une alternative.

L’objectif de cette these est alors de conférer de nouvelles caractéristiques de surface au
PDMS, notamment par le greffage de polymeres bioactifs ayant des propriétés antiadhésives.
Le but est de limiter I’accumulation de matériel biologique et de prévenir les infections
bactériennes. Par ailleurs, il est souhaitable d’étendre ces stratégies de fonctionnalisation a
d’autres dispositifs en PDMS. Cependant, les mécanismes se produisant a ’interface entre le
matériau et le milieu biologique sont complexes. Notamment ceux impliquant 1’adhésion de
bactéries et la formation d’un biofilm. Ils mettent en jeu de nombreux paramétres physico-
chimiques (hydrophilie, pH, charges, etc.) et sont dépendants du matériau et des organismes
biologiques. En conséquence, il est difficile d’¢laborer une stratégie universelle de
fonctionnalisation de matériaux. Dans ces travaux de thése, il a alors également été question de
réaliser de plus amples investigations concernant la compréhension de ces mécanismes a
I’interface entre le matériau et le milieu biologique. Elles permettront de collecter des
parameétres permettant a 1’avenir de faciliter le choix de la méthode de fonctionnalisation la plus
adaptée a une application visée.

Le présent manuscrit s’articule ainsi :

* Un premier chapitre fait I’état de I’art des avancées concernant la fonctionnalisation de
surface du PDMS. Apres avoir décrit les avantages concernant son utilisation en tant que
biomatériau, quelques applications biomédicales avec leurs problématiques et les risques
encourus sont présentés. Pour mieux les comprendre, 1’étude s’est donc ensuite centrée sur
les interactions a l’interface entre le matériau et I’environnement biologique. Alors, la
seconde partie a été dédiée aux stratégies de fonctionnalisation de surface existantes pour
pallier les problémes. Elle s’est notamment concentrée sur le greffage covalent de
polymeres bioactifs. Cette partie insiste sur I’importance du choix des polymeéres : les
groupements portés par la molécule, son architecture, mais également sur le protocole de
fonctionnalisation. Enfin, en prenant appui sur I’expertise du laboratoire et les innovations
courantes, la derniére partie propose une stratégie fondée sur 1’utilisation de polymeres
porteurs de groupements carboxylates. Ces derniers sont choisis pour leur propriétés
antiadhésives, antibactériennes, mais également pour permettre a [’avenir une
multifonctionnalisation des surfaces.

* Le second chapitre présente en détail les matériels et méthodes employées au cours de ces
travaux. Elle comprend la stratégie de greffage mise en place, les méthodes de
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caractérisations physico-chimiques des surfaces fonctionnalisées, les procédés d’analyses
topographiques et mécaniques, ainsi que les protocoles liés aux analyses biologiques et

microbiologiques.

Le troisiéme chapitre est consacré a la mise en place du greffage de polymeres bioactifs
porteurs de groupements carboxylates sur le PDMS. Une fois établi, les caractérisations

physico-chimiques et mécaniques sont présentées et critiquées.

Le quatrieme chapitre porte sur 1’étude des premicres réponses biologiques et
microbiologiques au contact des surfaces fonctionnalisées. Il regroupe les analyses
morphologiques et de prolifération de fibroblastes, d’adsorption de protéines et d’adhésion
bactérienne. L’interprétation de ces résultats est réalisée, en faisant un parallele avec les
précédents greffages mis en place au laboratoire avec des polymeres bioactifs porteurs de
groupements sulfonates.

Un dernier chapitre se consacre aux perspectives de travail débutées afin d’optimiser la
fonctionnalisation et d’aller plus loin dans la compréhension des mécanismes a 1’interface.
Elle comprend deux parties consacrées au role du motif moléculaire et a la longueur des
chaines de polymeres sur le greffage et la réponse biologique. Une derniere partie porte sur
de premiers essais de greffages de copolymeres a partir des polymeres étudiés.

Enfin, une conclusion générale et des perspectives terminent ce manuscrit.
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Ce premier chapitre a pour objectif de faire I’état de 1’art des applications mettant en jeu
le PDMS dans le domaine médical, en passant par son élaboration et I’é¢tude de ses propriétés.
Il sera alors intéressant de cerner I’enjeu des travaux autour de I’amélioration du matériau afin
de I’adapter au mieux aux applications souhaitées. Il faudra donc passer par I’analyse des
mécanismes biologiques résultants de I’implantation, et en comprendre les limites. Ces
investigations ouvriront la voie a des propositions de méthode de fonctionnalisation adaptées
aux problématiques et aux pathologies générées, et a les discuter.

La premicre partie est consacrée a la description du matériau PDMS et ses avantages et
inconvénients inscrits dans les applications médicales qui en disposent. Cet inventaire permettra
de mettre en lumiére les problémes fréquemment rencontrés lors de I’implantation ou de la pose
des dispositifs en PDMS, notamment les infections et la formation de biofilm en surface. Une
partie est destinée aux problématiques liées aux implants mammaires en silicone, fondement de
la réflexion menant a ces travaux. Les mécanismes physico-chimiques et biologiques a

I’interface entre le matériau et I’environnement biologique sont globalement dépeints.

Une seconde partie présente les travaux mis en place dans le domaine de la recherche
pour fonctionnaliser les surfaces de PDMS, afin de pallier les problemes infectieux. Elle se
concentre particulierement sur les méthodes de fonctionnalisation par voie covalente, assurant
une durabilité une fois le matériau implanté. Aussi, I’action de certains groupements chimiques
ainsi que l’influence de 1’architecture de surface sur 1’environnement biologique sont

parcourues et analysées.

Le chapitre s’achéve sur I’étude de la fonctionnalisation des surfaces de PDMS par des
polymeéres bioactifs porteurs de groupements sulfonate et carboxylate. Ce dernier point souléve
des questionnements sur la dualité entre intégration de I’implant et prévention de la formation
d’un biofilm. Ces précisions se feront grace a 1’analyse des travaux antérieurs réalisés au
laboratoire et des résultats expérimentaux issus de la littérature sur le greffage de ces polymeres,
vis-a-vis d’applications biomédicales spécifiques.
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1. Le PDMS dans les implants et dispositifs médicaux

1.1. Le PDMS, un matériau d’intérét

1.1.1. Structure et propriétes

Le PDMS est un polymere faisant partie d’une classe plus large d’¢lastomeres : les
silicones. C’est le plus avantageux d’entre eux par son faible colt et ses nombreuses propriétés
[1]. Le PDMS appartient a la famille des siloxanes, il est composé d’un squelette d’unités
répétitives de liaisons Si-O et est porteur de groupements organiques méthyles sur sa chaine
latérale (Figure 1) [2,3]. La premiére syntheése de ce silicone a été réalisée dans les années 50
par l’industrie Waker Chemiecompany [4]. Dans la littérature, le PDMS le plus utilisé¢
expérimentalement est le Sylgard 184® (Dow Corning), notamment pour des applications de
dispositifs sur puce « lab-on-a-chip » [5,6]. Le Tableau 1 énumere les données liées aux
propriétés caractéristiques d’un PDMS Sylgard 184® [5].

| | |
\S|i,0 S|i,0 Sli/

Figure 1: Formule chimique du poly(diméthylsiloxane)

Propriétés Données
Transparence optique 240-1100 nm
Tension de surface 21-22 mN/m
Température de transition vitreuse ~-125°C
Conductivité électrique 2,9 E+ 14 Q*cm
Conductivité thermique 0,27 W/m*K
Module d’Young ~ 1-3 MPa
Coefficient de vapeur de diffusion ~ 100-6000 pm?.s!
Coefficient de diffusion d’oxygeéne ~2000-4000 pm?.s’!
Coefficient de diffusion de CO: ~ 100 pm?.s™!

Tableau 1 : Principales propriétés d'un PDMS Sylgard 184® [5]
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En fonction de la longueur de ses chaines et de leur degré de réticulation, le PDMS peut
étre formulé et utilis¢é comme gel, adhésif ou matériau élastomere pouvant arborer différentes
formes [1,3]. Cette derniére caractéristique lui permet d’étre adapté a de nombreuses
applications biomédicales qui seront décrites plus loin. D’un point de vue mécanique, le PDMS
est considéré comme un matériau hyperélastique, c’est-a-dire qui peut supporter une large
déformation avant rupture [1,7]. Ceci est di a une meilleure flexibilité de la liaison Si-O par
rapport a un polymere plus conventionnel présentant une structure principale composée de
liaisons C-C. Cette flexibilité est liée a la longueur plus importante de la liaison (dsi.o= 1,63
A), a son angle de rotation de 130° et sa chaine latérale peu encombrante. Son élasticité est
déterminée par son taux de réticulation. Plus il sera faible, plus le matériau sera élastique, les

régions pouvant glisser les unes sur les autres [1].

Le matériau peut €tre lisse, mais on peut également lui conférer différentes rugosités
[1]. Par exemple, des implants mammaires ont été synthétisés avec une texturation de surface

afin d’assurer un meilleur maintien dans le corps apres implantation (Figure 2) [8,9].

112.0° 126.4° 128.4° 113.8°

y.» () )

Figure 2 : Photographies d'échantillons de PDMS de différentes texturations issues d'enveloppes d'implants
mammaires et mesures de leur angle de contact apparent [8]

Outre son aspect et ses propriétés mécaniques, les auteurs s’accordent pour attribuer au
PDMS les avantages et propriétés suivantes, recherchées pour des applications
biomédicales [1-3] :

*  Une bonne biocompatibilité,

* Une résistance thermique,

» Une résistance/isolation €lectrique (faible conductivité),
* Une perméabilité aux gaz,

e Une facilité de fabrication,

« Un faible coft,

* Une transparence,
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* Des propriétés hydrophobes,
* Une stabilité (le PDMS est inerte chimiquement),

* Une résistance au vieillissement.

C’est sa faible température de transition vitreuse, qui confére a ce matériau une haute
résistance aux changements de température. Ce parameétre est avantageux pour la conservation,
ses propriétés mécaniques sont stables entre -40 °C et 185 °C [3].

Ces propriétés permettent également au PDMS de faire face aux protocoles de
stérilisation. En effet, le matériau présente une bonne résistance aux rayonnements ultraviolets

(UV), aux vapeurs de stérilisation (oxyde de méthyleéne), ou aux irradiations gamma [2,3].

La biocompatibilité d’un matériau fait référence aux réactions chimiques, physiques et
biologiques entre le matériau et ’organisme [10]. Elle est définie de maniére large comme sa
capacité, une fois implanté, a apporter une réponse adaptée a I’environnement biologique. En
effet, lorsqu’il entre en contact avec le corps humain, le matériau fait face a la réponse
inflammatoire a un corps étranger (FBR). Le systéme immunitaire réagit alors de maniere a
former une barriere entre le matériau et ’environnement biologique [11]. Les matériaux
biocompatibles, dont fait partie le PDMS, possédent cette bonne capacité d’intégration. C’est
cette propriété qui en fait un matériau de choix pour des dispositifs médicaux et implants. La
biocompatibilité est parfois subdivisée en trois catégories, permettant de préciser les
comportements entre le matériau et 1’environnement biologique : I’hémocompatibilité,
I’histocompatibilité, et la cytocompatibilité. Ces catégories font respectivement référence a la
compatibilité du matériau avec le sang, les tissus, et les cellules [10]. La Figure 3, inspirée de
la revue de Zare et al., illustre de manicere bréve I’évolution autour du développement du

matériau silicone jusqu’a son utilisation en tant que biomatériau et les perspectives courantes

[3].

Toutes ces propriétés rendent également le PDMS adaptable a des applications plus
complexes que les dispositifs médicaux connus. La microfabrication de ce dernier est possible
via des techniques comme le « spin coating », des procédés de photolithographie ou de « soft-
lithography ». Ce sont sa stabilité thermique, sa transparence, son homogénéité, son isotropie
ainsi que sa capacité a ne pas gonfler dans des conditions humides, qui le rendent adapté a ces
procédés de fabrication [7]. La microfabrication connait une évolution importante en raison de
I’approche avantageuse qu’est le traitement de problémes biomédicaux a I’échelle cellulaire et
méme subcellulaire [6]. Plus récemment, grace a sa viscosite, sa flexibilité et sa monodispersité,
le PDMS a méme été développé en microparticules pour des applications en tant que liquide
analogue au sang [12].

Par sa biocompatibilité initiale, le PDMS est également utilis¢é comme revétement sur
d’autres matériaux. Etant majoritairement lisse et hydrophobe, il aide par exemple les surfaces
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qui en sont couvertes, comme le titane, a améliorer leur ostéointégration [13]. Le PDMS peut
par ailleurs étre combiné a d’autres matériaux. Dans les applications de microfluidique, le
PDMS est souvent combiné au verre [14], des liaisons chimiques entre les deux matériaux

pouvant étre générées de maniere irréversible.

Ces exemples montrent que le PDMS est déja un matériau hautement avantageux.
Indépendamment des inconvénients qui seront décrits dans un second temps, les progres actuels
visent également a conférer au matériau des propriétés spécifiques et exigeantes, afin de le
rendre d’autant plus précieux. En plus de la biocompatibilité, I’intérét réside désormais dans
I’¢élaboration de surfaces bioactives.

Bref historique du
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Utilisation en tant que biomatériau

Figure 3 : Etapes clés autour du développement du silicone [3]

1.1.2. Le PDMS et ses applications biomédicales

Les applications biomédicales utilisant le PDMS touchent les micro- et les macro-
systémes, mais également les dispositifs extracorporels. On peut diviser les catégories
d’applications comme suit [1,3,6,15] :

(1) Les revétements et traitements de surfaces ou assemblage avec d’autres
dispositifs médicaux ;

Le PDMS est utilis¢ comme isolant d’implants électroniques comme les
pacemakers. On le retrouve de maniére plus générale comme revétement d’implants et
adhésif médical. Il est par exemple utilis¢ comme revétement sur les seringues. Il a en
effet ét¢ montré qu’une fois traitées par le silicone, la force d’insertion des seringues
dans la peau se trouvait diminuée, offrant un moyen de pénétrer plus facilement et de
réduire les douleurs du patient [3].

(i)

Les inserts et implants remplacant des parties du corps humain ;
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Le PDMS peut étre utilisé comme valve et micro-valve, en tant que pompe et
micro-pompe. On le retrouve également dans la peau artificielle, pour la reconstruction
maxillofaciale (nez, joue, menton, implant cochléaire), ou encore le remplacement
d’cesophage. Son caractere inerte, thermiquement stable et biocompatible, ainsi que ses
propriétés mécaniques, en font un bon candidat pour des applications de longue durée.

(ii1)  Les cathéters, drains, sondes et autres traitements médicaux nécessitant une

implantation partielle ou non, et a court terme ;

Ces systémes nécessitent d’étre transparents, inertes et lubrifiants. On peut
également y intégrer des systémes optiques comme les lentilles de contact ou
intraoculaires, qui sont parfois sous la forme d’hydrogel.

(iv)  Les implants esthétiques
Les implants mammaires et fessiers, les implants faciaux, les mollets artificiels.
(v) Les autres dispositifs extracorporels

Le PDMS peut étre utilisé dans les membranes pour dialyse et les oxygénateurs
a membrane grace a sa perméabilité. Il est retrouvé dans certains pansements pour son
caractére biocompatible, confortable, atraumatique et grace a sa perméabilité a 1’air.

Sous forme de gel on le retrouve également dans le traitement de brilures cicatricielles.

Désormais, le silicone sous la forme d’encre de faible viscosité, est également adapté a

des applications d’impression 3D, permettant 1’¢laboration de structures complexes [3].

Ces nombreuses applications sont permises grace a la facilité de fabrication du PDMS
et son faible cott. Elles sont par ailleurs précisément étudiées et développées car elles sont
commercialisables [7]. En dehors des implants et des dispositifs médicaux, le PDMS est
dorénavant de plus en plus utilis¢ pour des applications de délivrance de médicament,
d’analyses biologiques et de diagnostiques, dans les biocapteurs et en microfluidique [16-18].
Il est donc adapté a des applications cardiovasculaires et a leur analyse, par exemple pour aider
a comprendre des maladies comme I’anévrisme [1] ou la compréhension de 1’écoulement et du

comportement de cellules sanguines dans les vaisseaux est majeure [1,7].

Le PDMS peut également se retrouver combiné a d’autres matériaux. Ce mélange
permet de regrouper les propriétés avantageuses de chacun d’eux. C’est souvent le cas pour les
sondes. La sonde est un tube flexible utilisé pour divers traitements médicaux, les plus utilisés
sont les sondes urinaires et péritonéales. Elles sont généralement insérées dans un canal ou un
vaisseau sanguin pour permettre I’administration de fluide, leur transport ou le drainage. Les
avantages reliés par ces combinaisons de matériaux pour sondes sont regroupés dans le Tableau
2, reproduit depuis les travaux de Zare et al. [3,19].
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Matériaux de la sonde Temps maximum in situ Caractéristiques
Polytetrafluoroéthyléne (PTFE), )
28 jours -
recouvert de latex
) ) Hydrogel, lisse, compatible avec
Latex enduit d’hydrogel 12 jours )
les tissus
Silicone enduit d’hydrogel 12 jours
Latex enduit de silicone- . .. -
] . 28 jours Silicone plus rigide
¢lastomeére
Alliage argent/hydrogel avec coeur . L . .
28 jours Propriétés antibactériennes
en latex
Silicone induit d’hydrogel avec 12 jours de propriétés o . .
) . ) Propriétés antibactériennes
ions argent antimicrobiennes
. ) Parois minces, plus rigide qu'un
100 % Silicone 12 semaines

revétement silicone

Tableau 2 : Matériaux constitutifs des sondes et leurs caractéristiques [3]

Finalement, tous ces exemples montrent que le PDMS convient a une large gamme de
dispositifs médicaux et implants et qu’il est d’intérét que la recherche soit davantage poursuivie
pour toutes ces propriétés. Pallier les inconvénients et les comprendre sont également des
priorités. Les traitements de surface et fonctionnalisations en sont des voies d’optimisation et
d’amélioration.

1.1.3. Inconvénients persistants pour une utilisation dans le domaine

biomédical : les défis
(1) Hydrophobie et « biofouling »

En raison de la présence de groupements méthyles -CHj3 sur sa chaine latérale, le PDMS
possede la propriété d’étre hautement hydrophobe. Son angle de contact en surface est
généralement compris entre 105° et 115° [3]. Cette propriété représente un inconvénient dans
la majorité des applications impliquant le PDMS. En effet, le caractére hydrophobe rend la
surface propice a des phénomenes de « biofouling », correspondant a I’accumulation de
matériel organique : cellules, bactéries, protéines, biomolécules et autres analytes [3,20]. Cette
accumulation peut impacter la performance du matériau et mener a des infections, parfois

séveres. En conséquence, le retrait ou le remplacement du biomatériau est indispensable [2,3].

Ce phénoméne est d’autant plus marqué dans les systémes de transport de liquide
nécessitant un flux et les dispositifs microfluidiques [7]. Par exemple, lors du transport de sang,
les plaquettes peuvent adhérer et s’agglomérer en surface du biomatériau. Ce processus est régi
par I’adsorption non spécifique préalable de protéines. Ces dispositifs peuvent donc faire face
a de nombreux problemes cliniques tels que les thromboses ou encore une réponse
inflammatoire excessive [10,19]. Dans les systemes microfluidiques, des applications

11
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nécessitent la croissance de cellules endothéliales sur les parois des microcanaux afin de créer
un environnement similaire a celui retrouvé dans les systémes de microcirculation. Ces
systémes peuvent permettre de réaliser des diagnostiques chimiques et des dépistages. Le

caractere hydrophobe du matériau y représente alors un obstacle considérable [7].
(i)  Hydrophobie et infection bactérienne

L’accumulation de matériel biologique en surface comprend I’adhésion des bactéries et,
en conséquence, le développement d’un biofilm. Certaines applications doivent a tout prix I’en
empécher. C’est le cas par exemple des lentilles de contact en silicone, ou 1’adsorption de
cellules ou de protéines provenant des larmes doit étre évitée pour limiter les risques
d’infections, en plus d’une sensation d’inconfort pour le patient [3,21,22]. L’opacification des
lentilles intraoculaires est également un phénoméne observé. Il est appelé « cataracte
secondaire » et survient généralement 2 ans apres opération. Ce phénomene est provoqué par
la migration et la prolifération de cellules épithéliales, différenciées en fibroblastes, sur toute la
capsule [23,24].

Les infections peuvent varier en fonction de si le dispositif est complétement implanté
ou s’il I’est partiellement. La sonde urinaire est par exemple en contact avec la peau et les
muqueuses, mais également avec l’environnement extérieur [15]. Les bactéries peuvent
directement entrer en contact du périnée qui, une fois au contact de la sonde, va provoquer une
réponse inflammatoire en raison des frictions du matériau contre la muqueuse de la vessie. La
pose de la sonde laisse par ailleurs place au dépdt de composés urinaires propices a un
développement bactérien : électrolytes, composés organiques et protéines, en surface du
matériau. Anjum et al. expliquent que I’accumulation de bactéries peut se produire en un jour
ou deux. Utiliser le PDMS comme composant de sonde est déja un facteur limitant son
incrustation en comparaison a d’autres matériaux [19,25]. Braem et al. font état des taux
d’infections associés au matériel médical et aux biomatériaux, des pathologies résultantes, des
traitements et du colt engendré. Par exemple, 4/1000 sondes veineuses sont contaminées par
jour aux Etats-Unis pour un cotit d’environ 46 000 $ par infection. La contamination peut se
produire pendant la chirurgie par contact avec 1’environnement, ou encore ultérieurement par
propagation hématogene. Leur récurrence peut étre dévastatrice, entrainant la mort dans

certains cas [26].

Concernant les dispositifs complétement implantés, on peut citer les problémes liés a la
pose d’implant mammaire en PDMS. Les complications résultent généralement de
contaminations bactériennes, notamment par Staphylococcus Epidermis (S. Epidermidis). La
colonisation bactérienne en surface de I’implant va provoquer des réactions inflammatoires a
répétition et mener a la contracture capsulaire autour de I’'implant [3,27,28]. L’exemple des

infections générées a la surface de ces implants sera détaillé dans la partie 1.2.2 de ce chapitre.
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En conséquence, beaucoup de travaux se sont concentrés sur 1’amélioration de la
mouillabilité de la surface, ils seront décrits en seconde partie.

(i11)  Gonflement en présence de certains réactifs

La perméabilit¢ du PDMS a certains solvants organiques peut limiter son utilisation en
raison d’un gonflement induit par la pénétration du solvant dans la matrice. Sa perméabilité a
la vapeur d’eau peut potentiellement mener a des changements de concentration en électrolytes
dans le milieu de culture cellulaire. Cela peut provoquer des perturbations de croissance
cellulaire et méme leur mort. Le PDMS est aussi perméable a certaines petites molécules
lipophiles, qui peuvent perturber les signaux a petite échelle lors de culture cellulaire dans des
systemes microfluidiques [5].

(iv)  Topographie de surface

La topographie de surface peut grandement influencer 1’adhésion de matériel biologique
en surface de matériau. La texturation des implants mammaires rugueux crée des cavités en
surface. Celles-ci représentent 1’un des facteurs de développement du lymphome anaplasique a
grandes cellules (LAGC), cancer lié a la pose de ces implants [29,30]. De ce fait, ces implants
ont été retirés du marché [11]. Controler la topographie de surface représente un parametre
important et modulable pouvant conférer des propriétés au PDMS [19,31].

Ces différents constats poussent a comprendre d’autant plus les mécanismes de surface
menant a I’adhésion de matériel biologique et a la colonisation bactérienne. De cette manicre,

des stratégies d’¢laboration ou de fonctionnalisation adaptées pourront étre proposées.

1.2. Mécanismes a I’interface biomatériau/milieu biologique

1.2.1. Généralités

Lorsqu’un matériau est implanté et entre en contact avec 1’environnement biologique,
une cascade de réactions correspondant a la réaction a un corps étranger (FBR) se produit
naturellement [32]. L’environnement biologique va agir de maniere a créer une barricre avec le
corps ¢étranger [11,33]. Bien que les grandes étapes de la FBR soient connues, les mécanismes
intervenant dans la réponse au corps étranger sont complexes et dépendants de parametres tels
que I’environnement biologique, le matériau, la température et la condition du patient [10]. En
conséquence, de nombreuses €tudes s’y consacrent de maniére a approcher au mieux la

compréhension de ces phénomenes.

(1) Adhésion des protéines en surface
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L’adsorption de protéines est considérée comme la premiére étape du mécanisme
intervenant a I’interface d’un matériau lors de son introduction dans le corps humain [20,34].
Méme si d’autres matériels biologiques viendront également s’adsorber, ce sont les protéines
qui portent le réle de support aux autres composés [33].

Les protéines sont constituées de chaines polypeptidiques de différentes séquences
d’acides aminés représentant leur structure primaire. Ces acides aminés sont capables
d’interagir et de se lier entre eux par des liaisons hydrogene, formant ainsi des structures
secondaires. Les structures secondaires les plus courantes observées sont les hélices a, les
feuillets B, les spires  ou les structures aléatoires. Aussi, des liaisons hydrogene, la formation
de ponts disulfure ou encore des interactions électrostatiques entre les chaines polypeptidiques
interviennent dans la conformation de la protéine, constituant sa structure tertiaire. Ainsi,
chaque protéine est représentée par une structure 3D complexe, porteuse de groupements a
caractére ionique, hydrophiles ou non, répartis de manie¢re plus ou moins exposée a
I’environnement biologique [35-37].

Cette conformation protéique peut étre influencée par les facteurs environnementaux
[20]. L’adsorption des protéines est donc dépendante des propriétés de surface du matériau sur
lequel elle s’adsorbe. Parmi les interactions possibles on peut citer [36] :

* Les forces de Van der Waals,

* La capacité a former des liaisons hydrogene,
» Les réactions acide/base de Lewis,

* Des interactions électrostatiques,

* Des charges de surfaces,

* Des interactions hydrophiles ou hydrophobes.

Peuvent s’ajouter des propriétés liées a I’environnement biologique, telles que le pH ou
la température, pouvant influer sur le comportement des protéines et leur attachement [38].

Les interactions hydrophiles/hydrophobes et électrostatiques apparaissent comme les
plus communes dans la littérature. D’aprés Zhang et al., les interactions hydrophobes
constituent la force motrice de ’adsorption des protéines en surface. Celles-ci peuvent
provoquer leur changement conformationnel menant a leur dénaturation ou a leur perte
d’activité, ou au contraire améliorer leur stabilité et leur activité [20,34]. Par exemple, Tunc et
al. mettent en évidence par microscopie électronique a force atomique (AFM) la forme
trinodulaire du fibrinogéne une fois adsorbé sur des surfaces hydrophiles (Figure 4a). Cette
méme protéine est présente en moindre quantité sur des surfaces hydrophobes ou elle arbore
cette fois une forme globulaire (Figure 4b) [35]. Concernant les interactions électrostatiques, il
est clair que 1’adsorption de protéines est augmentée lorsque la surface et la protéine partagent
des charges opposées. Mais le pH du milieu peut influencer la répartition des charges. A pH
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élevé, la protéine sera majoritairement chargée négativement, tandis qu’a plus bas pH elle sera
chargée positivement. La protéine trouve un équilibre lorsque le pH égale son point
isoélectrique, la laissant dans son état neutre et limitant les perturbations. Finalement, une
combinaison des propriétés électrostatiques et hydrophiles peut favoriser un contrdle de
I’adsorption en surface [33].

150 13.4 nm 150 13.7nm
6.7 nm 6.8 nm
100 100
0 0
50 50
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0 50 100 150 nm 0 50 100 150 nm

Figure 4 : Images AFM du fibrinogéne sur a) une surface hydrophile, b) une surface hydrophobe [35]

Par leur nature riche et complexe et les interactions possibles en surface, les protéines
sont donc capables de perturber entierement le systéme, impactant la réponse de I’hdte. Pour
remplir leurs fonctions elles adoptent la conformation spatiale adéquate, dépendante des
interactions précédemment citées. Ce sont ces interactions qui déterminent alors la structure
chimique exposée a I’environnement biologique. Cependant, la prédiction et méme la
détermination de cette structure est complexe. On peut tout de méme considérer deux
orientations principales récurrentes : «side-on» ou la protéine s’adsorbe de manicre
perpendiculaire a la surface et « end-on », ou la protéine s’étend plus sur la surface [38—40].
Aussi, la protéine est souvent plus simplement considérée pour ses 4 domaines principaux :
hydrophile, hydrophobe, anionique et cationique (Figure 5) [20].

En plus de I’affinité relative aux propriétés de la surface, I’adsorption peut finalement
aussi dépendre du type et de la concentration en protéine. La taille de la protéine peut jouer un
role dans son adhésion, offrant plus de sites de liaisons. La concentration en protéines dans le
systéme influe également sur leur taux d’adsorption ainsi que sur leur orientation. Dans un
environnement peu concentré en protéines, leur temps de diffusion et leur temps d’étalement
sur la surface est favorisé : la protéine peut se trouver dans un état plus stable et gagner en
énergie. Les solutions hautement concentrées en protéines vont, quant a elles, favoriser les
interactions intermoléculaires, induisant un changement conformationnel. La quantité¢ de

protéines a adsorber en surface étant plus importante, 1’étalement est limité et un réarrangement
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peut s’imposer [33,39]. L’étude particuliere de chaque protéine interagissant avec des substrats
peut permettre d’approcher encore plus I’orientation la plus probable adoptée.
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Figure 5 : Schéma simplifi¢ d'une protéine et de ses interactions principales [20]

Une protéine attachée en surface peut étre délogée par une autre si celle-ci a une affinité
plus grande avec la surface, c’est I’effet Vroman (Figure 6) [33,41]. La protéine remplacante
est généralement plus grande et plus flexible au niveau de la conformation que la premiére. A
noter que cet effet est lui-méme dépendant du temps de contact des protéines en surface pour

réaliser leur adsorption, ainsi que de leur concentration.

Des techniques poussées permettent le suivi en temps réel de 1’adsorption de protéines,
comme la résonance plasmonique de surface, la spectroscopie « lightmode » par guide d’onde
optique ou I’utilisation de microbalances en cristal de quartz (QCM). Mais ces techniques font
encore face a des difficultés comme le suivi des premiers instants des composés. Le matériau
étudié peut également constituer un obstacle [42]. Le PDMS n’est pas adapté a I'utilisation de
QCM en raison de son caractére mou, élastique et propice au gonflement, incompatible avec la
rigidit¢ du quartz. Le PDMS est également propice a la dissipation d’énergie lors des
oscillations du cristal, perturbant les mesures.
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Figure 6 : Illustration schématique du potentiel mécanisme représentatif de I'effet Vroman [41]

(1)  Adhésion des cellules

Malgré la complexité des mécanismes de surface, il est admis que les propriétés de
surface d’un matériau vont influencer le comportement des cellules par I’intermédiaire des
protéines adsorbées. Arima ef al. ont mis en évidence par résonance plasmonique de surface les
temps d’adsorption de protéines et de cellules sur des surfaces monocouches auto-assemblées
(SAMs). Les expériences ont été réalisées sur des SAMs porteurs de différents groupements
chimiques a leur surface. Chaque résultat montre que I’adsorption des protéines s’effectue
beaucoup plus rapidement que celle des cellules, confirmant I’approche mécanistique. La
Figure 7 montre le temps d’absorption de cellules contre celui des protéines dans un milieu
tampon phosphate salin (PBS). L’expérience est réalisée sur des surfaces SAMs porteuses de
groupements NH». L’adsorption rapide de protéines est clairement mise en évidence [42].
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Figure 7 : Evolution temporelle de I'adhésion de protéines du sérum lors de I'exposition a un milieu de culture

supplémenté par 2 % de PBS (ligne continue), et fraction de cellules adhérentes sur les SAMs-NHo (pointillés).
[42]
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C’est grace a leurs ligands-récepteurs que les cellules reconnaissent les points d’attache
disponibles des protéines, appelés intégrines pour les protéines de la matrice extracellulaire
[34]. Ces intégrines peuvent se lier a un méme ligand porté par la cellule. Elles possédent un
domaine de reconnaissance RGD correspondant a une séquence peptidique arginine-glycine-
aspartate. Celui-ci est mis en évidence pour la fibronectine sur la Figure 8 [43]. Ce sont les
intégrines qui traitent les signaux envoyés aux cellules, par exemple leur adhésion et leur
prolifération [33]. Aprés adsorption d’une couche de protéines en surface, les cellules procedent
donc a un rapprochement, un attachement et a un étalement [42]. Ce sont les forces
électrostatiques, de van der Waals et les interactions stériques qui contrdlent I’approche initiale.
Les interactions entre la matrice extracellulaire et les intégrines constituent donc les interactions
pilotant I’adhésion spécifique des cellules [42].

Assembly

Collagen FN FN Cell Heparin Fibrin

H Type I 0 Type IT U Type IIL [ Type III extra domain

Figure 8 : Schéma représentant la structure de la fibronectine et l'interaction de son domaine RGD avec les
intégrines des cellules [43]

Parmi les nombreuses protéines intervenant dans 1’adhésion des cellules, on retrouve
principalement la vitronectine (Vn) et la fibronectine (Fn), présentes en abondance dans la
matrice extracellulaire et le collagéne de type I, I’une des protéines majoritaires du corps
humain [11,33,44]. La quantité de ces protéines adsorbées en surface, ainsi que la présentation
de leurs intégrines et la conformation adoptée vont influer sur la réponse cellulaire.
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Pour les applications biomédicales liées au PDMS, il est également important de
s’intéresser au comportement des protéines plasmatiques : 1’albumine présente en grande
quantité dans le sang et le fibrinogéne. Le fibrinogéne pouvant former des liaisons et interagir
avec les récepteurs GP IIb/Illa des plaquettes, peut favoriser leur adsorption au matériau [10].
Kwak et al. décrivent que du fibrinogéne adsorbé a 10 ng.cm™ peut déja amorcer 1’adhésion de
plaquettes sanguines en surface [45]. L’adsorption de fibronectine, d’albumine et de fibrinogéne

est étudiée au cours de ces travaux de thése.
(ii1)  Adhésion des bactéries

La formation d’une couche protéique sur la surface d’implants médicaux peut favoriser
I’adhésion bactérienne et par conséquent la formation d’un biofilm [20]. L’adhésion des
bactéries en surface est fonction des mémes interactions d’une protéine, c’est-a-dire la polarité
de surface, la densité de charge, et les interactions faibles : liaisons hydrogene et forces de Van
der Waals [25]. Elle peut également étre dépendante de parametres tels que :

» La prédisposition génétique (I’age, 1’état de santé du patient, 1’état du systeme
immunitaire),

* La nature de la souche bactérienne,

* Les propriétés physicochimiques de I’implant ou du dispositif médical [11,32,46].

La formation du biofilm est un phénoméne pouvant se produire rapidement et tot. Sur
les dispositifs implantables et le matériel médical, la persistance du biofilm bactérien peut
mener a des infections nosocomiales. Chaque implant est susceptible d’étre colonisé par des
bactéries. La principale source de contamination provient de la flore bactérienne de la peau,
constituée majoritairement de Staphylococcus aureus (S. Aureus) et Staphylococcus
epidermidis [26,32,47].

L’adhésion des bactéries est favorisée par la présence des protéines d’adhésion telles
que la fibronectine, le fibrinogéne, la vitronectine et le collagéne, mais également d’autres
polypeptides. Les bactéries de type staphylococci possédent par ailleurs des adhésines pouvant
reconnaitre spécifiquement les récepteurs de la fibronectine et du fibrinogene [19]. Il a été
démontré que 1’adhésion de fibronectine jouait un role important dans I’adhésion de S. aureus
[48]. Francois et al. ont étudié I’affinité de la bactérie Staphyloccocus epidermidis vis-a-vis de
7 protéines : albumine, fibronectine, vitronectine, collagéne, fibrinogeéne, le facteur von
Willebrand et la thrombospondine. Les résultats montrent une adhérence de S. epidermidis sur
les surfaces adsorbées de fibronectine et fibrinogéne [47]. C’est pourquoi il sera essentiel dans
ces travaux de se pencher sur les interactions de surface avec ces protéines et investiguer les

mécanismes biologiques résultants.
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1.2.2. Infections et biofilms : ’exemple de I’implant mammaire

Apres colonisation d’un implant par les protéines, celles-ci forment une fine couche
autour de I'implant. Cette réaction est normale et constitue I’une des étapes de la FBR.
Cependant, si un stimulus inflammatoire apparait causé¢ par exemple par la lixiviation de
substances provenant de I’implant, ou la présence de bactéries, la capsule va alors se
microvasculariser, s’épaissir, et se calcifier. La présence de bactéries va mener a la formation
d’un biofilm. Dans le cas des implants mammaires, ce stimulus bactérien peut souvent avoir
lieu pendant I’opération, menant donc a des complications séveres, exacerbées dans le temps
[49].

L’étude des problématiques liées a la pose d’implants mammaires en PDMS a fait I’objet
de deux theses au laboratoire CB3S, effectuées par le Dr. Lam [50] et le Dr. Moris [51]. Celles-
cl nous poussent a porter une attention particuliere a ce sujet. Les travaux réalisés au cours de
ce projet de thése prennent donc d’abord appui sur ces problématiques, avant d’étendre 1’étude
aux matériaux PDMS dans le domaine biomédical en général. En effet, comme chaque
fonctionnalisation de surface peut étre spécifique a une réponse biologique, il devient nécessaire
de comparer et discuter de leur pertinence par rapport a différentes applications biomédicales.

L’implant mammaire est utilis€ pour réparer le corps aprés mastectomie, mais également
pour des raisons purement esthétiques. Cela en fait I’'un des dispositifs les plus implantés [11].
Cependant, la pose de ces implants a fait I’objet de plusieurs complications remettant en cause
leur fiabilité. En 2010, le scandale « PIP implants » révele 1’utilisation de prothéses non
conformes, menant a leur rupture et a la libération du gel les constituants. En 2019, I’affaire
«implant files » dénonce les manquements en termes de réglementation des implants
mammaires et fait retirer du marché les implants texturés. Ceux-ci seraient a ’origine du
développement d’un cancer : le lymphome anaplasique a grandes cellules (LAGC), (« Breast
Implant-Associated — Anaplastic Large Cell Lymphoma » (BIA-ALCL)) [11,29,30]. Ce
lymphome se développe progressivement et peut se révéler 10 ans apres implantation. L’ origine
du développement de ce cancer n’est pas clairement établie, mais 1’explantation révele que la
contamination des surfaces par des bactéries telles que S. Epidermidis, Ralstonia Pickettii (R.
Pickettii) et Pseudomonas Aeruginosa (P. Aeruginosa), pourrait en étre un facteur de

développement [11].

De manicre générale, des problémes font irruption a I’interface entre I’implant et
I’environnement biologique. Apres implantation, une capsule postopératoire se forme autour de
I’implant. Elle suit la FBR, dont le but est de créer une barriére biologique entre le corps
étranger et D’environnement biologique. Cette capsule est généralement formée par
I’accumulation de protéines de la matrice extracellulaire et de cellules : fibroblastes,
lymphocytes, macrophages, et de bactéries. Dans le temps, cette capsule peut dégénérer en

raison d’un développement bactérien important en surface, on parle alors de contracture
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capsulaire (CC) (Figure 9). Elle correspond a la contraction du tissu cicatriciel fibrotique autour
de I’'implant [11,31,32,49,52]. C’est la cause la plus fréquente des complications générées par
la pose d’implants mammaires. En raison de la colonisation bactérienne, des réactions
inflammatoires chroniques ont lieu au niveau de la capsule. Ce phénomene peut €tre a 1’origine
de la production de lymphocytes responsables du BIA-ALCL. La CC conduit a des
complications telles que des douleurs, un durcissement et une déformation de la poitrine.

L’¢échelle de Baker permet de classer la sévérité de la CC en fonction des symptomes :

* Grade I : Pas de contraction de la capsule, le sein a une taille et une forme naturelle.

* QGrade II : Le sein apparait normal mais ferme au touche.

«  Grade III : A la fermeté, s’ajoute une déformation du sein.

* Grade IV : Forme la plus séveére de la contracture, le sein est difforme, dur et
douloureux. Ajdic et al. ont montré qu’a ce stade, correspond la plus haute
concentration en bactéries dans la capsule périprothétique [53,54].

CONTRACTURE CAPSULAIRE

Dégénération du biofilm

< Durcissement
"7 Douleur
-1~ Déformation

Figure 9 : Schéma de la contracture capsulaire et ses effets

Intervenir a la surface du matériau afin de limiter les complications observées est alors
devenu une nécessité. Améliorer I’intégration de 1’'implant et prévenir ou limiter I’infection
bactérienne sont deux points clés sur lesquels il est possible d’agir. L’hydrophobie de surface
du PDMS, mentionné précédemment, peut constituer I'un des facteurs favorisant le
développement d’un biofilm bactérien. Afin d’agir plus spécifiquement, il est judicieux de se
pencher sur la compréhension des différents mécanismes intervenant a 1’interface entre le
matériau et le milieu biologique. Bien que ces différents mécanismes biologiques et chimiques
soient complexes et encore étudiés, les grandes étapes intervenant dans la formation du biofilm
en surface du PDMS sont connues (Figure 10) :

1. Adsorption non spécifique de protéines

L’adsorption non spécifique d’une couche de protéines en surface est la premicre étape
provoquée lors de la FBR. Méme si des molécules d’eau, des ions, des acides aminés ou encore
de petites molécules solubles peuvent se déposer sur le matériau, 1’adhésion de protéines sur
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cette couche constitue le support de la premicre étape de la réaction a I’interface. Les protéines
adsorbées adoptent en surface une conformation permettant une connexion avec d’autres
composés. Plusieurs protéines de la matrice extracellulaire sont impliquées, en particulier la
fibronectine, la vitronectine et le collagene de type 1. La structure biologique de ces protéines a
le pouvoir d’induire et impacter le mécanisme suivant [33].

2. Adhésion réversible de bactéries

Cette ¢tape peut se produire en parallele de la premicere. Quelques bactéries
planctoniques sont capables de s’attacher directement en surface, de manicre réversible.

3. Adhésion irréversible de bactéries

Un attachement irréversible entre les protéines non spécifiques et des bactéries se

produit en surface, amorgant la création du biofilm.
4. Maturation et croissance du biofilm

Accumulation de matériel biologique : cellules, protéines, bactéries, molécules solubles
et liquides forment un mucus polysaccaridique. Les bactéries, pour favoriser leur survie, vont
par ailleurs sécréter une couche de substances polymériques extracellulaire, agissant comme
barriere protectrice pour elles-mémes [25,26,32]. Le réseau résultant, sous forme de gel,
promeut I’accumulation de matiére et leur adhésion en surface.

5. Biofilm

Le biofilm atteint une structure tridimensionnelle, protégeant les bactéries des
agressions extérieures (UV, antibiotiques, contraintes physiques et mécaniques...), les rendant
plus résistantes que sous leur forme planctonique [26,32,55]. Le biofilm est ensuite capable de
se répandre, de toucher I’environnement biologique, ainsi que d’autres endroits du corps [11].
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Figure 10 : Mécanisme de formation du biofilm bactérien en surface d'implant en silicone [11]

Finalement, les réactions chimiques et biologiques en chaine se produisant en surface
contribuent grandement a la contamination. Orienter ces interactions apparait alors comme une
solution. Contrdler le mécanisme de surface pourrait permettre de limiter, voire annihiler,
I’adhésion de bactéries par action directe ou via I’influence de I’adhésion des protéines non
spécifiques. Plusieurs stratégies ont été mises en ceuvre et étudiées, dont la fonctionnalisation
de surface et sont décrites plus loin dans ce chapitre.
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2. La fonctionnalisation de surface comme solution

Les complications autour des dispositifs médicaux et implants, induits par la
colonisation bactérienne et le développement de biofilms constituent un probléme bien établi.
Pour les comprendre, le mécanisme initiant la réponse biologique, mené par 1’adsorption non
spécifique des protéines doit étre disséqué. Les travaux autour de 1’¢laboration et de la
fonctionnalisation de biomatériaux adaptés palliant ces problémes continuent alors de
représenter un défi.

2.1. Conférer des propriétés de surface et prévenir des infections

Afin de limiter autant que possible les complications et les infections bactériennes et
microbiennes en surface de PDMS, plusieurs stratégies ont été développées par les chercheurs.
Sur le principe, elles consistent a prévenir en tuant les bactéries ou en les repoussant. On parle
d’effet bactéricide et d’effet bactériostatique. Figure 11, Anjum ef al. ont illustré cet aspect sur

I’exemple de sondes médicales [25].
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Figure 11 : Représentation schématique des effets bactériostatiques et bactéricides induits par la modification de
matériau pour sonde [25]

Pour permettre ces effets en surface, les principales stratégies mises en place sont basées
sur : la modification chimique de surface, les revétements de surface ou la modification de la
rugosité¢ du matériau (Figure 12) [11,26,56,57]. Elles prennent effet grace a des revétements
polymeéres, des nanoparticules, des tensioactifs, I’incorporation de rugosités, des traitements par
encapsulation d’antibiotiques ou d’enzymes [25,32,55]. Ces modifications générent en surface
des interactions perturbant les mécanismes portés par 1’adhésion de protéines, mentionné
précédemment. Ainsi, cette partie se concentrera sur les principales stratégies mises en place
dans la littérature.
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Figure 12 : Schéma regroupant les principales stratégies de fonctionnalisation de surface d'implants [11]

Les phénomenes de « biofouling », mentionnés dans la partie précédente peuvent étre
évités par la mise en place de ces stratégies [19]. Générer un revétement « antifouling » signifie
alors minimiser les interactions entre la surface du matériau et un composé adhérant. C’est un
procédé qui peut rapidement s’avérer complexe lorsque la surface est confrontée a 1’adhésion
de molécules variées [20]. L’adsorption de protéines est au cceur des problématiques
d’antifouling, car il est difficile de limiter leur adsorption [36]. Rendre la surface hydrophile
représente une premicre €tape dans cette démarche. Les composés hydrophiles possedent en
effet une importante tension de surface au contact de 1’eau. Ainsi, ils pourront fortement attirer
les molécules d’eau et former une couche hydratée protectrice en surface, pouvant prévenir
I’adhésion de certains micro-organismes [57].

De nombreuses méthodes de modification chimique de surface ont été¢ employées dans
la littérature pour changer I’état de mouillabilit¢é du PDMS. Parmi elles, on peut distinguer les

modifications physiques et chimiques.

Parmi les méthodes physiques, la physisorption représente une approche simple, rapide,
basée sur des interactions hydrophobes, hydrophiles ou électrostatiques [7,20]. La méthode
passe par des techniques comme : le dépdt dit « layer-by-layer » (LbL), I'utilisation de
tensioactifs non-ioniques et l’utilisation de polymeres chargés [7,19]. Mais un
désavantage majeur réside dans le manque de liaisons covalentes entre le matériau et les
composés physisorbés, engendrant leur désorption progressive [7]. Ces fonctionnalisations sont
rapidement dissipées sous 1’influence des facteurs biologiques environnementaux, comme la
solvatation, ou la température [20].

L’utilisation de traitements énergétiques en surface : la combinaison plasma/oxygene,

les rayonnements UV couplés a I’ozone, 1’application d’une décharge corona, représentent
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¢galement des méthodes physiques performantes. Ils permettent d’oxyder la surface, générant
des groupements polaires augmentant la mouillabilité [7,58,59]. Ces méthodes ont 1’avantage
d’étre généralement courtes et faciles a mettre en place. Pour les dispositifs microfluidiques,
c’est souvent lors de la mise en forme du matériau que ces modifications physiques sont
directement apportées afin de favoriser la mouillabilité des microcanaux [7]. Ces méthodes sont
cependant temporaires, le PDMS sait retrouver son caractére hydrophobe dans le temps au
contact de I’air [7]. Chang ef al. montrent par analyse FTIR, 1’apparition de groupements
réactifs -OH sur des surfaces de silicone apres traitement plasma. Cependant, les auteurs
mentionnent qu’apres seulement 24 heures, ces nouvelles liaisons disparaissent [60]. Miranda
et al. rapportent que le traitement par oxygene/plasma est le plus utilis¢ pour rendre la surface
du matériau hydrophile, mais insistent sur la perte rapide de I’hydrophilie de surface au contact
avec lair [7]. Par ailleurs, certains auteurs expliquent que ce traitement peut endommager la
surface de PDMS [59].

La modification chimique de surface intervient pour pallier les désavantages des
méthodes physiques. Elle peut assurer une stabilité dans le temps. Les techniques les plus
souvent employées sont le dépdt chimique en phase gazeuse (CVD), la réalisation de SAMs et
le greffage de polymeéres [7] ou de peptides bioactifs [55,61]. Les SAMs sont généralement
composés de molécules organiques capables de s’ancrer sur des surfaces réactives. Elles sont
constituées d’une téte principale se liant a la surface réactive et d’une seconde partie
fonctionnelle conférant les propriétés a la surface [20]. La chimie du polymere offre de
nombreuses possibilités de fonctionnalisation. Le polymere est lui-méme porteur de
groupements capables d’agir pour par exemple conférer des propriétés antimicrobiennes, mais
peut aussi servir de support a la liaison d’autres composés. Cela offre 1’opportunité d’octroyer
de nouvelles propriétés a la surface, mais également de combiner et améliorer ses fonctions. En
revanche, pour appliquer ces méthodes, les surfaces nécessitent parfois d’étre au préalable
activées afin de les rendre réactives. Combiner les traitements physiques avec les méthodes
chimiques peut permettre de pallier cet obstacle. Cette combinaison de stratégies permet alors
de générer un matériau fonctionnel plus stable dans le temps. Elle sera au cceur de la partie
suivante [7].

Les traitements par incorporation ou relargage d’antibiotiques peuvent représenter des
stratégies efficaces pour éradiquer les bactéries. Anjum et al. décrivent I’'imprégnation de
médicaments par immersion d’une sonde dans une solution médicamenteuse. Par gonflage puis
séchage, le matériau incorpore des agents bactéricides [25]. Cependant, les biofilms bactériens
formés en surface ont développé une résistance a de nombreux antibiotiques [25,55,56]. Des
nano-antibiotiques composés généralement d’argent, oxyde de zinc, oxyde d’aluminium, oxyde
de titane, nanoparticules d’or, de cuivre ou les nanotubes de carbone ont alors été développés
et se sont montrés efficaces en comparaison a des antibiotiques traditionnels. Ils ont la capacité
d’étre plus perméables et sont retenus plus longtemps dans I’organisme. Ils sont ¢galement

26



2. La fonctionnalisation de surface comme solution

résistants a des conditions de hautes températures et aux protocoles de stérilisation [25,62].
Néanmoins, le risque persiste qu’une fraction de bactéries résiste et reproduise le biofilm apres
arrét du traitement [26]. Agir en amont pour prévenir I’infection parait donc plus attrayant,
limitant les infections et réinfections futures.

La modification du matériau en lui-méme représente une solution pour conférer des
propriétés a la surface. Généralement, les techniques utilisées sont le « blending » (fonte et
mélange de polymeéres), la copolymérisation ou la réalisation de réseaux de polymeres
interpénétrés [15,19,63]. L’objectif de la modification du « bulk » est clairement d’élaborer une
nouvelle surface avec une composition différente [15,64] ou de jouer sur les rugosités comme
mode d’action [55,65]. Seldon ef al. ont mis en place un composite silicone/acide
poly(acrylique) pour des implants cochléaires. Le mélange réalisé a la capacité de gonfler en
présence des fluides biologiques pour atteindre sa forme et sa taille finale aprés implantation
dans la cochlée [66]. GOkaltun et al. ont synthétisé un copolymere poly(éthyléne glycol) (PEG)
et PDMS, augmentant considérablement I’hydrophilie de surface et réduisant 1’adhésion non
spécifique de molécules actives comme ’albumine, les lysozymes et I’immunoglobuline G
[63]. Dans les systemes de transports de flux, la combinaison de matériaux a permis d’améliorer
les propriétés antibactériennes du matériau ou d’améliorer certaines de ses propriétés. C’est le
cas pour la formulation de sondes, évoquée dans la partie précédente (Tableau 2) [3].
Néanmoins, la modification du matériau n’est pas retenue dans ces travaux de these. En effet,
la modification du PDMS représente un risque accru d’altération des propriétés mécaniques
initiales du matériau, en particulier son élasticité, ou encore une perte de sa transparence [5,7].
Kollnberger ef al. ont incorporé des groupements acides carboxyliques dans le matériau silicone
lors de son élaboration afin d’induire des propriétés antimicrobiennes. Mais les propriétés
mécaniques du matériau, notamment la dureté, sont impactées par ce changement [64]. Cette
stratégie reste applicable a des systemes microfluidiques ou 1’écoulement du flux est 'unique
opération voulue, la modification des propriétés mécaniques de ces matériaux n’induisant pas
de risque [7]. La formation d’hydrogels de PDMS est également une stratégie émergente pour
réaliser des dispositifs médicaux et combattre les infections. Elle a permis d’incorporer de
nombreux composés comme les ammoniums quaternaires, capables d’action biocide contre un

large spectre de bactéries [57].

La vaste quantité de recherches autour de I’élaboration ou de la fonctionnalisation de
nouveaux dispositifs médicaux en PDMS montre I’intérét constant pour ce matériau. Chacune
d’entre elles peut se concentrer sur des modifications physico-chimiques diverses consacrées a
des applications spécifiques. Mais elles soulignent que des obstacles restent a surmonter. Il est
par ailleurs important d’approfondir davantage la compréhension des mécanismes de surface
afin de viser une efficacité, durabilité et reproductibilité optimales. Finalement, I’attrait vers les

matériaux multifonctionnels est également mis en lumiére.
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2.2. Greffage de polymeres bioactifs: une méthode de
fonctionnalisation par voie covalente

Cette partie se concentre sur la stratégie de greffage de polymeres bioactifs en surface.
Cette méthode par voie chimique en comparaison a la méthode par voie physique peut assurer
une stabilité a long terme, grace a la présence de liaisons covalentes en surface. Les points clés

et les avancées concernant cette méthode dans la littérature sont passés en revue.
2.2.1. Activation des surfaces

Le greffage en surface permet la création de groupements réactifs. Elle nécessite
généralement une étape de pré-irradiation afin de générer des hydroxydes, des peroxydes ou
des radicaux en surface qui seront des sites pour le greffage et la polymérisation [15]. Les étapes
de pré-irradiation généralement utilisées sont (Figure 13) :

» Lutilisation de plasma,
* Le rayonnement gamma,
» La décharge corona,

* Les rayonnements UV ou UV/O;.

I Energy source activation

@Oxygen plasma/Corona or @UV/ozone or @ UV irradiation
discharge (under vacuum) Step 1 Step 2
UVv-185 uVv-254 UV-365
Gas Radicals 24 2 #
molecules o9 - < -
00 5% o B (o} ‘B
& o
% o o 02 02 y 0303 ’ 020‘ gc
O 0, 0, 2 VY2
OH OH OH OH OHOHc) OH OHOH
[ 1 (. L
Silicone surface

Figure 13 : Représentation schématique des stratégies d'activation de surface de PDMS utilisant des sources
d'énergie [11]

Le choix des irradiations peut dépendre de leur disponibilité, de leur impact envers la
modification visée et de la profondeur de pénétration du matériau [15]. Ces méthodes sont
avantageuses car elles permettent I’immobilisation d’une large gamme de polymeéres et ne
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nécessitent pas forcément 1’utilisation d’initiateurs de polymérisation, pouvant rester dans

I’environnement en tant qu’impureté [25].

Le traitement plasma est trés souvent rencontré dans la littérature. Il implique une
excitation d’électron, une ionisation et une dissociation. Les électrons accélérés par le plasma
ont assez d’énergie pour induire la rupture de liaisons chimiques et former les radicaux
initiateurs de polymérisation [67]. Cependant, Lu et al. décrivent que bien que souvent utilisé
pour activer les surfaces, le plasma a oxygene possede de fortes propriétés d’oxydation et peut
facilement endommager la structure du PDMS en formant, notamment, des fissures. En
alternative, les auteurs utilisent le plasma de CO; [68]. Pour limiter les dommages, Zhang et al.
et Ding et al. ont dans leurs travaux couplé deux techniques : une activation par plasma d’argon
et d’oxygene respectivement, puis le greffage de polymeére sous irradiations UV [57,69].

Alves et al. mettent en évidence que la technique d’irradiation employée peut aussi
impacter la topographie de surface. Les auteurs ont greffé¢ de I’acide poly(méthacrylique) sur
des surfaces de polyuréthane par irradiations plasma et ultraviolets. Le greffage réalisé sous UV
a engendré une efficacité antiadhésive des cellules plus importantes qu’avec le plasma (Figure
14). Ce résultat peut étre corrélé a une densité de groupement -COOH plus élevée en surface
via cette voie de fonctionnalisation. Aussi, les images par AFM montrent qu’apres greffage au
plasma, la surface est beaucoup plus lisse qu’avec les UV qui induisent plus de rugosités (Figure
15, Tableau 3) [70]. Le choix de la méthode de fonctionnalisation est alors également
déterminant vis-a-vis des fonctionnalités futures a conférer a une surface.

Unmidiﬁed
— \.‘H

Figure 14 : Observations en microscopie a fluorescence de 1'adhésion de cellules de moelle osseuse humaine sur
des surfaces de polyuréthane greffées par de I’acide méthacrylique par plasma ou irradiations UV [70]
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Unmodified MAA-Plasma MAA-UV

Figure 15 : Images par AFM des surfaces de polyuréthane non modifiées et modifiées [70]

Surface de polyuréthane Ra (nm)
Non modifiée 2,57 £0,31
MAA-plasma 1,44 +£ 0,35

MAA-UV 2,37 £0,31

Tableau 3 : Rugosités de surface R, (nm) de polyuréthane non modifié et modifié [70]

2.2.2. Greffage de polymeres bioactifs

Le greffage en surface est une méthode avantageuse dans le sens ou elle permet, lorsque

les conditions idéales de greffage sont trouvées, d’utiliser plusieurs types de polymeres.

Les stratégies de greffage covalent des polyméres par voie chimique peuvent étre
opérées par des réactions en surface catégorisées par trois méthodes : « grafting to », « grafting
from » et « grafting through » (Figure 16) [10,71]. La méthode « grafting to » (Figure 16A) est
satisfaite par ancrage préalable d’une molécule réactive en surface du substrat. Cette molécule
va ensuite réagir avec les groupes terminaux de chaines polymeéres fonctionnelles préalablement
préparées. Celles-ci sont généralement synthétisées avec des tailles ou masses moléculaires
controlées. Par I’approche « grafting from » (Figure 16B), les chaines de polymeéres sont créées
directement a partir de radicaux générés en surface. La propagation est ensuite assurée par les
monomeéres environnants [10,16,19]. Enfin, la méthode « grafting through » (Figure 16C)
repose sur la propagation de chaines de polymeres a partir de doubles liaisons formées ou
attachées en surface du substrat [10].
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A) B)

A 2 -
'_ ——
C) l &
Figure 16 : Représentation schématique des stratégies de greffage : A) « grafting to », B) « grafting from » et C)
« grafting through » [10]

L’inconvénient principal de la méthode « grafting to » peut résider dans la géne stérique
occasionnée entre les chaines de polymeéres a greffer. De ce fait, il peut étre difficile d’obtenir
un revétement dense sous forme de couche en surface et les taux de greffage obtenus sont
souvent bas. Néanmoins, cette méthode offre la possibilit¢ de fonctionnaliser la surface de
manicre plus contrdlée ou homogene. En effet, le polymére attaché peut étre préalablement
synthétisé et caractérisé [10].

Le choix du polymere a greffer par la méthode « grafting from » offre 1’avantage de
générer des conformations spécifiques en surface. La polymérisation peut, par exemple, générer
de longues chaines en forme de brosses ou de courtes chaines repliées sur la surface formant un
« pancake » (Figure 17A) [10]. Ces différences peuvent par ailleurs impacter la densité de
greffage en surface (Figure 17B). Aussi, on peut imaginer une hétérogénéité¢ du greffage et de
longueurs de chaines. Alors, en plus des groupements fonctionnels portés par les polyméres, la
topographie de surface est impactée. Cela peut générer de nouvelles propriétés et, par
conséquent, une possible multifonctionnalité de surface.

31



Chapitre 1 — Etude bibliographique
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Figure 17 : Représentation schématique a) des configurations possibles adoptées par les chaines de polymeére
greffées en surface, b) de la densité de chaines pouvant étre greffées en fonction de leur configuration [10]

P

Par la méthode « grafting through », les chaines de polymeéres se développent en surface
du matériau, mais des monomeéres liés a la surface peuvent également s’insérer dans les chaines
en croissance. Cette technique permet généralement la formation d’une couche polymérique
épaisse en surface. En effet, les chaines formées sont généralement plus courtes mais présentes
en plus grande quantit¢ en surface par la concentration plus importante en monomeres

impliqués [10].

Dans le Tableau 4 sont regroupées, en fonction de leur méthode d’oxydation, quelques
techniques de greffage employées sur PDMS issues de la littérature, ayant permis la réalisation
de cet état de I’art. Evidemment, bien d’autres articles littéraires mettent en lumiére ces
stratégies de greffage. Le tableau permet d’avoir une idée globale des modes d’action variés
mis en place et de souligner les techniques de pré-irradiation les plus utilisées.
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Méthode d’oxydation de surface Stratégie de greffage Composé greffé Principaux résultats Ref
Immersion dans une solution d’AAc et Acide acrylique, Puis immobilisation de chitosane et Amélioration de la croissance cellulaire. [72]
polymérisation par plasma, 60 W, 30 min gélatine Utilisation comme matériau mimant le derme.
Greffage d’AAc en solvant organique. Acide acrylique. Elaboration d’un film multicouche. [60]
Dépot LbL de chitosane et d’héparine Immobilisation de chitosane et héparine Action antibactérienne contre £. Coli et S. Aureus.
Utilisation de plasma CO,, 30 W, 10 min
Polymérisation par introduction du substrat dans Dopamine Augmentation de la mouillabilité. [68]
Plasma chaud : Production d’arcs gazeux une solution tampon 18h
a haute température - Oxydation seule Augmentation de la mouillabilité. [58]
ou Activité antibactérienne contre S. Aureus et S.
Plasma froid : Production de décharges Immersion dans APTES, 50 °C, 30 min ; Immersion .. epidermidis.
. . . . Rhamnolipides \ . . . [55]
luminescentes dans une solution tampon de rhamnolipide, 60 min Réduction de la taille du biofilm.
Applications sur sondes.
. . . Acrylamide (AAm) Mise en évidence de différentes morphologies de
Monomeres dissouts en solvants organiques. . . . . ,
o N,N-diamethylaminoethyl méthacrylate, surface apres greffage de chacun des composés. [69]
Greffage UV, 1000 W, 30 °C . . . e
2,2,2-trifluoroethyl acrylate Modifications de mouillabilité.
Immersion dans une solution organique contenant le . . e Augmentation de la mouillabilité.
R Amonium quaternaire, composé zwitterionique . e, . R . [57]
monomere Inhibition de I’activité bactérienne d’E. coli.
N-vinyl li 2-h thyl méthacrylat
me, pyro 1.done, . ydroxye . YL me i actyrate, Réduction de I’adhésion de plaquettes.
Acrylamide, acide acrylique, glycidyle méthacrylate, Propriétés hémocompatibles [15]
éthyléneglycol dimethacrylate, méthacrylate d’éthyle P P ’
. . . Immobilisation de nanoparticules en surface.
Acid 1 rticules d’or. s . 73
. . 3 cide acrylique, nanoparticules cor Inhibition de I’adhésion de S. aureus. [73]
Solution de monomére exposée au rayonnement - o,
Rayonnement gamma 0. Augmentation de la mouillabilité.
gamma ; source *'Co. . . , . ., . o L.
Acide acrylique, éthyléne glycol diméthacrylate Evaluation quantitative et mécanique du greffage [74]
en surface et optimisations.
Augmentation de la mouillabilité.
Acide acrylique Changements de conductivité thermique. [75]
Augmentation de la conductivité électrique.
Augmentation de la mouillabilité de surface.
Immobilisation de .photo—ini'ti.atel.lr (benzophénone), Acide Acrylique Intéfé} pour la,toporgr.aphie de surface. [31.76]
puis polymérisation Inhibition de 1’adhésion de cellules.
Inhibition de la croissance d’un biofilm.
Immersion dans une solution de monomere et R . Amélioration de I’intégration d’implant mammaire
. Styréne sulfonate de sodium . [77]
polymérisation sous UV en silicone.
Rayonnement UV ou UV/O, - Oxydation seule Augmentation de la mouillabilité. [58]
. . TR . Activité antibactéri tre E. Coli et S.
Click Chemistry Composé dérivé de claramine CA tvite .a n thactenienne contre one [56]
epidermidis.
Une seule étape aux UV, mais utilisation de solvant . . . . . Augmentation de la mouillabilité.
. o K Acide acrylique, acrylamide, dimethylacrylamide, 2- Lo R . .
organique : NalO, (enléve I’oxygéne), benzyle hydroxyethyl acrylate, poly(éthyléne glycol) Diminution de I’adsorption de peptides. 78]
alcool (agent de transfert de chaine) facilite les Y yetly ry » POTyLety gy Propriétés convenables a des applications en
. monométhoxyle acrylate . .
terminaisons microfluidique.
Trait tC :Ch . . . . S
. ral em'er‘l o‘r ona amp Immersion dans une solution de monomere et . Confirmation du greffage pour immobilisation
€électromagnétique intense permettant . Acrylamides R , [15]
Lo, polymérisation sous UV d’autres composés en surface.
I’ionisation de la surface
Traitement laser, pulsé ou non : Utilisation de longueur d’onde précise et étroite
Utilisation d’une source photon pouvant Immersion dans une solution de monomere Acrylamides pendant I’activation, permettant la création d’un [15]

atteindre de hautes intensités

nombre important de groupement réactifs localisés

Tableau 4 : Résumé des stratégies de greffage du PDMS utilisées dans la littérature, classées en fonction de la méthode d'oxydation utilisée
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Généralement, ces greffages en surface de PDMS sont ensuite caractérisés par mesure
d’angle de contact, spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier, spectroscopie
photoélectronique a rayons X, microscopie a force atomique et microscopie électronique a
balayage [55,58,69,70,72].

La mesure d’angle de contact est une information cruciale de la modification de surface,
le PDMS étant hautement hydrophobe. Sur une surface plane (Figure 18a), I’angle de contact
est lié a 1’énergie libre de surface des interfaces solide-gaz, liquide-gaz et solide-liquide selon
I’équation de Young. Lorsque la surface apparait plus rugueuse, la mouillabilité peut étre régie
par 1’état de Wenzel (Figure 18b) lorsque la surface est complétement mouillable. L’état de
Cassie-Baxter régit la mouillabilit¢ de surfaces rugueuses lorsqu’elles sont partiellement
mouillables (Figure 18c). Dans ce dernier état, la goutte repose en partie sur la surface, mais
¢galement sur des poches d’air emprisonnées dans les rugosités. La zone de contact avec la
surface elle-méme est limitée et 1’angle de contact peut augmenter, la goutte pouvant devenir
glissante [19].

Young Wenzel Cassie-Baxter
Yiv
! e S} ©
Ysv Y.
sV sl
a b ©

Figure 18 : Comportement de la goutte de liquide a) sur une surface plane selon le modéle d'Young ; sur une
surface rugueuse selon b) 1'état de Wenzel et c) 1'état de Cassie-Baxter [19]

2.3. Influence des groupements chimiques portés par les polymeres

et role de leur architecture sur I’environnement biologique

Dorénavant, I’approche fonctionnalisante de dispositifs médicaux doit non seulement
étre adaptée a I’application, mais également pouvoir agir sur plusieurs fronts : procurer par
exemple une action contre un large spectre de bactéries couplée a un intérét fonctionnel propre.

Cette partie se consacre a explorer I’influence de différents groupements chimiques en surface.

2.3.1. Influence des groupements chimiques d’hydrophilie croissante sur

les protéines et les cellules

Faustino et al. décrivent que les polymeres hydrophiles et/ou chargés peuvent interagir
avec les molécules d’eau par liaisons hydrogene et solvatation ionique. L’approche des bactéries
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et d’autres composants va provoquer la libération de molécules d’eau et la compression des
chaines de molécules, résultant en une pression osmotique qui va générer des répulsions
stériques. En conséquence, la compression des chalnes va générer une diminution de 1’entropie
et leur déshydratation va augmenter 1’enthalpie, favorables a 1’apparition de propriétés
« antifouling ». Les composés amphiphiles, possédant sur leur chaine a la fois des composés
hydrophiles et hydrophobes, peuvent alors combiner des propriétés adhérentes et
antiadhérentes. L’hétérogénéité de ces structures complexes peut provoquer des réarrangements
et créer une surface ambigiie, pouvant tromper les microorganismes [19]. Ainsi, I’hydrophilie
conférée par les polymeres peut jouer un réle essentiel dans la modification des interactions

avec les composés biologiques.

Les travaux d’Arima et al. ont permis d’étudier I’impact de plusieurs groupements
chimiques : méthyle -CHj3, hydroxyle -OH, acide carboxylique -COOH et amine -NH>, portés
par des surfaces modeles grace a 1’utilisation de SAMs. Au cours de cette étude, la réponse
obtenue apres incubation de cellules endothéliales de veine ombilicale humaine a été traquée,
avec et sans adsorption préalable de BSA (albumine de sérum bovin). La microscopie a
fluorescence a réflexion totale interne a permis par marquage fluorescent de suivre 1’adhésion
des cellules apres 10, 30, 60 et 180 minutes d’incubation. Les résultats ont montré une adhésion
des cellules endothéliales sur les SAMs porteurs de groupements -COOH et -NH>, tandis que
peu de cellules adhérent aux surfaces portant les -OH et trés peu de cellules ont adhéré aux
surfaces avec -CH3. La mé€me expérience a été réalisée avec une préadsorption des surfaces par
de la BSA. Cette fois uniquement les surfaces porteuses de -COOH et -NH> sont analysées.
Dans les deux cas, I’adhésion des cellules est ralentie en comparaison aux surfaces nues, avec
une légere préférence pour les surfaces -NH>. Mais le nombre de cellules finit par atteindre
celui des surfaces sans BSA [42]. Les groupements chimiques portés par les molécules montrent
donc une influence claire sur 1’adhésion des cellules. La fonctionnalisation particuliére par des
groupements chimiques peut alors constituer une stratégie pour moduler I’adhésion des cellules.

Sivaraman ef al. réalisent un travail similaire. Ils étudient I’influence de SAMs porteurs
de groupements -CHj3, -OCH»-CF3, -NH2, -COOH et -OH sur I’adsorption de fibrinogene et
d’albumine. La spectropolarimétrie a dichroisme circulaire leur a permis de montrer que
I’augmentation de I’hydrophobie de surface avait tendance a augmenter la quantité de protéines
adsorbées et a engendrer leur changement de conformation. Ce changement de comportement
serait engendré par la séparation de leurs structures secondaires hydrophobes les unes des
autres. Ce phénomene est causé par une force motrice thermodynamique provoquée par la
diminution de I’énergie libre du systéme. Les structures secondaires hydrophobes de la protéine
iraient former des interactions hydrophobes avec les groupes non polaires des surfaces. La
structure initiale de la protéine est déstabilisée et son changement conformationnel et

orientationnel est provoqué [79].
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Les résultats montrent également que le caractére hydrophile ou hydrophobe d’une
surface n’est pas le seul a régir la conformation de la protéine adsorbée. Bien que les surfaces
porteuses des groupements -COOH et -OH aient une mouillabilité proche (Tableau 5), la BSA
adsorbée sur les SAMs-OH montre une conformation plus proche de sa structure native ; ce qui
n’est pas le cas pour les SAMs-COOH (Figure 19). Les auteurs expliquent que les interactions
hydrophobes internes aux protéines pourraient dominer sur leur tendance a se déployer en
interagissant avec les SAMs-OH. Dans 1’environnement biologique, les SAMs-COOH sont
chargés négativement. Ils peuvent donc interagir préférentiellement avec les protéines et
potentiellement générer de nouvelles forces. Ceci induisant une nouvelle fois des changements
d’orientation et de conformation [79].

Par ailleurs, un changement conformationnel plus important est observé pour les SAMs-
NH> en comparaison aux SAMs-COOH. Cela correspondrait aux interactions €lectrostatiques
plus importantes et plus nombreuses entre les SAMs-NH; chargés positivement et les protéines.
L’angle de contact plus élevé combiné a ces interactions électrostatiques offre également une
surface plus favorable aux changements conformationnels des protéines [79].

Parameétre CH: OCH:CF3 COOH NHz OH
Angle de
contact (°)

100,9 £ 1,9 90,2+ 0,8 179+ 1,3 47,6 +1,8 17,6 £ 1,9

Tableau 5 : Angle de contact des SAMs porteurs de différents groupements (n = 7) [79]
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Figure 19 : Changement des structures secondaires du BSA adsorbé a (A) 0,1 mg.mL" et (B) 1,0 mg.mL"! sur les
SAMs en comparaison a la conformation native de la protéine (n = 6 ; NS = non significatif ; p <0,05) [79]

Dans une seconde étude, ces mémes auteurs travaillent sur I’adsorption de fibrinogene
sur ces mémes SAMs. Les résultats montrent clairement I’influence de la concentration de Fg
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en solution et de la chimie de surface du matériau sur la conformation adoptée par la protéine.

Précédemment, nous avions pu voir que plus la surface était hydrophile, moins la quantité de
protéines adsorbées était élevée. Au niveau conformationnel, on remarque qu’avec
I’hydrophobie de surface (Tableau 6), une perte de structure en hélice a est observée contre un
gain en feuillets B (Figure 20). Ce changement est visible pour une adsorption réalisée aux
concentrations plus faibles : 0,1 et 1,0 mg.mL"'. A une concentration de 10 mg.mL"', la protéine
n’a pas le temps d’adopter une conformation préférentielle. Dans ce cas les changements

conformationnels sont moindres, peu importe la chimie de surface [39].

Parameétre

OH COOH NH: CF; CH;
Angle de
17,6 £ 1,9 17,9+ 1,3 47,6 = 1,8 90,2 +0,8 100,9+1,9
contact (°)
Tableau 6 : Angle de contact des SAMs porteurs de différents groupements (n = 7)
A B C
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Figure 20 : Changements en structures secondaires du Fg adsorbé a (A) 0,1 mg.mL", (B) 1,0 mg.mL™! et (C)

10,0 mg.mL™! sur les SAMs en comparaison a sa conformation native (n = 6 ; * = non significatif; p < 0,05) [39]

L’adhésion de plaquettes sur ces surfaces constituait la seconde étape de 1’étude. Les
résultats montrent que le nombre de plaquettes adhérées augmente avec I’hydrophobie de
surface, mais décroit avec I’augmentation de la concentration en Fg en solution. En reliant ces
résultats a la Figure 20, on peut faire I’hypothése que 1’adhésion des plaquettes est lice a la
diminution de conformation en hélices a du Fg. Cette diminution est engendrée soit par une
importante concentration de Fg en solution, soit par le changement d’hydrophilie de surface

[39]. Ces résultats permettent de guider les choix de fonctionnalisation permettant de moduler
les propriétés de surface.

Finalement, ces résultats mettent en avant le réle déterminant des groupements

fonctionnels et de leur densité en surface sur 1’adsorption des protéines. Le caractére
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hydrophobe n’est pas un parametre a prendre en compte seul. Aussi, la concentration en
protéines dans un milieu influence leur cinétique d’adsorption et par conséquent leurs

arrangements conformationnels.

2.3.2. Groupements mimes de composés biologiques : I’exemple de
I’héparine

L’héparine est un polyanion biocompatible constitu¢ d’unités saccharides (Figure 21).
Elle est produite naturellement dans le corps humain. Cette molécule est d’intérét grace a la
présence de groupements sulfonate et carboxylate qui, ensemble, ont montré leur capacité a se
lier a de nombreux composés biologiques et aux surfaces polymeres [2,46,60].

Figure 21 : Formule chimique de la molécule d'héparine

Zdanowski et al. ont adsorbé de I’héparine sur du poly(chlorure de vinyle) (PVC). Leurs
analyses ont montré une diminution de I’adhérence de S. aureus et S. epidermidis sur ces
surfaces en comparaison a une surface nue [80]. Arciola e al. ont mis en évidence la diminution
de I’adhésion de S. epidermidis sur des surfaces de lentille intra-oculaires modifiées par
I’héparine. Ils postulent que lors de leur adhésion, les bactéries subissent une modification
chimique du peptidoglycane [21]. Cependant, des inconvénients dans son utilisation seule
résident dans le fait que sa composition moléculaire peut varier d’une espeéce a 1’autre mais
¢galement parmi les lots d’échantillons. Aussi, sa disponibilité depuis les sources animales est
limitée [60]. Ainsi, de nombreux auteurs s’inspirent de sa composition et forment des composés

dits « heparin-like » pour fonctionnaliser les surfaces [47].

Dufay et al. ont choisi de travailler avec I’acide 2-acrylamido-2-methylpropane
sulfonique car il contenait des segments similaires a 1’héparine capables d’agir comme
anticoagulant. L’étude réalisée consistait a greffer des fibres de PCL (poly(caprolactone))
¢laborées par €lectrospinning [81]. Par la synthése d’un copolymeére, Crémieux et al. ont mis
en évidence I’efficacité du mélange sulfonate et carboxylate sur ’inhibition de 1’adhésion de S.
aureus. Le travail a été réalisé sur des surfaces de silicone, in vivo et in vitro [48]. Degoutin et

al. ont utilisé 1’héparine pour ses propriétés anticoagulantes, couplé a la gentamycine, un
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antibiotique aminoglycosilé, pour fonctionnaliser du polypropyléne. Lorsque les 2 molécules
sont présentes, le taux de prolifération cellulaire augmente, suggérant un effet synergique. Les
effets antibactériens contre S. aureus sont supérieurs a 99,99 % lorsque les deux molécules sont
immobilisées. L’effet anticoagulant a ¢été évalué : il est important pour des surfaces
fonctionnalisées d’héparine et satisfaisant pour les surfaces contenant les deux molécules, bien
que moins important que pour I’héparine seule. Finalement, I’étude montre que [I’effet
antibactérien contre S. aureus et 1’effet anticoagulant peuvent étre combinés par fixation des
deux molécules actives en surface [82]. Frangois ef al. ont montré une inhibition de plus de 90
% de S. epidermidis lorsque du PMMA était revétu de 1 mg.mL™' de composé « heparin-like ».
A cette méme concentration, I’héparine seule inhibe de 30 % les S. epidermidis. Ces surfaces
¢taient préalablement adhérées de Fn. Cependant, ces résultats d’inhibition n’ont pas été
observés pour des surfaces pré-adsorbées de Fg [47]. Ce dernier résultat suggere alors la
dépendance de bactéries vis-a-vis de certaines protéines. Un seul groupement réactif n’est alors
pas nécessairement suffisant pour lutter contrer 1’influence de I’ensemble de 1’environnement

biologique.

Skhiri et al. ont travaillé sur I’influence d’un copolymeére carboxylate/sulfonate, tous
deux présents dans la molécule d’héparine, sur la prolifération et la différenciation de cellules
tumorales mammaires humaines (MCF-7). L’étude a été réalisée pour différentes proportions
en monomeres acide méthacrylique (MAc)/styréne sulfonate de sodium (NaSS) au sein du
copolymere : 20/80, 30/70, 40/60 et 50/50. Une importante inhibition des cellules est observée,
atteignant 80 %, pour les proportions 30/70 et 40/60, contre 40 % pour du poly(styréne
sulfonate) de sodium (poly(NaSS)) seul. La présence des deux monomeres semble essentielle
pour empécher 1’adhésion de ces cellules cancéreuses [83]. Ces résultats mettent en évidence
le role important de la composition d’un polymeére bioactif. Michiardi et al. ont greffé le
poly(NaSS) ainsi que le copolymeére MAc/NaSS sur des implants en titane de maniere a y
moduler I’attachement des cellules. Les résultats montrent, en comparaison a une surface non
fonctionnalisée, que le poly(NaSS) a tendance a favoriser 1’adhésion de cellules
ostéoblastiques. La fonctionnalisation par le copolymeére permet, a I’inverse, un détachement
plus important des cellules en comparaison a une surface non fonctionnalisée. Par ailleurs, la
minéralisation de I’'implant en présence de poly(NaSS) n’évolue pas en comparaison au titane

seul. Le copolymeére, lui, a tendance a ralentir la minéralisation de I’implant [84].

Ces résultats montrent le potentiel de I'utilisation de composés chimiques mimant les
composés biologiques. Les composés « heparin-like » étudiés ici sont de bons candidats pour
moduler les propriétés biologiques de surface et conférer des propriétés antibactériennes. Les
recherches nécessitent d’€tre poursuivies pour trouver les conditions idéales adaptées a un
biomatériau donné. Mais ce sont sur ces principes que s’inspirent les travaux réalisés au

laboratoire concernant le greffage de polymeéres bioactifs.
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2.3.3. Les polymeres stimuli-répondants

Les polymeres bioactifs « stimuli-répondants », c’est-a-dire sensibles a un stimulus
extérieur (pression, température, lumicre, pH), attirent également 1’attention. En effet, en raison
des nombreuses interactions impactant 1’adhésion de matériel biologique, des polymeres
thermosensibles, photosensibles, mécaniquement réactifs et pH-sensibles sont étudiés a des fins
antibactériennes [10,85,86]. Ces polymeres, par leur composition, leur longueur de chaines et
leur architecture, sont congus de manicre a €tre ajustables en réponse aux stimuli extérieurs.
Geissler ef al. ont par exemple fonctionnalis¢ du PDMS par un substrat stimuli-sensible par
contrainte mécanique. Un dépot LbL de polyanions et polycations en surface par plasma pulsé
a permis I’immobilisation d’acide maléique. Des essais d’élongation du matériau ont montré
des changements d’hydrophilie de la surface [85]. Ce résultat met en évidence la disponibilité
changée des groupements réactifs lorsque le matériau est sous contrainte. Il témoigne également

d’un nouvel exemple de possibilités de modulation des propriétés de surface d’un biomatériau.

2.3.4. Architecture et topographie de surface

L’architecture du matériau et sa topographie sont des paramétres a prendre en compte
lors de la fonctionnalisation de surfaces. Ils peuvent en effet influer la réponse biologique.
Arciola et al. dans leur étude, postulent qu’en fonction du matériau, le mécanisme d’adhésion
peut différer. Des auteurs ont en effet montré qu’il était possible de détacher la bactérie
Pseudomonas de surfaces de polystyrene par traitement enzymatique, mais que cette méthode
¢tait inefficace sur des surfaces de verre [21]. Ce résultat suggere que le mécanisme d’adhérence

différe d’un matériau a 1’autre.

Askari et al. ont travaillé avec le PEG diacrylate (PEGDA) incorporé dans la
formulation de lentilles de contact afin de réduire 1’adhésion de matériel biologique. Deux
formulations de PEGDA de masses molaires différentes ont été comparées : 200 g.mol™! et 600
g.mol!. Les résultats ont montré que la rugosité de surface était augmentée avec une plus faible
concentration en PEGDA. C’est sur ces surfaces qu’une adhésion plus importante des protéines
a été constatée [65]. Faustino et al. rapportent les travaux de Park et al., dans lesquels des PEG
de différentes tailles de chaines ont fonctionnalisé des surfaces de polyuréthane. Les résultats
montrent une amélioration de I’inhibition d’Escherichia coli (E. coli) pour les longueurs de
chaines plus importantes [19]. La composition de surface couplée a la structure chimique de la

fonctionnalisation peut donc impacter 1’efficacité bioactive du matériau.
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2.4. Influence du solvant

Sun et al. notent qu’il est important de rester vigilant vis-a-vis de 1’utilisation de certains
solvants lors de la fonctionnalisation de surface. Ceux-ci peuvent en effet impacter le matériau
lors de sa modification et son utilisation une fois implanté. Avoir le contrdle sur les procédés
d’¢laboration est important pour qu’ils soient les plus « verts » possibles et qu’ils n’impactent
pas I’état du matériau [10]. Hu et al. greffent différents polymeéres en surface de PDMS (AAc,
PEG, diméthylacrylamide, 2-hydroxyethyl acrylate), en une seule étape et en utilisant les
irradiations UV. Néanmoins, dans ces conditions, la présence de solvant organique, le benzyl
alcool en tant qu’agent de transfert de chaine, a été indispensable pour assurer le greffage [78].
Dans ces travaux de theése, limiter I’utilisation de solvant organique sera alors une condition

cruciale dans la mise en place des fonctionnalisations de surface.

Finalement, les caractérisations présentées dans cette partie sont révélatrices de
I’influence de nombreux paramétres chimiques, topographiques et environnementaux sur les
mécanismes en surface de biomatériaux. L’ensemble des interactions et dépendances existantes
entre un polymeére fonctionnel et la surface, et entre cette surface fonctionnalisée et
I’environnement biologique, montrent I’importance du choix de la fonctionnalisation vis-a-vis
d’une application.
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3. Proposition de strateégies

La partie précédente a permis de comprendre quelques relations et interactions
existantes entre les greffages fonctionnels et I’environnement. Les stratégies mises au point par
les auteurs sont autant de clés pour approcher une fonctionnalisation optimale du PDMS. Grace
¢galement aux travaux antérieurs du laboratoire, ce projet de thése s’inscrit dans cette continuité
d’investigations autour d’une fonctionnalisation durable du PDMS et de prévention de la

contamination bactérienne.

3.1. Antériorité du laboratoire : utilisation de polymeres bioactifs

porteurs de groupements carboxylate et sulfonate

Dans la partie précédente, I’influence des composés « heparin-like » sur la réponse
biologique a été mise en évidence. Le laboratoire CB3S s’est longtemps intéressé¢ aux
polymeéres bioactifs porteurs de groupements chimiques sulfonate (SO3°) et carboxylate (COO")
présents sur 1’héparine [87,88]. De nombreux matériaux comme les polymeres (PVC [80],
polyméthylméthacrylate [24,89], silicones [77], polycaprolactone [90,91]) ou le titane [92-94]
peuvent €tre fonctionnalisés par des polymeéres porteurs de ces groupements. Ils ont, de plus,

montré une activité changée vis-a-vis de cellules et de bactéries.

Crémieux et al. se sont intéressés a la réponse bactérienne in vitro et in vivo

d’échantillons en silicone, revétus d’un copolymere sulfonate et carboxylate. Une

e . et gs s ot : c00~
copolymérisation radicalaire a ¢été réalisée avec différents ratios R = m en
3

groupements. Ce sont des concentrations proches en chacun des groupements, menant & R =
0,64, qui montrent la meilleure inhibition bactérienne. Le revétement sur le silicone a été réalisé
par « spray-coating » et a été réticulé sur les surfaces en appliquant 1 minute d’irradiations UV.
Les résultats in vitro montrent un taux d’inhibition de ’adhérence de S. aureus 47 % supérieur
pour les surfaces fonctionnalisées en comparaison aux surfaces contrdles. Les expériences in
vivo ont été réalisées sur des lapins et ont montré une inhibition 35 % supérieure pour les
surfaces fonctionnalisées. L’hypothése mise en avant expliquant ce comportement est
I’indisponibilité des régions de fibronectine associées a I’adhésion des adhésines bactériennes.
La composition de surface aurait généré une orientation particuliére de la fibronectine non
favorable a I’adhésion de S. aureus [48]. Khadali ef al. et Yammine ef al. se sont intéressés au
phénomene de « cataracte secondaire » se produisant sur les lentilles intraoculaires [23,24]. Ici,
une inhibition de I’adhérence de cellules est recherchée en surface. La fonctionnalisation du
matériau par les groupements sulfonate et carboxylate représentait alors une solution. Yammine
et al. ont utilis¢ le méme ratio R = 0,64, mais cette fois directement incorporé dans la
formulation du matériau. Les résultats ont montré que le copolymére inhibait de 40 %
I’adhésion de fibroblastes [23]. Khadali ef al. ont synthétis¢ différents terpolymeres de
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méthacrylate de méthyle (MMA), MAc et NaSS, et étudié leur influence sur I’environnement
biologique. La tendance montre une inhibition de la prolifération cellulaire en comparaison a
une surface de PMMA seule, ou un puits contrdle (noté CW, Figure 22). Les auteurs insistent
sur ’importance de la composition chimique des polymeres et de la distribution de leurs
groupements en surface, plutot que leur taux. Leur étude a finalement montré que peu importe
le taux en groupements ioniques présents au sein du terpolymere (essais réalisés pour des taux
compris entre 5 et 25 %), I’effet inhibiteur reste le méme tant que le ratio R = 0,59 est respecté
[24].

1,20E+06

Table 1. Chemical Characterization of the Terpolymers s
initial feed experimental compositions 5 1.00Es08 ; £ !
MMA/MA/NaSS by NMR by AT M, z T 2 §
polym (mol %) (mol %) (mol %) R (g/mol) 8 s.00E+05 §
Ter1 92.5/0/7.5 92/0/8 0 60 300 % et 4 X
Ter2 85/3/12 87.2/3.2/9.6 85.7/4.8/9.5 0.26 70080 O 6.00E+05 § i z § a
Ter3 85/3/12 83.8/4.8/11.4 84.4/4.2/11.4 0.28 88 100 S =3
Ter4 85/5/10 87.3/3.6/9.1 87.1/3.7/9.2 0.29 74 200 .é 4,00E405 : 2 2
Ter5 85/6/9 87.9/4.2/7.9 86.5/5.6/7.9 0.38 80100 5 i x X z
Ter6 85/7.5/7.5 85.5/8.4/6.1 86.4/7.4/6.2 0.56 68 600 = g
Ter? 85/7.5/7.5  86.6/7.8/5.6 86.0/8.5/5.5 0.59 75200 2006408 a
Ter8 85/8/7 84.1/9.6/6.3 83.1/10.7/6.2 0.62 70 600 ¢ " B a
Ter9 85/10/5 85.3/10.6/4.1 85.5/10.2/4.3 0.71 73 300 0,00E+00 + + i
Ter10 85/12/3 84.2/12.8/3 84/13.1/2.9 0.82 62 700 0 2 4 6 8 10 12
Ter11 85/15/0 84.2/15.8/0 82.3/17.7/0 1 73 800 Time (days)

2R =CO0/(COO" + SO3").

[0 PMMAorCW e Ter1 XTer10 xTer3 aTer7 DTerS]

Figure 22 : Etude de la prolifération des cellules de McCoy sur des surfaces de PMMA fonctionnalisées par des
terpolymeéres MMA/MA/NaSS de différentes compositions [24]

Par la suite, c’est le groupement sulfonate seul qui a largement été exploité. Sa
fonctionnalisation en surface d’implant s’est montrée efficace pour améliorer 1’adhésion des

cellules et ainsi favoriser leur intégration dans les premiers jours suivant I’implantation.

Alcheikh et al. ont fonctionnalis¢ des surfaces de titane avec du poly(NaSS) par
polymérisation thermique. Les analyses biologiques et microbiologiques ont permis de mettre
en évidence le role du polymeére bioactif dans I’intégration osseuse de I’implant. Le greffage du
poly(NaSS) n'interfére pas dans 1’adhésion et la prolifération de cellules ostéoblastiques.
Lactivité de la phosphatase alcaline, ayant pour réle d’accélérer les liaisons avec les phosphates
dans le but de former le phosphate de calcium, a été¢ mesurée en présence des surfaces. Apres
12 et 18 jours de culture, les surfaces fonctionnalisées montrent une activité augmentée. Ce
résultat encourage 1’action potentielle du poly(NaSS) dans I’amélioration de la minéralisation
osseuse [93]. Chouirfa ef al. obtiennent des résultats similaires en greffant du poly(NaSS) par
la méthode « grafting from » sous irradiations UV, et de taille controlée par la méthode
« grafting to » sur des surfaces de titane. Des tests microbiologiques ont montré une inhibition

significative de I’adhérence de S. aureus [94]. Ces études mettent en évidence le role des
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groupements sulfonates dans I’intégration d’implants en titane pour des applications osseuses,
ainsi que leur impact dans la prévention d’infections bactériennes. Pour les matériaux impliqués
dans I’intégration tissulaire, les fibroblastes au contact du poly(NaSS) montrent généralement
une activité améliorée. Apres 24 heures d’incubation, Benabdderrahmane ef al. obtiennent un
pourcentage de viabilité de fibroblastes augmenté sur des surfaces PCL fonctionnalisées au

poly(NaSS) [91].

Au laboratoire, les travaux réalisés sur le PDMS se concentraient généralement au
niveau du « bulk ». Mais il est préférable de conserver les propriétés initiales du PDMS,
notamment mécaniques. Alors, c’est un travail plutét en surface du matériau qui est a
privilégier. Lam ef al. ont montré I’amélioration de I’intégration d’implants mammaires par leur
fonctionnalisation en surface par le poly(NaSS) [95]. Néanmoins, pour pallier les problemes
infectieux et les complications généralement rencontrées, il faudra désormais davantage
fonctionnaliser et discuter de la réponse biologique adaptée. Enfin, il est souhaitable d’éviter la
présence de solvants organiques, utilisés par exemple lors de la terpolymérisation réalisée dans
le DMSO par Khadali et al. [24].

3.2. Greffage du poly(NaSS) sur des implants mammaires en PDMS

Le matériau PDMS ¢tait au cceur de deux théses récemment réalisées au laboratoire
CB3S. Elles se sont directement concentrées sur les problématiques liées aux implants
mammaires (partie 1.2.2). Les travaux du Dr. Lam ont permis de fonctionnaliser le PDMS avec
le poly(NaSS) par pré-irradiation et greffage UV. Le greffage chimique et covalent sur les
surfaces a été caractérisé [77] et la réponse cellulaire a montré une amélioration de la
prolifération des fibroblastes en surface aprés 24 heures d’incubation. La viabilité de ces
cellules était par ailleurs augmentée, présentant des taux de survie supérieurs a 100 % en
comparaison a des surfaces non fonctionnalisées [95]. Des observations a I’AFM ont permis de
montrer des orientations différentes de la fibronectine entre son adhésion sur une surface non
greffée et greffée. Sur la premicre, la protéine arbore une orientation fibrillaire (Figure 23a),
tandis qu’une forme plutot nodulaire de la fibronectine apparait en surface de PDMS grefté
(Figure 23b) [96]. L’ensemble de ces résultats dénotent 1I’action prometteuse de ce greffage pour

mieux intégrer I’implant et lutter contre ses problémes infectieux [50].
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Figure 23 : Images AFM de surfaces de PDMS a) non greffé, b) greffé poly(NaSS), sur lesquelles la fibronectine
a ét¢ adsorbée 60 minutes [96]

La thése du Dr. Moris s’est concentrée sur 1I’étude du biofilm bactérien formé autour de
I’implant mammaire et des techniques de décollement optimales de ce biofilm [32]. Ses travaux
ont intégré 1’évaluation de I’impact de la fonctionnalisation des surfaces par le poly(NaSS) dans
I’évolution de la formation du biofilm. L’étude in vitro montre par sa technique de décollement
aux ultrasons une diminution de 61 % de la quantité de S. epidermidis sur des surfaces greffées
en comparaison au témoin. Cependant, 1’étude in vivo n’a pas été aussi satisfaisante.
L’explantation d’implants posés 2 mois dans des lapins a montré une épaisseur identique de la
membrane formée autour des implants greffés et non greffés. L’analyse des différents
marqueurs de I’inflammation issus d’implants contaminés par S. epidermidis a été effectuée :
aucune différence significative n’a ét€¢ observée en moyenne entre les deux conditions et les
importants écart-types observés ne permettent pas de faire I’hypothése d’une tendance et de

conclure [51].

Le poly(NaSS) bien que prometteur, ne serait pas suffisant a lui seul pour avoir une
action antibactérienne optimale et toucher un plus large spectre de bactéries. Par ailleurs,
I’amélioration de I’intégration de I’implant est discutable. Si la formation de la capsule est
favorisée par les cellules et que 1’adhésion de bactéries persiste, la contamination n’est pas
évitée et la contracture capsulaire pourrait intervenir rapidement. C’est pourquoi ces travaux de
thése s’orientent désormais sur un aspect plus antiadhésif de ces surfaces, pour ainsi limiter la
formation de la CC. Shin et al. expliquent que les myofibroblastes, représentant 26,9 % de
I’épaisseur de la contracture capsulaire, joueraient un role clé dans son développement. Le
mécanisme met en jeu le facteur de croissance (TGF)-B1, une cytokine fibrogénique capable
d’activer la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes, stimulant la formation de la
matrice extracellulaire. Ainsi, il a été montré que si la différenciation des fibroblastes en
myofibroblastes est interrompue, la contracture capsulaire autour des implants mammaires est
réduite [52]. Finalement, une dualité peut se mettre en place entre amélioration de I’intégration

et du maintien de I’implant et limitation de la formation de la capsule. Le tout, avec une action
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antibactérienne de la surface. Une derniere option consisterait a étudier simultanément les deux
voies pour en exploiter les avantages, d’ou I’intérét vers la multifonctionnalisation des implants.
Aussi, des travaux sur un revétement « antifouling » du PDMS pourraient convenir a d’autres

applications impliquant le matériau.

3.3. Greffage de polymeres porteurs de groupements carboxylate

Les travaux de recherche autour des biomatériaux montrent un intérét accru envers des
systémes toujours plus optimaux et a visées multiples. Le greffage de poly(NaSS) seul n’étant
pour le moment pas concluant pour prévenir la contracture capsulaire des implants mammaires
[51], Pattention s’est redirigée vers le copolymeére mettant en jeu les groupements SO3™ et COO"

Plus spécifiquement, les polyméres porteurs de groupements carboxylates COO-,
généralement antiadhésifs, qui gagnent toujours de 1’attention de nos jours [97]. Possédant déja
une capacité bioactive lorsqu’utilisés seuls, les groupements carboxylates réactifs ont
¢galement la capacité d’allouer une fonctionnalisation multiple des surfaces. Cet aspect sera
illustré par des exemples au sein de cette partie.

3.3.1. Conférer des proprié¢tés antiadhésives

Parmi les techniques principales de revétements d’antiadhésion et « antifouling » de
protéines, on retrouve énormément de revétements a base d’oxydes de poly(éthyleéne) (PEO) et
de PEG, et lutilisation de composés polyzwitterioniques [10,19,20,98,99]. D’autres
applications proposent ¢galement 1’utilisation de molécules bioactives : des saccharides comme
I’acide hyaluronique (capables de séparer des biomolécules, d’antifouling de protéines), des
peptides, on retrouve également I’héparine ; 1’utilisation de poly-hydroxy-polymeéres
(abondance de liaisons hydrogeéne possible, augmentant toujours plus 1’hydrophilie de surface),
I’utilisation de polymeéres hydrophiles porteurs de groupements amides (hautement hydrophiles
et capables d’accélérer la séparation électrophorétique des protéines) et les revétements a base
de fluor (minimisent 1’énergie de surface du matériau et diminuent donc leur tension de surface,

engendrant une résistance a I’encrassement) [19,20].

Les zwitterions, contenant cations et anions, sont capables de provoquer des interactions
avec I’eau et potentiellement d’autres composés, via de fortes interactions électrostatiques
combinées aux liaisons hydrogene. Ils peuvent ainsi présenter une haute résistance a
I’adsorption non spécifique de protéines et conférer des propriétés d’« antifouling »
[19,20,57,99].

Les chaines de PEO peuvent diminuer 1’adsorption de Fg et d’albumine [100] et ont
montré leur efficacité en inhibant 94 % de la bactérie P. aeruginosa en surface de silicone [101].
Le PEG, lui, est connu pour sa non-toxicité et sa capacité a réduire I’adhésion de protéines par
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sa grande mobilité en conditions hydratées et par les génes stériques provoquées. Ces propriétés
sont attrayantes pour prévenir la formation de matrice extracellulaire par prévention de
I’adhésion de cellules, conséquence de 1’antiadhésion de protéines [10,16]. Incorporé dans le
réseau de PDMS [65] ou greffé sur sa surface, le PEG a montré son efficacité pour inhiber
I’adhésion de fibroblastes et des bactéries S. aureus, E. coli et S. epidermidis [19,102].
Cependant, le PEG a pour défaut d’étre peu stable dans le temps dans un environnement
biologique, en raison de sa possible oxydation lorsqu’il est en contact de nombreuses solutions
biologiques [19,20]. L’utilisation de certains dérivés de PEG est également peu avantageuse
lorsqu’utilisés pour immobiliser d’autres biomolécules [16]. De plus, le PEG est sujet a des

problémes d’hémocompatibilité [10].

L’ensemble des composés présentés font état des stratégies pouvant étre adoptées pour
conférer des propriétés antiadhésives. Parmi elles, les polymeres bioactifs porteurs de
groupements acides carboxyliques ont attiré 1’attention. Par leurs propriétés, leur simplicité et
leur utilisation préalable dans les copolymeéres « heparin-like », ils seront au cceur des travaux

réalisés.
3.3.2. Propriétés des polymeres porteurs de groupements carboxylates

Parmi les polyméres porteurs de groupements carboxylates, on retrouve généralement
I’acide poly(méthacrylique) (PMAc) et I’acide poly(acrylique) (PAAc). Ces polymeres ne sont
pas toxiques et sont biocompatibles [97]. Le PAAc ou le PMAc peuvent étre considérés comme
des polyméres sensibles aux stimuli environnants, et notamment sensibles au pH
[25,85,86,103,104]. Ces polymeéres sont hydrophiles et hygroscopiques. Ils sont capables d’étre
réticulés pour former des réseaux hydrogels avec par exemple du chitosane [105]. Ils sont
parfois utilisés pour créer des copolyméres en bloc avec, par exemple le polyacrylamide,
I’oxyde de poly(éthylene), ou encore la cellulose [97,106]. Hu ef al. comparent le greffage par
irradiations UV du PAAc et du PEG sur des surfaces de PDMS. Ils mettent en évidence
I’augmentation plus importante de 1’hydrophilie de surfaces fonctionnalisées avec le PAAc.
Méme apreés 3,5 heures de greffage, le PEG augmente moins fortement la mouillabilité¢ de
surface et se greffe en plus faible quantité [78].

L’antiadhésion est une propriété intéressante pour de nombreuses applications
impliquant le PDMS. Outre les discussions autour de 1’implant mammaire [31,52,99], on
retrouve des applications telles que les sondes, tubes, les lentilles de contact [19,23,65], ou
encore les dispositifs microfluidiques qui ne doivent pas accumuler de matériel biologique
[17,18]. Les dispositifs a court maintien dans le corps doivent pouvoir étre retirés sans
provoquer de désordre biologique. Le PAAc est un polymére bioactif capable d’agir en ce sens.
L’hydrophilie importante conférée par ce polymére et la densité importante de charges négatives
présentes a pH physiologique, peuvent prévenir 1’adhésion de composés biologiques
[18,31,74,107].
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Le PAAc est capable de conférer des propriétés antibactériennes au milieu. Arkaban et
al. expliquent que la forme déprotonée de 1’acide permet une capacité d’échange d’ions acides
accrue. Cette propriété est pH-dépendante et offre une capacité d’échange optimale pour 4,5 <
pH < 6. Une quantité importante d’ions COO™ apporte a la surface une densité de charge
négative ¢levée, propice a une affinité importante pour les cations. Plus ces taux en surface sont
¢levés, plus ils induiront de nombreux échanges, et plus I’action antibactérienne pourra étre
déterminante [97]. Gratzl et al. mettent en évidence cet aspect : la présence du PAAc dans leur
copolymere génére une activité antibactérienne par échange d’ions, et cette activité augmente
avec la quantité d’acide acrylique. Néanmoins, la présence de contre-ions dans le milieu peut
parfois perturber cette action [108].

Yang et al. mettent également en €vidence que le greffage de PAAc en surface de films
de silicone peut augmenter la conductivité é€lectrique du matériau. Les électrons 7 des
groupements carboxyles greffés permettent d’induire cette propriété, tandis que l’acide
poly(acrylique) seul est plus résistant électriquement en raison des liaisons hydrogene fortes au
sein de sa structure [75].

Coindre et al. expliquent que du silicone revétu d’acide poly(méthacrylique) a permis
I’augmentation de la vascularisation via un facteur de croissance de I’insuline. Ils ont de ce fait
fonctionnalisé¢ du polypropyléne poreux avec 40 % d’acide méthacrylique co-isodecyl acrylate.
Les surfaces, une fois fonctionnalisées, ont montré un degré d’inflammation plus bas et les
résultats dévoilent qu’aprés trois semaines d’implantation, la densité de vaisseaux autour de
I’implant double en comparaison au polypropyléne seul (Figure 24) [109]. Cette étude met a

nouveau en lumiére une fonctionnalité induite par les groupements carboxylate en surface.
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Figure 24 : Densité de vaisseaux sanguins autour d'implants en polypropyléne non modifiés et modifiés apres 2,
3 et 4 semaines [109]
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Ainsi, le PAAc et le PMAc représentent des polymeres de choix pour conférer une
bioactivité en surface. Ils agissent notamment contre 1’adhésion de bactéries et autres matériels
biologiques, et pour ’amélioration d’autres propriétés telles que la conductivité électrique ou
encore la vascularisation. Il est ainsi pertinent de poursuivre les investigations autour de la
fonctionnalisation du PDMS par ces polymeres.

3.3.3. Combinaison du groupement carboxylate avec d’autres groupements

et techniques structurales

Les différents travaux exposés dans cette partie ont pour objectif de mettre en évidence
I’efficacité de la combinaison du groupement carboxylate avec d’autres composés. Ces
exemples montrent 1’intérét de la multifonctionnalisation pour formuler des revétements
toujours plus optimaux pour des applications médicales.

Velazco-Medel et al. ont travaillé sur le greffage grace aux irradiations gamma, d’un
copolymere acide acrylique et éthyléne glycol dimethacrylate (EGDMA) en surface de PDMS.
Le greffage a ét¢ mis en place dans une solution contenant du toluéne avec différents ratios de
AAc/EGDMA. Des ¢études de gonflement au contact de 1’eau ont été mises en place pour
analyser la capacité d’adsorption de la surface. Cette capacité est amplement augmentée lorsque
la proportion en AAc dans le copolymeére est €levée (ratio 5:1). Néanmoins une rétention d’eau
accrue augmente 1’instabilité du systéme avec des gains et pertes de masse importants. Ce
parametre n’étant pas souhaitable dans cette étude, I’incorporation d’EGDMA a donc constitué

un compromis permettant le maintien d’un systéme stable [74].

El-Tahlawy et al. ont travaillé sur 1’¢laboration d’un copolymeére chitosane/acide
poly(méthacrylique) [110], et Abbasian et al. ont formulé¢ un systtme de relargage de
médicaments grace a la conjugaison de chitosane greffé par 1’acide poly(méthacrylique),
immobilisant de 1’oxyde de graphéne. Le systéme de ces derniers s’est révélé biocompatible et
arbore une bonne capacité d’encapsulation. La présence de 1’acide poly(méthacrylique) permet
le relargage par sensibilité au pH [111]. Chang et al. ont élaboré un film multicouche via la
méthode LbL, a base d’acide poly(acrylique), de chitosane et d’héparine qu’ils ont immobilisé
sur un substrat de silicone. Des essais microbiologiques ont montré 1’inhibition croissante de S.
aureus et E. coli avec la présence de ces multicouches. Les auteurs postulent que 1’adhésion
d’héparine sur la multicouche est favorisée par les interactions ioniques et impacte sa
conformation. Cette hypothése est émise sur le fait que I’héparine se lie habituellement a la
fibronectine, alors que 1’adhésion des cellules est diminuée dans cette étude [60]. Finalement,
I’utilisation de plusieurs molécules et leur assemblage génerent des réactions interdépendantes,

impactant les propriétés de surface du biomatériau sur I’environnement biologique.

Un dépdt contrdlé d’une multicouche de composés a permis la multifonctionnalisation
de sondes en silicone. De la polydopamine a ét¢ déposée sur des surfaces de silicone, sur
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lesquelles des nanoparticules d’argent ont été immobilisées. Plusieurs couches de ces composés
ont été successivement formées et une couche de poly(sulfobetaine méthacrylate-co-
acrylamide) a enfin été greffée (Figure 25). Cette derni¢re couche a permis de conférer une
propriété d’antifouling a la surface. Les nanoparticules d’argent permettent, par leur diffusion,
de limiter I’incrustation des sondes de silicone pendant 12 a 45 jours, limitant ainsi la formation
d’un biofilm sur ce matériau a courte durée d’implantation. La multiplication de couches a

permis de fonctionnaliser la sonde sur ses parties intérieure et extérieure [112].
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Figure 25 : Schéma descriptif des étapes (a) et de la structure (b) de la multifonctionnalisation de sondes en
silicone [112]

Lee et al. ont greffé du PAAc sur le PDMS en réalisant différents micromotifs par la
technique de photolithographie et I’utilisation d’irradiations UV. De cette maniere, I’impact sur
I’environnement biologique de la composition chimique de la surface couplée a la topographie
sont ¢tudiés. Des motifs de PAAc en couche, en rayures et trou¢ ont été créés sur les surfaces.
Les résultats in vitro et in vivo ont montré 1’efficacité du PAAc dans la réduction de 1’adhésion
cellulaire en surface et dans le développement de la capsule autour de I’implant au cours du
temps. Le revétement de PAAc sous forme de rayures montre les résultats les plus
encourageants, soulignant le role complémentaire de la microstructure sur I’activité en surface
[31]. Faustino et al. soulignent le role influent de la topographie de surface, notamment via
I’utilisation pertinente de la technique par lithographie, sur I’adhésion de cellules et de bactéries

et méme sur I’inhibition de la formation de biofilm en surface [19].
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3.3.4. Les groupements carboxylates support d’une fonctionnalisation

additionnelle

Le nombre important de groupements -COOH pouvant étre formés en surface grice au
greffage du PAAc peut permettre la fixation de nouvelles molécules bioactives [82,86,113].
Alors, une application de délivrance d’agents actifs peut étre couplée a une volonté d’inhiber

I’accumulation de matériel biologique sur des dispositifs [25,106].

Zuiiiga-Zamorano et al. ont utilisé¢ I’acide méthacrylique pour son aspect pH-sensible
afin de fonctionnaliser du PVC. Des mesures par gonflement ont permis de déterminer un point
critique @ pH = 8,5. Ainsi, le matériau fonctionnalis¢ a permis d’améliorer sa capacité a
immobiliser un antibiotique, la ciprofloxacine, et de la relarguer par changement de pH du
milieu (Figure 26). L’inhibition d’E. coli, P. aeruginosa et S. aureus par cette voie de

fonctionnalisation a été mise en évidence (Figure 27) [114].
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Figure 26 : Schéma de la stratégie de fonctionnalisation de sondes avec immobilisation d’antibiotiques [114]

Staphylococcus aureus Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa

(d)

Figure 27 : Inhibition de I'adhésion de (d) S. aureus, (e) E. coli et (f) P aeruginosa sur des surfaces de sondes en
PVC greffées par du MAc avec immobilisation de ciprofloxacine [114]

Garcia-Vargas ef al. ont immobilis¢ de la vancomycine sur des surfaces de
polypropyléne greffées avec du PAAc par pré-irradiation aux rayonnements gamma vy. Cette
fonctionnalisation a permis de diminuer la température de décomposition du matériau et de
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conférer un gonflement pH-dépendant du matériau. L’immobilisation de vancomycine a été
évaluée a plus de 109,9 mg/g, considérée comme remarquablement ¢levée. Cette
immobilisation a permis de réduire I’adhésion de S. aureus sur les surfaces [115]. Cabana et al.
se servent du rayonnement gamma °Co afin de greffer des chaines de PAAc en surface de films
de silicone pour immobiliser des particules d’or. La technique mise en place par immersion
dans une solution ionique d’or a permis de répartir uniformément les particules en surface.
L’action de ces surfaces contre I’adhésion de S. aureus a été efficace puisqu’une diminution
significative de la viabilité de ces bactéries est observée pour une surface greffée a 14 % par la
combinaison AAc et or. A noter que les particules d’or seules adhérées a la surface n’ont pas
d’effet antiadhésif contre S. aureus [73].

Enfin, il est intéressant d’ajouter qu’en plus de son utilisation comme revétement de
dispositifs médicaux, le PAAc a aussi prouvé son efficacité en tant que composant d’hydrogels
et nanogels, nanoparticules et nanospheres, pour des applications de bio-détection, bio-imagerie
et thérapies cancéreuses ; ou encore sous forme de nanofibres pour des applications en

ingénierie tissulaire [97,116].
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4. Conclusion

Cet ¢état de I’art a d’abord permis de mettre en lumiére les avantages quant a 1’utilisation
du PDMS dans le domaine des biomatériaux. Cependant, son caractére hydrophobe peut
représenter un inconvénient : cette propriété favorise I’accumulation de matériel biologique en
surface de I’'implant, dont les bactéries, qui peuvent engendrer des complications, notamment
des infections. Elles peuvent toucher diverses applications, allant des sondes qui peuvent par
exemple étre touchées par des thromboses sur leur face interne, et une réaction inflammatoire
sur leur surface externe, a des implants pouvant rester plusieurs années dans le corps comme
les implants mammaires qui voient leur capsule postopératoire dégénérer.

La compréhension du mécanisme a l’interface du matériau avec 1’environnement
biologique est complexe. Il est néanmoins acquis que les protéines sont les premiers composés
qui adherent au biomatériau et que ce sont elles qui guident principalement 1’adhésion des autres
composés. Les mécanismes d’adhésion des protéines en surface mettent en jeu de nombreuses
interactions physico-chimiques : les forces de Van der Waals, les liaisons hydrogene, les
réactions acide/base, les interactions €lectrostatiques, ou encore les interactions hydrophile ou
hydrophobe. C’est de la méme maniére que les bactéries vont interagir avec les protéines. Ainsi,

on comprend que moduler ces interactions constitue un élément clé pour éviter les problemes.

La modification de la chimie de surface représente alors une solution prometteuse pour
prévenir les complications. L’analyse des données de la littérature présente de nombreuses
stratégies pour y parvenir. Chacune constitue une avancée afin d’approcher la solution optimale.
Par ailleurs, les recherches s’orientent désormais vers la modification multiple des surfaces,
leur conférant davantage de fonctionnalités.

En prenant appui sur I’expertise du laboratoire, le projet s’inscrira dans cette optique. I1
se concentrera sur |’utilisation de composés porteurs de groupements carboxylates, prometteurs
pour conférer des propriétés antiadhésives, antibactériennes et pouvant remplir la fonction de
support de 1’attachement d’autres composés. Pour cela, il s’agira dans un premier temps de
mettre en place une stratégie optimale de greffage de ces composés sur le PDMS, et de la
caractériser. Des analyses topographiques et mécaniques seront également menées afin
d’évaluer I’'impact du greffage sur le matériau. Ces aspects constitueront le Chapitre 3. Les
surfaces fonctionnalisées seront ensuite confrontées a des premicres analyses biologiques et
microbiologiques. Elles feront I’objet du Chapitre 4. Ces expériences sont menées de manicre
a comprendre les mécanismes a I’interface entre le matériau et I’environnement biologique.
Enfin, des travaux supplémentaires ont été conduits afin d’optimiser le procédé et comprendre
I’impact de la structure moléculaire des polymeres sur 1I’environnement biologique. Pour aller
plus loin, des essais de synthése de copolymeéres ont également été menés. Ces perspectives de

travail sont au cceur du Chapitre 5.
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Ce chapitre a pour objectif d’exposer I’ensemble du matériel ainsi que les méthodes et

protocoles expérimentaux utilisés au cours de ces travaux de thése.

Il regroupe les différents monomeres et polymeres exploités et les stratégies mises en
place pour les greffer en surface du PDMS. S’ensuit la présentation des méthodes de
caractérisation chimique de surfaces et des produits. Les méthodes d’analyses topographiques
de surface sont ensuite décrites ainsi que les essais mécaniques réalisés.

Enfin, les méthodes et protocoles employés pour réaliser les essais biologiques et
microbiologiques sont présentés.
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1. Matériels
1.1. Surfaces de PDMS

Les surfaces de PDMS utilisées pour ce projet proviennent d’enveloppes de protheses
mammaires médicales vides obtenues par I’entreprise SEBBIN, ou d’implants entiers
ALLERGAN. Ces derniers ont été fournis par le Dr. Vivien Moris, chirurgien esthétique, lors
de sa thése au sein du laboratoire CB3S (Figure 28). Dans le cadre des expériences, ces implants
sont préalablement vidés et lavés. Pour cela, ils sont coupés en deux a I’aide d’un scalpel, et
vidés au maximum de leur gel de silicone. Les enveloppes sont ensuite redécoupées puis
introduites dans un bain de tétrahydrofurane (THF) placé aux ultrasons pendant deux fois 10
minutes. De cette maniére, les échantillons vont gonfler et pourront ainsi €tre nettoyés des
dernicres traces de gel résiduelles. Les morceaux d’enveloppe sont ensuite lavés a 1’eau distillé
deux fois 5 minutes, puis séchés. Les enveloppes fournies seules (SEBBIN) sont uniquement
découpées et lavées une nuit dans de 1’eau distillée.

Des échantillons carrés de 10 x 10 mm sont découpés pour réaliser la plupart des
caractérisations chimiques. Pour les essais biologiques, des échantillons ronds de 10 mm de
diametre ont été découpés. Avant chaque utilisation, les échantillons sont lavés une nuit dans
de I’eau distillée.

Figure 28 : Implant mammaire en PDMS (ALLERGAN)

1.2. Monomeres et solvants

Au cours de ce projet, plusieurs monomeres ont €té utilisés pour fonctionnaliser les
surfaces de PDMS. Leur nom, leur concentration, les solvants associés ainsi que les polymeres
résultants sont regroupés dans le Tableau 7.

Dans une premiere partie, I’étude s’est concentrée sur le greffage en surface d’acide
poly(acrylique) (PAAc) et d’acide poly(méthacrylique) (PMAc). Ces polymeres sont porteurs
de groupements acide carboxylique. A titre de comparaison avec les travaux précédents réalisés
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au laboratoire, le poly(styréne sulfonate) de sodium (PNaSS), porteur du groupement sulfonate,
a également ¢été¢ greffé. Dans une seconde partie, 1’étude s’est concentrée sur le greffage de
polymeéres proches structurellement des premiers cités : I’acide poly(vinylbenzoique) (PVAc),
et I’acide 4-(4-poly(Acryloyloxy)butoxy)benzoique (PAbAc).

1.2.1. Le styrene sulfonate de sodium (NaSS)

Une ¢étape de purification est nécessaire avant 1’utilisation des différents monomeéres. Le
styréne sulfonate de sodium (Sigma Aldrich) a été purifié par recristallisation. 90 g de
monomere ont été¢ dissouts dans un mélange constitué¢ de 180 mL d’eau distillée et 1600 mL
d’éthanol (Carlo Erba Reagents) (10:90 v/v) a 70 °C pendant une nuit sous agitation. Le
mélange a ensuite été filtré a chaud sur Biichner, de manic¢re a récupérer le filtrat qui sera
conservé 48 heures a 4 °C. Une fois le temps €écoulé, des cristaux de NaSS sont formés. Le
milieu est alors a nouveau filtré sur Biichner, les cristaux sont récupérés et séchés a I’étuve 50

°C pendant une nuit [117]. Le NaSS est conservé a -20 °C avant utilisation.

Au cours de 1’étude, le NaSS est utilisé a une concentration de 0,35 M en solution
aqueuse. Cette concentration a ét¢ déterminée sur la base des travaux antérieurs réalisés au
laboratoire [77].

1.2.2. Dacide acrylique (AAc), et I’acide méthacrylique (MAc)

Avant utilisation, 1’acide acrylique (Sigma Aldrich) et l’acide méthacrylique
(ThermoFisher) sous forme liquide sont purifiés sur colonne préparée d’un dissolvant
d’inhibiteur hydroquinone et éther monométhylique d’hydroquinone. Les solutions récupérées

sont ensuite conservées a température ambiante (TA).

Les monomeres sont utilisés a une concentration de 0,35 M en solution aqueuse ainsi
qu’en solution aqueuse a pH ajusté par introduction de NaOH (0,32 M). La concentration a été

choisie en référence aux travaux de greffage antérieurs réalisés avec le PNaSS.
1.2.3. L’acide vinylbenzoique (AcV)

Pour étre utilisé, I’acide vinylbenzoique (BLDpharm) est purifié par chauffage a reflux.
2 grammes de produit sont introduits dans 50 mL d’eau et le mélange est chauffé a 110 °C.
Apres ébullition, 15 mL d’éthanol sont ajoutés millilitre par millilitre dans le mélange jusqu’a
solubilisation compléte. Le tout est porté a reflux pendant 15 minutes. Apres arrét du chauffage,
le mélange une fois refroidi est placé une nuit au frigo. Le lendemain, le mélange obtenu est

filtré et la poudre récupérée est séchée 2 heures a 1’é¢tuve 50 °C.

Pour les étapes de fonctionnalisation, I’AcV est utilisé a une concentration de 7.10° M
en solution aqueuse. La concentration a ét¢ déterminée par la limite de solubilité du produit

dans ’eau.
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1.2.4. Lacide 4-(4-(Acryloyloxy)butoxy)benzoique (AbAc)

L’AbAc commercial de pureté 99,95% (BLDpharm) a été utilisé directement sans étape
de purification préalable.

La concentration utilisée au cours des étapes de fonctionnalisation est de 0,05 M dans
du méthanol (ThermoFisher Scientific). Celle-ci a été déterminée expérimentalement apres
plusieurs tentatives de solubilisation, greffages et cinétiques de greffages.

Concentration
Monomeére o) Solvant Polymére

Styrene sulfonate de Sodium, NaSS

CH,
=
0.35 Eau Poly(Styréne Sulfonate) de Sodium
’ distillée PNaSS

o0=—s=/o0

(o] Na*
Acide Acrylique, AAc Eau

distillée Acide Poly(Acrylique)

o
0,35
H C\)J\ ’ ou FPAAe
O
OH NaOHaq)

Acide Méthacrylique, MAc
Eau

o)
distillée Acide Poly(Méthacrylique)
HyC 0,35
OH ou PMAc
NaOHg,
cH, aOH(aq)

Acide Vinylbenzoique, AcV

o
710% Eau Acide Poly(Vinylbenzoique)
OH ' distillée PVAc
HC

Acide 4-(4-
(Acryloyloxy)butoxy)benzoique, AbAc
e Acide 4-(4-
—>‘ 0,05 Methanol = poly(Acryloyloxy)butoxy)benzoique

o
? \—\_\ . PAbAc
° :
OH

Tableau 7 : Monomeres et polyméres utilisés pour fonctionnaliser les surfaces de PDMS
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2. Stratégie de greffage

2.1. Méthode directe « grafting from »

Afin de réaliser les différents greffages de polymeéres bioactifs en surface, le PDMS est
d’abord soumis aux irradiations ultraviolettes (UV) constituant 1’étape d’activation. La
polymérisation de surface est ensuite amorcée par la méthode dite « grafting from » [77] (Figure
29).

L’¢échantillon de silicone préalablement découpé et lavé est placé dans un ballon de 100
mL avec 60 mL d’eau distillée. L’échantillon est suspendu a une tige en téflon et pressé contre
un disque de téflon de maniére a le maintenir directement face au faisceau UV (Figure 29). 1l
est nécessaire de procéder ainsi en raison de la transparence du matériau et de son caractere
flottant. Avant de procéder a I’exposition aux UV, le milieu est dégaz¢ pendant 30 minutes sous
argon. La source d’irradiations UV utilisée provient d’une lampe a mercure basse pression de
source LOT Oriel (365 nm) (Figure 30a). La superficie couverte par les irradiations en pleine
puissance est d’environ 1,2 cm®. Dans le cas de quelques greffages réalisés avec les monoméres
acide acrylique et méthacrylique, la source UV d’une lampe LED Omnicure (365 nm) a plus
large faisceau de diffusion a été utilisée (Figure 30b).

1° étape, activation de la surface :

La surface de PDMS ¢étant inerte chimiquement, la premicre étape consiste a la rendre
réactive. Apres dégazage, 1’échantillon introduit dans 1’eau est placé face aux rayonnements
UV pendant 1 heure 2 160 mW.cm™. De cette manicére, des groupements hydroxyles sont formés
en surface, la rendant active.

2° étape, polymérisation en surface : méthode « grafting from » :

Apres activation, I’échantillon est rapidement transféré dans un ballon contenant la
solution de monomeére a concentration, préalablement dégazée 30 minutes sous argon. Le tout
est placé de nouveau face aux irradiations UV pendant 1 heure a 220 mW.cm™. A cette étape, a
partir des groupements hydroxyles, des radicaux O sont formés et vont réagir avec les
monomeres en solution. De nouveaux radicaux sont ensuite formés, la polymérisation

radicalaire est amorcée.

A la suite de I’étape de greffage, les échantillons sont lavés pendant 48 heures dans de
I’eau distillée afin de retirer les résidus de polymeres non greffés. Ils sont ensuite séchés pendant

une nuit a I’étuve a 37 °C.
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(D ACTIVATION (@ POLYMERISATION DE SURFACE : « GRAFTING FROM »
A A @ monomére 5 ; 53
; ) .0" 0
OH?H(‘)HOH . 97 79 e 0000
\ \ \ | o@@ 1 I I |
_ POMS | > PDMS —> PMS | —> | PDMS |
] \

uv
uv
160 mW.cm2 - 1h 220 mW.cm? - 1h

Figure 29 : Schéma de greffage et méthode de polymérisation "grafting from"

Figure 30 : Photographies des dispositifs de source de rayonnements UV : a) lampe a mercure Lot Oriel (LO), b)
pavé LED Omnicure

2.2. Méthode indirecte « grafting to »

2.2.1. La méthode

Dans le dernier chapitre de ce manuscrit, une autre méthode est employée afin de greffer
les polymeéres bioactifs en surface de maniére plus controlée. Cette stratégie est basée sur
I’utilisation de la méthode de greffage indirecte dite « grafting to » [118]. Elle consiste a utiliser
une molécule adhésive capable de s’immobiliser sur la surface du matériau et sur laquelle va
ensuite venir s’attacher un polymere bioactif de taille contrdlée. Ici, I’ Acrylamide de Dopamine
(ADOPA), grace a son groupement catéchol ayant de fortes propriétés adhésives, a été
synthétisée pour jouer ce role fonctionnel d’ancre [119] (Figure 31). Sur le méme principe, de
I’acide caféique (Sigma-Aldrich, Figure 31) a également été utilis¢é comme ancre dans ces
travaux [120]. Le développement d’un protocole optimal d’adhésion de ces molécules
d’ancrage en surface ayant fait I’objet d’une partie de ces travaux de recherche, plusieurs
concentrations en solution ont été expérimentées. Ces expériences ainsi que les caractérisations
sont décrites dans le Chapitre 5 de ce manuscrit. Apres adhésion, du polyNaSS de taille
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controlée (10 kDa) porteur d’un groupement thiol terminal (polyNaSS-SH) est attaché a la
molécule ancrée par une réaction thiol-éne click (Figure 32, Voie n°l).

HO Q
0
HO N
j@\/\ )J\¢CH2 or
HO N
H
HO
Acrylamide de Dopamine Acide Caféique

Figure 31 : Formules chimiques des molécules d'ancrage : Acrylamide de Dopamine et Acide Caféique

Une autre stratégie consiste a d’abord former le produit de la réaction thiol-¢ne click
entre le polyNaSS-SH et I’ADOPA, puis a accrocher le tout aux surfaces de PDMS (Figure 32,
Voie n°2). Les différents essais expérimentaux réalisés seront également discutés dans le

Chapitre 5 de ce manuscrit.

Voie n°1 :
Y4
leatlon i i Couplage

PDMS PDMS

Molécule d’ancrage pNaSS -SH (RAFT)
10 kDA

Voie n°2 :
LO@9@ Couplage Fixation

[ o PDMS
pNaSS-SH (RAFT) l\{lolecule
10 kDA d’ancrage

Figure 32 : Stratégies d'adhésion des polymeéres par la méthode "grafting to"
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2.2.2. Synthese des réactifs

Synthése de I’ Acrylamide de Dopamine (Figure 33) :

Les réactifs utilisés pour la synthése de I’ADOPA et leurs quantités respectives sont
résumés dans le Tableau 8.

Dans un ballon, 14,43 g de Na>B4O7.10H>O (Sigma-Aldrich) ont été dissouts dans 402
mL d’eau distillée et le mélange a été dégaz¢ 30 minutes sous argon. La solution est ensuite
transférée dans un ballon contenant 3 g de chlorhydrate de dopamine (Sigma-Aldrich) dégazé
et le tout est agité et dégazé sous argon pendant 15 minutes. Le ballon est ensuite refroidi a 0
°C puis sont ajoutés 8,55 g de NaxCOs (Sigma-Aldrich) et 8,1 mL de chlorure d’acryloyle (Alfa
Aesar, Thermo Fisher Scientific) goutte a goutte. Le milieu est maintenu sous agitation pendant
une nuit a TA. Aprés cette étape, la solution est acidifiée a pH = 2 avec HCI concentré.
L’extraction de ce mélange est ensuite effectuée 3 fois avec de 1’acétate d’éthyle (Sigma-
Aldrich), puis le mélange est lavé avec HCI (0,1 M) et séché avec MgSO4 (Thermo Fisher
Scientific). Le produit obtenu est transféré dans un ballon et concentré a 1’évaporateur rotatif.
Un liquide orangé¢ visqueux est obtenu. Enfin, 1’acrylamide de dopamine est purifiée sur
colonne de gel de silice avec un mélange dichlorométhane/méthanol (9:1) puis révélé par
chromatographie sur couches minces. Le produit est passé une derniére fois a 1’évaporateur
rotatif pour éliminer le dichlorométhane restant. Le produit obtenu est placé au congélateur puis
séché sous vide. Le rendement obtenu est de 33 %.

Chlorhydrate d Chl
orhydrate de N2,COs orure

Borate Na:B4O
orate NaxBaLh7 Dopamine d’acryloyle

(2) (mmol) (2) (mmol) (2) (mmol) ~ (mL)  (mmol)
14,43 37,20 3,00 16,75 8,55 80,25 8,10 78,90

Tableau 8 : Réactifs et leur quantité pour la synthése de I'acrylamide de dopamine
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CH,
/
NH,
Cl
HN O
O
Na,B,0,.10H,0
H,0, Na,CO,
HO 1 nuit, TA
OH HO

OH

Figure 33 : Schéma de synthése de l'acrylamide de dopamine

Préparation du polyNaSS-SH (10 kDa) par polymérisation radicalaire contrdlée par

transfert de chaine réversible par addition-fragmentation (RAFT) (Figure 34) :

Les réactifs utilisés et leur quantités respectives sont résumés dans le Tableau 9.
* Préparation du polyNaSS (10 kDA)

Dans un ballon de 50 mL sont introduits 1’acide 4,4’ -azobis(4-cyanovalerique) (ACVA,
Sigma-Aldrich)  comme  initiateur de  polymérisation, I’acide  4-cyano-4-
(phenylcarbonothioylthio)pentanoique (CTA, Sigma-Aldrich) comme agent de transfert de
chaine et le NaSS. 15 mL d’eau distillée sont ajoutés et le mélange est dégazé sous argon
pendant 30 minutes. Le mélange obtenu est chauffé a 70 °C pendant 5 heures sous agitation. Le
ballon est ensuite transféré dans un bain de glace pour une durée de 20 minutes. Le produit
obtenu est précipité dans 350 mL d’acétone froid (Carlo Erba Reagents). Un précipité rose est
obtenu. Ce précipité est alors filtré, puis placé a I’étuve a 50 °C pendant une nuit.

* Formation du polyNaSS-SH

Dans un ballon, sont dissouts 4 g (0,76 mol) de polyNaSS (10 kDa) dans 10 mL d’eau
distillée. Le ballon est placé dans un bain de glace sous agitation et la solution est dégazée sous
argon pendant 15 minutes. En paralléle, une solution de NaBH4 (1 M, Sigma-Aldrich) est
préparée et dégazée sous argon pendant 15 minutes. A 1’aide d’une seringue, les 10 mL de la
solution de NaBHs4 préparée sont introduits dans le mélange polymere. 2 mL de
tributylphosphine (PBU3, ACROS ORGANICS) sont tout de suite ajoutés a 1’aide d’une
seringue en verre. La solution est dégazée pendant 15 min, puis laissée sous agitation pendant
48 heures. Le mélange est ensuite précipité dans du méthanol froid (environ 500 mL). Un
précipité blanc est obtenu. Il est alors filtré et lavé avec un peu de méthanol froid afin d’enlever
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le NaBH4 résiduel. La poudre de polyNaSS thiolaté obtenue est enfin séchée a 1’étuve 50 °C,

puis conservée a -20 °C pour une utilisation ultérieure.

[NaSS] : [ACVA] :
NaSS ACVA CTA (CTA]

(g (mol) (8 (mol) (g) (mol)
5 2,43.10% 3,29.10% 391.10* 1,09.100 1,17.10°
Tableau 9 : Réactifs et leur quantité pour la formation du pNaSS-SH

(o}
H C CN
OH NaBH,
ACVA HsC CN PBU3 HsC CN

70C5h

[62]:10,3]: [1]

SO, Na*

SO5 Na* SO, Na*

Figure 34 : Schéma de synthése du pNaSS-SH

Formation du produit de la réaction thiol-éne click (pNaSS-SH/ADOPA) :

Dans un ballon, le pNaSS-SH (1 g, 1,0.10* mol) et du photoamorceur 2,2’-Azobis(2-
methylpropionamidine) Dihychloride (ADC, Sigma-Aldrich) (1,30.10% g, 4,79.10° mol) sont
solubilisés dans 3 mL d’eau. Dans un vial, I’ADOPA est solubilisée dans 3 mL de méthanol
puis ajoutée au ballon. Le tout est agité et dégaz¢é 30 minutes a I’abri de la lumiére. Le ballon
est ensuite placé aux irradiations UV pendant 45 minutes & 190 mW.cm™ sous agitation. La
solution obtenue est concentrée a 1’évaporateur rotatif puis précipitée dans 10 mL de méthanol
froid sous agitation. La solution contenant le précipité est alors centrifugée pendant deux fois
15 minutes a 4400 rpm en retirant le surnageant a chaque fois. Le précipité obtenu est dissout
dans I’eau puis lyophilisé et conservé a -20 °C pour une utilisation ultérieure.
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3. Caractérisations physico-chimiques du greffage

3.1. Mesure de I’angle de contact apparent

Le caractére hydrophile ou hydrophobe d’un matériau est une propriété déterminante
des interactions entre une surface et son environnement. Il peut rentrer en compte dans
I’interprétation de nombreux phénomenes de surface. La mouillabilité des surfaces de PDMS
avant et apres fonctionnalisation est déterminée grace au systeme de mesure KRUSS GmbH
DASI10. Pour chaque surface, une goutte d’eau distillée de 2 uL est déposée et I’angle de contact
apparent est capturé 15 secondes apres le dépot. La mesure est réalisée trois fois sur chaque
échantillon. A partir de 1’équation de Young-Dupré (1) et de la détermination de la ligne de base
de contact (Figure 35), le logiciel DSA drop shape analysis associ¢ a ’appareil fournit les
valeurs 0 d’angle de contact apparent.

YL
Dans cette équation, Ys¢, V1.5 €t Y1, désignent respectivement les tensions superficielles
a l'interface solide/gaz, liquide/solide et liquide/gaz. Généralement, la surface est considérée
comme plutdt hydrophobe lorsque 6 > 90° et hydrophile quand 6 < 90°.

Gaz

L Solide

Figure 35 : Schéma de principe de mesure d'angle de contact apparent

3.2. Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fourier et
Réflectance Totale Atténuée (ATR-FTIR)

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier permet de mettre en évidence par
I’exploitation de bandes spectrales, la présence de liaisons ou groupements caractéristiques des
molécules ou surfaces analysées. La technique est basée sur la détection des vibrations et
¢longations de liaisons atomiques. Un rayonnement infrarouge parcourt 1’échantillon, pour
lequel certaines longueurs d’ondes seront absorbées par les liaisons chimiques présentes a des
fréquences énergétiques associées. Celles-ci seront associées a des bandes spectrales présentes

a des positions (nombre d’onde) et des intensités précises sur le spectre.
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Lors de ce projet, les analyses ont été réalisées a I’aide du spectrométre Perkin Elmer
Spectrum Two. La résolution a été fixée a 4 cm™' avec une gamme spectrale allant de 600 a
4000 cm™ (16 scans). Les surfaces de PDMS analysées sont déposées et pressées avec une force
¢quivalente contre un diamant par lequel traverse le rayonnement. Les spectres obtenus sont
ensuite ajustés et directement analysés.

3.3. Spectroscopie photoé¢lectronique a rayons X (XPS)

Les expériences XPS consistent a bombarder les échantillons solides de photons par des
rayons X a certaines longueurs d’onde. Ces échantillons émettront en conséquence des
photoélectrons d’énergie propre a chaque ¢lément constitutif de la surface et qui seront détectés.
L’XPS est capable de détecter des ¢léments d’une profondeur allant de 2 a 10 nm, permettant
la détermination de la composition de la surface par comparaison avec des spectres connus. De
cette maniere, les changements de composition de nos surfaces fonctionnalisées pourront étre
mis en évidence. Les expériences ont été réalisées avec le spectrometre Omicron Argus XPS
(Taunusstein, Allemagne), équipé d’une source radiative monochromatique AlKa (hv = 1486,6
eV). Les surfaces de silicone sont exposées a de 1’ultra-vide (< 107!° Torr) et a un faisceau
d’¢lectrons de 300 W. L’émission de photoélectrons a été¢ analysée sous un angle de 90°. Les
spectres sont obtenus en paramétrant 1’énergie by-pass a 100 eV pour le spectre survey et 20
eV pour les régions de haute résolution. Les énergies de liaison ont été calibrées sur I’énergie
de liaison Cls, a 284,8 eV, d’un atome de carbone aliphatique. Les intensités des pics obtenus
sont corrigées par les facteurs de Scofield [121]. Le logiciel Casa XPS v.2.3.15 (Casa Software
Ltd., UK) est utilisé pour ajuster et traiter les spectres et un ratio Gaussien/Lorentzien (ratio
G/L =70/30) est appliqué.

3.4. Dosage colorimétrique au bleu de toluidine (BT)

Les taux de greffage en surface de nos matériaux ont pu étre déterminés grace a un
dosage colorimétrique au bleu de toluidine (Figure 36). En effet, les groupements cationiques
N'(CH3): du BT mis en contact avec nos surfaces vont pouvoir complexer avec chaque
groupement anionique carboxylate COO" ou sulfonate SO3™ présent sur nos polymeéres (Figure
36). Pour cela, une solution de BT a 5.10™* M est préparée en dissolvant 75,6 mg de poudre de
BT (Carl Roth) dans 500 mL d’eau distillée. La solution est agitée pendant une nuit a I’abri de
la lumiére. Le lendemain, la solution est ajustée a pH = 10 avec du NaOH (1 M) de maniére a
assurer la complexation des groupements sous leur forme ionique. Chaque échantillon est
ensuite immergé dans 5 mL de solution de BT pendant 6 heures a 30 °C sous agitation. Une

fois complexées, les surfaces sont lavées 3 fois 5 minutes dans une solution de NaOH a 1.10°
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M de manicre a retirer I’exces de BT non complexé. Les échantillons sont finalement placés
dans 5 ou 10 mL de solution d’acide acétique (50/50 %v/v, Sigma-Aldrich) pendant 24 heures
a1’abri de la lumiére pour permettre leur décomplexation. A la fin de I’expérience, I’absorbance
des solutions de décomplexation est mesurée au spectrométre UV-visible a 633 nm,
correspondant a la longueur d’onde d’absorption de la molécule de BT.

HyN CH;
H3C N S N
AN /)
N\ CHs
HoN S N
| o
CHs HsC—N’
o

CHs

PDMS

Figure 36 : Formule chimique de la molécule de bleu de toluidine et schéma de complexation de la molécule de
BT en surface de PDMS

En utilisant la loi de Beer-Lambert (2), ou A correspond a 1’absorbance mesurée, ¢ le
coefficient d’extinction molaire en L.mol'.cm™, [ a la longueur de la cuve et C a la
concentration en mol.L™! de la solution, il sera possible d’accéder a la concentration en BT.
Ensuite, grace a ’hypothése avancée par Ikada et al. [122] selon laquelle une mole de BT se
complexe avec une mole de groupement carboxylate, la concentration en groupements
anioniques en surface pourra étre déterminée.

A= ¢€l.C )

_ n(BT)
TG = 5 (3)
n(BT) = n(CO0™) = % 4)
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Le coefficient d’extinction molaire ¢ est déterminé par la pente d’une courbe
d’¢étalonnage (Figure 37), réalisée grace a la mesure des absorbances de solutions de BT de
concentrations connues dans de ’acide acétique.

Le taux de greffage TG, en mol.cm™, est déterminé par les équations (3) et (4) , avec V,
le volume d’acide acétique en L.

a) b)
3 -
2,5 A 1
Concentration
1 Absorbance
- 2 (mol.LL™)
2 . 0,00 0,00000
£ y = 49829x 1,00.10°° 0,52575
2 R2=0,9997
T . 2,00.107 1,01950
. 2,50.10°° 1,27080
3,50.10° 1,76530
0 : : - - - - 5,00.10°° 2,45200
0,00E+00 1,00E-05 2,00E-05 3,00E-05 4,00E-05 5,00E-05 6,00E-05
Concentration (mol.L1)

Figure 37 : a) Courbe d'étalonnage des solutions de BT, b) Concentrations correspondantes

3.5. Spectroscopie de Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) du
proton

La spectroscopie RMN a été utilisée ici afin de caractériser et de s’assurer de la bonne
composition des divers composés synthétisés lors de cette étude. L’expérience repose sur la
détection des fréquences de résonance des spins des noyaux atomiques, excités par 1’application
d’un champ magnétique extérieur. La fréquence de résonance détectée est dépendante de
I’environnement chimique des noyaux. Elle va donc permettre d’accéder a des informations
telles que la nature et le nombre d’atomes voisins, les liaisons chimiques ou les distances
interatomiques. Le spectre obtenu est composé de pics de fréquence d’intensités précises et
positionnés a des valeurs de déplacement chimique & (ppm) spécifiques.

La spectroscopie RMN de composés polymériques permet ¢galement d’accéder au taux
de conversion du monomere impliqué.

Les expériences ont été menées a 1’aide d’un spectrometre Briiker AVANCE-III-400
(1H : 400 MHz). Les échantillons sont préalablement préparés par solubilisation d’environ 12
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mg du produit étudié dans 0,7 mL de solvant adéquat : diméthylsulfoxyde (DMSO), ou oxyde
de deutérium (D>0). Le mélange est agité 15 minutes puis versé dans un tube d’analyse RMN.

69



Chapitre 2 — Matériels et méthodes

4. Analyses topographiques des surfaces et essais mécaniques

4.1. Essais de Traction

Dans cette étude, la réalisation d’essais de traction consiste a vérifier que la
fonctionnalisation de surface n’impacte pas de maniere significative les propriétés mécaniques
initiales du PDMS. Lors de I’essai, une force de traction uni-axiale est appliquée sur le matériau.
Le PDMS, classé¢ dans la catégorie des élastoméres, subit dans un premier temps une
déformation élastique réversible. Dans cette zone, lorsque la contrainte appliquée est relachée,
le matériau retrouve sa longueur initiale Lo. Au-dela de cette zone, I’échantillon va subir une
déformation plastique, cette fois irréversible, atteignant une longueur L > Lo. La zone de
déformation s’étend jusqu’a atteindre un point de rupture du matériau (Figure 38).

o
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Figure 38 : Exemple de courbe représentative du comportement en contrainte-déformation d'un élastomere

Les tests de traction ont été réalisés sur des éprouvettes de taille normée (NF EN ISO
527-2), découpées dans les enveloppes de silicone. Pour chaque condition étudiée, 4
éprouvettes sont analysées. Dans le cas des échantillons fonctionnalisés, les greffages ont été
effectués sur la zone d’intérét centrale des éprouvettes mesurant 2 cm (Figure 39). Pour réaliser
les essais, les éprouvettes sont d’abord placées dans la capsule de travail et maintenues par des
pinces a leurs extrémités pour éviter une contrainte et une déformation initiale. La capsule
fermée est programmeée a 37 °C afin de se placer a une température similaire a celle du corps
humain. L’expérience est réalisée par I’appareil ElectroPuls E3000 electro-magnetic (Instron,
USA) (Figure 39). Les parametres de traction ont été fixés a 50 mm/min et 2 images/s. De la
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peinture noire et blanche a été¢ préalablement déposée en spray sur la zone d’intérét pour
permettre le suivi et le traitement par caméra. Le traitement des images est ensuite effectué sur
le logiciel Matlab (Mathworks, USA).

Figure 39 : Capsule et appareil de traction utilisés, et éprouvette en PDMS

4.2. Microscopie ¢lectronique a balayage (MEB) — Module
d’analyses dispersives en énergie (EDX)

Afin d’analyser 1’aspect de surface de nos matériaux lors des différentes étapes de
fonctionnalisation, des images de la surface ont été capturées au microscope €lectronique a
balayage HITACHI TM3000. Le principe du MEB repose sur I’interaction d’électrons projetés
sur la surface avec la surface de I’échantillon. Cette interaction va générer des électrons
secondaires correspondants a un signal électrique. L’intensité de ce signal dépendant de la
topographie de la surface, permettra de rendre compte de 1’état de celle-ci. Le MEB utilisé
détecte les électrons secondaires a une tension accélératrice comprise entre 5 et 15 kV. Les
¢chantillons introduits dans la cellule du MEB doivent étre propres et secs. Les images ont été
acquises a des grossissements généralement compris entre 150x et 3000x.

Par ailleurs, le MEB est également couplé a un module de spectroscopie de rayons X a
dispersion d’énergie (EDX) permettant d’établir ’analyse élémentaire en surface d’échantillon.
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4.3. Rugosité de surface au profilometre optique

De maniére a approfondir les analyses de 1’état de la surface une fois fonctionnalisée,
des analyses topographiques au profilomeétre optique ont été réalisées. Celles-ci permettent par
ailleurs d’accéder a de nombreux parametres de rugosité. Des cartographies de surface ont été
obtenues a 1’aide du profilométre optique RD ContourGT-K (Bruker) (Figure 40). Les données
topographiques ont été mesurées par un interférometre optique 3D a lumiére verte (Contour
GT-K1, Bruker). Les mesures ont été effectuées par interférométrie a balayage vertical sans
contact (paramétre de mesure VSI) avec un objectif 50x associé a un grossissement numérique
2x. Avec cette technique, la résolution verticale était d’environ 10 nm. Le mode de
caractérisation sans contact a été choisi en raison du caractére relativement mou de la surface
de I’échantillon. Pour chaque échantillon, 10 mesures topographiques de 20 um x 20 pm ont
¢té réalisées. Les analyses ont été effectuées a sec. Les parametres de rugosité sont calculés a
I’aide du logiciel Mountains® 9.3.10494 (DigitalSurf).

Figure 40 : Profilometre optique RD ContourGT-K (Bruker)

4.4. Microscopie ¢lectronique a force atomique (AFM)

Le microscope ¢lectronique a force atomique a été utilisé pour sa capacité¢ de haute
résolution, en complément des analyses d’adsorption de protéines. Le principe repose sur la
visualisation de la topographie de surface, grace a I’interaction d’une pointe nanométrique avec
les atomes constitutifs de la surface d’un échantillon. La mesure des forces d’interactions (Van-
der-Waals, électrostatiques, etc.) entre les atomes de la surface et la pointe fixée sur un micro-
levier permet le suivi des rugosités. Un faisceau laser, orienté a I’arriére du micro-levier et
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réfléchi vers un cadran constitué de photodiodes, permet la réception de I’information pour la
restitution d’images tridimensionnelles (Figure 41).
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Figure 41 : Principe de fonctionnement du microscope a force atomique [123]

L’AFM utilisé au laboratoire est le Multimode 8, couplé a un controleur Nanoscope V
(Bruker). La surface de PDMS est déposée sur un palet magnétique et est adhérée avec un ruban
adhésif de carbone. Ce dispositif permet de fixer solidement 1’échantillon et de limiter les
interactions €lectrostatiques avec la pointe. Il faut veiller a ce que la surface soit séche et propre.
Les acquisitions sont réalisées en mode « Scanasyst Air ». La pointe utilisée est en nitrure de
silicium, la fréquence de résonance fo appliquée est de 70 kHz et la constante de ressort k = 0,4

N/m. La calibration de 1’appareil est réalisée manuellement.

Pour balayer la surface le mode sans contact a été utilis¢, c’est-a-dire que la pointe
balaye la surface a distance constante de 1’échantillon sans le toucher. La déviation du laser est
induite par les forces attractives entre 1’échantillon et la pointe. Dans le cas de 1’analyse
d’adsorption de protéines, les zones de PDMS balayées étaient généralement des surfaces
carrées comprises entre 500 nm et 10 um de coté. La fréquence de balayage appliquée est
comprise entre 0,1 et 1 Hz. Le logiciel Nanoscope analysis 2.0 a permis de traiter et analyser

les images.
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5. Etude de la réponse biologique

5.1. Culture cellulaire

5.1.1. Mise en culture des cellules

Tous les tests de culture cellulaire ont été réalisés avec des fibroblastes de souris de
lignée 1929 (ATCC), en conformité avec les normes ISO impliquant les biomatériaux. Les
expériences sont réalisées dans des flasques de culture tissulaire en polystyréne (TCP) et des
plaques multi-puits en polystyréne. Les échantillons de PDMS sont toujours fixés au fond des
puits, face d’intérét vers le haut, a 1’aide d’inserts stériles en polypropyléne.

Avant de démarrer les essais biologiques, les fibroblastes doivent préalablement étre mis
en culture dans des flasques contenant du milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Gibco) complémenté (Sérum Bovin Feetal 10 %, Streptomycine 1 %, L-glutamine 1 %) a 37 °C
et 5 % de COa. Pour cela, des cryotubes contenant les cellules sont d’abord décongelés au bain
marie, puis 9 mL de DMEM sont ajoutés. Le milieu est centrifugé a 700 rpm pendant 5 minutes
afin de retirer le dimethylsufoxyde (DMSO) présent dans la solution de congélation. Le
surnageant est retiré et le culot de cellules est solubilisé dans 10 mL de DMEM qui sont ensuite
versés dans un flasque qui sera incubé. Le milieu est changé tous les 3 jours jusqu’a ce que les
cellules aient atteint 1’état de confluence. L’observation de I’affluence des cellules a été réalisée
avec un microscope optique (OLYMPUS CKX53SF).

5.1.2. Préparation des échantillons — conditionnement

Avant chaque essai biologique, les échantillons subissent une étape de stérilisation et de

conditionnement.

Les surfaces sont lavées pendant 3 heures dans du tampon phosphate salin (PBS), puis
rincées 10 minutes dans de 1’eau ultrapure. Une fois rincées, chaque face est exposée 15 minutes
aux UV (30 W) de la hotte a flux laminaire du poste de sécurité microbiologique (PSM). Les
surfaces sont ensuite placées dans les puits de culture, puis recouvertes de 1 mL de DMEM. La
plaque de puits est placée une nuit dans I’incubateur a 37 °C, 5 % CO- de maniere a conditionner
les surfaces pour les expériences futures.

5.1.3. Dépdt des cellules sur les surfaces

Une fois que les cellules ont atteint 1’état de confluence, elles peuvent étre utilisées pour
les expériences. Pour cela, le milieu DMEM est retiré du flasque de culture et le flasque est
rincé avec 2 fois 3 mL de PBS. Sont ensuite ajoutés 2 mL de trypsine pour « détacher » les
cellules du fond du flasque. Le flasque est laiss€é 5 minutes en présence de trypsine dans
I’incubateur, retiré, et 8 mL de milieu DMEM sont ajoutés. Le flasque est agité¢ doucement puis
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son contenu est récupéré dans un tube de 15 mL. 1 mL de ce milieu est récupéré pour réaliser
le comptage des cellules. Les 9 mL restants sont placés dans la centrifugeuse a 700 rpm pendant
5 minutes a la suite desquelles le tube sera vidé du surnageant. Le comptage des cellules est
réalisé a I’aide d’un compteur (Millipore Corporation). Un calcul est effectué¢ de manicre a
ajouter la quantité de milieu DMEM complémenté nécessaire au dépdt d’une suspension de
5.10° cellules par millilitre sur chaque puits de travail : les puits contenant les surfaces, ainsi

que sur des puits « contrdles » sans surface.

5.2. Mise en évidence de la morphologie des cellules et de leur

prolifération en surface

Afin d’évaluer les interactions entre les surfaces fonctionnalisées et le milieu biologique
cellulaire, la morphologie et la prolifération des fibroblastes en surface ont été étudiées. Pour
cela, les surfaces de PDMS ont été incubées avec les cellules pendant 24 heures, 3 jours et 7
jours, a la suite desquels elles ont été fixées puis colorées pour observation au microscope. Pour
ce faire, aprés chaque temps d’incubation, le milieu DMEM est retiré et les surfaces sont lavées
délicatement avec 600 pL de PBS. Pour fixer les cellules, 500 pL de formaldéhyde (4 %) ont
été déposés sur chaque puits et la plaque placée a 4 °C pendant 30 minutes. Apres ce temps, le
formaldéhyde est retiré et les surfaces sont lavées une premiere fois avec 500 uL. de PBS stérile,
puis 500 pL d’eau ultrapure. Les plaques peuvent étre conservées a 4 °C avant observations.

Les surfaces de PDMS ayant la particularité d’étre transparentes, les cellules une fois
fixées peuvent €tre observées au microscope optique (Motic SFC-18) apres coloration. Pour
réaliser la coloration, 500 pL (quantité suffisante pour couvrir I’échantillon dans le puits)
d’hématoxyline (Sigma-Aldrich) sont déposés 5 minutes sur chaque échantillon.
L’hématoxyline basique va colorer les composants acides du tissu : noyau, ribosome, et
réticulum endoplasmique. La solution d’hématoxyline est ensuite retirée et 1’échantillon est
rincé avec de 1’eau distillée. Ensuite, 500 pL de bluing reagent (Epredia) sont déposés 15
secondes sur les surfaces, retirés, et les surfaces sont rincées avec de 1’eau distillée puis de
I’éthanol absolu. 500 pL d’éosine (Sigma-Aldrich) sont ensuite déposés 5 minutes sur les
surfaces. La solution est ensuite retirée, puis on rince de nouveau la surface avec de 1’eau
distillée puis de I’éthanol absolu. L’¢osine est un colorant acide permettant la coloration du
cytoplasme des fibroblastes. Les surfaces une fois séches, sont déposées entre lames et lamelles
pour réaliser les observations. Les images au microscope optique sont choisies de maniére a
représenter le mieux possible I’ensemble du comportement en surface. Les grossissements

appliqués pour la prise d’images sont généralement 4x et 10x.
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5.3. Tests de viabilité cellulaire

Les tests de viabilité cellulaire permettent d’évaluer le taux de cellules viables apres 24
heures d’incubation sur les surfaces. Pour cela, un test MTT (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide, Thermo Fisher Scientific) (Figure 42) est réalisé.

Apres 24 heures d’incubation, le milieu cellulaire est délicatement retiré et chaque puits
est délicatement rincé avec 400 uL de PBS stérile. 500 pL de solution de MTT a 1 mg.mL"!
sont déposés sur chaque puits et la plaque, recouverte d’aluminium, est replacée 4 heures dans
I’incubateur. La solution de MTT a été préparée en dissolvant une quantité de poudre de MTT
relative au nombre d’échantillons étudiés, dans un volume correspondant de DMEM sans rouge
de phénol. La solution a été agitée et filtrée avec un filtre de 0,22 um afin d’enlever I’exces de
solide non dissout. Les déshydrogénases mitochondriales des cellules, au contact des sels de
trétrazolium jaunes de la solution de MTT, vont les réduire en cristaux de formazan violets. A
la suite des 4 heures, le milieu de MTT est retiré et les puits sont lavés le plus délicatement
possible avec 400 pL de PBS. 350 uL de DMSO sont ensuite ajoutés et mélangés sur la surface,
permettant la dissolution des cristaux formés. Les solutions deviennent violettes. Les plaques
sont ensuite agitées 30 minutes sur un agitateur orbitalaire pour assurer la dissolution de tous
les cristaux. Enfin, 3 x 100 uL contenus dans chacun des puits est transvasé dans une plaque de
96 puits a I’aide d’une pipette. L’absorbance de chacun des puits est mesurée grace a un lecteur
UV-visible de plaque multi-puits (ELx800, Biotek), paramétré a 540 nm.

Le pourcentage de viabilité cellulaire (VC) est ensuite évalué par 1’équation (5) :

_ (DOs — DOppso) * Sc ]

Ve =
(DO, — DOpyso) * Ss

100 (%)

Avec :

* DO la densité optique de 1’échantillon de PDMS,
*  DOpuyso la densité optique du DMSO,

* S, la surface du puits contrdle,

* DO, la densité optique du contrdle,

* S la surface de I’échantillon.

Les expériences sont réalisées avec 3 surfaces par condition, la valeur des densités

optiques DO représente donc la moyenne des DO obtenues par condition.

La réalisation de ce test MTT est un outil permettant de mesurer le taux de cellules
viables. Ainsi, la mise en place du protocole et le traitement des résultats peut étre adaptée en
fonction des propriétés a mettre en évidence lors de cette étude. En particulier, pour réaliser les
tests de cytotoxicité et de prolifération décrits ci-apres.

76



5. Etude de la réponse biologique

5.3.1. Tests de cytotoxicité

La cytotoxicité a été évaluée de maniere a vérifier que le greffage ne soit pas toxique
pour les cellules. Le test MTT est réalisé¢ aprés 24 heures d’incubation des cellules et la
détermination du taux de viabilité cellulaire est adapté en fonction du comportement du
polymere greffé vis-a-vis des cellules.

Lorsque le polymere bioactif greffé en surface est réceptif a I’adhésion des cellules et a
leur prolifération, I’équation (5) est utilisée pour déterminer le pourcentage de viabilité
cellulaire apres 24 heures d’incubation. Seules sont prises en compte les cellules ayant adhérées
a la surface. Avant solubilisation des cristaux avec le DMSO, les surfaces sont donc déplacées
dans un autre puits de maniere a éviter la solubilisation de cellules ayant potentiellement
adhérées au fond du puits. La comparaison des conditions non greffée et greffée est réalisée par
rapport a des puits contrdles sans surface.

Si le polymere bioactif greffé a tendance a provoquer 1’antiadhésion des cellules, le test
est mené de manicre a vérifier si le greffage provoque la mort des cellules ou s’il les repousse.
En effet, le test va cette fois prendre en compte les cellules adhérentes au fond des puits des
plaques TCP, les surfaces ne sont pas déplacées de puits. Ainsi, si le greffage en surface n’a pas
engendré la mort des cellules, celles-ci iront adhérer au fond de la plaque (Figure 42). Le taux
de cellules viables peut de cette maniere €tre comparé au controle, car la totalité des cellules
peuvent adhérer au fond du puits sans étre présentes sur la surface. Sinon, le greffage, toxique
pour les cellules, provoquera leur mort. Le milieu cellulaire sera alors retiré avant réaction avec
la solution de MTT. Le taux total de cellules viables représente alors les cellules ayant adhéré
au fond de la plaque et sur les surfaces. Les surfaces étudiées a prendre en compte dans

1’équation (5) sont donc identiques pour les échantillons et les puits contrdles.
5.3.2. Tests de prolifération

Des tests de prolifération en surface ont été menés en utilisant le test MTT. Ils sont
réalisés 24 heures, 3 jours et 7 jours apres incubation des surfaces en présence des fibroblastes.
Ils permettent de quantifier et appuyer les résultats observés au microscope lors de la coloration
des cellules. Ces résultats permettent de mettre en évidence 1’évolution de la prolifération
cellulaire entre nos surfaces et les puits controles, et ainsi souligner ’effet des interactions de
surface entre le polymere bioactif greffé et le milieu biologique. Sont donc uniquement prises
en compte les cellules viables adhérentes en surface des échantillons, qui sont comparées a un

puits contrdle sans surface.
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Figure 42 : Schéma de principe du test MTT

5.4. Adsorption de protéines

Les protéines interviennent dans de nombreux mécanismes biologiques. Elles
participent pour certaines a 1’adhésion des cellules et des bactéries. C’est pourquoi, il a été
choisi dans cette étude de se concentrer sur les interactions de certaines protéines avec les

surfaces fonctionnalisées.
5.4.1. Choix des protéines

L’albumine de sérum bovin (BSA, Thermo Fisher Scientific), la fibronectine (Fn,
Sigma-Aldrich), le fibrinogéne (Fg, Sigma-Aldrich) et le collagéne (collagen from calf skin,
Sigma-Aldrich) sont les protéines étudiées lors de ces travaux. La BSA est une protéine
retrouvée en grande quantité dans le corps humain, notamment dans le sang et sert de mod¢le
pour de nombreuses ¢tudes [124]. La fibronectine est une protéine de la matrice extracellulaire,
connue pour jouer un réle dans I’adhésion des cellules aux surfaces [36]. Le fibrinogeéne est une
protéine plasmatique, intervenant dans le mécanisme de coagulation sanguine [35]. Il a par
ailleurs été¢ montré que ces deux dernieres protéines peuvent jouer un réle dans I’adhésion des
bactéries [92]. Enfin, le collageéne a été étudié en perspective de ce projet. C’est la protéine
majoritaire de la matrice extracellulaire, constitutive de la charpente des tissus [34]. Ces
différentes protéines ont été choisies pour leur importance dans différents mécanismes
biologiques, dont les réactions a un corps étranger (FBR). Elles interviennent par ailleurs dans
les processus d’intégration d’implants et de dispositifs médicaux.
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5.4.2. Protocole d’adsorption

Avant adhésion des protéines, les surfaces d’étude subissent le protocole de stérilisation
décrit dans la partie 5.1.

Pour adsorber I’albumine, une solution a 4000 pg.mL"! est préparée en dissolvant de la
poudre de BSA dans du PBS. La solution préparée est agitée et 1 mL est déposé sur chaque
surface pour 1 heure d’incubation a 37 °C, 5 % CO,. La solution de fibronectine est préparée a
une concentration de 20 pg.mL"! dans du PBS. La solution est agitée manuellement pendant 15
minutes afin d’éviter 1’agrégation de la protéine en solution. De la méme manicre, 1 mL de la
solution préparée est déposé sur chaque puits d’intérét pour une heure d’incubation. Les
concentrations en solution de ces protéines sont choisies sur la base des travaux du Dr.
Felgueiras [33], réalisés au laboratoire. Elles sont représentatives des proportions retrouvées
dans les fluides biologiques. La solution de fibrinogene dans du PBS est préparée a 100 pg.mL"
!, Elle a été déterminée en adéquation avec les travaux de Sivaraman et al. [39], de maniére a
couvrir la surface par les protéines sans la saturer et y former des multicouches. 1 mL de solution
est déposé sur chaque surface pour 2 heures d’incubation. Apres adsorption, les solutions sont
retirées et la surface délicatement rincée avec 500 pL de PBS, puis 500 pL d’eau ultrapure. Les
surfaces sont séchées sous la hotte PSM puis conservées a 4 °C.

Pour certaines expériences, dans le cas de 1’adsorption de la fibronectine, les surfaces
subissent au préalable une étape dite de passivation. Avant adsorption de ces protéines, les
surfaces ont été mises 30 minutes au contact de BSA, de manicre a bloquer les sites d’adsorption
non spécifiques. Les solutions sont ensuite retirées et lavées au PBS. L’adsorption des protéines

est ensuite réalisée comme décrit précédemment.
5.4.3. Adsorption du collageéne

Les expériences menées en présence de collagéne ont eu pour but d’étudier ses
interactions avec la surface, fonctionnalisée ou non. Cette étude constitue une étape préliminaire
a une étude plus complete, qui devra étre menée sur le role de la fonctionnalisation vis-a-vis de
I’action du collagéne. Elle a également été pensée dans une perspective d’immobilisation de
molécules biologiques sur les surfaces fonctionnalisées [125].

Le collagene a été adsorbé sur les surfaces de silicone a une concentration de 0,1 mg.mL"
!"dans du PBS pendant 2 heures ou 24 heures, dans I’incubateur a 37 °C, 5 % CO,. Comme
précédemment, les surfaces ont ensuite été¢ lavées avec 500 uL de PBS, puis 500 pL d’eau
ultrapure. Aussi, deux expériences ont ét¢ menées avec le collagéne en présence de fibroblastes.
Ces expériences sont résumées dans le Tableau 10. La premiére consiste a incuber les surfaces
pendant 24 heures en présence de fibroblastes, puis de retirer le milieu et adsorber la solution
de collagéne pendant 2 heures. La deuxiéme expérience consiste 8 mélanger du collagéne avec
le milieu DMEM contenant les fibroblastes et incuber les surfaces avec cette solution pendant
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24 heures. Des analyses morphologiques au microscope optique (OLYMPUS CKX53SF) sont
ensuite conduites par coloration des cellules suivant le protocole décrit précédemment,
complété par une coloration au trichrome de Masson. Pour ce dernier, les surfaces sont colorées
par 500 pL d’une solution d’écarlate de Biebrich-fuchsine acide pendant 5 minutes, puis rincées
a I’eau ultrapure. Pendant 5 minutes, les surfaces sont cette fois recouvertes par une solution de
travail d’acide phosphotungstique/acide phosphomolybdique dans de I’eau, puis 5 minutes par
une solution de bleu d’aniline. Enfin, les surfaces sont exposées a une solution d’acide acétique
1 % pendant 2 minutes et lavées a 1’éthanol absolu. Les surfaces peuvent ensuite étre séchées
et observées. Le résultat de la coloration du collageéne par cette voie est bleu.

Expérience 1 Expérience 2
Bt 1 Stérilisation + Stérilisation +
ape Conditionnement Conditionnement
I i 51
ey i
p fibroblastes, 24 h oblastes T cotlagene,
24 h
Etape 3 Adsorption collagene, Arrét et f,'lxation avec
2h formaldéhyde (4 %)
Arrét et fixati
Etape 4 fgrrfnael d;;(; dl;)r(l 4a;//oe)c Coloration et observation

Etape 5 Coloration et observation -
Tableau 10 : Résumé des expériences réalisées en présence de collagéne

5.5. Caractérisations et quantification des protéines en surface

5.5.1. Caractérisations

L’adsorption des protéines a été caractérisée par deux techniques préalablement décrites
dans la partie 3 : la mesure d’angle de contact apparent et la spectroscopie infrarouge a

transformée de Fourier.

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier a d’autant plus été exploitée grace
a ’analyse de la bande amide I caractéristique des protéines. La région spectrale de la bande
amide I: 1700-1600 cm™, correspond presque entiérement aux vibrations et étirements des
liaisons C=0 des liaisons peptidiques. En raison de la géométrie moléculaire unique de chaque
protéine, chaque type de structure secondaire va donner lieu a une fréquence de vibration ou
d’étirement de liaison C=0 diftérente. Ainsi, par des méthodes mathématiques il est possible
d’approcher et d’estimer les structures secondaires des protéines adsorbées. Pour cela, on peut
dans un premier temps appliquer la méthode de la dérivée seconde sur la gamme spectrale
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5. Etude de la réponse biologique

correspondant a la bande amide I, de maniére a déterminer les positions des bandes associées
aux structures secondaires. Cependant, le logiciel mis a disposition au laboratoire n’était pas
adapté a I’application de cette méthode. La position des bandes et leurs limites a donc été fixée
par des valeurs relevées dans la littérature, notamment grace aux travaux de Kong et al. [126]
et Bunaciu er al. [127]. Les positions spectrales, associées aux structures secondaires
principales : feuillets P, structures aléatoires, hélices a et spires P, sont regroupées dans le
tableau en Annexe 1. Ensuite, la déconvolution de la bande spectrale amide I a été réalisée grace
a I’¢élaboration d’un code en langage Python, dont un exemple est disponible en Annexe 2.
L’hypothése principale émise ici est que la bande spectrale amide I peut étre approximée par
une fonction gaussienne (équation (6)), représentant la somme des aires de fonctions
gaussiennes associées aux structures secondaires de la protéine (Figure 43) [35,128]. De cette
maniére, par la détermination des aires sous chaque bande structurale, il sera possible d’accéder

a la distribution de ces structures secondaires dans chaque protéine.

(x — b)2>

2c?

f(x) =a-exp (— (6)

Avec :
a : ’amplitude de la bande,
b : la valeur centrale du pic,

c : écart-type ou largeur a mi-hauteur de la bande.

Les étapes principales de I’approche par déconvolution sont les suivantes :

« Définition de la fonction gaussienne principale,

« Définition des fonctions gaussiennes correspondant aux structures secondaires,

» Définition des parametres de départ (amplitude a, valeur centrale b, et largeur a mi-
hauteur c) et des valeurs aux limites grace aux données de la littérature,

« Utilisation d’une fonction d’ajustement et optimisation des parametres définis,

* Détermination des aires sous les courbes des bandes spectrales.

La détection de protéines sur les surfaces par AFM pourra compléter et corréler les
hypotheses émises lors de 1’estimation des structures secondaires.
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Figure 43 : Exemple de séparation de la bande amide I de fibronectine adsorbée sur une surface de PDMS
greffée par le PNaSS. La somme des aires des bandes structurales correspond a 1’aire sous la courbe
d’ajustement (fittage) en orange

5.5.2. Quantification des protéines en surface : Dosage colorimétrique par
la méthode de Bradford

La méthode de Bradford est une méthode colorimétrique permettant d’accéder a la
concentration de protéines en solution. Le principe est basé sur un changement de couleur
observé en raison de la complexation des acides aming€s basiques présents dans la protéine avec
le bleu de Coomassie G-250 (Figure 44) présent dans la solution de Bradford (Thermo Fisher
Scientific). La solution passe généralement du marron au bleu. Pour mesurer la concentration
surfacique des protéines sur le PDMS avec la solution de Bradford, le protocole généralement
utilisé en solution a été adapté. Un dosage indirect de la solution de protéines déposée est
réalisé. De cette maniére, on cherche a accéder a la concentration en protéines restantes en

solution, pour en déduire la concentration adsorbée en surface.

4

S o

Figure 44 : Structure moléculaire du bleu de Coomassie G-250 (méthode de Bradford)
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5. Etude de la réponse biologique

Une courbe d’étalonnage est d’abord élaborée a partir de solutions de BSA
commerciales (Thermo Fisher Scientific) de différentes concentrations dans la solution de
Bradford (Figure 45a). Elle permet d’accéder au coefficient d’extinction € exprimé ici en mL"
Lugl.em™ (Figure 45b), répondant a la loi de Beer-Lambert (équation (2)). Les absorbances
sont mesurées grace au lecteur de plaque UV-visible (ELx800, Biotek) a une longueur d’onde
A de 600 nm.

a) b)
Concentration BSA  Absorbance 0,16 -
y =0,0057x +0,0009 ¢
(ug.mL'l) (A) 0,14 - R? = 0,9923
0,00 0 - 0,12 1 .
o 0.1 1
2,50 0,020 £o0s
5,00 0,027 %006
S
10,0 0,060 0,04 -
15,0 0,083 0024 ¢
0 T r r r r 1
20’0 O, 108 0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
25’0 0, 1 50 Concentration (pg.mL™")

Figure 45 : a) Concentration et absorbance des solutions de BSA utilisées pour réaliser la courbe d'étalonnage de
la méthode de Bradford; b) Courbe d'étalonnage correspondante

Ensuite, lors de I’expérience, 1 mL de solution de protéines aux concentrations fixées
précédemment (partie 5.4.2) est déposé sur les surfaces. Afin de réaliser le dosage indirect, les
1 mL de solution de protéine restante a la fin du temps d’adsorption sont transférés vers autre
plaque. A partir de ces 1 mL, 300 pL sont prélevés et mélangés a 300 pL de solution de
Bradford. Les solutions se colorent en bleu de plus en plus intense avec la concentration en
protéine (Figure 46). Les solutions sont ensuite transférées dans une plaque 96 puits et les
valeurs d’absorbance sont lues au lecteur de plaque UV-visible a A = 600 nm.
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Figure 46 : Exemple du changement de couleur des solutions de protéines en présence de solution de Bradford

La concentration surfacique en protéines notée Cs,,,; €Xprimee en ng.cm est calculée

selon I’équation (7) :

prelev

V: DO, — DO
— ( P < S) '(Vprelev + VBradford) (7)

Csprot = S
PDMS

Avec :

*  (;, la concentration initiale de protéines en solution en pg.mL™!,

* V;, le volume de solution protéique déposé sur 1’échantillon en mL,
. Vp
mL,

relev> 1€ Volume de solution de protéines prélevé dans le puits aprés adsorption en

* DO,, la densité optique de la solution de prot€ines complexées,
* DO;, la densité optique du solvant,

+ &, le coefficient d’extinction en mL!.pgt.cm™,

*  Viradfora> 1€ volume de solution de Bradford ajouté en mL,

*  Sppus, la surface de I’échantillon en cm?.
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6. Evaluation de la réponse microbiologique

L’adhésion des bactéries au contact de surfaces fonctionnalisées a été évaluée. Ces
expériences ont permis d’obtenir une premiére réponse quant a I’action du greffage a 1’égard
d’une catégorie de bactéries.

6.1. Matériels

Les conditions de surface étudiées au contact de la solution bactérienne sont regroupées
dans le Tableau 11. Des surfaces seules, non-greffées et greffées ont été étudiées directement
au contact de ces solutions. Mais aussi, une autre condition a consisté a d’abord adsorber des
protéines avant de mettre les échantillons au contact des bactéries. Les adhésions de
fibronectine et fibrinogéne ont été précédées d’une étape de passivation par de la BSA.

Les analyses autour d’une seule catégorie de bactéries : Staphylococcus Epidermidis,
ont pu étre réalisées dans cette ¢tude. Elles ont été précisément choisies car elles sont mises en
cause dans le LAGC, cancer développé lors de la pose d’implants mammaires [30]. Aussi, au
laboratoire, les études réalisées avec des Staphylococcus Aureus au contact de surface en titane
greffées de polyNaSS ont déja été largement étudiées [46,93,94]. Elles démontrent 1’efficacité
notable du greffage de ces groupements sulfonate vis-a-vis de I’inhibition de I’adhésion de S.

aureus, notamment en présence de Fn.

) L. Adhésion Adhésion
Fonctionnalisation Surface seule . .
fibronectine fibrinogéne
Non greffé 3 3 3
Greffage PAAc 3 3 3
Greffage PNaSS 3 3 3

Tableau 11 : Conditions étudiées en microbiologié

6.2. Culture bactérienne et dépdt sur les surfaces

Afin de réaliser les expériences, les solutions de S. epidermidis doivent dans un premier
temps étre préparées. Dans un flacon de 50 mL, 10 mL de bouillon Mueller Hinton sans agar-
agar sont versés. A partir de boites de culture, 1 4 2 colonies bactériennes sont prélevées et
mélangées manuellement a la solution a 1’aide d’une spatule. Le flacon est conservé dans une
étuve a 37 °C pendant une nuit sous agitation. Le lendemain, les solutions placées a 1’étuve sont
dosées par spectroscopie UV-Visible de manicre a vérifier la bonne poussée des bactéries. Pour
considérer cela, la DO obtenue doit étre comprise entre 0,5 et 1. 1 mL de la solution bactérienne
est ensuite prélevé et placé dans un Eppendorf pour centrifugation. Le surnageant est retiré et
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le culot de bactéries obtenu est solubilis¢ dans du PBS et centrifugé a nouveau. Le surnageant
est une nouvelle fois retiré et le culot de bactéries est solubilisé dans 1 mL de PBS. A partir de
ce millilitre, une quantité adaptée est prélevée de maniére a réaliser une solution a 1.107
CFU.mL"! dans du PBS. La concentration est choisie de maniére a se placer au milieu de la
courbe de croissance des bactéries (Figure 47), pendant la phase exponentielle.

Le dépdt sur les surfaces d’étude est réalisé avec 1 mL de la solution préparée. Celles-
ci sont ensuite incubées pendant 3 heures a 37 °C. Une fois le temps écoulé, les surfaces au
contact de la solution bactérienne sont retirées, légerement égouttées et placées dans des pots
contenant 2 mL de PBS. Ces pots subissent alors une étape de sonication, qui consiste a les
placer 3 minutes dans un bain a ultrasons de maniere a décoller les bactéries adhérées aux
surfaces.

LogN

Phase de . Phase Phase de
Phase exponentielle . . .
latence stationnaire  décroissance

Figure 47 : Exemple de structure d'une courbe de croissance bactérienne, représentant le nombre de bactérie N
par unité de volume en fonction du temps, avec un taux d'accroissement

6.3. Analyses du développement bactérien en surface

6.3.1. Préparation des boites de gélose

Des boites de gélose sont préalablement préparées pour réaliser 1’ensemencement des
bactéries cultivées sur les surfaces. Pour cela, du bouillon composé de poudre d’Agar (15 g.L°
1) et de bouillon de Mueller Hinton (21 g.L™!') dans de I’eau distillée est préparé et stérilisé a
I’autoclave. Une fois chaud, le mélange est coulé dans des boites de pétri a 2/3 de hauteur et
laissé gélifier et refroidi quelques instants. Les boites sont conservées retournées pour éviter les
défauts liés a la condensation.

86



6. Evaluation de la réponse microbiologique

6.3.2. Ensemencement

A partir des solutions de sonication, 2 solutions d’ensemencement sont préparées. Une
a la concentration C : 1 mL de la solution est prélevé et versé dans un Eppendorf, une autre a la
concentration C/10 : 100 pL de cette méme solution sont prélevés et dilués dans 900 pL de
PBS.

Pour réaliser I’ensemencement, un ensemenceur automatique (easySpiral, Interscience)
est utilis¢ (Figure 48a). Les boites de pétri sont disposées une a une sur le systéme et un coulage
(50 pL) en spirale et exponentiel est programmé. Par condition, 3 boites sont coulées a partir
du premier Eppendorf a la concentration C et 3 autres boites a la concentration C/10. Une fois
le dépot effectué, les boites sont placées a I’étuve 37 °C pendant une nuit.

Figure 48 : a) Ensemenceur automatique, b) Appareil de comptage de colonies bactériennes et logiciel, c)
Exemple de boites de géloses obtenues aprés croissance bactérienne

6.3.3. Comptage

Le lendemain, les boites obtenues (Figure 48c) sont analysées grace a I’appareil SCAN
3000 (MiMédi, Interscience) et au logiciel associé (Figure 48b). Sur le logiciel, la boite de pétri
est divisée en 4 quarts dans lesquels on observe 6 secteurs correspondants aux rangées de
spirales (Figure 49). Un premier comptage automatique est effectué par le logiciel, basé sur le
contraste entre les colonies bactériennes et la gélose. Le comptage est réalisé a partir du premier
secteur (extérieur), ou la totalité des points par secteur est prise en compte jusqu’a détecter entre
20 et 200 colonies. Chaque image est retraitée de manicre a retirer les points défauts et ajouter
les colonies non prises en compte. La valeur obtenue est exprimée en CFU.mL ™.
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Colonies
ajoutées

Nombre de

Réglages de lecture

colonies
supprimées

Imprimer

Exporter PDF Exporter limage

o X
N° échantillon
Réglages: | Flore totale sur fond ¢ Réglages

[ Limitation du nombre de colonies

Elimination des débris Sensibilité

mm
- +| |=

Nombre dUFC : 43
UFC/mL & 4,300E+05

=

+

Force 0 9999

Taux de diution : | 1e-1 ~

Catégorie Nore d... UFC/mL AutofF...
Historique des modifications : Voir
Commentaire(s) :
e

Figure 49 :

Extrait du logiciel de comptage de colonies bactériennes
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Chapitre 3 — Fonctionnalisation chimique
de surfaces de PDMS par des groupements

carboxylates et caractérisations

Ce chapitre se concentre sur le développement d’une méthode de fonctionnalisation du
PDMS par voie covalente adaptée au greffage de groupements carboxylates sur les surfaces. La
démarche expérimentale est décrite et le greffage effectif est mis en évidence par diverses
méthodes de caractérisation telles que : la mesure d’angle de contact apparent, la spectroscopie
infrarouge a transformée de Fourier, la détermination de taux de greffage par dosage
colorimétrique et la spectroscopie photoélectronique a rayons X. Des analyses topographiques
des surfaces au MEB et au profilométre optique ont également été effectuées. Elles ont permis
d’obtenir plus d’informations sur I’allure de la surface une fois greftée et sur le comportement
du polymeére. Des essais de tractions ont été menés afin de vérifier que le PDMS conservait ses
propriétés ¢élastiques une fois greffé. Enfin, une étude cinétique de 1’étape de polymérisation du
greffage a été effectuée a des fins d’optimisation de la méthode.

L’ensemble des résultats a permis de déterminer la meilleure approche pour
fonctionnaliser le PDMS avec des chaines de polymere porteuses de groupements COO".
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1. Greffage covalent par irradiations UV des surfaces de PDMS

1.1. Mise en ceuvre de la méthode de greffage

1.1.1. Surfaces de PDMS issues d’enveloppes d’implants mammaires

Les échantillons de PDMS utilisés proviennent d’enveloppes d’implants mammaires
médicales. Ils ont un aspect lisse, mais 1’on peut distinguer une face externe et une face interne
(Figure 50). Seule la face externe sera considérée dans cette étude, étant la partie de 1’implant
qui entre en contact avec I’environnement biologique. A 1’ceil nu, la face externe est plus
brillante et transparente que la face interne. Au MEB (Figure 50a et b), la surface du PDMS
apparait en effet lisse et peu d’imperfections sont présentes. La composition de I’échantillon a

¢été déterminée au MEB couplé a ’EDX et est présentée dans le Tableau 12.

Figure 50 : Images acquises au MEB des faces externes, a) grossissement 150x, b) grossissement 500x et
internes c¢) grossissement 150x, d) grossissement 500x d'enveloppes de PDMS d'implants mammaires
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Carbone (%at.) Oxygéne (%at.) Silicium (%at.)
Face externe 46,8 £ 0,72 31,6 £ 1,03 21,5+ 0,51
Face interne 51,9 £ 0,85 31,1 £0,70 17,0+ 0,37

Tableau 12 : Détermination par EDX de la composition de 1’enveloppe d’implant mammaire en PDMS

Les enveloppes ont une épaisseur comprise entre 700 et 750 um, ou une couche
supplémentaire composée de poly(diphénylsiloxane) est insérée permettant d’imperméabiliser
I’implant. Celle-ci est mise en évidence par une double fleche sur la Figure 51. En effet, dans
le cas des implants mammaires, elle permet d’éviter la perspiration du gel de silicone a travers
I’implant. Sa composition déterminée par EDX est présentée dans le Tableau 13. La chaine
latérale étant composée de groupements phényle, le pourcentage en atome de carbone est
logiquement plus élevé que pour le PDMS.

200 pm

Figure 51 : Images MEB de la tranche d'un échantillon de PDMS, a) grossissement 150x, b) grossissement 400x

Carbone (%at.) Oxygéne (%at.) Silicium (%at.)
56,2 + 0,42 16,4 + 0,85 27,4+ 0,84
Tableau 13 : Détermination par EDX de la composition du poly(diphénysiloxane) inséré dans I'épaisseur de
I'échantillon en PDMS

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier permet de mettre en évidence les
bandes caractéristiques du matériau PDMS utilisé (Figure 52). Le spectre fait apparaitre deux
bandes courtes a 2960 cm™ et 2903 cm™! caractéristiques des élongations asymétriques -CHs, a
1258 cm’! apparait la bande caractéristique des déformations symétriques Si-CHj, les
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¢longations asymétriques Si-O-Si apparaissent sous la forme d’une bande large a 1010-1080
cm’! et la bande a 787 cm! est représentative de la liaison Si-CHa.
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Figure 52 : Spectre FTIR de surface de PDMS étudiée

La mesure d’angle de contact apparent par dépot d’une goutte d’eau de 2 uL sur la
surface met en évidence le caractére hydrophobe du PDMS. La valeur moyenne obtenue est
égale a 112,8° + 3,00° (Figure 53). Ce sont les groupements méthyles sur la chaine latérale du
PDMS qui conférent au matériau son caractére hydrophobe. Cette propriété est particulierement
limitante pour de nombreuses applications médicales. Elle favorise I’accumulation de matériel
biologique, notamment les bactéries, engendrant de séveéres complications. C’est la raison
principale pour laquelle il a été¢ décidé de modifier chimiquement la surface.

Dosing }Needle Fos I Refill I
vla]
lig. vol. [wil: [ 20 > =20

rate [ulfmin]: T4 1 2249
[ wma H

Figure 53 : Exemple de mesure d'angle de contact apparent sur une surface de PDMS déterminé grace au
systéeme de mesure KRUSS GmbH DAS10
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1.1.2. Fonctionnalisation : intérét du motif « acide carboxylique » dans le
MAc et I’AAc

L’acide acrylique (AAc) est le plus petit monomere vinylique contenant un groupement
acide carboxylique. La formation de 1’acide poly(acrylique) génére alors un polymere dense en
groupements [129]. Au contact d’un milieu biologique, ce sont les groupements carboxylate
COO" qui sont majoritairement présents. La surface est ainsi rendue hautement hydrophile et
propice a des interactions ioniques avec I’environnement biologique. Yoo et al. insistent sur le
fait que la densité de charge en surface contribue largement a induire une importante
mouillabilité [130]. Aussi, ces groupements peuvent agir comme support pour I’immobilisation
d’autres molécules biologiques [97,114,115]. L’acide poly(méthacrylique) est capable de
générer des interactions similaires lorsqu’il est greffé en surface. Par ailleurs, la réactivité
radicalaire du monomeére rend sa copolymérisation favorable avec d’autres monomeres
d’intéréts tels que le NaSS [24,48]. Alors, comme discuté précédemment dans le Chapitre 1,
ces propriétés font de 1’acide poly(méthacrylique) et de 1’acide poly(acrylique) de bons
candidats pour conférer des propriétés antiadhésives aux surfaces de PDMS ainsi qu’un support

de multifonctionnalisation de la surface.

L’intégration des implants médicaux est souvent mise en avant par leur interaction
favorable avec les cellules [95,131]. La propriété d’antiadhésion peut alors dans certains cas
questionner la réelle biocompatibilité¢ des dispositifs médicaux. Néanmoins, les auteurs
s’accordent dorénavant pour définir la biocompatibilité comme « la capacité d’un matériau a
remplir les fonctions souhaitées dans le cadre d’une thérapie médicale, a induire une réponse
appropriée de 1’hote dans une application spécifique et a interagir avec les systémes vivants
sans risque de blessure, de toxicité ou de rejet par le systéme immunitaire et d’effets locaux ou
systémiques indésirables ou inappropriés » [132]. En d’autres termes, la biocompatibilité est
dépendante de ’application a laquelle le biomatériau est destiné et ne doit dans ce cas, pas
causer de perturbation menant a des effets indésirables et préjudiciables pour I’homme. Le
projet s’est ainsi orienté dans ce sens : étudier la perturbation du mécanisme initial d’intégration
du PDMS par sa fonctionnalisation de surface, tout en veillant & ne pas engendrer d’effet
importun. Par ailleurs, de nombreuses applications biomédicales impliquant le PDMS, par
exemple les sondes et les lentilles optiques, nécessitent de limiter 1’accumulation de matériel
biologique en leur surface [3,24,25].

Tout au long de ces travaux, la concentration en monomeére dans la solution est fixée au
départ a 0,35 M. Elle est choisie sur la base des travaux réalisés précédemment au laboratoire
avec le NaSS, ou a cette concentration relativement faible, un greffage suffisant est établi [77].
Dans cette premicre partie, la stratégie de greffage la plus adaptée de groupements carboxylates

en surface du matériau PDMS est développée.
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1.2. Stratégie de greffage

1.2.1. Activation et greffage par rayonnements UV

Anciennement, au laboratoire, les travaux ont mis en évidence 1’efficacit¢ du greffage
via la technique dite « grafting from » sous irradiations UV sur divers matériaux : titane
[89,118], PCL [90,91] et notamment les surfaces de silicone [77]. En raison du caractére inerte
des surfaces de PDMS, il est important de rendre la surface réactive avant d’amorcer I’étape de
polymérisation en présence du monomeére. Lors de sa these, le Dr. Lam a mis en évidence que
I’activation via les irradiations UV représentait une méthode optimale pour activer les surfaces
de PDMS [77]. D’autres voies avaient d’abord été testées pour tenter d’activer la surface : (1)
I’oxydation par la méthode piranha, qui utilise un mélange acide servant en général a oxyder
les surfaces métalliques telles que le titane [50,131]. Cependant, celle-ci a dégradé la surface
de silicone ; (2) I’ozonation, utilisée pour oxyder les surfaces de PCL [50,91,133], n’a pas su
se montrer suffisamment efficace pour générer des groupements polaires en surface. Aussi, dans
le Chapitre 1, le recours au plasma pour activer les surfaces et méme les greffer est la méthode
la plus répandue (Tableau 4). Elle offre en particulier I’avantage d’étre rapide : de quelques
secondes [58,72], a une dizaine de minutes d’exposition [134]. Néanmoins, Alves et al. ont
montré que le greffage de ’acide méthacrylique aux UV menait a de meilleurs résultats que
’activation par plasma pour réduire 1’adhésion des cellules sur des surfaces de polyuréthane
[70]. L’expertise du laboratoire a alors incité les recherches a s’orienter vers les irradiations UV.
Lam et al. ont finalement utilisé cette technique pour activer la surface de silicone. Les essais
se sont montrés concluants. L’activation de la surface a été mise en évidence par spectroscopie
FTIR (Figure 54). La bande caractéristique des groupements -OH générés apres 1’étape
d’oxydation apparait a environ 3668 cm™! [77]. Par la suite, c’est cette condition d’activation
qui a donc été retenue pour toutes les étapes de greffage réalisées au cours de ces travaux.
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Figure 54 : Mise en évidence par spectroscopie FTIR de la présence de groupements réactifs hydroxyles sur des
surfaces de PDMS activées sous irradiations UV [77]

Expérimentalement dans cette étude, le silicone est suspendu et plaqué contre un disque
de téflon face aux rayonnements UV (365 nm) et exposé a une puissance de 160 mW.cm™
pendant une heure. Ce dispositif expérimental permet d’immerger complétement la surface
initialement hydrophobe. Par ailleurs, la transparence de ce matériau le rend d’autant moins
propice a l’absorbance du rayonnement. Placer directement 1’échantillon face au faisceau
permet alors d’imposer la réaction en surface (Figure 55).

L’action des rayonnements UV seuls sur les surfaces de silicone a été étudié par Lam et
al. 1l a été montré que ceux-ci n’endommageaient pas de maniere significative les propriétés
¢lastiques de la surface. Cependant, une surface uniquement activée aux UV avait tendance a
diminuer la viabilité des cellules. Les auteurs expliquent que les rayonnements UV induisent
un lissage de la surface. Cet effet a ét€¢ observé par AFM. Or, les cellules ont tendance a mieux
adhérer lorsque la surface est plus rugueuse. Néanmoins, cet effet défavorable sur la
prolifération des cellules n’est plus observé une fois la surface greffée via 1’action des
rayonnements UV [95]. Leur utilisation est donc considérée comme vérifiée et validée pour la
suite de cette étude.
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Figure 55 : Dispositif de greffage des échantillons de silicone sous irradiations UV

Apres 1’étape d’activation, des groupements hydroxyles -OH sont formés en surface a

partir desquels, s’ensuit 1’étape de polymérisation (Figure 29). Au laboratoire, le

développement de ce greffage a initialement ¢té mené en présence du NaSS comme monomere.

L’¢étape de polymérisation par la méthode directe « grafting from » peut étre décrite par un

mécanisme de polymeérisation radicalaire a partir de la surface de la manicre suivante (Figure

56) :

1l

iil.

L’amorgage : sous 1’action des UV, les groupements de surface du PDMS activé,
considérés comme amorceurs (A), sont décomposés en radicaux (R"). Ces radicaux
vont ensuite réagir avec un monomere (M) présent en solution pour former un centre
actif RM" ; la polymérisation est amorcée.

A - 2R°
R*+M —» RM*®

La propagation : Toujours sous 1’action des UV, un radical est formé sur le
monomere ayant réagi. Celui-ci va attaquer une autre molécule de monomeére, qui
va elle-méme étre décomposée en radical et attaquer la molécule de monomeére
suivante, et ainsi de suite, jusqu’a former une chaine de n motifs monomeres en
surface.

RM;, + M - RM,, 4

Terminaison : C’est la derniére étape de la réaction de polymérisation. Elle est

réalisée par recombinaison : le radical en bout de chaine générée en surface, va
réagir avec un autre radical en bout de chaine présente en solution ;

RM;,; + RM; — RMy,,R
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ou par dismutation : un transfert de proton se produit a partir d’une chaine
polymérique formée en solution, vers le radical en bout de chaine polymeére formée
en surface.

RM; ., + RMy - RM,H + RM,,

uv
o © ® o

\ @ Amorceur

e 0 o " 9.6 0 I A _

PDMS PDMS PDMS @ Monomére

Propagation

) o °
zpnﬁs : - %P:ésg | P:§ %G? o iifg
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Recombinaison Dismutation

Figure 56 : Schéma du mécanisme de polymérisation radicalaire par la méthode « grafting from » sur une surface
de PDMS

Ce méme protocole a ét¢ mis en place en présence des monomeres MAc et AAc. Apres
une étape de lavage de 48 heures, les échantillons sont ensuite séchés et caractérisés.

1.2.2. Caractérisations du greffage direct

Utilisation des rayonnements UV de la lampe a mercure Lot Oriel :

Dans un premier temps, les greffages sont réalisés face aux rayonnements UV de la
lampe a mercure Lot Oriel, dont le faisceau est concentré sur une surface d’un diametre environ
égal a 1,2 cm (Figure 30a). Lors de 1’étape de polymérisation, I’échantillon est exposé a une
puissance de 220 mW.cm™ (365 nm) pendant une heure. Cependant, dans ces conditions, le
greffage du monomére MAc est sans appel : 1’échantillon est complétement durci, cassant,
difforme, le rendant impraticable (Figure 57 et Figure 58a). La surface greffée a partir du
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monomeére AAc est moins altérée, mais elle est tout de méme devenue opaque et plus rigide a
I’ceil nu (Figure 58b). La premicre hypothése émise est que la concentration du monomere en
solution est trop élevée, impactant la réactivité de surface. Le pH mesuré particuliérement bas,
¢gal a ~ 2.4, rend compte également du caractére acide de la solution. Par ailleurs, une
différence de réactivité entre le monomere MAc et AAc vis-a-vis de la surface est constatée.

SR AR A NA!'K.!’ L
Figure 58 : Etat de surface d'un échantillon de PDMS greffé sous irradiation UV LO (0,35 m) par a) PMAc, b)
PAAc

En raison du durcissement des surfaces greffées par le PMAc, de leurs difformités et des
irrégularités obtenues, les mesures d’angle de contact n’ont pas été retenues car biaisées.
Cependant la forme de goutte observable sur la Figure 57 rend tout de méme compte d’une
mouillabilité augmentée. Pour les greffages du PAAc, les angles de contact apparents obtenus

atteignent en moyenne 70,5°, augmentant ainsi considérablement la mouillabilité des surfaces.

Les spectres FTIR réalisés a partir de ces surfaces mettent en évidence les bandes
caractéristiques présentes sur le PDMS une fois greffé (Figure 59). De nouvelles bandes sont
observées, avec de fortes intensités. La bande intense a 1709 cm™ est attribuée a la liaison C=0
de I’acide carboxylique. La bande large observable entre 2500 et 3500 cm™! correspond quant a
elle aux groupements -OH des acides carboxyliques. Cette méthode d’analyse permet de mettre
en évidence le greffage effectif de ces monomeres sur les surfaces de PDMS.

L’apparition d’une bande a 1162 cm™! observable sur les deux spectres peut étre attribuée
a la liaison éther C-O-C. La création de cette liaison peut correspondre a la rupture homolytique
de la liaison CH»-H lors de 1’étape d’activation, formant alors une liaison C-OH, puis de 1’étape
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de polymérisation suivante entre le groupement réactif -OH formé et le monomere. Cette bande

spectrale met alors en évidence le caractére covalent du greffage en surface par irradiations UV.
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Figure 59 : Spectres FTIR de surfaces de PDMS non greffée et a) greffée PAAc, b) greffée PMAc

Le taux de greffage obtenu par dosage colorimétrique au BT rejoint cette interprétation.
Le taux atteint 7,22.10” mol.cm™ en moyenne pour le greffage du PAAc et 1,92.107 mol.cm™
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en moyenne dans le cas du PMAc. Le taux de greffage mesuré pour le PDMS témoin atteint en
comparaison 1,85.10° mol.cm™ (Figure 60). Les valeurs moyennes obtenues pour les surfaces
greftées sont supérieures de deux puissances de dix en comparaison aux surfaces non-greffées.
Ce résultat rend compte d’un taux trés élevé de motifs carboxylate présents. Cette affirmation
est donnée par appui sur les résultats antérieurs du laboratoire, associés aux taux de motifs
sulfonates greffés en surface de matériaux. Le taux obtenu était suffisant pour constater par la
suite une réponse biologique changée [95]. Sur les surfaces de PDMS greftées par le polyNaSS,

le taux obtenu était supérieur d’une puissance de dix en comparaison a des surfaces non greffées
[77].

On constate néanmoins sur les résultats obtenus ici que les valeurs de taux de greffage
sont variables. Les incertitudes sont considérables, reflétant 1’altération du matériau.
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Taux de greffage (mol

2,0x107
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Non greffé Greffé PMAc Greffé PAAC

Figure 60 : Taux de greffage moyens du PDMS non greffé, greffé PMAc et greffé PAAc

A cette étape, les premieres caractérisations montrent que le polymere se greffe en
quantité importante sur les surfaces malgré les défauts. Il a donc été envisagé de modifier les
parametres de greffage, les conditions expérimentales et les conditions en solution, afin

d’atteindre un greffage suftisant et significatif sans endommager le matériau.

Dans la suite des démarches de greffage de ces polymeéres, ’utilisation d’une autre
lampe source de rayonnements UV s’est présentée comme une alternative.
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Utilisation du rayonnement UV d’une source LED :

Lalampe LED (Omnicure A475, 365 nm) est utilisée pour ces expériences (Figure 30b).
La fenétre optique plus grande offerte par ce dispositif : 5 cm de longueur et 2,3 cm de largeur,
offre I’avantage d’élargir le champ d’action du faisceau. Un contréleur extérieur permet par
ailleurs de moduler la puissance de sortie des rayonnements a la distance de travail. D’apres les
travaux d’optimisation réalisés au laboratoire, un greffage optimal est obtenu pour une
activation réalisée également a 160 mW.cm™ et 220 mW.cm™ pour I’étape de polymérisation
[50].

Des surfaces de PDMS ont dans un premier temps de nouveau été¢ greffées a une
concentration de 0,35 M. Les surfaces récupérées apres greffage étaient bien moins altérées que
lors du greffage utilisant la lampe a mercure LO. Cependant, elles ont de nouveau montré un
aspect blanchatre et sont toujours rigides méme si plus manipulables. Ces surfaces ont alors pu
étre caractérisées par mesure d’angle de contact apparent et leur taux de greffage a été évalué
par dosage colorimétrique au BT.

Les résultats obtenus par mesures d’aWCA ont été regroupés sur la Figure 61a. Ils
mettent en évidence la présence du polymere en surface grace au changement de mouillabilité.
Une surface non greffée initialement a 112,8° passe a 85,3° et 81° en moyenne respectivement
pour une surface greffée au PMAc et PAAc. Toutefois, ces valeurs restent relativement élevées
pour considérer la surface suffisamment hydrophile. En ce qui concerne les taux de greffage, la
présence du polymere est de nouveau mise en évidence avec un taux en surface élevé : 4,34.10°
"mol.cm? et 2,92.107 mol.cm™ en moyenne pour PMAc et PAAc respectivement (Figure 61b).
Cependant, pour les deux méthodes de caractérisation, la répétabilité du greffage en surface est
vaine. Les écarts de mesures obtenus entre chaque greffage sont élevés, comme le mettent en
¢vidence les écarts-types conséquents. Par ailleurs, lors des mesures d’échantillons greftés par
le PMACc, la diminution d’angle de contact apparent ne concorde pas toujours avec un taux de
greffage élevé sur ce méme échantillon et inversement. Une hypothése pour expliquer ce constat
pourrait étre attribuée a la différence de longueur de chaine générée en surface. En effet, la
méthode « grafting from » ne permet pas d’avoir le contrdle sur la longueur des chaines
polymériques créées [10]. Ainsi, ’importante réactivité du monomére MAc pourrait générer de
longues chaines en surface formant une couche de polymeére. De cette manicre, une fois séchés,
les échantillons pourraient présenter plus d’irrégularités en surface. Par ailleurs, I’action des
UV générée par les deux lampes pourrait également impacter la réactivité en ce sens. On peut
faire I’hypotheése qu’un rayonnement plus diffus peut agir plus amplement en solution qu’au

niveau de la surface et favoriser plus d’homopolymérisation en solution.
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Figure 61 : a) aWCA et b) taux de greffage des surfaces de PDMS greffées par le PMAc et le PAAc sous
irradiations UV-LO et UV-LED (0,35 M)

En raison de I’altération persistante du PDMS greffé dans ces conditions, il a été¢ décidé
de faire varier la concentration de maniére a limiter I’impact du monomere sur le matériau.
Initialement fixée a 0,35 M, la concentration a été diminuée a 0,2 M. Les essais de greffage ont
¢été réalisés uniquement avec le monomere MAc et face aux 2 lampes UV.

Pour un greffage a la lampe LO, les surfaces ont cette fois pu étre caractérisées par
mesure d’aWCA car elles ont été obtenues moins durcies. Toutefois, les surfaces restent une
nouvelle fois plus rigides et blanchatres qu’un silicone nu. Les résultats (Figure 62a) montrent
tout de méme une diminution accrue de I’angle de contact apparent en surface avec cette lampe,
passant en moyenne a 66°, rendant la surface hydrophile. Diminuer la concentration en solution
en utilisant le rayonnement de la lampe UV LED réduit I’endommagement des surfaces. Elles
sont macroscopiquement peu rigides en comparaison a I’expérience réalisée a 0,35 M.
Néanmoins, les angles de contact apparents obtenus restent élevés, avec un angle de 93,4° en
moyenne, bien que révélateurs de la présence d’un greffage en surface.

La mesure des taux de greffage met en évidence un taux élevé de PMAc en surface de
PDMS ayant subi les rayonnements UV de la LO (Figure 62b). Les surfaces exposées au
rayonnement du pavé LED sont quant a elles moins greffées, mais gardent tout de méme en
moyenne un résultat présentant une puissance de dix de différence avec un PDMS témoin.
L’écart-type est par ailleurs réduit, ce qui pourrait étre représentatif d’un greffage plus régulier
et homogene, le matériau étant moins abimé.

Finalement la diminution de la concentration a 0,2 M reste une condition trop aléatoire
ou le matériau reste endommagé macroscopiquement. Les résultats de caractérisation n’offrent
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pas de résultats probants, puisque la condition de greffage pour laquelle le matériau est le moins
abimé fait faiblement diminuer la valeur de ’aWCA. Cette condition de diminution de
concentration en solution n’est donc pas retenue. De plus, une diminution plus importante
encore de la concentration n’a pas été envisagée en raison de ’altération toujours importante
du matériau dans le cas étudié¢. Une concentration plus faible risquerait ¢galement de diminuer
toujours plus le taux de polymére greffé en surface, limitant la performance de la
fonctionnalisation et des analyses biologiques a suivre.
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Figure 62 : a) aWCA et b) Taux de greffage, des surfaces de PDMS greffées par le PMAc a 0,35 M et 0,2 M sous
UV-LO et UV-LED

Ces résultats relevent également I’incertitude quant a I’utilisation de la lampe UV LED
pour greffer ces monomeéres en surface de PDMS. Le faisceau, plus diffus, agit différemment
sur la réactivité en solution. Ce résultat est observé macroscopiquement et mis en évidence par
les résultats de caractérisation.

Ces derniers résultats mettent tout de méme en évidence le possible greffage du
polymere sur les surfaces de PDMS. En revanche, il reste a pallier le probléme d’altération du
matériau. Velazco et al., expliquent dans leurs travaux que le monomere AAc est susceptible de
pénétrer dans la matrice polymérique du PDMS et de polymériser a I’intérieur, induisant une
contrainte. Cette hypothese pourrait expliquer 1’effet opaque et durci de 1’échantillon obtenu
[74,76]. Dans le second point abordé dans cette partie, le protocole a alors été adapté en
conséquence.
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2. Adaptation du protocole de greffage et caractérisations du
greffage covalent

2.1. Modification du protocole : controle du pH de la solution de
monomere

A cette étape des investigations expérimentales, la méthode « grafting from » est
maintenue avec une étape de pré-irradiations sous UV. Mais, les conditions en solution lors de
1’étape de polymérisation sont changées. En effet, le pH de la solution est ajusté : le monomeére
est solubilisé dans une solution aqueuse de NaOH, de maniére a atteindre un pH environ égal a
pKa(monomere) + 1 (Figure 63). Cela correspond a pH = 5,5 pour le MAc, et pH = 5,25 pour
I’AAc. Ainsi, les groupements portés par le monomere en solution seront présents en majorité
sous la forme carboxylate COO". Cette forme anionique adoptée par les monomeres va générer
des répulsions entre les chaines de polymeére créées et des répulsions en surface dues a des
interactions ¢électrostatiques [74]. Ainsi, la pénétration du monomere et sa polymérisation au
sein de la matrice de silicone se voit limitée, favorisant un greffage en surface.

@ ACTIVATION @ POLYMERISATION DE SURFACE : « GRAFTING FROM »
[

@ monomére ‘ i!

OHOH OH gy 0000 e 9898

] L Y L

PDMS ? PDMS 7 PDMS . PDMS
UZV NaOH
160 mWCm'Z_ 1h 220 mWCm-Z_ 1h PpH = pKa(monomere) + 1

Figure 63 : Schéma de la stratégie de greffage "grafting from" en surface du PDMS avec ajustement du pH de la
solution de polymérisation

D’un point de vue expérimental, la condition adéquate d’ajustement du pH en solution
a ¢té déterminée par réalisation de greffages en augmentant progressivement la concentration
en NaOH en solution. Le pH est mesuré a chaque étape, de maniere a suivre I’évolution de
I’acidité¢ de la solution. En-dessous de pKa(monomere), les échantillons restent rigides et
opaques, bien que la rigidité semble s’affaiblir lorsque pH approche pKa. Au-dela, lorsque pH
>>pKa(monomere), I’échantillon garde le méme aspect qu’une surface non greffée. Cependant,
les caractérisations du matériau ne reflétaient pas, ou peu, la présence d’un greffage en surface.

C’est donc pour la condition intermédiaire, ou le pH en solution avant greffage est fixé a environ
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pKa(monomere) + 1, que le greffage est optimal. Les caractérisations de surface décrites dans
la partie 2.2 de ce chapitre mettent en évidence ce résultat.

Une attention particuliere sera d’abord portée pour le monomére MAc. En effet, les
conditions de changement de pH du milieu mis en ceuvre avec ce monomere n’ont pas permis
d’obtenir les résultats escomptés. La différence de réactivité du monomere et son architecture
pourraient agir en ce sens. En conséquence, d’autres stratégies ont ét€ mises en ceuvre, couplées
a I’ajustement du pH, pour tenter de greffer le polymeére en surface. Elles sont décrites ci-apres.

2.1.1. Greffage du PMAc a pH

Pour le monomére MAc, le changement de pH en solution limite son greffage en surface.
Les conditions en pH inférieur mais proche du pKa(MAc) ont peu d’impact sur la mouillabilité
de surface du PDMS. Ce constat est observé peu importe les irradiations utilisées (Figure 64a).
De plus, la surface arbore une l1égére rigidité. Sur la méme figure, apparaissent également les
résultats en condition pH = pKa + 1 sur les deux dispositifs. Celle-ci n’affecte pas du tout
I’hydrophilie de surface. La Figure 64b rend compte des taux de greffage sur ces surfaces. Ils
atteignent 1,43.10°® et 1,66.10® mol.cm™ en moyenne pour les greffages aux UV-LO et UV-
LED respectivement. Bien qu’augmentés, ces taux restent trop faibles pour considérer les
surfaces suffisamment greffées. Le spectre FTIR du PMAc greffé avec modification du pH du
milieu montre tout de méme la présence des bandes caractéristiques du MAc (Figure 65). Les
intensités de bandes sont cependant plus faibles que lors du greffage sans modification du pH.
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Figure 64 : a) aWCA des surfaces de PDMS greffées PMAc sous différentes conditions de pH du milieu, b) Taux
de greffage du PMAc en surface du PDMS a pH =~ pKa(MAc) + 1
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Figure 65 : Spectres FTIR du PDMS non greffé et greffé avec le PMAc et PMAc avec ajustement du pH du
milieu a pKa(MAc) + 1

Le greffage du PMAc avec modification du pH en solution ne peut donc pas étre retenu.
Cependant, en raison de I’altération importante du matériau aprés 1’étape de greffage sans
modification du pH du milieu, celle-ci ne peut pas non plus étre conservée. Alors, comme les
caractérisations avec modification du pH sont tout de méme révélatrices de la présence du
polymere, des alternatives expérimentales en solution ont été testées. Elles ont eu pour but de
tenter d’améliorer le greffage. Pour chacun des nouveaux essais, la surface est de nouveau
caractérisée par mesure d’angle de contact apparent et par détermination du taux de greffage
par dosage colorimétrique au BT. Les expériences sont réalisées en utilisant les rayonnements
UV de la lampe LO, plus performante.

i.  Changement du pH et allongement du temps d’étape de polymérisation

Un allongement du temps de greffage a été envisagé comme solution pour pallier le
faible taux obtenu précédemment. Uniquement deux essais ont été réalisés en raison de la
contrainte expérimentale de temps et des choix préférentiels effectués dans la suite des travaux
de these. Les résultats montrent qu’un allongement de 1’étape de polymérisation aux UV a 2h30
permettait d’augmenter le taux de polymeére greffé de plus d’une puissance de dix, atteignant
2,97.107 mol.cm (Figure 66b). Le matériau greffé n’est pas rigide, mais un peu blanchi en son
centre. L’angle de contact apparent obtenu de 97,7° est cependant a nouveau élevé, la surface
reste hydrophobe, méme si I’angle est légérement diminué (Figure 66a). On constate une
nouvelle fois ici, qu’a un taux de greffage ¢levé est associé un angle de contact apparent €levé.
Une surface couverte du polymeére mais avec de courtes chaines en surface, ou peu de chaines

de polymere mais de taille longue pourraient expliquer ce résultat (Figure 17) [10]. En résumé,
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cette condition pourrait a 1’avenir étre approfondie mais reste trop contraignante dans le cas
présent. En effet, la totalité du greffage serait réalisée en 3 heures 30.
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Figure 66 : a) WCA et b) taux de greffage du PMAc en surface du PDMS pour différents temps de
polymérisation.

1.  Mise a pH et ajout d’amorceur de polymérisation

Pour ces essais, un amorceur de polymérisation : I’ACVA (4,4’-Azobis(4-cyanovaleric
acid)) a 1 % en concentration a été ajouté en solution. L’amorceur a pour role de lancer la
réaction de polymérisation grace a la formation de radicaux libres par décomposition. I1 est
parfois ajouté pour améliorer le taux de polymérisation. En utilisant la méme technique
« grafting from » Pereira et al. ont par exemple du ajouter I’AIBN en tant qu’amorceur dans
leur solution organique de greffage afin de lancer la polymérisation d’acide
poly(vinylbenzylphosphonique) sur leur surface de titane [131]. Néanmoins, nos résultats sont
dans ces conditions restés insuffisants. La mouillabilité de surface n’est pas affectée comme le
montre la Figure 67a. Le taux de greffage est cependant élevé en comparaison a un PDMS non
greffé, mais I’expérience est peu répétable comme le signifie 1I’important écart-type (Figure
67b). La mouillabilité trop faiblement diminuée et la non-répétabilité des greffages constituent
des incertitudes trop importantes pour conserver 1’ajout d’amorceur de polymérisation comme
solution.
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Figure 67 : a) aWCA et b) Taux de greffage du PMAc-pH en surface de PDMS en présence d'amorceur de
polymérisation

iii.  Changement de solvant

Zuniga et al. tentent dans leurs travaux de greffer I’acide méthacrylique sur des sondes
en PVC. L’¢tude montre qu’en solution aqueuse, le rendement de greffage du monomere est
faible et qu’en contrepartie une forte homopolymérisation est observée. Leur stratégie fut donc
d’utiliser un autre solvant, en I’occurrence du toluéne, pour faire gonfler le matériau PVC et
favoriser I’accés du MAc aux sites radicalaires [114].

Trois greffages ont alors été testés dans 3 solvants différents ou le MAc est soluble : le
toluéne, le méthanol et le dioxane [114,135]. Ces expériences permettent d’observer si
I’utilisation d’un solvant organique peut générer d’autres interactions et freiner
I’homopolymérisation en solution. Elles ont cette fois été réalisées sans modification du pH de

la solution, mais toujours a une concentration en monomere de 0,35 M.

La mesure d’angle de contact apparent et la mesure du taux de greffage montrent peu
de changement concernant le greffage du PMAc dans le méthanol et le dioxane (Figure 68). Un
léger épaulement est visible sur le spectre FTIR vers 1645 cm™ (Figure 69), couramment
attribué a la liaison C=C. Elle pourrait étre attribuée a des traces de monomeére en solution, mais
ne peut donc pas démontrer la présence d’un greffage en surface. Ces conditions sont donc
exclues. En revanche, un taux de greffage significatif de 9,42.10"® mol.cm™ est constaté lorsque
I’é¢tape de polymeérisation est effectuée dans le toluene (Figure 68b). Mais 1’'aWCA
correspondant reste élevé (Figure 68a), la surface du PDMS garde sa propriété hydrophobe. Ces
résultats montrent que la modification du solvant peut avoir un impact sur le greffage. Le
toluene fait gonfler les surfaces de silicone, rendant accessible les sites radicalaires permettant
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la polymérisation. Néanmoins, la mouillabilité de surface reste faible. Par ailleurs, en fin de
greffage 1’échantillon obtenu est blanchi (Figure 70), bien que non rigide. L’analyse du spectre
FTIR montre un trés léger épaulement vers 1709 cm™ (Figure 69). 11 est caractéristique de la
liaison C=0 du polymere, mais montre par sa faible intensité qu’il est faiblement détecté. Méme
si le taux de greffage en présence du toluéne est €élevé, la faible intensité des bandes spectrales
révele la non-fiabilité du greffage dans cette condition. En effet, en raison du gonflement du
PDMS, le greffage a probablement été effectu¢ dans le matériau et non en surface. Ceci
expliquerait ce constat.

L’inconvénient de cette condition expérimentale est qu’une nouvelle fois, la
polymérisation a possiblement été développée au sein du matériau et non en surface. Ce
phénomene augmente le risque d’altération des propriétés mécaniques du matériau. Par ailleurs,
I’utilisation de solvant organique n’est pas une condition « verte » de greffage et freine donc
I’objectif d’optimisation du procédé pour des applications biomédicales. On peut enfin
supposer que le gonflement du matériau et la pénétration du solvant dans la matrice peut
favoriser le relargage de substances chimiques une fois le matériau au contact d’un
environnement biologique, et ce, méme apres des étapes de lavage successives. Finalement, ces
résultats sont considérés insuffisants ici pour €tre conservés en vue de futures caractérisations
biologiques a visées applicatives.
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Figure 68 : a) aWCA et b) taux de greffage du PMAc en surface du PDMS dans différents solvants organiques
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Figure 69 : Spectres FTIR des surfaces de PDMS greffées dans différents solvants organiques

Figure 70 : Etat de surface d'un échantillon de PDMS greffé par le PMAc dans du toluéne

Finalement, la difficulté a obtenir un greffage de surface par le PMAc pourrait reposer
sur sa différence de réactivité et de comportement en solution. L’homopolymérisation ainsi que
les effets limitants imposés par les interactions ¢€lectrostatiques et stériques entre chaines de
polymeéres peuvent étre plus important dans le cas du MAc. La présence de la liaison méthyle,
en comparaison au monomere AAc, peut induire une potentielle géne stérique supplémentaire.

En conclusion, les constats observés lors du greffage du PMAc dans différentes
conditions sont les suivants :

* Lamouillabilité¢ de surface reste faible dans la majeure partie du temps,

* Des taux de greffages ¢élevés peuvent étre obtenus, mais ne concordent pas avec la
mouillabilité de surface,

* Les greffages sont peu répétables,

* Le controle du polymere en solution est aléatoire,

* Lamodification du pH du milieu n’a pas d’impact sur le greffage,
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* La surface du matériau reste endommaggée.

Dans la suite des travaux, ¢’est donc le greffage du PAAc qui sera privilégié. Toutefois,
a titre de comparaison pour la suite des caractérisations, une condition de greffage du PMAc a
été sélectionnée. 11 s’agit du greffage du polymeére sous irradiations UV-LED a une
concentration de 0,35 M. Grace a I’utilisation de ces irradiations la surface était moins altérée
et un taux de greffage important était obtenu. Les spectres FTIR montrent pour chaque greffage
effectué la présence des groupements caractéristiques du MAc. Les résultats de mesure d’angle
de contact restent cependant variables. Une mouillabilité importante de la surface comme une
faible mouillabilité peut étre obtenue pour des taux de greffages équivalents.

2.1.2. Greffage du PAAc a pH

Lorsque pH = pKa(AAc)+1l, au niveau macroscopique, 1’aspect de surface des
¢chantillons greftés par le PAAc reste inchangé en comparaison a une surface nue (Figure 71).
Le greffage de ’AAc aux UV avec ajustement du pH lors de 1’étape de polymérisation est
efficace et constitue donc la condition retenue. La partie suivante se consacre alors a la
caractérisation précise du greffage covalent. Pour chaque caractérisation, une condition de
greffage a pH modifié est comparée avec la condition de greffage directe. Dans un souci de
lisibilité, la condition a pH modifié sera notée PAAc-pH, contre PAAc pour la condition sans
modification du pH.

Nongreffé | Greffé PAAc ' Greffé PAAG-pH

Opacification et Surface non-altérée
durcissement de la surface macroscopiquement

_____________________________________________________

e ———
S

Figure 71 : Comparaison des états de surface du PDMS non greffé, greffé par le PAAc et par le PAAc-pH
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2.2. Caractérisations du greffage des surfaces de PDMS par le PAAc
dans des conditions de pH modifié en solution

2.2.1. Mesure d’angle de contact apparent

Sur la Figure 72, la mesure des aWCA montre que la mouillabilité des surfaces est
augmentée apres greffage dans les conditions a pH modifié. La valeur atteint environ 67° avec
un écart-type faible, mettant en évidence la répétabilité de I’expérience. Cette valeur confirme
par ailleurs la présence du polymere en surface. Les nouvelles conditions expérimentales
n’impactent donc pas le changement de mouillabilité en surface du PDMS.

120 112,8
100 -
80 + 70,5 67

60

aWCA (°)

40

20

Non greffé Greffé PAAc Greffé PAAc-pH

Figure 72 : Comparaison des aWCA des greffages du PAAc et du PAAc-pH en surface du PDMS

2.2.2. Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier

Les spectres FTIR du PDMS grefté par la condition PAAc-pH montrent la présence des
bandes caractéristiques du polymére en surface (Figure 72). Vers 1709 cm™ apparait la bande
représentative de la liaison C=0 et la bande large entre 2500 et 3500 cm™' correspondant a la
liaison OH de I’acide carboxylique. Le caractére covalent du greffage est de nouveau mis en
évidence par la présence de la bande caractéristique de la liaison éther C-O-C vers 1162 cm™.

Néanmoins I’intensité des bandes caractéristiques du greffage pour la condition a pH
modifié apparait plus faible que pour le greffage direct. Ce résultat pourrait s’expliquer par un
taux plus faible de polymeére grefté, en raison de sa pénétration limitée au sein du PDMS. Cette

hypothése pourra étre appuyée par les résultats de mesure de taux de greffage.
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Figure 73 : Comparaison des spectres FTIR des surfaces de PDMS non greffée, greffée PAAc et greffée PAAc-
pH

2.2.3. Evaluation des taux de greffage en surface

Les expériences de dosage colorimétrique au BT des PDMS greffés par le PAAc-pH
révélent le greffage abondant des surfaces par le polymére bioactif. Un taux de 1,59.1077

2 2

mol.cm™ est obtenu contre 1,85.10° mol.cm”

en moyenne pour une surface non greffée.
Néanmoins, en comparaison au greffage du PAAc, le taux de greffage en surface est bien moins
abondant (Figure 74). En raison de la capacité du monomére AAc a pouvoir pénétrer le réseau
matriciel du PDMS [74,76], le taux obtenu pour le greffage du PAAc atteignant en moyenne
7,22.107 mol.cm™ est particuliérement élevé. Lorsque le pH de la solution contenant le
monomere est ajusté, ’acide acrylique se trouve sous la forme COO'. Ainsi, des répulsions
ioniques se produisent entre les groupements et des répulsions stériques ont lieu avec la surface
¢lectrostatique du PDMS. La pénétration du monomere dans le réseau de PDMS se voit ainsi
limitée, favorisant un greffage sur la surface. De cette mani¢re, méme si le taux de greffage
obtenu pour la condition PAAc-pH est moins élevé, il correspond majoritairement a des
groupements présents en surface. En comparaison, le taux de greffage obtenu pour le PAAc
correspondrait a des chaines de polymére formées en surface, mais également aux monomeres
ayant pénétré le PDMS et polymérisé. Par ailleurs, la faible incertitude obtenue pour le greffage
du PAAc-pH permet de confirmer la répétabilité du greffage. Moins d’incertitudes persistent
quant au dosage du nombre de groupement en surface, ce qui révelerait et confirmerait une
nouvelle fois un greffage opéré sur la surface et non dans la matrice du PDMS. Ainsi, le PAAc

en condition d’ajustement du pH est considéré comme largement greffé en surface.
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Lors des précédents travaux effectués pour le greffage du PNaSS, le taux en
groupements sulfonates évalués en surface pour une concentration en solution de 0,35 M a été
évalué a 8,45.107 g.mol! [77]. Ce taux était considéré comme suffisant pour influer sur la
réponse biologique. Dans la méme unité, ce taux est évalué a 1,12.10° g.mol™! et 2,48.10°¢
g.mol™! pour le PAAc et le PAAc-pH respectivement. En comparaison, 1’échantillon serait donc
suffisamment greffé pour potentiellement induire une action biologique. Ce résultat reste
néanmoins hypothétique car le travail est réalisé avec un autre monomere, mais constitue une
base pour poursuivre les caractérisations et investigations.
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Figure 74 : Comparaison des taux de greffage entre une surface non greffée, greffée PAAc et greffée PAAc-pH

Enfin, en comparaison, le greffage du PMAc engendre en moyenne un taux de greffage
en surface plus élevé que le greffage du PAAc-pH (Figure 75). Cependant, la trés grande
incertitude avait une nouvelle fois montré la non-répétabilité du greffage du PMAc. De fagon
similaire au greffage du PAAc, le résultat suggere également que sans ajustement du pH, le
monomere pénetre systématiquement la matrice du matériau. Cependant, comme évoqué dans
la partie précédente, ajuster le pH du milieu en présence de PMAc n’engendre pas un taux de
greffage élevé en surface. L’hypothése mise en avant pour expliquer ce phénomene est basée
sur la géne stérique occasionnée par le groupement méthyle du MAc.
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Figure 75 : Comparaison des taux de greffages en surface du PDMS dans les conditions expérimentales retenues
: greffage PMAc, PAAc et PAAc-pH

2.2.4. Comparaison des pourcentages atomique en surface par

spectroscopie photoélectronique a rayons X (XPS)

Les expériences de spectroscopie photoélectronique a rayons X permettent d’accéder a
la composition de surface des matériaux. Cette technique permet de mettre en évidence les
changements atomiques en surface du PDMS associés au greffage.

Les polymeéres bioactifs utilisés sont essentiellement composés d’atomes de carbone
(Cls) et d’oxygene (Ols). Ces atomes sont déja présents dans le matériau PDMS. Néanmoins,
une variation non négligeable de leur pourcentage atomique est observée une fois les surfaces
greffées (Tableau 14). Le pourcentage atomique des atomes de carbone et d’oxygeéne augmente,
ce qui suggere la présence de plus de matiere carbonée au-dessus de I’échantillon de PDMS.
En contrepartie, le pourcentage atomique de silicium en surface diminue. En effet, lors du
passage du rayonnement, le signal Si2p est atténué a travers la couche organique formeée. Ces
résultats confirment la présence des polymeres PMAc et PAAc en surface. La méme conclusion
peut étre apportée pour le greffage du PAAc-pH. En comparaison au greffage du PAAc, une
variation plus importante en moyenne des différents pourcentages atomique est méme observée.
Ainsi, le changement de condition de greffage en solution ne semble pas impacter la quantité
de matiere greffée en surface.
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Atome Position* %at. non Y%at. greffé %at. greffé %at. greffé
(eV) greffé PMACc PAAc PAAc-pH
Cls 283 49,1 £2,2 54,0+23 51,1+£2,5 52,3+0,9
Ols 531 23,0+0,3 23,8+0,3 244 +1,2 28,5+0,3
Si2p 101 279+2,1 21,8+2,0 24,5 +3,7 192+1,3

Tableau 14 : Compositions élémentaires en pourcentage atomique obtenues par analyses XPS de surface de
PDMS greffées dans différentes conditions. (*Energie de liaison pour le signal principal de 1’élément donn¢)

Le greffage du PMAc et du PAAc est ¢également souligné grace aux spectres XPS haute
résolution (Figure 76). En effet, deux nouveaux signaux apparaissent dans la région Cls par
rapport au PDMS non greffé. Les énergies de liaison observées a 284,4-284,8 eV en bleu et
288,3 eV en rouge, sont respectivement attribuées aux atomes dans 1’environnement chimique
C-O et C-Si, et dans C=0 (Figure 76a). Ces signaux correspondent clairement a la couche pure
de PAAc et PMAc en surface. Une tendance similaire est observée dans la région Ols.
L’apparition du nouveau signal en rouge (Figure 76b) d’énergie de liaison plus élevée est
attribu¢ a ’oxygene dans une fraction acide C-O(C=0). Enfin, les pourcentages atomiques
globaux des surfaces de PDMS greffées par le PMAc et le PAAc par rapport a la surface nue,
présentés Tableau 15, montrent la grande correspondance entre les environnements chimiques
Cls et Ols des fractions acides (en rouge) : 5,6 contre 5,1 pour le PAAc et 4,1 contre 3,9 pour
le PMAc.
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Figure 76 : Spectres XPS haute résolution pour (a) Cls et (b) Ols, montrant l'apparition des groupements
caractéristiques liés au PMAc et au PAAc, en comparaison au PDMS témoin

Attribution Cls Ols Si2p C288/Ctotat O533/Orotal
o C-C, C-0, C=0(OH) .
Attribution Cc=0 . C=0O(OH) Si-O
C-H Ca 0O-Si
PDMS 283,8 531,3 101,2
47,6 22,7 29,7
PAAc 283,6 2844 2883 531,1 532,6 101,1
36,25 1245 5,6 20,9 5,1 19,8 0,103 0,196
PMAc 283,8 284,8 2883 531,3 532,8 101,3
43,0 9,0 4,1 19,5 3,9 20,4 0,073 0,166

Tableau 15 : Pourcentages atomiques des fractions chimiques de chaque élément, obtenus a partir de la
décomposition des spectres XPS haute résolution pour Cls et Ols présentés Figure 76

2.2.5. Essais de physisorption

En parallele de ces travaux, des tests de physisorption ont été réalisés pour confirmer
’efficacité de I’utilisation des rayonnements UV dans la formation de liaisons covalentes. Pour
cela, 1’étape d’activation sous irradiations UV est réalisée comme décrite en début de partie.
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Ensuite, les surfaces activées sont placées une nuit dans une solution de MAc ou de AAc, a une
concentration de 0,35 M et a TA. Enfin, les échantillons sont lavés 48 heures dans de I’eau
distillée. Les expériences ont été réalisées avec une activation des surfaces via la lampe a
mercure LO dans le cas de 'utilisation du AAc et la lampe LED pour le MAc, correspondant
aux conditions les plus optimales retenues pour leur greffage. La mesure d’angle de contact
révele une trés 1égére diminution (Figure 77a) de 106° et 103° en moyenne pour les surfaces
physisorbées avec le MAc et I’AAc respectivement. Les surfaces restent hydrophobes, la
diminution est minime en comparaison aux résultats obtenus aprés greffage sous rayonnements.
Elle reflete probablement la présence de résidu de monomere, ou de 1’action des rayonnements
UV seuls sur les surfaces [77]. L’analyse des spectres FTIR ne montre pas de changement
spécifique correspondant a un greffage (Figure 77b). Les spectres des surfaces physisorbées se
superposent au spectre d’une surface de PDMS non fonctionnalisée. La bande caractéristique
de la liaison C=0, généralement intense retrouvée a environ 1709 cm™! lors du greffage de nos
monomeres n’apparait pas. Ces caractérisations soulignent donc le caractere covalent du
greffage via les rayonnements UV.
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Figure 77 : a) aWCA et b) Spectres FTIR obtenus apres physisorption du MAc et de 'AAc en surface de PDMS

2.3. Conclusion partielle

Les différentes caractérisations chimiques des surfaces de PDMS greffées par le PAAc-
pH sont révélatrices de ’efficacité de 1’adaptation du protocole. Le taux de greffage en surface
est ¢levé, la mouillabilité est augmentée, la présence du polymere est mise en évidence sur les
spectres FTIR et les analyses XPS montrent la présence d’une couche de polymére sur la

surface. Enfin, a I’ceil nu la surface n’apparait pas endommagée. Des analyses microscopiques

120



2. Adaptation du protocole de greffage et caractérisations du greffage covalent

de I’état de surface du matériau ainsi que des essais mécaniques sont ensuite réalisés afin de

valider totalement ce protocole.

A titre comparatif, les conditions de greffage directes du PMAc et du PAAc sont
conservées pour la suite des caractérisations. Le Tableau 16 ci-dessous résume leurs propriétés

de surface.
Condition PMAc PAAc PAAc-pH
Monomeére greffé MAc AAc AAc
Lampe UV LED LO LO
Concentration (M) 0,35 0,35 0,35
pH de la solution de
~ 2,40 ~2,25 5,25 =pKa(AAc) + 1
greffage
aWCA (°) 85,3 70,5 67,0
e C=0:1709cm! =+ C=0:1709cm? + C=0:1709 cm’!
Bandes spectralesIR « -OH(C=0): e -OH(C=0): + -OH(C=0):
2500-3500 cm! 2500-3500 cm™! 2500-3500 cm!
Taux de greffage 4,34.107 7,22.107 1,59.107

moyen (mol.cm?)

Tableau 16 : Résumé des propriétés de surface du PDMS greffé dans les conditions retenues
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3. Etat de surface du PDMS grefté

La modification de 1’état de surface du PDMS apres les différents essais de greffage et
parfois son endommagement ont encouragé la réalisation d’analyses topographiques du

matériau.

3.1. Aspect de surface au microscope ¢lectronique a balayage

Des images ont été capturées au MEB afin d’observer microscopiquement les
changements ayant lieu sur les surfaces fonctionnalisées. Le PDMS greffé par le PMAc et le
PAACc était déja macroscopiquement endommagé (Figure 58). Les surfaces étaient devenues
opaques et durcies. Au MEB, on peut voir qu’a faible grossissement (150x) (Figure 78-B1 et
C1) des amas apparaissent en surface en comparaison a un silicone non greffé lisse (Figure 78-
Al). Ils pourraient correspondre a la couche importante de polymere greffé en surface. La
quantité d’amas présents est plus importante pour le greffage du PAAc (Figure 78-C1) que pour
celui du PMAc (Figure 78-B1). Ce phénomene peut correspondre a la supposée réactivité plus
importante du monomere AAc en solution placé devant le faisceau concentré de la lampe UV
LO. Le faisceau plus diffus de la lampe LED utilisée pour greffer le MAc avait déja montré une

altération moins importante du matériau au niveau macroscopique.

A plus fort grossissement (3000x, Figure 78-B2), la surface est parsemée de crétes et
fissures. Yang et al. font la méme observation : dans leur étude, les auteurs comparent le
greffage du PAAc sous irradiations UV en solution aqueuse et en solution organique (acétone
avec benzophénone en tant que photoiniateur). Lorsque le polymere est greffé en solution
aqueuse, la surface est constituée de blocs lisses séparés par des crétes. En réalisant une analyse
par AFM, ils remarquent que les zones hautes, donc les crétes, correspondent a une surface plus
rigide que les zones lisses. L’interprétation suggere que le PDMS étant un matériau élastomere,
les crétes sont essentiellement constituées de chaines de polymere. Les auteurs expliquent que
I’AAc est compatible avec 1’eau et que le monomeére peut donc facilement pénétrer le film de
PDMS. La polymérisation a ainsi lieu dans la masse, entrainant une contrainte dans le film. Si
cette contrainte dépasse 1’¢lasticité du film, alors des fissures peuvent se former. Ces fissures
constituent ensuite une nouvelle interface de greffage que les monomeéres peuvent facilement
atteindre [76]. De ce fait, la densité de chaines de polymeres greffées a cet endroit peut étre
¢levée, rendant le matériau rigide et cassant. Cette interprétation pourrait expliquer les
irrégularités obtenues en ce qui concerne les mesures d’angles de contact apparents d’un
greffage a I’autre et les écarts types importants des taux de greffage mesurés. Yang et al. ajoutent
méme que la densité de chaines greffées dans les fissures peut devenir trés élevée et que les
monomeres diffusant dans les fissures pouvaient probablement former des hydrogels avec les
chaines greffées, menant a I’effet Trommsdorff [76]. Cet effet apparait dans les milieux treés
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concentrés ou la polymeérisation radicalaire s’effectue en masse, avec un polymere soluble dans

son monomere. La conversion du monomere y augmente fortement.

La surface apparait encore plus irréguliére et difforme a haut grossissement dans le cas
du greffage du PAAc (Figure 78-C2). Celle-ci est envahie par des discontinuités constituées de
crevasses et crétes. Lorsque le pH du milieu est ajusté, on observe a un grossissement 150x que
la surface est moins envahie par les amas (Figure 78-D1). A haut grossissement (3000x), la
surface arbore une nanostructure ondulatoire (Figure 78-D2). Les défauts persistent avec
quelques fissures plus marquées, mais la surface parait globalement moins endommagée. Par
ailleurs, les changements sont constatés sur I’ensemble de la surface et non par fissures
marquées et éparses comme pour le greffage du PMAc (Figure 78-B2). Le greffage est
probablement plus uniformément réparti sur la surface.

Ajuster le pH du milieu contribue considérablement a limiter la pénétration du
monomere dans le réseau du PDMS, évitant I’endommagement du matériau. Yang et al.
obtiennent cet effet de structure ondulatoire en surface lorsque I’AAc est greff¢ en milieu
organique [76]. Ici, I'utilisation de solvant organique est évitée. Des caractérisations
topographiques au profilométre optique vont compléter les interprétations et hypothéses
formulées. Des essais de traction permettront de vérifier si les modifications de surface

observées au niveau microscopique ont une incidence sur les propriétés élastiques du PDMS.
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Grossissement 150x Grossissement 3000x

PDMS non greffé

Greffé PMAc

100 pm

Greffé PAAc

Greffé PAAc-pH

Figure 78 : Images MEB de PDMS non greffé : A1) 150x, A2) 3000x; PDMS greffé PMAc : B1) 150x, B2)
3000x; PDMS grefté PAAc : C1) 150x, C2) 3000x; PDMS greffé PAAc-pH : D1) 150x, D2) 3000x
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3.2. Comportement de surface et rugosités

Des analyses topographiques complémentaires ont été réalisées au profiloméetre optique.
Ces acquisitions ont eu pour but d’obtenir plus d’informations sur 1’état de surface et le
comportement du polymere une fois greffé. Plusieurs scans ont été réalisés sur différentes zones
d’une méme surface et sur plusieurs surfaces pour une méme condition. Les scans présentés
Figure 79 ont été choisis de maniere a représenter le mieux possible I’ensemble des résultats.
Ils ont été colorés de maniere a optimiser I’observation de I’aspect en surface.

La Figure 79b représentative du greffage du PMAc et la Figure 79c représentative du
greffage du PAAc mettent en évidence la grande réactivité de ces monomeres. En comparaison
a une surface non greffée (Figure 79a), leurs surfaces sont recouvertes d’amas correspondant
aux polymeres. De maniere générale, ces images soulignent le greffage effectif et homogene en
surface. Pour ces deux conditions, les irrégularités sont retrouvées et avec des valeurs de
rugosités qui atteignent environ 1,7 pm de hauteur contre 0,1 um pour le PDMS non greff¢.
Une épaisse couche de polymeére est donc formée sur la surface. Les principales différences
observables entre le greffage du PAAc et du PMAc résident dans la forme des aspérités hautes
obtenues. Si I’on considére qu’elles correspondent a des amas de polymeres, celles-ci sont plus
réguliérement étalées dans le cas du greffage du PAAc. Pour le greffage du PMAc, les amas
arborent des formes plus arrondies, éparses et plus massives. Dans les parties précédentes, des
hypotheses étaient formulées quant a la configuration du polymeére : il pouvait étre greffé¢ sous
la forme de chaines courtes mais dispersées, ou sous la forme de longues chaines rapprochées.
Ces différentes configurations peuvent impacter les mesures d’angles de contact apparents. Les
scans obtenus peuvent donc laisser penser que le PAAc formerait de longues chaines qui
s’étaleraient sur la surface une fois séchée. Pour le PMAc, de plus courtes chaines seraient
obtenues, formant des petits amas sphériques une fois la surface seche. Cette différence peut
étre liée a la géne stérique plus importante occasionnée par le groupement méthyle porté par le
MAc.

La caractérisation des surfaces au profilometre optique a donc permis de mieux
visualiser I’allure du polymere une fois greffé. La méthode reste cependant qualitative et basée
sur les observations, des caractérisations complémentaires sont nécessaires afin de confirmer

les hypothéses.
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a) PDMS non greffé b) Greffé¢ PMAc
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Figure 79 : Topographie de surface de PDMS a) non greft¢, b) greffé PMAc, c) greffé PAAc et d) greffé PAAc-

pH

Le scan correspondant au greffage du PAAc-pH (Figure 79d) présente une surface plus
proche du scan du PDMS non greffé (Figure 79a). La couche formée en surface est moins
importante, avec une hauteur maximale de rugosités atteignant 0,20 um. Des amas restent
présents en surface, traduisant la présence du polymere. Ces résultats peuvent coincider avec le
taux de greffage moins important du PAAc-pH en comparaison aux autres greffages. Les hautes
rugosités sont moins étalées sur la surface et la présence de crétes et crevasses est moins
manifeste. Le greffage s’établi principalement en surface, moins de polymere pénétre le réseau
de PDMS. Ces différentes observations confirment la modification moins importante du
matériau apres greffage.

En comparaison, des surfaces de PDMS greffées au NaSS ont été¢ analysées au
profilomeétre optique (Figure 80). Trois scans sont présentés car 1’ensemble de la surface n’était
pas homogene. Cette inhomogénéité peut étre expliquée par la répétabilité moyenne du greffage
du PNaSS. En effet, méme si le greffage du polymére a lieu dans la grande majorité des cas, la
caractérisation des surfaces montre des irrégularités. Une mouillabilité accrue est généralement
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3. Etat de surface du PDMS grefté

obtenue, mais d’une surface a ’autre, la mesure obtenue est variable. Par ailleurs, un taux de
greffage important peut parfois étre associ¢é a une mouillabilité¢ faible. Ces constats sont
similaires a ceux obtenus pour le greffage du PMAc. De la méme maniére, I’'une des hypothéses
expliquant ce phénoméne peut étre attribuée a la structure moléculaire du monomere. Le cycle
aromatique porté par le NaSS contribue a engendrer des génes stériques en solution et entre les
chaines de polymere formées. Par ailleurs, une importante homopolymérisation en solution est
générée, attestée par I’importante viscosité de la solution obtenue en fin de greffage. A titre
indicatif et comparatif, les caractérisations des surfaces greffées par le PNaSS sont présentées

en Annexe 3.

Le scan présenté Figure 80a a une allure assez proche de celle de la condition PAAc-
pH. Les hautes rugosités atteignent 0,6 pm et sont réparties en amas sur la surface. Sur la Figure
80b, plus d’amas sont visibles sur une méme zone. Enfin, la Figure 80c arbore plus
d’irrégularités que les autres figures. En général, le PNaSS reste présent sur I’ensemble du
matériau et de la méme maniere que pour le PAAc-pH, le greffage s’effectue principalement en
surface du PDMS. Cependant, comme expliqué précédemment, plus d’irrégularités sont
observées. Le polymeére se greffe en surface, mais une alternance de chaines longues et courtes
plus ou moins espacées peut étre obtenue. A noter que l’ensemble des scans obtenus
correspondent a des surfaces seéches. Le polymeére bioactif greffé peut alors apparaitre replié et

peut couvrir la surface par ses chaines.

L’acquisition de ces différents scans ont permis d’accéder aux hauteurs moyennes
arithmétiques (Sa) des surfaces (Figure 81). Les valeurs obtenues confirment les observations
faites précédemment, a savoir que c’est le greffage du PAAc-pH qui génére le moins de
rugosités en surface, avec une moyenne proche de celle obtenue pour une surface non greftée.
C’est ensuite le greffage du NaSS qui crée le moins de rugosités et enfin les hauteurs moyennes
arithmétiques obtenues pour les greffages du PMAc et PAAc sont beaucoup plus importantes,

avec des écart-types ¢élevés témoignant des irrégularités.
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Figure 80 : Topographies de surfaces de PDMS greffées par le poly(NaSS)
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Figure 81 : Rugosités de surface / Hauteurs moyennes arithmétiques de PDMS non greffé et greffé
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3. Etat de surface du PDMS grefté

Finalement, 1’analyse topographique de surface grace au profilométre optique
représente un outil précieux pour mieux comprendre le comportement en surface une fois
greftée. L’architecture du monomeére est un parameétre influengant la qualité du greffage en
surface par la méthode « grafting from ». Un monomére encombré peut générer plus
d’interactions en solution et avec la surface. Cela limite sa pénétration dans le réseau PDMS,
mais le greffage en surface peut étre inhomogene. Les objectifs de fonctionnalisation de ce
projet ambitionnent de limiter le plus possible la modification des propriétés mécaniques du
matériau. Le PDMS doit conserver ses propriétés mécaniques initiales, avantageuses. Par
ailleurs, la modification du matériau pourrait générer des effets indésirables lors de I’évaluation
de la réponse biologique. Dans ce sens, la stratégie de greffage du PAAc avec ajustement du

pH du milieu est donc la plus favorable. Les essais de traction suivants complétent 1’étude.
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4. Essais de traction

L’essai de traction est la derniére caractéristique évaluée avant de poursuivre avec
I’étude de la réponse biologique. Il permet de juger si la fonctionnalisation du matériau
engendre des modifications importantes des propriétés élastiques initiales du PDMS, non
souhaitées ici. Les propriétés mécaniques sont des parametres essentiels apparaissant dans les
spécifications des dispositifs médicaux implantables. Elles incluent les propriétés intrinséques
du matériau et les contraintes mécaniques subies par 1’action du milieu biologique environnant
et les mouvements naturels de la vie. Le PDMS utilis¢ est un élastomere : il se caractérise par
un faible module d’élasticité, signifiant qu’une faible contrainte conduit a une déformation
importante. Les essais de traction réalisés ici permettent de comparer I’application d’une
contrainte sur le PDMS greffé selon les 3 conditions retenues avec le PDMS non grefteé.

Des essais de traction ont précédemment été réalisés sur des éprouvettes activées aux
irradiations UV uniquement. Ils ont montré qu’elles n’induisaient pas de changement
significatif des propriétés mécaniques en traction du matériau [95]. Ici, les essais sont réalisés
sur des éprouvettes normées, ou le greffage est effectué sur la zone centrale de travail (Figure
82). Les tests sont réalisés dans une cellule a 37 °C afin de se placer dans les conditions de
températures du corps humain. Les essais de traction sont effectués suivant la norme ISO
37:2024 concernant les caoutchoucs vulcanisés et thermoplastiques. La Figure 82 met en
évidence les courbes de contraintes/déformations obtenues pour les 3 conditions de greffage
retenues et le silicone non greffé. La Figure 83 présente les modules d’Young correspondants.
L’allure de la courbe contrainte déformation dans le cas du greffage PAAc-pH est similaire a la
courbe de la condition non greffée, elles se superposent. Le module d’Young associé, égal a
1,71 + 0,54 MPa contre 2,07 + 0,16 MPa pour le PDMS non greffé confirme cette observation.
Le comportement en contrainte du matériau greffé dans cette condition ne modifie pas de
manicre significative les propriétés mécaniques du matériau. Au contraire, les courbes
correspondantes au greffage du PAAc et du PMACc s’¢loignent de la condition contrdle. Dans le
cas du greffage du PAAc, le module d’Young égal a 2,77 + 0,29 MPa est supérieur au contrdle.
Le module d’Young obtenu a partir des essais réalisés sur les éprouvettes greffées par le PMAc
est égal a 2,13 + 0,82 MPa. Il est en moyenne proche de la valeur contrdle, mais 1’écart-type
conséquent témoigne de la non-répétabilité de I’expérience.

Les essais mécaniques montrent une nouvelle fois ici que les propriétés du matériau sont
considérablement endommagées lorsque le PAAc et le PMACc sont greffés de manicre directe.
Blanchemain ef al. ont fonctionnalisé¢ du PET par le PAAc en utilisant du plasma froid. Les
essais mécaniques réalisés au cours de leur étude ont montré une augmentation de 10 % de la
déformation et de la contrainte a la rupture. De manicre analogue a cette étude, le polymere a
amplement réagi avec la surface. Les auteurs ont observé que le PAAc avait recouvert le PET
et comblé¢ les interstices formés par les fibres, modifiant le matériau [107].

130



4. Essais de traction

= Non greffé
2.0 o Greffé PAAC
A Greffé PAAc-pH
;_W? v Greffé PMAC
=S 1.5
o)
C
§e)
T 1.0
£
RS
K
0 0.5

0.0 T T T T T T T 1
00 01 02 03 04 05 06 07 08

Contrainte €

Figure 82 : Courbe contrainte/déformation correspondantes aux essais de tractions effectués sur des échantillons
de PDMS greffés dans différentes conditions
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Figure 83 : Modules d'Young associés aux essais de traction du PDMS pour différents greffages de surface

Les résultats les plus satisfaisants sont donc obtenus dans le cas du greffage du PAAc-
pH. Les caractérisations mécaniques ont complété les analyses topographiques réalisées et
permettent de conclure qu’il n’y a pas de modification significative des propriétés du matériau
lorsqu’il est soumis a une contrainte mécanique. Cette propriété était souhaitée, seule la surface
est vouée a étre modifiée afin de conserver les propriétés initiales du matériau et éviter des

complications potentielles liées a sa modification intrinséque.
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5. Cinétique de greffage

Afin d’optimiser la méthode de greffage du PAAc-pH, une étude cinétique de I’étape de
polymérisation a été effectuée. Ces travaux se sont inscrits dans le cadre du stage de M1 d’Elsa
De Pinho. L’étape d’activation a été conservée et différents temps ont été testés pour I’étape de
polymérisation : 15 min, 30 min, 45 min, 60 min et 90 min. Jusqu’a présent, cette étape était
fixée a 60 min. L’étude permet d’examiner si des changements significatifs sont observés
lorsque le temps de polymérisation est allongé.

Pour chacune des conditions, les méthodes de caractérisation appliquées mettent en
évidence la présence du polymeére en surface, néanmoins des différences sont observées. Les
spectres FTIR obtenus pour chacune des conditions (Figure 84) mettent en évidence la présence
des liaisons caractéristiques de 1’acide acrylique : une bande large entre 2500 cm™ et 3500 cm®
Uattribuée a la liaison -OH et la bande a 1709 cm™! correspondant a la liaison C=0. Toutefois,
plus le temps de greffage est long, plus l'intensit¢ des bandes est forte. La densité de

groupements présents peut augmenter avec le temps de polymérisation.

La mesure d’angle de contact (Figure 85) montre que la mouillabilité augmente avec le
temps de polymérisation. 15 minutes de greffage ne suffisent pas a rendre la surface
suffisamment hydrophile, une moyenne d’aWCA de 99,2° est obtenue. Lorsque 30 min de
greffage sont appliquées, la mouillabilité¢ augmente avec un aWCA de 75,2°, mais I’incertitude
importante révele que la reproductibilité du greffage n’est pas satisfaisante. Les greffages de 45
min augmentent légérement la mouillabilit¢ en comparaison aux 30 min et I’écart-type est
réduit. Un gain de 9° est obtenu lorsque le temps est encore augmenté a 60 min, mais apres 90
min de greffage, peu de différence est observée.
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Figure 84 : Spectres FTIR du greffage du PAAc-pH en surface du PDMS apres différents temps de
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Figure 85 : aWCA en surface de PDMS greffée par le PAAc-pH aprés différents temps de polymérisation

Les taux de greffage obtenus (Figure 86) confirment que 15 minutes d’expérience
laissent peu de temps aux monomeéres en solution pour suffisamment polymériser en surface.
30 min de greffage permettent d’obtenir un taux plus important de 4,08.10® mol.cm™ en
moyenne. Mais une nouvelle fois, ’important écart-type témoigne de 1’insuffisante répétabilité
de I’expérience. A partir de 45 min de greffage, les taux obtenus sont importants et le greffage

est donc considéré comme efficace pour poursuivre les caractérisations. Le taux obtenu pour
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60 minutes de greffage est du méme ordre que pour 45 minutes. 90 minutes de greffage
permettent d’obtenir un taux de groupements en surface encore plus important égal a 1,90.1077
mol.cm™. Cependant, comme le montre I’image acquise au MEB Figure 87F, ’état de surface
du PDMS est impacté. Un nombre important de crétes et fissures est observé. Un temps de
polymérisation trop long laisse le temps aux molécules de pénétrer le PDMS. L’absence totale
de fissures est constatée pour 15 minutes et 30 minutes de greffage (Figure 87B et C).
Néanmoins, a partir de 30 minutes la surface apparait déja plus rugueuse. Les essais de traction
ont précédemment montré qu’apres 1h de greffage, la surface ne subissait pas de changement
significatif du comportement ¢lastique du matériau. Ainsi, les défauts observés pour 45 et 60
minutes sont acceptables pour poursuivre I’étude.

L’ensemble des caractérisations mettent en évidence qu’au moins 45 minutes de
polymérisation en solution sous ’action des UV sont nécessaires pour greffer convenablement
les surfaces de PDMS. Au-dela d’une heure de polymérisation, le matériau est de nouveau trop
endommagé, le monomere a le temps de réagir au sein méme du PDMS. Finalement, les 60

minutes d’étape de polymérisation sont maintenues dans le protocole pour la suite de I’étude.
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Figure 86 : Taux de greffages en surface de PDMS greffée par le PAAc-pH aprées différents temps de
polymérisation
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Figure 87 : Images MEB des surfaces de PDMS greffées par le PAAc-pH apres différents temps de
polymérisation : a) non greffée, b) 15 min, ¢) 30 min, d) 45 min, ) 60 min et f) 90 min

135



Chapitre 3 — Fonctionnalisation chimique de surfaces de PDMS et caractérisations

6. Conclusion partielle

La premicre partie de ce chapitre s’est consacrée a la mise en place d’une stratégie de
greffage de composés porteurs de groupements carboxylate en surface du PDMS. Le greffage
de I’AAc en solution sous irradiations UV en 2 étapes : activation et polymérisation de surface,

s’est montrée prometteuse.

Lors de I’étape de polymérisation, la modification du pH de la solution a pH =
pKa(AAc) + 1 a permis de limiter la pénétration du monomére dans le matériau. Avec ce
protocole la mouillabilité de surface augmente, le taux de polymere greffé est important, I’ AAc
est présent de mani€re homogene sur la surface et la technique de greffage est répétable.

Les analyses topographiques ont permis d’interpréter le comportement du polymeére en
surface. Celui-ci modifie la surface du PDMS : des amas sont présents en surface et a fort
grossissement au MEB, de légeres fissures sont observables. Néanmoins, les essais de tractions
ont validé I'utilisation de cette stratégie de greffage car elle ne modifie pas de manicre
significative les propriétés élastiques du PDMS. Ainsi, cette condition seule est retenue pour

réaliser les essais biologiques.

A I’avenir, des essais mécaniques doivent étre menés afin d’évaluer I’ état de dégradation
du matériau dans le temps apres fonctionnalisation. Enfin, I’étude cinétique a montré qu’une
réduction du temps de polymérisation a 30 minutes limitait la présence de défauts en surface.
Néanmoins, le taux de polymere greffé était réduit. Des analyses biologiques complémentaires
pourraient déterminer si a ce taux plus faible de polymeére greffé, une réponse biologique
suffisante est obtenue.
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Chapitre 4 — Analyses biologiques et
microbiologiques des surfaces de PDMS
greffées par le PAAc

Ce quatrieme chapitre se concentre sur les premicres réponses biologiques obtenues
apres fonctionnalisation des surfaces de PDMS. Les surfaces ont, pour cela, €té¢ mises au contact
de fibroblastes et de trois protéines majoritairement présentes dans 1’organisme ou intervenant
dans les mécanismes d’adhésion des cellules et des bactéries : I’albumine, la fibronectine et le
fibrinogeéne. Des tests de viabilité cellulaire ont été¢ réalisés, la morphologie des cellules
incubées avec les surfaces a été observée et leur prolifération a été mesurée. Des méthodes de
caractérisation simples telles que la spectroscopie FTIR et la mesure d’angle de contact ont été
employées afin d’effectuer de premicres investigations sur les mécanismes intervenant en
surface, notamment via I’adhésion des protéines. L’exploitation des bandes caractéristiques
attribuées aux protéines adhérées en surface a permis d’accéder aux informations liées a leur
organisation et de mettre en €vidence le role de la fonctionnalisation sur les changements. Un
dosage colorimétrique a été établi afin d’accéder a la quantité de protéines adsorbées. Les
interactions entre le collagéne et les surfaces fonctionnalisées en présence de cellules ont
¢galement été observées. Elles permettent d’établir de premiéres hypothéses sur 1’influence du
greffage vis-a-vis de la protéine dans le but d’établir des perspectives d’étude d’immobilisation
de composés en surface. Enfin, des essais microbiologiques en présence de S. epidermidis ont

permis d’analyser 1’influence de la fonctionnalisation sur I’adsorption de bactéries.

L’ensemble de ces analyses permet d’établir un premier bilan concernant 1’influence de
la fonctionnalisation du PDMS par le PAAc-pH sur I’environnement biologique et d’approcher
les mécanismes mis en jeux a I’interface entre le matériau et le milieu biologique. Ces analyses
ont par ailleurs été comparées a la fonctionnalisation du PDMS par le PNaSS afin de souligner
leurs propriétés et particularités.
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1. Premieres réponses biologiques en surface de PDMS greffé
par le PAAc-pH

1.1. Viabilité cellulaire

Le premier axe de cette partie se concentre sur la non-toxicité du greffage. Les articles
de la littérature font état du caractére biocompatible du PAAc [25,97] et de son utilisation
répandue pour des applications biomédicales [18,31,74,107]. Néanmoins, cet aspect doit étre
vérifié avec nos conditions expérimentales, d’autant que le polymeére bioactif peut conférer des
propriétés antiadhésives vis-a-vis de composés biologiques [31]. Le test MTT est un bon
indicateur de la viabilité des cellules et par conséquent de la cytotoxicité des surfaces. Les
enveloppes d’implants mammaires utilisées comme échantillon dans cette ¢tude sont déja
considérées comme biocompatibles. Les propriétés antiadhésives conférées par le PAAc ne
doivent donc pas affecter la biocompatibilité initiale du matériau. Au laboratoire, les tests MTT
sont généralement dédiés a la mise en évidence de 1’amélioration de la biocompatibilité des
implants. Ce phénomene est mis en évidence par 1’augmentation du pourcentage de viabilité
cellulaire sur les surfaces fonctionnalisées apres 24 heures. Ce constat est généralement justifié
par la présence du polyNaSS en surface, favorisant la prolifération des fibroblastes [95] ou des
ostéoblastes [131]. Pour ce projet, le protocole a été adapté a une fonctionnalisation
antiadhésive. La Figure 42 illustre schématiquement 1’expérience. Des échantillons de PDMS
non greffés et greffés par le PAAc-pH de diameétre @ = 10 mm sont placés dans des puits de
diamétre plus important (2 = 19 mm). Ainsi, les cellules n’adhérant pas en surface peuvent
adhérer a la partie du puits non couverte par I’échantillon, évitant leur anoikose (mort
cellulaire). Si la surface induit la mort des cellules, elles n’adhérent pas au fond du puits et ne
peuvent pas étre complexées par la solution MTT.

Les résultats Figure 88a montrent qu’apres application du protocole, le pourcentage de
viabilité cellulaire aprés 24 heures est similaire entre une surface non greftée et greffée par le
PAAc-pH. Ces taux équivalents montrent que les cellules n’ayant pas adhéré au PDMS greffé
ont plausiblement adhéré au fond des plaques de culture. Ce phénomene est observable a I’ceil
nu comme le montre la Figure 88b. Les cellules déposées sur les surfaces de PDMS non greftées
ont quant a elles adhéré sur la surface et au fond du puits. Ce test valide donc I'utilisation du
protocole de greffage du PAAc-pH pour poursuivre les investigations associées aux réponses
biologiques et microbiologiques.
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Figure 88 : a) Taux de viabilité cellulaire en surface de PDMS non greffé et greffé par le PAAc-pH. b)
Photographie de I'expérience MTT réalisée sur la surface de PDMS fonctionnalisée a gauche et non greffé a
droite

1.2. Morphologie et prolifération des cellules

Afin de mettre en évidence I’influence de la fonctionnalisation des surfaces de PDMS
par le PAAc-pH sur les cellules, des tests de morphologie et de prolifération cellulaire ont été
mis en place. Apres 24 heures, 3 jours et 7 jours, la morphologie et le comportement des cellules
ont été observés au microscope optique apres coloration selon le protocole décrit dans le
Chapitre 2. Sur la Figure 89 sont présentées les images des surfaces de PDMS fonctionnalisées,
capturées apres chaque temps a deux grossissements différents (10x et 40x).
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Figure 89 : Images au microscope optique de surfaces de PDMS greffées par le PAAc-pH et incubées avec des
fibroblastes aprés : a) 24 heures a grossissement 10x et b) grossissement 40x, ¢) 3 jours a grossissement 10x et d)
grossissement 40x, e) 7 jours a grossissement 10x et f) grossissement 40x

Apres 24 heures, seule une petite quantité de cellules adhére au PDMS greffé (Figure
89a). Sur la Figure 90, les mémes images ont été prises cette fois sur des surfaces non greffées
pour réaliser la comparaison. Apres 24 heures, plus de cellules ont adhéré a la surface en
comparaison au PDMS greffé (Figure 90a). De plus, certaines cellules s’étalent (Figure 90b),
ce qui est représentatif de leur forme active et compatible avec la surface [136]. Tandis que pour
la surface greffée, le peu de cellules ayant adhéré exhibent une forme arrondie (Figure 89b). A
partir du troisiéme jour, la surface de PDMS greffée (Figure 89¢) a la méme tendance qu’une
surface non-greffée apres 24 heures (Figure 90a). Les cellules occupent un peu plus la surface
et commencent a prendre une forme étalée, mais d’autres ont toujours une forme arrondie
(Figure 89d). Sur les surfaces non greffées, la prolifération des cellules est plus importante
(Figure 90c et d). Les cellules couvrent beaucoup plus la surface et arborent toutes une forme
allongée et beaucoup plus étirée qu’apres 24 heures. Enfin, les images aprés 7 jours
d’incubation montrent que pour le PDMS non greffé, les cellules ont entierement recouvert la
surface, formant un réseau (Figure 90e et f). Pour le PDMS greft¢ par le PAAc-pH, la surface
n’est pas totalement couverte. Les cellules éparpillées semblent couvrir la surface de la méme
maniere qu’une surface non greffée apres 3 jours, et en plus, des aggloméras de cellules sont
constatés sur certaines zones (Figure 89¢ et f). Les fibroblastes vont méme jusqu’a se
superposer, formant un amas.
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Figure 90 : Images au microscope optique de surfaces de PDMS non greffées et incubées avec des fibroblastes
apres : a) 24 heures a grossissement 10x et b) grossissement 40x, ¢) 3 jours a grossissement 10x et d)
grossissement 40x, e) 7 jours a grossissement 10x et f) grossissement 40x

Ainsi, le greffage du PAAc-pH sur les surfaces de PDMS a un effet significatif sur
I’adhésion et la prolifération des fibroblastes. La colonisation de la surface par les cellules est
considérablement ralentie. Les forces électrostatiques, stériques et les forces de Van der Waals
constituent les interactions initiales entre les récepteurs des cellules et la surface [42]. Le
contrdle de leur adhésion peut donc étre perturbé si ces propriétés de surface sont modifiées.

L’allure de la surface apres 3 jours d’incubation est similaire a 1’évolution en surface du
PDMS aprées 24 heures d’incubation. Aussi, apres 7 jours d’incubation, des amas de cellules se
forment sur certaines zones réparties aléatoirement sur la surface fonctionnalisée. Il est probable
que les cellules ayant réussi a adhérer sur certaines régions de la surface continuent de proliférer
de maniére verticale. Ces régions pourraient correspondre a des zones plus « vides » en
composés PAAc-pH greffés. Dans le chapitre précédent, les scans de topographie de surface
réalisés au profilometre optique ont révélé que le greffage du PAAc-pH sur les surfaces de
PDMS apparaissait homogene (Figure 79). Cependant, les mesures ont été effectuées en
conditions seches. Les chaines de polymere semblaient former des amas, laissant supposer que
la surface pouvait étre greffée de longues chaines recroquevillées sur elles-mémes. Les images
au MEB du PDMS greff¢ sans ajustement du pH mettaient clairement en évidence la présence
d’amas massifs de polymeres regroupés (Figure 78). Toutefois, mémes si certaines régions sont
occupées par les cellules, la tendance générale montre que les surfaces greffées perturbent le
mécanisme habituel d’adhésion et de prolifération des fibroblastes.
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Afin de confirmer les observations et vérifier que le développement vertical des cellules
apres 7 jours d’incubation ne compense pas leur diffusion sur la surface, un test MTT dans le
temps a été réalis€. Comme pour les observations au microscope, les tests MTT sont réalisés
apres 24 heures, 3 jours et 7 jours d’incubation. Cette fois, les essais ont été réalisés de maniere
a considérer la surface uniquement, sans les cellules ayant adhéré au puits TCP. Le taux est
calculé en considérant un puits vide comme référence, ou les cellules ont été déposées et
incubées en méme temps que les surfaces. La viabilité des cellules est ainsi exprimée selon
I’équation (5). Les résultats obtenus sont présentés sur la Figure 91. Pour les surfaces de PDMS
non greffées, le pourcentage de viabilité cellulaire évolue faiblement mais toujours de manicre
croissante par rapport au puits contrdle. Pour le PDMS greff¢, le pourcentage est faible apres
24 heures en comparaison aux surfaces nues, atteignant 43,9 %. Le résultat refléte la faible
quantité de cellules adhérées, comme observé sur la Figure 89a et b. Aprés 3 jours, le taux est
encore plus bas, dii a la faible prolifération en surface provoquée par le faible nombre de cellules
adhérées initialement en comparaison a la surface controle. Sur ces dernieres, les cellules
proliférent toujours plus. Un parall¢le peut étre fait avec la Figure 89d ou I’évolution parait
similaire avec une surface non greffée aprés 24 heures (Figure 90b). Enfin, le pourcentage
réaugmente apreés 7 jours d’incubation. Cet effet peut étre expliqué par la prolifération
réenclenchée par les cellules qui ont adhéré et qui croissent de manicre verticale (Figure 89f).

120 4

I Non greffé

W Grefté PAAc-pH

Viabilité cellulaire (%)

J1 J3 J7
Temps (jours)

Figure 91 : Etude de la prolifération des fibroblastes en surface de PDMS non greffé et greffé par le PAAc-pH
aprés 24 heures, 3 jours et 7 jours d'incubation

Malgré la croissance persistante des cellules sur certaines régions de I’échantillon, la
tendance montre une différence significative de leur nombre ayant adhéré. Les taux obtenus
soulignent le ralentissement conséquent de la prolifération des fibroblastes dans le temps. Ce
phénomene peut étre induit par la quantité importante de groupements COO™ en surface
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induisant une densité de charge importante. La surface de PDMS ainsi chargée peut générer
plus d’interactions répulsives [81]. Dans la littérature, la présence de groupements acide
carboxylique sur des surfaces a déja montré le ralentissement de la prolifération de certaines
cellules. L’étude réalisée par Blanchemain ef al. a montré le ralentissement de la prolifération
de cellules endothéliales microvasculaires et de cellules musculaires de 1’artére pulmonaire
humaine sur des surfaces de poly(éthyléne téréphtalate) fonctionnalisées par le PAAc [107].
Une sélectivité vis-a-vis de ces cellules a méme ét¢ mise en évidence. Ce résultat est intéressant
car il montre qu’une fonctionnalisation particuliere peut permettre la prolifération sélective de
certaines cellules par rapport a d’autres, favorisant certains mécanismes biologiques. Dans
I’é¢tude de Blanchemain et al., ce phénomene permet d’établir une premicre couche de cellules
endothéliales sans que les cellules musculaires n’interférent [107]. Notre étude devrait alors
étre étendue a d’autres catégories de cellules. On peut en effet imaginer utiliser le silicone
fonctionnalisé comme dispositif barriére permettant la croissance préférentielle d’une catégorie
de cellules a défaut d’une autre.

En raison de la faible quantité de fibroblastes adhérés dans les premiers instants, la
tendance au ralentissement de la prolifération des fibroblastes en surface du PDMS greffé par
le PAAc-pH est vérifiée. Un dépdt contr6lé du polymere en surface pourrait donner davantage
d’indices sur 1’action optimale du polymére a I’égard des fibroblastes. Lee ef al. ont travaillé
sur ce point en créant différentes microstructures de PAAc en surface du PDMS : une couche
pleine, une couche trouée et des rayures de polymeres (Figure 92a). Ces microstructures de
surface ont été élaborées grace a une technique de photolithographie. Les résultats montrent
que c’est le dépdt en rayures qui entraine la meilleure action dans le temps contre la formation
d’une capsule fibreuse autour de I’implant (Figure 92b). Cet effet est également mis en évidence
par la réduction de la densité de collageéne en surface (Figure 92c) [31]. Ainsi, intégrer des
microstructures particuliéres peut davantage contribuer a comprendre les interactions de
surface. Néanmoins, les autres configurations mettent également en évidence I’efficacité de la
présence des groupements COO™ a 1’égard de 1’antiadhésion des fibroblastes. Apres 5 jours,
I’effet antiadhésif est équivalent peu importe la microstructure.
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Figure 92 : (a) Schéma descriptif de la préparation de surfaces de PDMS greffées de différentes structures de
PA Ac par photolitographie; (b) Epaisseur de la capsule fibreuse formée autour des implants de PDMS et (¢)
densité de collagéne présente dans la capsule [31]

Ces résultats et observations, ainsi que les résultats issus de la littérature ont encouragé
a orienter 1’étude sur le mécanisme intervenant dans 1’adhésion des cellules, notamment a
I’adhésion des protéines. Arima et al. ont mis en évidence dans leur étude que les propriétés de
surface contribuent principalement aux interactions avec les protéines et peu avec les cellules.
C’est la conformation adoptée par les protéines en surface qui influence 1’adhésion des cellules.
Aussi, les forces d’adhésion de surface entrent en jeu. Lorsqu’une cellule adhére a la matrice
extracellulaire grace a ses intégrines, elles exercent des forces de traction. Si la force de traction
de la cellule est supérieure a la force d’adhésion de la protéine, celle-ci ne pourra pas s’y ancrer
et sera libérée de la surface [42].

Ainsi, que ce soit pour de ’antiadhésion ou pour améliorer 1’intégration d’un implant,
des ¢études additionnelles sont nécessaires pour approcher les mécanismes précis d’action des
groupements de surface a 1’égard des composés biologiques. In fine, les résultats permettent
d’exploiter le plein potentiel de ces stratégies de fonctionnalisation.
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2. Adsorption de protéines et role dans les mécanismes de

surfaces

L’adsorption des protéines est le processus se produisant instantanément deés
I’implantation d’un biomatériau [20]. Cette étape fait partie d’un mécanisme global plus
complexe de la FBR mais en constitue son point de départ. Les protéines, une fois adsorbées,
vont servir de guide a ’adhésion d’autres composés biologiques et aux réactions qui se
produiront a I’interface. L’adhésion des bactéries en fait partie. Maitriser ou approcher la
compréhension du mécanisme peut donc aider a moduler ces réponses.

2.1. Choix des prot€ines et adsorption

Trois protéines ont été choisies pour réaliser cette étude :

* L’albumine de sérum bovin (BSA) : I’albumine est présente en majorité¢ dans la matrice
extracellulaire et est la protéine majoritaire du plasma sanguin (35-50 mg.mL) [42].
Elle en devient une protéine de référence dans la littérature pour étudier les nombreux
phénomenes réactionnels [34,124]. Elle possede un poids moléculaire d’environ 66 kDa
et est composée de 583 acides aminés. Sa structure est composée de trois domaines
principaux homologues, d’assemblages semblables a la forme d’un cceur (Figure 93a)
[137]. L’albumine intervient également dans le blocage de régions d’adsorption non
spécifiques de protéines [34] et peut ainsi étre adsorbée sur les surfaces en plus grande
quantité que d’autres protéines.

» La fibronectine (Fn) est une glycoprotéine de haut poids moléculaire, environ 440 kDa,
constituée de deux sous-unités identiques (Figure 93b) [138—140]. Elle est étudiée pour
son ubiquité au sein de la matrice extracellulaire et pour son réle dans la reconnaissance
spécifique des membranes réceptrices des cellules permettant leur adhésion aux
matériaux. Ces protéines sont biosynthétisées par certaines cellules dont les fibroblastes
[96,139].

* Le fibrinogene (Fg) est une protéine dimérique de 340 kDa. Sur la Figure 93c la protéine
est représentée par deux ensembles de trois différentes chaines polypeptidiques reliées
par des liaisons disulfures (Aa, B et y). Elle est présente en majorit¢ dans le plasma
sanguin et est impliquée dans les mécanismes de coagulation et de I’inflammation [35].
Lorsque le sang entre en contact avec les matériaux, les protéines y sont adsorbées en
premier. Le fibrinogene en fait partie et est considéré comme 1’une des plus importantes
en raison de sa capacité a se lier aux récepteurs des plaquettes [10].

Par ailleurs, il a été prouvé que ces deux derniéres protéines sont impliquées dans
I’adhésion de bactéries a la surface des matériaux. En effet, lors d’essais réalisés sur des surfaces
de titane en présence de Fg et de Fn, Vasconcelos et al. ont montré que la bactérie S. epidermidis
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adhérait préférentiellement sur les titanes recouverts de Fg [92]. Tang et al. ont également
montré que le S. epidermidis adhérait préférentiellement sur des surfaces de silicone ou le Fg
¢tait immobilisé¢ [124]. De la méme maniére, Chouirfa et al. mettent en évidence que les
bactéries S. aureus adherent préférentiellement sur des surfaces de titane ou la Fn est

préalablement adsorbée [94].
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Figure 93 : Représentation schématique des protéines utilisées : a) la BSA [137], b) la Fn [140], et ¢) le Fg [35]

Les premieres caractérisations de I’adhésion de ces trois protéines remarquables sur les
surfaces de PDMS fonctionnalisées permettent d’approcher la compréhension de leur
comportement en surface. Des hypothéses sur les possibles interactions physico-chimiques
ayant lieu pourront étre émises. Aussi, ces expeériences souligneront les potentielles différences
de comportement entre chacune des protéines en raison de leurs structures initiales différentes
et leurs différents poids moléculaires.
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2.2. Interactions entre la surface de PDMS fonctionnalisée et les
protéines

Dans cette partie, les méthodes de caractérisation de surface utilisées précédemment
vont permettre d’obtenir des indices quant a la compréhension du mécanisme d’adhésion des
protéines. L’objectif ici est de comprendre comment la fonctionnalisation du PDMS par le
PAAc-pH induit des changements physico-chimiques de surface impactant la conformation et
’orientation des protéines. La composition chimique, les charges de surface, la rugosité, le pH
en surface ou encore la mouillabilité sont autant de paramétres pouvant influencer leur adhésion
[38,96,141-143].

2.2.1. Caractérisations simples : aWCA et spectroscopie FTIR

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier représente un moyen de
caractérisation efficace pour mettre en évidence la présence des protéines en surface apres
adsorption. La Figure 94 présente les spectres FTIR du PDMS non greffé et greffé par le PAAc-
pH adsorbés de chacune des protéines. Les concentrations de BSA et de fibronectine en solution
ont été déterminées en se basant sur les travaux du Dr. Felgueiras réalisés au laboratoire CB3S
[33]. L’adsorption de fibrinogéne a été réalisée a une concentration en solution établie en se
basant sur les travaux de Sivaraman et al., de maniére a couvrir suffisamment la surface de

protéines sans générer de multicouches [39].

En plus des bandes caractéristiques du PDMS et du greffage du PAAc-pH observées
précédemment (Chapitre 3), de nouvelles bandes traduisant la présence des protéines
apparaissent. On remarque une bande large entre 3020 cm™' et 3725 cm™! attribuée a la bande
dite amide A, une bande autour de 1650 cm™! correspondant a la vibration amide I et une bande
autour de 1150 cm™! correspondant a la vibration de la bande amide II [127]. Ces bandes sont
caractéristiques du squelette protéique et sont liées aux vibrations d’élongation des liaisons
peptidiques N-H, C=0 et C-N respectivement [126,127,143], ainsi qu’a la flexion de la liaison
N-H pour la bande amide 11 [127,143]. Pour les trois protéines adsorbées, 1’intensité des bandes
caractéristiques est plus importante sur les spectres du PDMS greffé que sur ceux du PDMS
non greffé. Par ailleurs, la bande amide I est plus intense que la bande amide II pour le PDMS
non grefté. Sur le PDMS fonctionnalisé, le comportement contraire est observé. C’est le
changement d’environnement moléculaire autour des liaisons amide I et amide II qui peut
contribuer a influencer voire renforcer leur intensité. Cela inclue par exemple les liaisons
hydrogéne et autres interactions faibles, ou encore la présence de certains groupements
fonctionnels capables d’interagir avec ces liaisons [34,79,96]. Mais d’apres Roach et al., la
bande amide II est moins sensible aux changements de conformation que la bande amide I
[143].
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Figure 94 : Spectres FTIR du PDMS non greffé et greffé par le PAAc-pH adsorbé par : a) la BSA, b) la Fn, ¢) le
Fg
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2. Adsorption de protéines et role dans les mécanismes de surfaces

Dans le cas de la fonctionnalisation du PDMS par le PAAc-pH, les phénomeénes pouvant

contribuer a perturber les interactions de surface avec les protéines sont les suivants :

* Selon les valeurs de pKa des groupements COOH, ceux-ci sont présents sous la forme
COO' dans le milieu biologique (pH = 7,4). Ainsi, des interactions ioniques ou encore
la formation de liaisons moléculaires avec les molécules constitutives de
I’environnement biologique sont attendues [82].

* La présence des groupements COO" et leur densité modifient la charge de surface
initiale. Les interactions €lectrostatiques entre la surface chargée et les protéines peuvent
influencer leur adhésion et leur orientation.

» Les groupements carboxylates peuvent servir de sites de liaisons spécifiques pour les
protéines. Certains acides-aminés peuvent former des liaisons ioniques ou des liaisons
hydrogene avec les groupements COO, influengant donc 1’adhésion de la protéine, son
orientation ainsi que sa conformation.

* La longueur et la distribution des chaines de polymere formées est générateur de
nouvelles interactions faibles et ioniques avec 1’environnement biologique mais
¢galement entre les chaines [74,85]. En conséquence, ces phénomeénes peuvent
perturber 1’adhésion des protéines.

» La présence des groupements acide carboxylique peut générer une modification locale
du pH, générant de nouvelles interactions [85,86,104].

* La fonctionnalisation augmente la mouillabilité de surface. Cela influence 1’adsorption
des protéines car de nouvelles affinités sont créées avec certains fragments de leur

structure, généralement les fragments hydrophiles.

Concernant ce dernier point, les angles de contact apparents ont donc été mesurés avant
et apres adsorption des protéines sur les surfaces de PDMS non greftées (Figure 95a) et greftées
par le PAAc-pH (Figure 95b). Le changement de mouillabilité met de nouveau en évidence la
présence des protéines sur les surfaces. Sur les surfaces non-greffées, I’adsorption de BSA fait
faiblement augmenter la mouillabilité, tandis que pour 1’adsorption de Fn et Fg, il n’y pas de
changement significatif observé (Figure 95a). Pour le PDMS fonctionnalisé par le PAAc-pH,
I’adsorption de BSA induit une mouillabilit¢é de surface plus importante qu’elle ne 1’est
initialement aprés fonctionnalisation. Lorsque les surfaces sont adsorbées par la Fn et le Fg, la
mouillabilité diminue méme si la surface reste plutdt hydrophile (Figure 95b).

A noter que ces résultats restent indicatifs, ils correspondent a des concentrations fixées
de protéines en solution, qui ont ét¢ déposées pendant un temps précis (5.4.2). Néanmoins, les
conditions expérimentales ont été choisies de manicre a refléter au plus pres les phénoménes
réels. Ainsi, les résultats dénotent 1’adsorption particuliére de chaque protéine sur les surfaces
fonctionnalisées. Chaque protéine peut avoir tendance a interagir préférentiellement par une

fraction de leur structure avec les groupements fonctionnels. En conséquence, elles arborent
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probablement une orientation préférentielle une fois adhérées au PDMS. Les différents
changements de mouillabilité observés d’une protéine a 1’autre dépeignent une affinité ou une
dépendance unique d’une protéine pour la surface. L’analyse des spectres FTIR peut appuyer
ces résultats. Méme si les bandes amide I et amide II sont présentes pour I’adsorption de
chacune des protéines, leur forme, leur intensité et leur position précise sont indicatrices de
potentiels changements d’orientation et de conformation (Figure 94). Ces parameétres étant
légérement différents d’une protéine a I’autre, ils suggerent une affinité particuliére de chacune
d’entre elles pour la surface fonctionnelle.

a) b)
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Figure 95 : Angles de contact apparents mesurés sur le PDMS a) non greffé et b) greffé par le PAAc-pH, avant et
aprés adsorption des protéines

Finalement, ces résultats montrent I’affinité des protéines pour les surfaces de PDMS
dans chacune des conditions étudiées. Cependant, la fonctionnalisation induit des changements
concernant leur configuration. Ceux-ci ont pour conséquence la modification des propriétés de
surface du PDMS. Par la mesure d’angle de contact, on observe que la mouillabilité de surface
est changée. Les analyses FTIR montrent également que des interactions spécifiques sont
engagées entre les protéines et les groupements de surface. Désormais, des caractérisations
supplémentaires sont nécessaires afin d’accéder a plus d’informations concernant 1’orientation

des protéines, elles font 1’objet de la partie 2.5.
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2. Adsorption de protéines et role dans les mécanismes de surfaces

2.3. Morphologie et prolifération des cellules en présence de
protéines

En parallele de ces travaux, 1’étude de la prolifération et de la morphologie cellulaire
par coloration a ét¢ menée de manicre identique a celle effectuée dans la partie 1.2, a I’exception
de I’adsorption préalable de fibronectine sur les surfaces. Ces expériences sont motivées par le
role clé de la fibronectine dans 1’adhésion des cellules. En effet, les domaines RGD de la
fibronectine (domaines 9 et 10 Figure 96) se lient aux intégrines asP1 et asPs des cellules afin
de permettre leur attachement a la matrice extracellulaire [43,138,144]. Forcer au préalable le
dépot de fibronectine en surface augmente le nombre de récepteurs pour les cellules. Une fois
adhérées, les intégrines transmettent des signaux vers I’intérieur de la cellule [43]. Ces signaux
permettent la prolifération et la différenciation cellulaire [144]. On souhaite alors chercher de
quelle maniére la fonctionnalisation influence I’adhésion de la Fn en observant I’adhésion des
cellules a leur contact.

Dans un souci de lisibilité, les échantillons de PDMS ou la Fn a été adsorbée seront
notés PDMS-Fn. Si ces derniers sont greffés, ils seront notés PDMS-g-Fn.

Heparin BD

Fibrin BD Collagen BD Syndecan BD Fibrin BD
N—1-2-3-4~5-6~ 1-2-7-8-9-1 1 \-21-3 5 s 7-1 -8 9\110\ 117 A 12L13~14~ —15~1o-11 12— C
\/\J\/\ /\/r\\ \/\)1\ o/ \&/ \Lﬂ\/\/k 4\ 4 S S
Cell BD

Figure 96 : Schéma représentant la structure d’une sous-unité de la fibronectine. L’acronyme BD (« Binding
Domains ») indique les sites de liaisons spécifiques. [138]

La prolifération des fibroblastes sur le PDMS-Fn est améliorée voire accélérée (Figure
97) en comparaison aux précédents résultats (Figure 90). L’allure de la surface aprés 24 heures
d’incubation (Figure 97a et b) est semblable a celle apres 3 jours d’incubation sur les surfaces
ou il n’y a pas eu de pré-adsorption de Fn. Apres 7 jours d’incubation (Figure 97¢ et 1), la
surface est couverte de cellules tres étalées et orientées les unes par rapport aux autres pour
former un réseau. Des images de I’ensemble de la surface de PDMS visible a 1’ceil nu aprées 3
et 7 jours d’incubation sont présentées Figure 98. On y voit 'importante évolution de la
prolifération des cellules, soulignant le role éminent de la fibronectine dans leur adhésion. A
noter que 1’absence de cellules en bordure d’échantillon correspond a I’emplacement de 1’insert

maintenant I’échantillon pendant 1I’expérience.
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Grossissement 10x

d) f)
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Figure 97 : Images au microscope optique de PDMS-Fn incubé avec des fibroblastes apres : a) 24 heures a
grossissement 10x et b) grossissement 40x, c) 3 jours a grossissement 10x et d) grossissement 40x, €) 7 jours a
grossissement 10x et f) grossissement 40x

Grossissement 40x

§ 7 i ‘v t
Figure 98 : Photographies de PDMS-Fn aprés a) 3 jours et b) 7 jours d'incubation avec des fibroblastes

Sur le PDMS-g-Fn, a partir du premier jour d’incubation, quelques cellules adhérent en
surface et arborent déja une forme étalée (Figure 99a et b) en comparaison aux précédentes
analyses sans adsorption de Fn (Figure 89). Néanmoins, en comparaison aux surfaces non
greffées, le nombre de cellules adhérées est moins important. Apres trois jours d’incubation
(Figure 99c et d), les amas de cellules précédemment observés apres 7 jours d’incubation
(Figure 89e¢ et f) sont déja présents. La pré-adsorption de la Fn a donc favorisé le processus
d’adhésion des cellules. Cependant, les surfaces greffées montrent la méme tendance que lors
des précédentes expériences : les cellules adhérent peu en surface hormis sur quelques zones
ou elles s’accumulent et se superposent dans le temps. Apres 7 jours d’incubation (Figure 99¢
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et f), quelques amas cellulaires restent dispersés sur la surface et quelques cellules seules
adherent a d’autres endroits. Les photographies Figure 100a et b montrent 1’ensemble de
1I’échantillon de PDMS apreés 3 et 7 jours d’incubation. Les amas de cellules y sont visibles mais
I’on constate a 1’ceil nu que peu de cellules envahissent la surface en comparaison au PDMS
non greffé (Figure 98). Les cellules sont par ailleurs principalement localisées sur les bords de
I’échantillon (Figure 100c). Ce phénoméne est probablement li¢ aux conditions expérimentales
ou moins de composés se greffent en périphérie de I’échantillon.

f)
50 pm

Figure 99 : Images au microscope optique de PDMS-g-Fn incubé avec des fibroblastes aprés : a) 24 heures a
grossissement 10x et b) grossissement 40x, ¢) 3 jours a grossissement 10x et d) grossissement 40x, €) 7 jours a
grossissement 10x et f) grossissement 40x

a) b) c)
I3 J7 -
J7
Figure 100 : Photographies de PDMS-g-Fn aprés, a) 3 jours et b) 7 jours d'incubation avec des fibroblastes, et ¢)

Image au microscope optique en bordure de PDMS-g-Fn a grossissement 4x apres 7 jours d’incubation de
fibroblastes

Grossissement 10x

Grossissement 40x
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La fibronectine reconnait les récepteurs membranaires des fibroblastes responsables de
leur attachement sur le matériau. Le Dr. Felgueiras explique dans ses travaux de thése, que la
séquence RGD de la protéine se lie aux intégrines des cellules pour former ensemble un réseau
fibrillaire constituant la structure primitive de la matrice extracellulaire. Au méme moment,
d’autres régions de la Fn agissent pour garantir I’intégrité de la molécule lors de son étirement,
et des séquences de la protéine situées a proximité du domaine RGD agissent de maniére
synergique avec celui-ci afin de maintenir sa stabilité. Toutes ces interactions vont déclencher
différentes voies de signalisation influengant la réponse cellulaire [33,43]. Alors, en fonction
de la conformation et de I’orientation adoptées par la protéine, de nombreuses possibilités
d’action vis-a-vis des cellules mais également d’autres composés biologiques sont possibles.
Ici, I’analyse FTIR (Figure 94b) a montr¢ 1’affinité de la fibronectine pour les surfaces greffées,
néanmoins 1’adhésion des cellules y est compromise. Une hypothése expliquant ce phénomene
peut étre formulée : les groupements carboxylate COO™ exposés en surface peuvent interagir
avec les domaines RGD des protéines, les rendant indisponibles pour les cellules (Figure 101).
Cette hypothése pourrait par ailleurs justifier la différence d’intensité des bandes amide I et II,
indiquant des interactions spécifiques. Ces expériences appuient une nouvelle fois 1’idée de
changement d’orientation ou de conformation des protéines s’adsorbant sur les surfaces
greftées. Alors, comme conclu dans la partie précédente, d’autres moyens de caractérisation

sont désormais nécessaires pour accéder a plus d’informations concernant ces hypotheses.

/\0\{ rya
o Antiadhésion des cellules
00
N ié_gg;PROTEINE Adsorption spécifique des

\\//\5 oy protéines en surface

PDMS fonctionnalisé

PDMS

Figure 101 : Représentation schématique de 1'adsorption d'une protéine (Fn) sur un échantillon de PDMS
fonctionnalisé par le PAAc-pH et hypotheses sur les différentes interactions possibles

Zhang et al. rapportent dans leur revue de littérature, que les mécanismes d’adhésion ou
d’antiadhésion de protéines en surface sont trés complexes. En raison de leur diversité, leur
différents poids moléculaires, leurs composants et méme leur influence et dépendance a 1’égard
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du milieu biologique, la structure et la conformation de protéines peut varier dans différents
environnements [20]. A titre d’exemple, Rabe er al. ont schématisé les changements
d’orientation de la B-Lactoglobuline au contact d’une surface chargée (Figure 102). La protéine
est d’abord schématisée comme une entité comprenant une importante quantité de composés
chargés. L’illustration suivante montre qu’a une faible densité de charge surfacique, la protéine
peut interagir avec ses groupements chargés. En revanche, la derniére illustration montre qu’une
importante densité de charge surfacique favorise les interactions entre protéines menant a des
changements d’orientation [38]. Les caractérisations réalisées en surface permettent de postuler
que ce phénoméne peut plausiblement se dérouler sur les surfaces greffées par le PAAc-pH.
Ainsi, il est toujours intéressant d’approfondir les principes conduisant a la compréhension du
procédé d’adsorption des protéines. Chaque information obtenue peut contribuer au
développement de surfaces fonctionnelles de plus en plus adaptées a des applications
biomédicales précises.

Charges in 3-Lactoglobulin

@ rositive residue
@ negative residue

B positive domain

B negative domain

@ attractive forces
4w repulsive forces

Low surface density

o e

High surface density

re-orientation

Figure 102 : Représentation schématique du changement d'orientation d'une protéine chargée, induite par les
densités de charge de surface [38]

Jusqu’a présent les analyses chimiques et biologiques ont permis de mettre en évidence
les premiéres réponses biologiques en surface du PDMS fonctionnalisé avec le PAAc-pH. En
effet, la fonctionnalisation a ralenti la prolifération des cellules en surface. Seuls quelques amas
de cellules persistants apparaissent sur certaines régions. Une antiadhésion des cellules est
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manifeste, pourtant la caractérisation de la surface a également souligné 1’adhésion des
protéines en surface. Ce constat a alors questionné le type d’interaction ayant lieu entre les
protéines et les groupements fonctionnels. L’hypothése principale repose sur le changement de
conformation ou d’orientation des protéines, motivé par la densité de charges présentes. Les
caractérisations suivantes poursuivent les investigations dans ce sens.

A T’avenir, comprendre d’autant plus les mécanismes a 1’interface entre le biomatériau
et ’environnement biologique orientera le type de fonctionnalisation a adopter afin de cibler
les problématiques encourues pour chaque application.

2.4. Quantification des prot€ines en surface

Au cours de cette étude il a également été question de tenter de quantifier le nombre de
protéines adsorbées en surface du matériau fonctionnalisé. En effet, la spectroscopie FTIR a
permis de mettre en évidence la présence de protéines et I’on constate que 1’intensité des bandes
caractéristiques correspondantes est plus importante dans le cas des surfaces greffées. Deux
hypothéses principales peuvent étre attribuées a ce constat :

* Une quantité de protéines adsorbées en surface plus importante dans le cas de la
surface grefté,

et/ou
* Un changement d’orientation ou de conformation de la protéine.

La méthode de caractérisation par spectroscopie FTIR reste alors semi-quantitative.
Pour vérifier les hypothéses formulées, une quantification des protéines en surface doit étre
effectuce.

Au cours de ces travaux, il a été question de tenter d’y accéder en utilisant la méthode
de Bradford. Cette technique emploie la spectroscopie UV-visible afin d’accéder a la
concentration de protéines en solution. Le protocole a été adapté ici, de maniere a déterminer
la proportion de protéines adsorbées sur le PDMS. La méthode est décrite dans le Chapitre 2
partie 5.5.2.

I1 est important de noter que le protocole mis en place est en cours d’amélioration. Les
résultats obtenus permettent d’établir une comparaison entre les surfaces et permettent de
formuler de premicres interprétations, mais nécessitent d’étre considérés avec précaution. En

effet, plusieurs parametres décrits ci-apres sont gages d’incertitudes :

* Les concentrations initiales en protéines en solution choisies pour ces expériences

correspondent aux concentrations utilisées deés le départ pour réaliser les
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adsorptions. Néanmoins, elles peuvent ne pas étre adaptées (trop élevées ou trop peu
concentrées) aux expériences impliquant des mesures d’absorption au
spectrophotomeétre UV-visible.

Par sa taille et en raison des génes stériques, la molécule de bleu de Coomassie G-
250 peut ne pas atteindre et donc ne pas complexer avec toutes les protéines en
surface.

L’orientation de la protéine sur les surfaces est un point caractéristique ici des
interactions avec les surfaces greffées. Alors, certains domaines des protéines
nécessaires pour interagir avec la molécule de bleu de Coomassie G-250 peuvent ne
pas étre accessibles.

La molécule de bleu de Coomassie G-250 est susceptible d’interagir avec les
groupements greffés présents sur le PDMS.

Les échantillons ne remplissant pas I’intégralité¢ du puits de culture, les calculs sont
ramenés a la surface du PDMS. Néanmoins, il faut pour cela considérer que les
protéines s’adsorbent de manie¢re homogene sur 1’échantillon et la plaque de culture.
Le volume de solution de Bradford ajouté a la solution de protéine a été au préalable
déterminé visuellement par des tests successifs.

Les transferts de solution dans les plaques et les dilutions successives sont des
parametres d’incertitude supplémentaires.

Les résultats sont présentés dans un premier temps en fonction des absorbances

mesurées (Figure 103). Ils permettent d’établir si des différences sont observées entre les

¢chantillons. Ensuite, sont présentées et critiquées les concentrations surfaciques résultant des

mesures d’absorption obtenues grace a 1’équation (7) (Tableau 17).
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Figure 103 : Absorbances mesurées apres dosage par la méthode de Bradford de solutions de a) BSA, b) Fn et ¢)
Fg, déposées sur du PDMS non greffé et greffé

Le Figure 103 montre que pour chaque protéine adsorbée, les absorbances mesurées
sont proches entre une surface greffée et non greffée. Ce résultat suggere que le greffage ne
modifie pas la quantité de protéines adsorbées en surface. Alors, I’hypothése a conserver serait
que le changement d’orientation et de conformation de la protéine seraient responsables des
modifications a I’interface entre le matériau et le milieu biologique. Les résultats obtenus par
Baujard-Lamotte et al. peuvent appuyer ces résultats [145]. Les auteurs ont étudié la cinétique
d’adsorption de Fn sur des surfaces hydrophiles et hydrophobes. Ils montré que la densité de
surface de Fn entre une surface hydrophobe et hydrophile était la méme, et que le changement
de mouillabilité¢ avait plutdt un impact sur la conformation des protéines. Néanmoins, ils
précisent que ce phénoméne est ¢galement dépendant de la concentration volumique en

protéines.

Les concentrations surfaciques résultantes résumées dans le Tableau 17 montrent a
nouveau qu’entre le PDMS non greffé et greffé, des valeurs similaires sont obtenues.
Cependant, si I’on se penche plus précisément sur les valeurs en elles-mémes, des failles sont
constatées. En effet, dans le cas de la BSA, le calcul du pourcentage de protéines adsorbées
montre que 97,1 % soit la quasi-totalité des protéines déposées, s’adsorbent en surface. En
raison de la concentration initiale importante de protéines en solution déposée, il peut étre
cohérent qu’une forte proportion s’y adsorbe. Dardouri et al. ont également utilisé la solution
de Bradford afin de quantifier la BSA en surface d’échantillons de PDMS fonctionnalisés par
des rhamnolipides. Les auteurs observent lors de leur expérience une réduction de 38,7 % de
I’adsorption de BSA aprés fonctionnalisation. IIs attribuent cette réduction a I’augmentation de

I’hydrophilie de surface apres fonctionnalisation par les thamnolipides. La BSA aurait tendance
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a établir préférentiellement des interactions hydrophobes [55]. Cependant, le caractére
hydrophile ou hydrophobe d’une surface n’est pas le seul paramétre d’interaction a prendre en
compte. La haute densité de charges négatives présentes en surface dans le cas du greffage du
PAAc-pH, source d’interactions ioniques est non négligeable. Sivaraman et al. mettent
¢galement en évidence que I’augmentation de 1’hydrophobie de surface avait tendance a
augmenter la quantité de Fg et de BSA en surface. Cependant le taux d’adhésion était également
augmenté par la concentration en protéines [79]. Les résultats et conclusions variés obtenus
dans la littérature reflétent le complexe mécanisme d’adsorption des protéines.

Pour la Fn, seul 0,97 % soit une quantité quasi-nulle de protéines s’adsorbent sur le
PDMS et une valeur négative est obtenue en moyenne pour les surfaces greffées. Cette valeur
refléte les incertitudes obtenues quant a la faible concentration déposée en surface. Cependant,
il peut étre entendu qu’une plus faible proportion s’adsorbe. En effet, Sivaraman et al. et
Baujard-Lamotte et al. ont montré que lorsqu’une faible concentration de protéines est déposée,
celles-ci ont le temps de s’adsorber et s’étaler sur la surface, laissant moins d’espace aux autres
protéines pour s’installer [79,145]. De plus, la taille importante de la Fn, avec un poids
moléculaire d’environ 440 kDa par exemple contre 66 kDa pour la BSA peut influencer son
adhésion et les répulsions intermoléculaires [138]. A titre d’exemple, Sivaraman et al. ont
travaillé sur I’adsorption de Fg sur des surfaces de SAMs d’alcanethiol sur de 1’or et expliquent
qu’une adsorption du Fg par son extrémité permet une couverture de surface de 2,26 ug.cm,
tandis qu’une adsorption latérale offre une couverture de surface bien moins importante,
équivalente a 0,24 pg.cm [79]. Par ailleurs, Cheng et al. précisent que 1’action de surface de
la Fn, notamment a ’égard des fibroblastes, est davantage impactée par sa conformation que
par son nombre [146]. Néanmoins, les mesures d’absorbance effectuées aprés application du

protocole de Bradford restent ici imprécises pour une faible concentration initiale en solution.

Dans le cas de I’adsorption de Fg, ou une concentration initiale plus importante que pour
le Fn a été déposé, 43,0 % et 40,3 % de protéines ont colonisé les surfaces non greffées et
greffées respectivement. Les valeurs obtenues sont intermédiaires aux résultats obtenus pour la
BSA et le Fn.

BSA (Ci=4000 pg.mL?')  Fn (Ci=20 pg.mL")  Fg (Ci= 100 pg.mL")

Csprot (Mg.cm'z) Y0adsorbe CSprot (ug.Cm'z) Y0adsorbe Csprot (Hg-cm_z) Yoadsorbé

N
on’ 49449+ 5,3 97,1 0,248 + 1,399 0,97 54,80 = 3,71 43,0
greffé
Greffé
49438 +7,1 97,1 -2,680+ 1,677  -10,5 51,33 £6,27 40,3
PAAc

Tableau 17 : Concentrations surfaciques en protéines adsorbées sur le PDMS non greffé et greffé, obtenues apres
dosage par la solution de Bradford
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Finalement, ces premiers résultats restent indicateurs de la concentration surfacique en
protéines adsorbées. Afin de préciser le protocole établi, une étude cinétique pour chaque
protéine doit étre réalisée afin d’évaluer la fiabilité des mesures. Néanmoins, ces résultats
mettent en évidence qu’entre une surface greffée et non greffée, la quantité de protéines
adsorbée serait similaire. Ceci confirme, par corrélation avec les analyses FTIR, qu’un
changement d’orientation et de conformation des protéines entre une surface greffée et non

greftée est a privilégier. La suite de I’étude s’intéresse a la mise en évidence de ce phénomene.

2.5. Vers une analyse du comportement des protéines en surface

Roach et al. expliquent que le rapport d’intensité des bandes amide I/II représente un
premier outil utile pour évaluer qualitativement les changements d’orientation. En effet, les
transitions vibrationnelles sont observées sous un angle rasant et permettent alors uniquement
a celles dont le moment dipolaire est normal a la surface d’absorber. Sachant que les moments
dipolaires de I’amide I et de I’amide II sont approximativement perpendiculaires, leur rapport
d’intensité change si la protéine adsorbée arbore une conformation différente [143]. Ce constat
est observable sur les spectres Figure 94, et les valeurs précises des maxima des bandes
spectrales ainsi que les ratios d’intensités sont présentés dans le Tableau 18 pour plus de
précision. Par conséquent, les différences observées entre les conditions greffée et non greftée
permettent de valider la réalisation d’études complémentaires sur le changement d’orientation

ou de conformation des protéines adsorbées. Elles font 1I’objet de cette partie.

Maxima amide I Maxima amide I Rapport d’intensité

(cm™) (cm™) amide I/IT
BS Non greffé 1646,5 1546,5 2,98
Greffé PAAc-pH 1649,5 1561 0,36
Non greffé 1644 1547,85 2,54
Greffé PAAc-pH 1649,25 1558.,5 0,47
Non grefté 1647 Non visible -
Greffé PAAc-pH 1648 1562 0,47

Tableau 18 : Positions des maxima des bandes spectrales attribuées a I’amide I et I'amide II sur les spectres FTIR
Figure 94 et rapports des intensités des bandes amide I/I1

Les protéines sont généralement caractérisées par leur proportion en structures
secondaires. Les conformations principales répertoriées sont les hélices a, les feuillets f (Figure
104), les spires B et les structures aléatoires. En spectroscopie FTIR, la bande amide I est formée
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de la superposition des vibrations engendrées par les composants de ces structures. Sur les
spectres FTIR de la Figure 94, pour chaque protéine greffée en surface, la position maximale et
la largeur de la bande amide I obtenue sont différentes. Ce point est indicateur de I’organisation
différente des protéines sur les surfaces et suggere qu’elles adoptent donc une orientation
préférentielle. Le décryptage de cette bande permet d’estimer les proportions en structures
secondaires pour chaque protéine sur les surfaces de PDMS.

o

Figure 104 : Représentation schématique des structures secondaires des protéines en hélice o, mélange d'hélice a
et feuillet B, et feuillet B [127]

2.5.1. Estimation des structures secondaires

Afin d’accéder a la distribution en structures secondaires de chaque protéine, la méthode
décrite dans la partie 5.5.1 du Chapitre 2 a été appliquée. Elle repose sur la déconvolution de la
bande amide I obtenue sur le spectre FTIR apres adsorption des protéines. Un code en langage
Python (Annexe 2) a été établi afin d’approximer la bande amide I par la somme des aires
attribuées aux structures secondaires (Figure 105). Grace aux données de la littérature
[126,127], la position des bandes caractéristiques de ces structures a été fixée, permettant
I’exécution des calculs. L’acces aux aires sous les courbes permet d’estimer les proportions en
structures secondaires de chaque protéine.
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Transmittance, %T

1550 1600 1650 1700 1750

Nombre d’onde (cm™)

Figure 105 : Exemple de la déconvolution de la bande amide I de protéine adsorbée sur une surface de PDMS
fonctionnalisée par le PAAc-pH

Il est important de préciser que ces résultats ne sont que des estimations, les valeurs
obtenues sont a prendre avec précaution. En effet, ’analyse a été réalisée de manicre a

approcher au mieux la bande FTIR initiale, mais comprend son lot d’incertitudes :

* Les concentrations en protéines en solution utilisées sont celles fixées au départ pour
toutes les expériences de caractérisations. Les protéines doivent donc Etre
considérées indépendamment les unes des autres.

* (e sont les structures secondaires majoritaires qui ont €té¢ estimées lors de ces
analyses, mais d’autres conformations peuvent également étre détectées, comme la
structure en hélices 310 [126] (Annexe 1).

* Laméthode de la dérivée seconde n’ayant pas été appliquée sur le spectre FTIR, les
données correspondantes aux positions des bandes spectrales des structures
secondaires ainsi que leurs limites ont été obtenues dans la littérature [126].

* Les paramétres d’amplitude de la bande et de largeur a mi-hauteur ainsi que leurs
limites ont été ajustées visuellement de maniére a approcher au mieux la bande
amide I.

Sous la bande amide I, apparait également la vibration correspondant a la liaison C=0
du PAAc-pH greffé déja observée a 1709 cm™! (Figure 73). Celle-ci doit donc étre prise en
compte dans les calculs afin de ne pas fausser 1’estimation des structures secondaires (courbe
jaune Figure 105). Sont superposés sur la Figure 106, les spectres FTIR du PDMS grefté et du
PDMS-g-Fn a titre d’exemple. La présence de la bande caractéristique de la liaison C=0 est
mise en évidence. Elle est considérablement diminuée lorsque la protéine est adsorbée, reflétant

les modifications en surface, mais un épaulement reste présent au méme nombre d’onde. De la
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méme manicre, la position de la bande amide II proche de la bande amide I est prise en compte

dans Iestimation. Ainsi, I’aire notée Af, obtenue sous la courbe orange superposant la courbe
du spectre FTIR (Figure 105) est égale dans le cas du PAAc-pH greffé a :

Af = Z Astructures secondaires T A(C:O) + Aamide 11 (8)

Ou:

o Agtructures secondaires> correspond aux aires sous les courbes attribuées aux structures
secondaires, en rouge, violet, marron, rose et gris sur la Figure 105,

* A=), correspond a I’aire sous la courbe attribuce a la vibration de la liaison C=0 de
I’AAc, en jaune sur la Figure 105,

*  Agmide 11 correspond a Iaire sous la courbe de la bande amide II, en vert sur la Figure

105.
120 . | . T - :
PDMS greffé PAAc-pH
----- PDMS greffé PAAc-pH + Fn
E11 1] S—— . U ———. F s .
X g0k 00000 e f -
o . . . =
e L [1]1] S— e
] L .., i
= 60 o5t U . Amide Il /
2 90l | Amidel '
= 40 | .
= 85} |
1
80| |
20 | s
1 L 1 1 L 1 L 1
1850 1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500
0 1 | 1 | 1 |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'onde, cm’’

Figure 106 : Spectre FTIR du PDMS greffé par le PAAc-pH (trait jaune) et du PDMS-g-Fn (trait bleu pointillé)

La Figure 107 représente les distributions des structures secondaires estimées pour
chacune des protéines. La proportion en structure aléatoire de la BSA est moins importante sur
une surface greffée en comparaison a une surface non greffée. Cependant la proportion de spires
B est plus importante sur les surfaces greffées (Figure 107a). Il n’y a pas d’autres différences
importantes constatées pour la proportion en feuillets B et en hélices a. Des différences plus
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marquées sont observées entre les deux surfaces pour 1’adsorption de Fn et de Fg. Lors de
I’adsorption de Fn, une proportion en feuillets B plus faible est générée sur les surfaces
fonctionnalisées, en faveur d’une proportion plus élevée en structures aléatoires, en hélices a et
en spires B ou une différence plus importante est observée en comparaison au PDMS non greffé
(Figure 107b). Concernant 1’adsorption de Fg, bien que les écarts-types soient importants, la
tendance méne également a une proportion moins importante de feuillets f. En contrepartie,
plus de structures aléatoires et de spires B sont observées, mais cette fois, la proportion d’hélices
a est moins importante que pour le PDMS non grefté (Figure 107c¢).

Ces résultats mettent en évidence que la proportion des structures secondaires des
protéines est différente entre une surface de PDMS greffée et non greffée. Ceci suggere
fortement que la fonctionnalisation de surface génere des interactions modifiant I’orientation
de la protéine lors de son adsorption. La présence des groupements COO™ peut provoquer le
déploiement ou le repliement de la protéine et favoriser ou non des interactions
intramoléculaires. Les groupements exposés a 1’environnement biologique sont donc changés
en comparaison au PDMS non greffé, perturbant ainsi les propriétés de surface initiales.
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Figure 107 : Estimation des structures secondaires (a) de la BSA, (b) de la Fn et (c) du Fg, adsorbés sur des
surfaces de PDMS non greffées et greffées par le PAAc-pH

De maniere générale, ce sont les feuillets B qui sont majoritairement présents au sein de
la protéine. Mais la tendance générale montre une diminution de leur présence en comparaison
a une surface non greffée lorsque la surface est fonctionnalisée. La proportion de spires 3 est
plus importante pour chacune des protéines lorsque la surface est greffée. Les structures
aléatoires et en hélice o varient d’une protéine a I’autre. On constate alors ¢galement une affinité
propre de la protéine pour les surfaces fonctionnalisées ou non. Ce résultat peut également étre
dépendant de la quantité adsorbée comme mentionné précédemment [39].

Sivaraman et al. ont étudié I’adsorption de protéines sur des SAMs fonctionnalisé€s par
des groupements COOH. Ils mettent en évidence un réarrangement structurel du Fg et de la
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BSA sur ces surfaces en comparaison a leur structure native. Leurs hypothéses sont que les
groupements carboxylates chargés négativement peuvent interagir avec des résidus d’acides
aminés chargés positivement en surface des protéines, et que des ponts salins peuvent se former
par des paires de résidus d’acides aminés. Les auteurs supposent aussi que la présence de
nouveaux types d’interactions peut également générer de nouvelles forces externes sur les
protéines. Alors, leur conformation native ne représente plus leur état d’énergie libre le plus
bas. Un repliement vers une nouvelle conformation leur permet alors de retrouver cet état
d’énergie libre [79].

L’orientation de la protéine est donc clairement impactée par la fonctionnalisation de
surface. De maniére a obtenir plus d’éléments de réponse sur ce changement, I’observation des
protéines adsorbées au microscope a force atomique doit étre entreprise. En raison du caractere
« mou » et €lectrostatique du matériau, il est complexe d’obtenir les scans AFM pour toutes les
conditions. L’étude est alors toujours en cours et constituera une perspective d’analyse.
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3. Comparaison des effets de surface du PAAc et du PNaSS

Les analyses biologiques précédentes ont également été réalisées sur les surfaces de
PDMS fonctionnalisées par le PNaSS afin de réaliser une comparaison avec les précédents
travaux. Ces résultats permettent de comparer I’impact des groupements chimiques greftés sur
le PDMS étudiés au laboratoire.

3.1. Morphologie et prolifération

Le protocole de coloration des fibroblastes a été réalisé sur les surfaces greffées par le
PNaSS a titre de comparaison. Les expériences ont été réalisées a partir du méme échantillon
de fibroblastes sur 1’ensemble des surfaces et les images obtenues sont présentées avec un
grossissement au microscope optique 10x (Figure 108). La prolifération cellulaire augmentée
en présence du PNaSS en comparaison aux surfaces non greffées, déja mis en évidence par la
mesure de la viabilité cellulaire lors de précédents travaux [95] est €¢galement visible sur les
images Figure 108. Les cellules forment un réseau plus dense, visible en particulier apres 7
jours d’incubation.

Non greffé Grefté PAAc-pH Grefté PNaSS

J1

I3

7

Figure 108 : Images au microscope optique de la prolifération des fibroblastes en surface d'échantillon de PDMS
non greffé, greffé par le PAAc-pH et le PNaSS apres 24 heures, 3 jours et 7 jours d’incubation
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Le suivi de la prolifération cellulaire dans le temps grace au test MTT (Figure 109) met
d’autant plus en lumiére ce phénomene de prolifération cellulaire. En comparaison aux surfaces
non greffées, le pourcentage de viabilité cellulaire sur les surfaces greffées de PNaSS est plus
élevé. Il atteint 120 % apres 3 jours d’incubation et 146 % au bout de 7 jours. Ce résultat
souligne 1’amélioration de la prolifération des fibroblastes dés les premiers jours d’incubation
au contact des surfaces greffées.

B Non greffé
B Greffé PAAC
1501 | Greffé PNaSS

100

Viabilité Cellulaire (%)

al
o
1

J3 J7

Figure 109 : Etude de la prolifération des fibroblastes en surface de PDMS non greffé, greffé par le PAAc-pH et
par le PNaSS, apres 3 jours et 7 jours d'incubation

3.2. Adsorption de prot€ines

3.2.1. Analyses par spectroscopie FTIR

La Figure 110 présente le spectre FTIR associé a 1’adsorption de Fn sur le PDMS greffé
par le PNaSS (trait plein) et le PAAc-pH (trait pointill¢). Les résultats soulignent que la protéine
exhibe des affinités différentes entre les deux surfaces. Le premier constat est que bien que les
bandes spectrales associées a la protéine soient présentes, leur intensité est différente d’une
surface a I’autre. Ensuite, il est observé que la bande amide I est plus intense que la bande amide
IT pour la Fn adsorbée sur les surfaces greffées de PNaSS, I’effet inverse est observé pour le
PAAc-pH. Enfin, la position précise de ces bandes subit de légers décalages de nombre d’onde.
Il a été choisi de ne présenter ici que le spectre associé a 1’adsorption de Fn, mais ces mémes
constats sont observables pour 1’adsorption de BSA et de Fg. Les données concernant les
positions des bandes et rapports d’intensités sont regroupées dans le Tableau 19, elles soulignent
les variations mentionnées.

Ces différents constats mettent en évidence les interactions distinctes des protéines pour
les deux surfaces. Ces résultats appuient ceux observés lors de 1’attachement des cellules en
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surface. De maniére générale, ils mettent également en lumiere la perturbation du mécanisme
biologique de surface lorsque le PDMS est fonctionnalis€. Des caractérisations
complémentaires doivent confirmer les hypothéses.

120 T T T T I I
—Grafted PNaSS + Fn adsorption
----- Grafted PAAc + Fn adsorption

100 e i
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Figure 110 : Spectre FTIR de surfaces de PDMS greffées par le PAAc-pH (trait pointillé bleu) et par le PNaSS
(trait orange continu) adsorbé par la Fn

Maxima amide I = Maxima amide I Rapport d’intensité

(cm™) (cm™) amide I/IT
Non greffé 1646,5 1546,5 2,98
BSA Greffé PAAc-pH 1649,5 1561,0 0,36
Greffé PNaSS 1657,0 1547,0 2,17
Non greffé 1644.,0 1547.9 2,54
Fn  Greffé PAAc-pH 1649,3 1558.5 0,47
Greffé PNaSS 1639,5 1546,0 2,65
Non grefté 1647,0 Non visible -
Fg  Greffé PAAc-pH 1648,0 1562,0 0,47
Greffé PNaSS 1650,3 1548,3 1,98

Tableau 19 : Position des maxima des bandes spectrales attribuées a 1’amide I et I'amide II sur les spectres FTIR
du PDMS non grefté, greffé par le PAAc-pH et le PNaSS, et rapports des intensités des bandes amide /11
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3.2.2. Quantification des protéines

Le dosage indirect des protéines par la méthode de Bradford a également été réalisé sur

le PDMS fonctionnalisé par le PNaSS. Le Tableau 20 résume les résultats obtenus. Les mémes

conclusions peuvent étre apportées que lors du greffage du PAAc-pH (Tableau 17) : la quantité

de protéines adsorbées pour chacune des conditions est identique a la condition non greftée. La

fonctionnalisation de surface ne semble pas influencer le nombre de protéines adsorbées. Une

nouvelle fois, I’hypothese a privilégier est le changement d’orientation ou de conformation de

la protéine s’adsorbant sur la surface fonctionnalisée.

BSA (Ci=4000 pg.mL')  Fn (Ci=20 pg.mL™) Fg (Ci=100 pg.mL™)

Greffé
PNaSS

Csprot (ug.cm'z) Yoadsorbé Csprot (ug.cm'z) Yoadsorbé Csprot (ug.cm'z) Yoadsorbe

49449 +5,3 97,1 0,248 = 1,399 0,97 54,80 + 3,71 43,0

Tableau 20 : Concentrations surfaciques calculées en surface d'échantillon de PDMS grefté par le PNaSS

adsorbé par les différentes protéines apres dosage indirect utilisant la solution de Bradford

3.2.3. Estimation des structures secondaires

Enfin, les structures secondaires des protéines adsorbées en surface de PDMS greffé par

le PNaSS ont été estimées (Figure 111). Les résultats obtenus précédemment pour les surfaces

non greffées et greffées par le PAAc-pH ont été¢ ajoutées sur les figures pour permettre la

comparaison. Quelques différences sont a noter :

Dans le cas ou la BSA est adsorbée (Figure 111a), moins de configuration en feuillets
B sont détectées. Cette différence est compensée par une proportion plus importante
en structures aléatoires et spires B en comparaison au PDMS non greffé.
L’adsorption de Fn en surface du PNaSS (Figure 111b) montre des différences de
proportions notables par rapport a un échantillon non greffé. La tendance est
similaire a ce qui était observé pour I’adsorption de Fn sur le PDMS greffé par le
PAAc-pH, a la seule différence que pour le PNaSS, la proportion en hélices a devient
moins importante, voire quasi-nulle. Aussi, méme si la proportion en structures
aléatoires est ¢galement plus importante, elle I’est bien plus dans le cas du PNaSS
greffé. Ces différences peuvent contribuer a interpréter les changements de
prolifération des fibroblastes en surface, la Fn étant la protéine responsable de leur
adhésion.

Enfin, I’adsorption de Fg sur le PDMS grefté par le PNaSS montre également une
tendance similaire a la fonctionnalisation de la surface par le PAAc-pH (Figure
111c). Moins de feuillets 3 sont présents pour une proportion en structures aléatoires
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et spires P plus élevée que pour le PDMS non greffé. La proportion en hélices o est
bien moins importante lorsque la surface est greffée par le PAAc-pH en comparaison
a la surface non greffée. Elle I’est également pour les surfaces greffées de PNaSS
mais reste significativement plus élevée que lorsque le PAAc-pH est présent.
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Figure 111 : Estimation des structures secondaires (a) de la BSA, (b) de la Fn et (c) du Fg, adsorbés sur des
surfaces de PDMS non greffées, greffées par le PAAc-pH et par le PNaSS

Le Tableau 21 résume les tendances a I’augmentation ou la diminution de chacune des
structures secondaires pour les deux fonctionnalisations par rapport a une surface non greffée.
On constate que peu importe la fonctionnalisation, la proportion en structure exposée par les
protéines suit la méme tendance. Les groupements fonctionnels greffés sont tous les deux
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hydrophiles et chargés négativement. Ces propriétés peuvent alors fortement contribuer aux
changements d’orientation de la protéine, menant a 1’exposition préférentielle de certaines de
leurs régions. Néanmoins, des variations restent présentes concernant la proportion exacte de
chaque structure et dans le cas de la fibronectine, la proportion en hélices a a tendance a
fortement diminuer sur les surfaces greffées par le PNaSS, alors qu’elle augmente pour le
PAAc-pH. La différence de densité en groupements chargés pour les deux fonctionnalisations,

mis en évidence par dosage colorimétrique au BT, peut contribuer a expliquer les variations.

Ces résultats restent estimatoires, mais permettent de réaliser de premicres
comparaisons et de formuler des hypotheses concernant les différentes réponses biologiques
observées, notamment concernant 1’adhésion des fibroblastes.

Fg
Greffage PAAc-pH PNaSS PAAc-pH PNaSS PAAc-pH PNaSS
%Feuillet B AW
%Aléatoire Pl

%Hélice a e

%Spire Pl
Tableau 21 : Résumé des tendances a la diminution ou a l'augmentation de la proportion en différentes structures

secondaires des protéines sur des surfaces greffées par le PAAc-pH et le PNaSS en comparaison aux surfaces de
PDMS non greffées

3.3. Interactions entre les polymeres bioactifs et le collagene, vers

des perspectives d’immobilisation de composés en surface

Le collagene est une protéine abondante de la matrice extracellulaire. C’est une protéine
structurelle jouant le role de support pour les cellules. Dans la littérature, de nombreux auteurs
mettent en avant 1’utilisation de composés biologiques, notamment les protéines, pour
fonctionnaliser les surfaces. La compréhension plus avancée de leur mode d’action en surface
a I’égard de I’environnement biologique permet d’utiliser ces composés en alternatives aux
méthodes physico-chimiques [147]. Kefallinou et al. réalisent ’immobilisation du collagéne
sur des surfaces de PDMS. Celle-ci est effectuée directement apres traitement par plasma des
surfaces. L’objectif est de pallier les problémes d’hydrophobie du PDMS, contraignante pour
I’attachement de cellules, pour des applications en microfluidique ou la culture de souches
mésenchymateuses est effectuée. Les auteurs mettent en avant 1’aspect trés compatible du
collagene avec les cellules. Ainsi, leur stratégie ne nécessite pas 1’utilisation de molécules
chimiques. Les auteurs ont mis en évidence une augmentation de la prolifération des cellules
mésenchymateuses sur le PDMS fonctionnalisé [125]. Kasalkova et al. vont plus loin en
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fonctionnalisant des surfaces de PDMS par plasma et immobilisation de collagéne, en créant
différentes structures par photolithographie [148]. Les auteurs ont de cette manicre été capables
de guider la prolifération de myoblastes de souris. L’architecture de surface couplée a
I’immobilisation de protéine constitue alors une voie de fonctionnalisation prometteuse de
biomatériaux. Ao et al. ont de leur co6t¢ immobilisé du collagéne de type I sur des surfaces de
titane. Les auteurs mettent en avant I’importance de I’attachement covalent de la protéine sur
leur surface en prouvant I’amélioration de la prolifération et la différenciation de cellules
mésenchymateuses dans ces conditions [147]. Ao et al. et Miiller et al. utilisent des agents
chimiques pour immobiliser de maniére covalente le collagéne [147,149].

C’est a partir de ce constat de la littérature que quelques expériences ont été¢ menées afin
d’observer ’influence des greffages réalisés sur le collagéne. Ces expériences ont ¢galement
pour but d’observer si une immobilisation du composé peut étre envisagée en surface, avec ses
conséquences. Les études réalisées dans cette partie sont cependant préliminaires, elles
nécessitent d’étre peaufinées et davantage complétées et exploitées. Elles sont tout de méme
présentées car les différences observées sont pertinentes et peuvent constituer un appui pour la
continuité du projet.

La concentration en collageéne utilisée lors de ces expériences a été déterminée par des
tests successifs de maniére a détecter la présence de la protéine en surface. Ensuite, des
adsorptions d’une heure et de 24 heures ont été réalisées afin d’observer si des différences
apparaissaient. Celles-ci ont été mises en évidence par spectroscopie FTIR et n’ont été testées
que sur des surfaces non greffées et greffées PAAc-pH. On observe sur la Figure 112, que seuls
des épaulements de faible intensité caractéristiques des bandes amide I et amide II sont visibles
sur les surfaces non greffées. En revanche, ces bandes sont plus marquées en intensité sur les
surfaces greffées. La bande large a 3100-3700 cm! caractéristique de la bande amide A est
¢galement visible. Curieusement, la bande amide II est plus intense que la bande amide I apres
1 heure d’adsorption. Aprés 24 heures c’est I’inverse, la bande amide I est plus intense que la
bande amide II. Cette observation refléte I’influence du temps d’adsorption des protéines sur
leur conformation et leur orientation [79]. Ce paramétre ne pourra pas €tre traité ici mais mérite
d’étre pris en compte pour de futures études et caractérisations. Ces premiers résultats ont
finalement montré la présence de collageéne sur les surfaces.
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Figure 112 : Essais d'adsorption de collagéne sur du PDMS non greffé et greffé PAAc-pH pendant 1 heure et 24
heures

A partir de ces résultats, il a été envisagé d’observer microscopiquement le collagéne
adsorbé sur le PDMS. Pour cela, les expériences décrites dans le Chapitre 2 partie 5.4.3 ont été
réalisées. Grace a 1’utilisation d’un kit de trichrome de Masson, les surfaces ont été colorées
pour permettre 1’observation des cellules et du collagéne. Elles sont présentées Figure 113 pour
I’expérience avec incubation des cellules puis adsorption de collagene, et Figure 114 pour

I’expérience de 24 heures d’incubation avec un mélange de fibroblastes et collagene.
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Grossissement 4x Grossissement 10x
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Greffé PAAc-pH
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Figure 113 : Etat des surfaces de PDMS colorées aprés incubation de fibroblastes pendant 2 heures puis
adsorption de collagene pendant 24 heures, pour des surfaces non greffées, greffées PAAc-pH et greffées PNaSS
a grossissements 4x et 10x
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Figure 114 : Etat des surfaces de PDMS colorées aprés incubation en présence d’un mélange de fibroblastes et de
collagene pendant 24 heures, pour des surfaces non greffées, greffées PAAc-pH et greffées PNaSS a
grossissements 4x et 10x

Ces images de microscopie montrent des tendances différentes pour chaque condition.
Dans le cas ou les fibroblastes sont d’abord incubés puis le collagéne ensuite adsorbé (Figure
113), les surfaces greffées par le PAAc-pH ne semblent pas favoriser I’immobilisation d’une
quantité importante de collagéne. Les quelques cellules adhérées sont colorées en bleues et sont
entourées de quelques zones bleutées. En revanche, le PDMS non greffé et greffé par le PNaSS
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montre le développement d’un réseau fibreux de collagéne. Mais on observe que sur le PDMS
non greffé un réseau étendu est formé, tandis que sur le PNaSS, le collagéne semble étre plus
dispersé et les fibres disjointes les unes des autres. Par ailleurs, les zones observées sont assez
inhomogenes. Ce constat peut s’expliquer soit par les conditions expérimentales de coloration
et aux mélanges successifs a répétition, soit par une inhomogénéit¢ du greffage. Ces
expériences doivent étre a nouveau menées pour confirmer leur répétabilité. Néanmoins ces
premieres observations mettent en évidence que le greffage de polymeére influe sur ’adhésion

spécifique du collagene.

Dans I’expérience réalisée pendant 24 heures avec un mélange de collagéne et de
cellules (Figure 114), les réseaux fibreux ne sont plus observés. Les surfaces non greffées sont
couvertes de cellules développées et arborant une forme étirée. Sur le PDMS greffé par le
PAAc-pH, moins de cellules se sont attachées et gardent toutes une forme arrondie. Pour ces
deux conditions, les fibroblastes ont tout de méme pris une coloration bleutée caractéristique
de la présence de collagene. C’est pour le PDMS greffé par le PNaSS que la différence est plus
flagrante. La surface montre un développement trés important de cellules entourées par une
suspension bleue. Leur prolifération est largement augmentée. La présence du collageéne aurait
une incidence favorable sur le développement des cellules avec ce greffage. Ainsi, on peut
imaginer que pour des applications nécessitant le développement des cellules, comme
précédemment évoqué avec Kefallinou ef al. [125], 1a présence d’une couche greffée de PNaSS

immobilisant le collagéne pourrait favoriser et accélérer la prolifération.

Francois et al. décrivent que la fibronectine exprime plusieurs domaines structurels et
fonctionnels permettant la liaison sélective de composés tels que le collagéne [47]. Sur le méme
principe, nous avons vu précédemment que c’est le domaine RGD, lorsqu’il est exposé, qui
favorise 1’attachement des fibroblastes. C’est sur ce méme raisonnement que peut s’expliquer
I’attachement favorable du collagéne observé ici sur les surfaces fonctionnalisées par le PNaSS.
De la méme mani¢re que pour l’attachement des cellules, le polymére peut orienter la

fibronectine secrétée par les cellules de maniere a favoriser I’attachement du collagene.

Ces observations préliminaires mettent en évidence les modifications engendrées quant
a I’immobilisation de collagene sur les surfaces lorsque le PDMS est fonctionnalisé. Elles
constituent une piste de recherche mais restent a 1’état d’observation et nécessitent d’étre
approfondies. Des expériences complémentaires doivent étre menées en augmentant
notamment les temps d’incubation et en modifiant les concentrations déposées. La répétabilité
des expériences doit étre vérifiée, ou encore 1’'uniformité ou I’homogénéité de la répartition des
molécules immobilisées. A 1’échelle du laboratoire, des mesures d’angles de contact apparent
peuvent €tre menées, ainsi que la quantification du collagéne déposé en utilisant la méthode de
Bradford. Néanmoins, a ce stade, ces premiers résultats permettent d’imaginer la

fonctionnalisation d’un biomatériau par de multicouches permettant d’agir sur différents
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parametres de I’environnement biologique. Le greffage a lui seul a montré une action sur les
protéines du milieu biologique et par conséquent sur 1’attachement des cellules.
L’immobilisation du composé biologique ajoute une fonctionnalité, susceptible d’agir en elle-
méme sur I’environnement biologique ou d’améliorer les fonctionnalités initiales.

3.4. Conclusion partielle

La principale différence observée entre les deux polymeres bioactifs a I’égard de la
réponse biologique réside dans 1’adhésion des fibroblastes en surface. Le PNaSS a tendance a
accélérer I’adhésion et la prolifération des cellules, tandis que le PAAc arbore un comportement
plutot antiadhésif agissant en faveur du ralentissement de la prolifération cellulaire. Les
investigations autour de la fibronectine, protéine intervenant dans 1’adhésion des cellules,
permettent de formuler des explications. L’estimation de sa structure secondaire montre des
similarités entre une fonctionnalisation par le PAAc et le PNaSS. Mais la proportion en hélices
o, initialement faible, se voit fortement diminuée apres greffage du PNaSS. De maniere
générale, en comparaison a une surface non greffée, I’estimation de la structure secondaire des
protéines adsorbées sur les PDMS fonctionnalisés suit la méme tendance. C’est lors de 1’analyse
des spectres FTIR que la différence est plus flagrante. La bande correspondant a I’amide I est
plus intense que la bande amide II sur le spectre du PDMS greffé par le PNaSS, tandis que le
contraire est observé pour le greffage du PAAc. L’environnement moléculaire autour de ce
dernier semble alors différent. La plus haute densité de charges en surface et la forte possibilité
pour la protéine de former des liaisons hydrogene avec les groupements carboxylate peut
expliquer cette différence. Alors, méme si la proportion en différentes structures des protéines
semble similaire, 1’orientation de la protéine peut différer. Les domaines RGD des protéines
favorisant I’adhésion des cellules peuvent étre exposés dans le cas du PNaSS, mais cachés dans
le cas du PAAc.

L’observation des protéines adsorbées sur les surfaces par AFM pourrait confirmer ces
hypotheses. En effet, Lam ef al. ont mis en évidence le changement d’orientation de la BSA et
de la Fn sur des surfaces de silicone fonctionnalisées par le PNaSS [96]. La BSA arbore une
structure globulaire sur les surfaces non greftfées. Cette méme structure est observée sur le
silicone greffé mais avec des globules de taille plus petite. L’arrangement de la Fn sur les
surfaces greffées est sous forme globulaire, alors qu’elle arbore une structure fibrillaire sur les
surfaces non greffées. Tunc ef al. ont quant a eux comparé 1’orientation du Fg entre une surface
hydrophobe et hydrophile [35]. Sur la premiére, le Fg arborait une forme globulaire tandis que
sur la seconde, la forme trinodulaire du Fg était clairement visible. Sit ef al. ont eux observé
’orientation du Fg sur des surfaces hydrophobes chargées positivement et négativement [150].
Cette fois, une forme trinodulaire apparaissait dans les deux cas (Figure 115), mais pour la
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surface chargée négativement, la protéine arborait une forme en « U » sur certaines zones,
visible sur la Figure 115b. De la méme maniére on peut s’attendre a observer des changements
d’orientation sur nos surfaces densément chargées négativement, hydrophiles et dont les
spectres FTIR ont mis en évidence le probable changement de conformation. Ces observations
sont en cours de réalisation.

12 nm

ll nm

Xl am

Figure 115 : Images AFM du Fg déposé sur des surfaces hydrophobes a) chargées positivement, b) chargées
négativement, la forme en « U » de certaines protéines est visible sur I’image (B) [150]

Finalement, si ’on reprend la problématique de I’implant mammaire, le PNaSS a été
choisi pour fonctionnaliser les surfaces car il favoriserait une intégration rapide de 1’implant
dans le corps via la prolifération cellulaire accélérée. Néanmoins, cette condition doit étre
accompagnée d’une limitation de la colonisation bactérienne, sinon, la dégénération de la
capsule fibreuse et les complications persistent. Ce phénomeéne conduit par ailleurs a un retrait
difficile de I’'implant si une intervention est nécessaire. La fonctionnalisation par le PAAc-pH
perturbe le mécanisme initial en limitant au départ la colonisation de la surface par les cellules
et par conséquent le développement rapide d’une capsule. En revanche, doit s’ensuivre
¢galement D’antiadhésion de bactéries. Dés les premiers instants apreés implantation, si
I’antiadhésion des bactéries est également vérifiée, la fonctionnalisation par le PAAc-pH peut
permettre de limiter les infections liées a I’intervention opératoire. Cependant, les questions
liées aux conséquences d’une implantation a long terme persistent. Alors, cette
fonctionnalisation unique est peut-étre plus adaptée a I’implantation de dispositif médicaux sur
de courtes durées, tels que les sondes endotrachéales [32]. La pandémie de la covid-19 souléve
d’autant plus cette problématique. Le matériel médical comme la sonde endotrachéale
initialement mise en place pour une courte durée, se retrouve posée pendant plusieurs mois chez
le patient [151—-154]. Par conséquent son intégration dans le corps n’est pas souhaitée, induisant
un retrait difficile du dispositif. Aussi, le prolongement de son utilisation favorise les risques
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d’infections. Ainsi, la fonctionnalisation de la surface par des composés tels que le PAAc sont
attractifs pour limiter ce type de problématiques.

Enfin, la multiplication de plusieurs groupements fonctionnels en surface du matériau
peut permettre de combiner les propriétés induites par ces groupements. On peut notamment
penser a combiner les effets des groupements carboxylates et sulfonates étudiés ici. Cette notion
est d’autant plus attrayante si elle permet de toucher un plus large spectre de bactéries pouvant
adhérer en surface. Sur la méme idée, 'immobilisation d’autres composés sur ces surfaces
fonctionnalisées a été envisagé. Le collagéne en tant que composé naturel biologique a donc
été évoqué comme perspective. La protéine a alors dans un premier temps été mise au contact
de ces surfaces pour étudier les interactions possibles. Les résultats restent pour le moment a
I’état d’observation, ou par exemple le PNaSS combiné au collagéne semble davantage
favoriser la prolifération de fibroblastes. Ces résultats constituent des perspectives de travail

attrayantes pour améliorer les fonctionnalités de surface de biomatériaux.

Afin de compléter ces résultats et ajouter des parametres d’analyse, des premicres
analyses microbiologiques ont été réalisées sur le PDMS fonctionnalisé et font 1’objet de la
partie suivante.
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4. Analyses microbiologiques

4.1. Choix des conditions et des bactéries

Des analyses microbiologiques ont ét¢ mises en place afin d’observer I’'impact de la
fonctionnalisation des surfaces de PDMS sur des bactéries. Ce sont les bactéries S. epidermidis
qui ont été choisies afin de réaliser cette étude en raison de leur implication dans le
développement du LAGC mis en cause par la pose d’implants mammaires en silicone
[11,29,30]. Dans le but d’envisager d’autres applications a fonctionnaliser avec les groupements
carboxylate, I’étude doit également étre appliquée a d’autres bactéries. Cependant, ce travail
devrait alors faire I’objet d’une étude a part entiere consacrée essentiellement a ce point.
L’analyse réalisée ici constitue néanmoins une base de travail. Elle permet de formuler de
premicres interprétations concernant I’impact de la fonctionnalisation réalisée au cours de ces
travaux de these et d’effectuer une comparaison avec le polyNaSS. En effet, lors des précédents
travaux réalisés au laboratoire [50], la fonctionnalisation du PDMS par le PNaSS a été
spécifiquement établie afin de lutter contre les problémes liés aux implants mammaires. L’étude
misait sur une intégration améliorée de 1’implant une fois fonctionnalisé par les groupements
sulfonates, combiné a une action antibactérienne. L’influence de ces deux groupements

chimiques greffés vis-a-vis de la réponse microbiologique est alors discutée ici.

Dans le Chapitre 2 partie 6 est décrit le protocole mis en place pour réaliser cette étude
microbiologique. Le Tableau 11 y résume les conditions étudiées. Chaque surface de PDMS :
non greffée, fonctionnalisée par le PAAc-pH et par le PNaSS a ét¢ mise en contact de S.

epidermis. Les mémes expériences ont ¢galement été réalisées avec pré-adsorption de Fn et Fg.

4.2. Résultats

La Figure 116a présente les résultats obtenus apres dépot de bactéries sur les surfaces
sans adsorption préalable de protéines. Il est observé qu’une quantité plus importante de
bactéries s’attachent aux surfaces greffées en comparaison au PDMS non greffé. Ce phénoméne
correspond probablement a 1’ajout de matiere organique en surface susceptible d’interagir avec
les S. epidermidis. Lors de ces expériences, 1’adhésion des bactéries sur les surfaces
fonctionnalisées par le PNaSS est en moyenne plus élevée. Kara ef al. ont montré en
immobilisant du chitosane sur des films de polyuréthane, que la réduction de 1’adhésion
bactérienne en surface était plus marquée pour P. aeruginosa que pour S. aureus. Les auteurs
expliquent que le mécanisme d’action antibactérienne du chitosane, molécule chargée
positivement, repose sur son interaction avec les membranes microbiennes chargées
négativement. Cette interaction empéche le transfert de masse a travers la paroi cellulaire
conduisant a la fuite de constituants intracellulaires des bactéries accélérant leur mort. La
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membrane externe de P. aeruginosa est composée principalement de lipopolysaccharides
contenant des groupes phosphate et pyrophosphate. Ces groupes augmentent la densité de
charge négative de la molécule, ce qui conduit & une attraction plus importante vers la surface
chargée positivement du chitosane [155]. Ainsi, ’attraction de P. aeruginosa avec le chitosane
est plus importante que celle de S. aureus. Cet exemple de la littérature met en avant une
sélectivité vis-a-vis de bactéries. La présence de charge en surface et leur densité permet d’agir
spécifiquement contre une catégorie de bactérie. Ces parametres peuvent expliquer les
différences obtenues entre les deux fonctionnalisations lors de nos expériences. Ces expériences
ont pour la suite été réalisées en présence des protéines. Elles permettent de se rapprocher un
peu plus des conditions réelles.

Sur la Figure 116b et la Figure 116¢ sont présentés les résultats obtenus apres adsorption
préalable de Fn et de Fg respectivement sur les surfaces. Ces conditions ont €té retenues en
raison du rdle joué par ces protéines dans I’adsorption de bactéries sur les surfaces de
biomatériaux [19,47,92]. Les bactéries de type staphylocoque possédent des adhésines qui
reconnaissent spécifiquement les récepteurs de ces protéines [19]. D’emblée, on constate que
la quantité de bactéries adsorbées sur les échantillons non greftés est beaucoup plus importante
que pour la condition sans protéines. Lorsque les surfaces sont greffées, une augmentation de
la quantité de bactéries adhérées est également constatée. Dans le cas de I’adsorption préalable
de Fn (Figure 116b), peu de variations sont observées lorsque les surfaces sont fonctionnalisées
en comparaison au PDMS non greffé. Le changement d’orientation de la fibronectine ne semble
pas influencer de maniere significative I’adhésion des bactéries S. epidermidis. 11 a en effet été
montré par Chouirfa ef al. que ces protéines intervenaient préférentiellement dans 1’ inhibition
de I’adhésion d’autres catégories de bactéries comme les S. Aureus [94,156]. Par ailleurs, la
faible quantité de Fn adsorbée en surface pourrait également expliquer ce constat. En revanche,
un changement significatif est observe lorsque le Fg est adsorbé (Figure 116c). Sur les surfaces
non greffées, 8,08.10° CFU.mL™"' ont adhéré en surface. Ce résultat montre dans un premier
temps 1’affinité importante de la bactérie S. epidermidis pour le Fg adsorbé sur une surface non
greffée. La quantité de bactéries adhérées semble alors étre dépendante de la protéine présente
en surface. Lorsque les surfaces sont fonctionnalisées, la quantité de bactéries adhérées est
considérablement diminuée avec 3,72.10° CFU.mL™" et 3,07.10° CFU.mL"! pour le PDMS
grefté par le PAAc-pH et le PNaSS respectivement. Ces résultats représentent 54 % et 62 %
d’inhibition bactérienne. Vasconcelos et al. ont travaillé sur I’adsorption de S. epidermidis sur
des surfaces de titane fonctionnalisées par le PNaSS. L’étude a ét¢ menée avec adsorption
préalable de Fn et de Fg. Le constat est similaire aux résultats obtenus dans notre étude : lorsque
le Fg est pré-adsorbé sur le titane, une diminution significative du nombre de bactéries adhérées
est observée entre une surface non greffée et greffée. Tandis qu’avec la pré-adsorption de Fn,
une quantité similaire de S. epidermidis est adhérée entre les deux conditions [92].
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Peu de différences sont observées entre les deux fonctionnalisations. Ce résultat peut
étre corrélé avec la proportion en structures secondaires similaire, analysée précédemment lors
de I’adsorption de Fg sur ces surfaces fonctionnalisées (Figure 111).
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Figure 116 : Concentration en S. epidermidis adhéré sur les surfaces de PDMS (CFU/mL) (a) sans adsorption
préalable de protéines, (b) avec pré-adsorption de Fn et (c) avec pré-adsorption de Fg
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Finalement, ces premiers tests microbiologiques se sont avérés révélateurs de plusieurs

parametres :

L’importance de la présence de la couche protéique en surface du biomatériau,
intervenant dans le mécanisme biologique de surface. Les résultats et tendances
observés sont contradictoires si ce parameétre n’est pas pris en compte.

L’affinité particuliere de S. epidermidis pour le Fg.

La réduction majeure de 1’adhésion de S. epidermidis sur les surfaces
fonctionnalisées ou le Fg s’est adsorbé en comparaison a la surface non greffée. Ce
résultat serait principalement motivé par le changement d’orientation des protéines
sur les surfaces fonctionnalisées.

Ces deux derniers points mettent en évidence la dépendance bactérie/protéine et
protéine/surface.

Le greffage des composés anioniques carboxylate et sulfonate a montré des résultats

similaires concernant I’inhibition de S. epidermidis lorsque le Fg entre en jeu.

A I’avenir, I’étude doit étre complétée avec 1’analyse de 1’adsorption d’autres bactéries

telles que R. Pickettii ou encore P. aeruginosa. Ces bactéries interviennent également dans la

dégénérescence des capsules post opératoires des implants mammaires et dans le

développement du LAGC [11]. Ces analyses complémentaires préciseront 1’influence de la

fonctionnalisation a 1’égard de différents composés bactériens et d’autres dépendances de ces

bactéries vis-a-vis des protéines.
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L’ensemble de ce chapitre fait le point sur les premieéres réponses biologiques obtenues
lors de la fonctionnalisation des surfaces de PDMS par le PAAc-pH, puis par le PNaSS a titre

de comparaison.

Lorsque les fibroblastes sont incubés avec les surfaces fonctionnalisées par le PAAc-
pH, ceux-ci adhérent peu et montrent par conséquent un ralentissement considérable de leur
prolifération sur I’implant. Le constat est similaire lorsque les protéines d’adhésion des cellules
sont préalablement adsorbées sur les surfaces. Alors, deux hypothéses ont été mises en avant :
soit les protéines subissent également un mécanisme d’antiadhésion en surface, soit celles-ci
subissent un réarrangement conformationnel et/ou d’orientation. Les méthodes de
caractérisation par spectroscopie FTIR et mesure d’angle de contact apparent ont d’abord mis
en ¢évidence la présence des protéines sur les surfaces. Puis, le dosage colorimétrique par la
solution de Bradford ainsi que 1’estimation des structures secondaires des protéines ont permis
de confirmer la seconde hypothese. Enfin, des premiers essais microbiologiques en présence de
S. epidermidis ont été menés. Les résultats montrent que la fonctionnalisation du PDMS réduit
notablement la quantité de bactéries adhérées en surface lorsque le fibrinogéne y est pré-
adsorbé. Ce résultat est notamment intéressant d’un point de vue mécanistique. Il montre en
effet la dépendance d’une catégorie de bactéries envers une classe de protéines, ainsi que 1’effet
du changement d’orientation du Fg sur leur adhésion.

Finalement, la fonctionnalisation chimique des surfaces de PDMS perturbe les
mécanismes biologiques de surface. Le Tableau 22 résume les principales conclusions pouvant
étre tirées lors de la fonctionnalisation du PDMS par le PAAc-pH et le PNaSS a I’égard des
cellules, des protéines et des bactéries (S. epidermidis). Ces nouvelles propriétés de surface
mises en lumiére permettent d’apporter des éléments de réponse quant aux avantages et
inconvénients a tirer de ces différentes fonctionnalisations. Ainsi, s’ajoutent des parametres
permettant de déterminer quelles fonctionnalisations sont les mieux adaptées a des applications

biomédicales spécifiques.

Ces différents résultats pointent également les dépendances uniques de chaque protéine
vis-a-vis des surfaces et vis-a-vis de la fonctionnalisation. Aussi, le comportement des protéines
en surface est dépendant de leur concentration initiale en solution. Enfin, une affinité

particuliere des bactéries a 1’égard des protéines est établie.

Ces différents constats mettent en évidence la complexité des mécanismes biologiques
en surface du biomatériau. La fonctionnalisation de surface a, certes, des conséquences
importantes sur les schémas biologiques initiaux, mais les interdépendances entre biomolécules

et les nombreuses interactions possibles sont toutes a prendre en compte.
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PAAc-pH

PNaSS

Cellules

Réduction de [’adhésion des
fibroblastes.

Ralentissement considérable de
la prolifération des fibroblastes
en surface aprés au moins 7
jours d’incubation.

Formation d’amas cellulaires
aprés 7 jours d’incubation, sur
certaines régions de la surface

ou I’adhésion restait possible.

Augmentation de la viabilité cellulaire
de  surface, conséquence de
I’amélioration de la prolifération des

fibroblastes [95].

Protéines

Bactéries

Adhésion de BSA, de Fn et de
Fg en surface en quantité
similaire a une surface témoin.

Orientation préférentielle des
protéines adsorbées.
Proportions  en  structures
secondaires  des  protéines

modifiées.

Réduction de I’adhésion de S.
epidermidis en présence de

fibrinogene.

Adhésion de BSA, de Fn et de Fg en
surface en quantit¢ similaire a une
surface témoin.
Orientation préférentielle des
protéines adsorbées [96] :
La BSA arbore une

globulaire plus petite mais plus dense

structure

que la surface témoin.

La Fn arbore une structure globulaire
tandis que sur la surface témoin, une
structure fibrillaire était observée.
Proportions en structures secondaires
des protéines modifiées.

Réduction de [D’adhésion de S.
epidermidis  en  présence  de
fibrinogene.

Tableau 22 : Bilan des principales différences observées en surface de PDMS fonctionnalisé par le PAAc-pH et
le PNaSS a I’égard des cellules, des protéines et bactéries étudiées
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Chapitre 5 — Perspectives analytiques de la

fonctionnalisation de surfaces de PDMS

Ce dernier chapitre est construit de maniére a parcourir les derniers travaux réalisés
autour de la fonctionnalisation du PDMS et de la compréhension des mécanismes de surface.
Les résultats obtenus constituent des perspectives de poursuite d’étude.

Ce chapitre est composé de plusieurs parties indépendantes divisées comme telles :

* Une premiere partie est consacrée a I’étude du role du motif moléculaire du
monomere choisi sur le greffage en surface et la réponse biologique. En effet, on
constate que les groupements sulfonate et carboxylate peuvent avoir des points
communs, comme conférer une mouillabilité et des charges négatives en surface.
Néanmoins, la réponse biologique differe : le poly(NaSS) accélere la prolifération
des cellules en surface, le PAAc la freine. Alors, de nouveaux monomeéres porteurs
de groupements carboxylate mais de motifs moléculaires changés ont été greftés par
la méthode « grafting from ». Leur comportement en surface ainsi que les
mécanismes a I’interface entre le matériau et le milieu biologique ont été étudiés.

* Sur le méme ordre d’idée, il a été question de greffer sur le PDMS des chaines de
polymere de taille controlée par la méthode « grafting to» afin d’étudier les
différences avec les précédents greffages. Ces essais ont pour but d’évaluer I’impact
d’une configuration précise du polymere attaché en surface.

* La multifonctionnalisation des surfaces étant un point soulevé lors de 1’étude
bibliographique, les effets synergiques du PAAc et du PNaSS greffés en surface du
PDMS ont été examinés. Cette ¢tude a été menée par la synthése et le greffage d’un
copolymere.
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1. Role du motif moléculaire du polymere bioactif sur les
propriétes de surface

Au cours des chapitres précédents, les méthodes de caractérisation ont permis d’étudier
le comportement et I’influence des polymeéres bioactifs utilisés. L’intérét final réside dans leur
action envers le milieu biologique. Il a ¢été démontré que ces polyméres agissaient
principalement sur la conformation et 1’orientation des protéines en surface, impactant la
réponse cellulaire. Les hypothéses principales, appuyées par la littérature [10,38,79], mettent
en avant que le caracteére hydrophile et les charges apportées par ces polymeres en surface sont
les paramétres qui influent le plus le comportement des protéines. Portés par les groupements
COO et SOz, ces deux propriétés composent les polymeres PAAc et PNaSS. Or, le premier
engendre 1’antiadhésion des cellules, tandis que le second favorise leur prolifération (Figure
117). D’autres propriétés doivent alors influer sur ce phénomeéne. Les analyses biologiques ont
alors montré des différences entre la conformation des protéines adsorbées sur ces deux
greffages. Aussi, les caractérisations chimiques ont montré qu’une densité plus importante de
groupements ¢tait présente en surface du PDMS greffé par le PAAc. Les résultats
topographiques enfin, ont souligné le comportement différent des polymeres greffés en surface.
Alors, pour aller plus loin sur ces analyses, des investigations ont ét¢ menées autour de
polymeéres porteurs des mémes groupements chimiques principaux, mais avec un motif
moléculaire changé. Les différentes caractérisations menées permettront de voir de quelle
maniére la méthode « grafting from » influe sur la configuration de ces nouveaux polymeres,

et s’ils modifient la réponse biologique.

NQGE PROTEINE 5\ PNaSSs
N For Q. )j\.\(f\ rys
I ' 3

W@?ﬁ % PAAC
PDMS

Figure 117 : Schéma illustratif des interactions possibles entre le PDMS greffé (PAAc ou PNaSS), les protéines
et les cellules

PDMS
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1. Réle du motif moléculaire du polymeére bioactif sur les propriétés de surface

1.1. Choix des monomeéres

Pour réaliser cette étude, deux nouveaux monomeéres ont été choisis pour réaliser 1’étape
de greffage: I’acide vinylbenzoique (AcV) (Figure 118a) et Dacide 4-(4-
(acryloyloxy)butoxy)benzoique (AbAc) (Figure 118b).

a) b)

H,C——=
O
O,

(6]
OH

o}
OH

Figure 118 : Schéma moléculaire de a) l'acide vinylbenzoique et b) 'acide 4-(4-(acryloyloxy)butoxy)benzoique

Le premier monomere a ét¢ étudié car il posséde la méme structure moléculaire que le
NaSS, a ’exception du groupement fonctionnel en bout de chaine, -COOH, identique a celui
de ’AAc. Le second monomeére arbore la méme configuration que I’AcV en bout de chaine : la
présence du cycle aromatique porteur du groupement fonctionnel -COOH. En revanche il
possede une chaine moléculaire principale plus longue.

Le greffage de 1’acide poly(vinylbenzoique) (PVAc) permettra de vérifier plusieurs
aspects : la réactivit¢ du monomere en comparaison a I’AAc et le role éventuel du cycle
aromatique dans la géne stérique et dans la configuration du polymeére formé. En effet, nous
avons vu dans le premier chapitre partie 2.2.2, que la méthode « grafting from » génére en
surface des configurations spécifiques en fonction du monomeére utilis¢ et de sa réactivité. Cela
impacte la longueur des chaines formées, la densité de charges présentes, ou encore la
topographie de surface (Figure 17) [10]. De la méme manicere, le greffage de 1’acide 4-(4-
poly(acryloyloxy)butoxy)benzoique (PAbAc) permettra de suivre I’'impact du greffage en
solution et la configuration d’un polymére obtenu a partir d’un plus grand monomere. Les
conditions de greffage de ces deux monomeres sont décrites dans la sous-partie suivante.
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1.2. Greffage en surface du PDMS

1.2.1. L’acide poly(vinylbenzoique)

Le défi concernant le greffage du PVAc résidait en sa faible solubilité s = 1,060 g.L™!
dans I’eau. Ainsi, a 0,35 M, concentration habituellement utilisée pour greffer le PNaSS ou le
PAAc, le monomere AcV était insoluble. Plusieurs alternatives ont alors été envisagées afin de
parvenir au greffage du polymere. Celles-ci seront brievement décrites afin d’exposer la
démarche expérimentale, mais les diverses caractérisations correspondantes, non concluantes,
ne seront pas présentées.

La premiére solution proposée fut de solubiliser le composé @ méme concentration (0,35
M) dans une solution de NaOH. Cependant, 1’équilibrage du pH en solution était complexe,
atteignant rapidement pH > 12 pour obtenir une solubilisation compléte du produit. Dans ces
conditions, les caractérisations ont montré que le greffage en surface n’a pas pu étre établi.
L’option suivante consistait a solubiliser le produit dans un solvant organique. L’AcV étant
soluble dans le méthanol, celui-ci a été choisi pour entreprendre les greffages. Seulement, la
caractérisation des échantillons de PDMS n’a pas permis de mettre en évidence la présence
d’un greffage. L’ajout d’amorceur de polymérisation en solution, I’azobisisobutyronitrile a 1 %,
n’a pas permis d’obtenir meilleurs résultats. Ces mémes essais ont été réalisés en diminuant
progressivement la concentration en monomere en solution, a 0,2 M puis 0,1 M. Une nouvelle

fois, le greffage en surface n’a pas su étre concluant.

Finalement, les conditions de greffage du PVAc retenues consistent a solubiliser le
monomeére dans I’eau a une concentration de 7.10° M. C’est la concentration maximale pour
laquelle le monomere y est soluble. Les caractérisations ont permis de conclure au greffage

significatif du polymeére en surface. Elles sont exposées dans la sous-partie suivante.

1.2.2. L acide 4-(4-poly(acryloyloxy)butoxy)benzoique

Le monomeére AbAc n’étant pas soluble dans I’eau, des alternatives a la méthode de
greffage classique ont également dii étre trouvées. Apres plusieurs essais de solubilisation du
composé dans des solvants organiques (éthanol et méthanol), le greffage de I’ AbAc a ét¢ obtenu
pour une concentration en monomere de 0,05 M dans le méthanol. Jusqu’a maintenant, les

diverses caractérisations ont déterminé que ces parametres €taient les plus favorables.

Concernant le dispositif expérimental utilisé pour le greffage des deux nouveaux
polymeéres, il est similaire au greffage du PNaSS exposé précédemment (Figure 29). Pour
rappel, il consiste a d’abord activer la surface du PDMS dans I’eau face aux rayonnements UV
de la lampe LO a 160 mW.cm™. Ensuite, la polymérisation est réalisée en placant 1’échantillon
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1. Réle du motif moléculaire du polymeére bioactif sur les propriétés de surface

activé dans la solution de monomére pendant une heure face aux rayonnements 2 220 mW.cm™ 2.

L’¢échantillon greffé est ensuite lavé 48 heures dans de I’eau distillée avec changement régulier

de la solution de lavage.

A noter que dans un souci d’optimisation continue du greffage, ces mémes expériences
ont ¢été réalisées avec allongement du temps de I’étape de polymérisation. Cependant, les
caractérisations n’ont pas montré un greffage plus important en surface du PDMS.

1.3. Caractérisations

1.3.1. Mesure d’angle de contact

L’angle de contact apparent moyen obtenu lors des différents greffages du PVAc est de
97,4°. La surface reste hydrophobe, mais cette 1égére diminution de 1’angle par rapport au
PDMS non greffé témoigne tout de méme de 1’éventuelle présence du composé (Figure 119).
On peut alors supposer que la densité en groupements carboxylate est faible, traduisant un faible
greffage en surface ou une répartition importante des chaines avec différentes tailles.
L’hypothese pouvant étre mise en avant ici est que la présence du cycle aromatique renforce la
géne stérique en solution et avec la surface, générant une configuration variée du polymeére. Ce
constat est proche des résultats obtenus lors du greffage du PNaSS. En effet, les angles de
contact mesurés étaient variés d’un greffage a 1’autre (Annexe 3). La mesure des taux de
greffage et les observations topographiques permettront de vérifier cette conjecture.

Le greffage du PAbAc ne génere pas non plus d’augmentation de la mouillabilité de
surface (Figure 119). La mesure d’angle de contact ne change quasiment pas, elle atteint en
moyenne 104°. Néanmoins, I’affaissement de la goutte en surface apres quelques secondes
témoigne d’un changement. Méme si I’augmentation de la mouillabilité n’est pas observée, ce
résultat expérimental dénote de possibles irrégularités en surface. On peut supposer que la plus
longue chaine moléculaire composant le monomeére expose moins les groupements hydrophiles
(COO) en surface. Aussi, peu de chaines peuvent avoir été¢ formées en surface via la méthode
« grafting from ». En conséquence, la densité en groupements carboxylate peut étre plus faible,
notamment en comparaison au greffage du PAAc. Par ailleurs, la mesure d’angle de contact
étant opérée a sec, les chalnes peuvent étre recroquevillées et les groupements hydrophiles
moins exposés. Les mesures de taux de greffage et de topographie de surface vont compléter
ces suppositions.
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Figure 119 : Mesures d'angles de contact apparents sur les surfaces de PDMS greffées par le PVAc et le PAbAc
en comparaison au PDMS non greffé

1.3.2. Taux de greffage en surface

Les taux de greffage mesurés par la méthode de dosage colorimétrique au BT montrent
un greffage significatif des deux nouveaux composés sur les surfaces de PDMS. Dans les deux
cas, la surface greffée présente un taux supérieur d’au moins une puissance de dix a celui
correspondant a une surface non greffée. Il est de 8,35.10® mol.cm™ en moyenne pour le
greffage du PVAc contre 1,19.10° mol.cm™ pour la surface non greffée lors de 1’expérience
(Figure 120a). L’écart-type obtenu est non négligeable et peut correspondre aux variations déja
constatées lors des mesures d’angles de contact. La configuration et la densité¢ de polymeére
greffé peuvent étre variables. Toutefois, ces résultats soulignent que dans ces conditions le
greffage s’opéere en surface du PDMS. Ce résultat permet de poursuivre les caractérisations et
d’envisager des essais biologiques. Pour le PAbAc un taux de 2,42.10® mol.cm™ est obtenu,
contre 1,56.10° mol.cm™ pour la surface non greffée (Figure 120b). De la méme maniére, cette
différence témoigne du greffage effectif des surfaces de PDMS et permet la poursuite des
recherches.
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Figure 120 : Taux de greffage moyens du PDMS non greffé et a) greffé PVAc et b) greffé PAbAc

1.3.3. Caractérisation du greffage par spectroscopie FTIR

La spectroscopie FTIR permet une nouvelle fois de confirmer la présence du polymere
sur les surfaces de PDMS.

Le spectre représentatif du greffage du PVAc (Figure 121a) met en évidence trois
nouvelles bandes spectrales. Une a 1694,8 cm™ qui est caractéristique de la liaison C=0 d’un
acide carboxylique saturé. Les deux autres bandes a 16094 cm™ et 1574,4 cm™ sont

représentatives des liaisons C=C présentes au sein du cycle aromatique.

Pour le spectre représentant le greffage du PAbAc (Figure 121b), la bande présente a
1731 cm™! correspond au groupement ester (C=0)O présent sur le motif AbAc. Les bandes a
1606,7 cm™, 1593,5 cm™ et 1513,8 cm™ correspondent aux liaisons C=C du cycle aromatique.
La bande a 1683 cm™ correspond 4 la liaison C=0 acide carboxylique de I’ AbAc.
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Figure 121 : Spectres FTIR de surfaces de PDMS non greffée et a) greffée PVAc, b) greffée PAbAc

1.3.4. Spectroscopie photo¢lectronique a rayons X

Les expériences ayant été réalisées en fin de projet, les caractérisations de surface
effectuées par XPS n’ont pu étre réalisées que pour le greffage du PVAc. Les résultats présentés
dans le Tableau 23 mettent en évidence la présence d’une couche de polymeére en surface. Cette
affirmation est déduite du pourcentage atomique en atomes de carbone augmenté en

comparaison a une surface non greffée, et au pourcentage atomique du silicium diminué. Le
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pourcentage atomique d’oxygene reste stable. Ces résultats rejoignent le constat précédemment
¢tabli lors du greffage du PAAc et confirment donc la présence du polymere.

Atome Position* (eV) %at. non greffé %at. greffé PVAc

Cls 283 49,1422 583+04
Ols 531 23,0+ 0,3 222408
Si2p 101 27,9+2,1 19,4 + 0,4

Tableau 23 : Compositions élémentaires en pourcentage atomique obtenues par analyses XPS de surface de
PDMS non greffé et greffé PVAc. (*Energie de liaison pour le signal principal de I'élément donné)

1.3.5. Topographie de surface

Une fois la présence du greffage vérifi¢e, 1’étape suivante se concentre sur les aspects
de surface. Il est important de noter que les caractérisations chimiques de surface ont pu étre
menées car le greffage du PVAc et du PAbAc n’induisait pas d’altération du matériau visible
macroscopiquement. Pour rappel, le greffage du PMAc et du PAAc sans ajustement du pH
permettait la pénétration du monomere dans la matrice du PDMS et induisait son durcissement.
Ce phénomeéne était limité lors de 1’ajustement du pH. Le monomere €tait ainsi obtenu sous sa
forme carboxylate, lui permettant de générer des interactions ioniques en surface. Par ailleurs,
on remarquait précédemment des différences d’aspect de surface entre les greffages des
monomeres MAc et AAc, bien que proches structurellement. Ici, on peut supposer que la taille
et la structure moléculaire des deux nouveaux monomeres limitent également ce phénomene.
Le greffage et la polymérisation n’auraient lieu qu’en surface. Les observations topographiques
vont confirmer ces hypothéses.

La Figure 122 montre les images acquises au MEB de surfaces de PDMS greffées par
les deux nouveaux polyméres. De la méme manic¢re que pour les greffages du PAAc et du
PMAc, les résultats sont présentés a grossissement 150x (Figure 122 Al et Bl) puis a
grossissement plus important 3000x (Figure 122 A2 et B2). C’est a partir de ce grossissement
que les irrégularités de surface, composées de crétes et crevasses, €taient visibles pour le
greffage du PAAc. Ici, que ce soit pour le PVAc ou le PAbAc, hormis quelques impuretés, les
défauts de surface ne sont pas présents.
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Grossissement 150x Grossissement 3000x
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Figure 122 : Images MEB du PDMS greffé PVAc a grossissement A1) 150x, A2) 3000x ; et greffé PAbAc a
grossissement B1) 150x, B2) 3000x

Sur la Figure 123a est rappelé le scan obtenu au profilométre optique d’un PDMS non
greffé. La Figure 123b, c et d montrent 1’état de surface du PDMS greffé par le PVAc sur trois
zones différentes de trois échantillons différents. Ils ont été sélectionnés les plus représentatifs
possible de I’ensemble des scans. De manicre générale, en considérant que les rugosités sont
représentatives du greffage, on constate une couverture homogene de la surface par le polymere.
Par ailleurs, on semble méme pouvoir observer une orientation réguliére du polymeére sur la
surface, notamment sur la Figure 123d. Si I’on considere que le monomére ne pénétre pas la
matrice du PDMS, on peut conclure avec les scans présentés ici que le greffage est notable et
homogene sur 1’ensemble des surfaces. Ce constat valide le protocole de greffage de ce
polymere et permet de le considérer pour réaliser des essais biologiques. Il est intéressant de
comparer sa réactivité et son impact sachant que la structure du monomere est proche du NaSS
mais qu’il porte un groupement acide carboxylique. En fonction des résultats biologiques et
microbiologiques, le greffage de ce polymére ambitionne le remplacement du greffage du
PAAc-pH. 1l éviterait 1’ajustement du pH en solution et la présence de dommages encore

visibles en surface malgré la réalisation des essais de traction satisfaisants.
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Figure 123 : Topographie de surface de PDMS a) non greffé, b), c) et d) greffé PVAc sur différents échantillons
et différentes zones

La Figure 124 présente les scans obtenus pour le greffage du PAbAc. De la méme
manicre que précédemment, le scan d’un PDMS non greffé est rappelé sur la Figure 124a a titre
de comparaison. De nouveau, un greffage effectif de la surface est observable sur les trois scans
représentatifs du PDMS greffé par le PAbAc. Néanmoins, la répartition des irrégularités est plus
hétérogene. On peut supposer que la taille du monomere empéche la formation de longues
chaines de polymeére. L’effet inverse était observé lors des greffages du PAAc et du PMAc, ou
des amas ¢€taient visibles sur les scans, semblant représenter des chaines de polymeére repliées
sur elles-mémes. Ici, les régions hautes sont plus petites et réparties, a 1’exception de la zone 3
(Figure 124d) ou les régions en rouge et en blanc semblent plus larges. Ce résultat met en
évidence en premier lieu le caractére moins répétable du greffage. Si I’hypothese de courtes
chaines plus réparties sur la surface se confirme, elle rejoint le constat observé avec les résultats
d’angle de contact apparent. Mé€me si le polymere se greffe, il ne rend pas la surface mouillable,
rendant compte d’une plus faible densité en groupements acide carboxylique. Cependant, la
mesure de taux de greffage a montré un taux important en groupements fonctionnels, mais il
reste moins important que pour le greffage du PAAc. Par ailleurs, cette méthode de dosage
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colorimétrique a ses limites. Tous les groupements fonctionnels ne sont pas nécessairement
complexés par la molécule de BT, notamment les groupements présents en début de chaine a
proximité de la surface, en raison de la taille importante de la molécule colorée.
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Figure 124 : Topographie de surface de PDMS a) non greffé, b), c) et d) greffé PAbAc sur différents échantillons
et différentes zones

Finalement, ces résultats montrent que le PAbAc est bien présent sur les surfaces et que
des caractérisations biologiques peuvent étre réalisées afin d’aller plus loin dans la
compréhension de son action. Néanmoins, les caractérisations ont tout de méme mis en
évidence des irrégularités concernant la répétabilité et ’homogénéité du greffage et la
mouillabilité de surface n’a pas été améliorée.

Les hauteurs moyennes arithmétiques Sa obtenues a partir des scans sont présentées sur
la Figure 125. Celles-ci sont plus élevées dans le cas du PAbAc, mais avec un écart-type
relativement plus élevé. Ce résultat souligne les irrégularités présentes sur ces surfaces greftées,
ainsi que I’insuffisante répétabilité de 1’expérience. Sont rappelées a titre comparatif, les Sa
obtenues dans le cas des greffages du PNaSS et du PAAc-pH en surface. On constate alors que

202



1. Réle du motif moléculaire du polymeére bioactif sur les propriétés de surface

la Sa correspondant au greffage du PVAc reste relativement proche d’une surface non greffée
et ne génererait donc pas d’irrégularités trop importantes en surface. Ces résultats montrent que
le greffage ne modifie pas drastiquement la rugosit¢ de surface du matériau. Ils restent
cependant indicatifs, car les mesures sont réalisées sur des surfaces séchées ou les chaines de

polymere formées ne peuvent pas étre déployées.
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Figure 125 : Rugosités de surface / Hauteurs moyennes arithmétiques du PDMS non greffé et greffé

1.4. Evaluation de la réponse biologique

1.4.1. Evaluation de la viabilité cellulaire

En fonction des expériences, les taux de viabilité cellulaire obtenus pour chacun des
greffages apres 24 heures d’incubation avec les fibroblastes étaient similaires entre une surface
greffée et non greffée (Figure 126). Le premier constat important est que ces deux greffages
n’ont pas d’effet antiadhésif en surface comme précédemment observé pour le PAAc. Une
légeére augmentation est obtenue en moyenne mais la différence avec le PDMS non greffé n’est
pas significative. Ce résultat montre que les greffages ne sont pas toxiques pour les cellules,

mais qu’ils n’ont pas d’effet particulier sur leur adhésion aprés 24 heures.
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Figure 126 : Viabilité cellulaire en surface d'échantillon non greffé et a) greffé PVAc, b) greffé PAbAc

Il est probable que la densité en groupements COO™ ne soit pas suffisante pour provoquer
un changement d’orientation des protéines permettant 1’antiadhésion des cellules [38]. Une
autre hypothése peut étre attribuée a la longueur des chaines polymériques [157]. En effet,
I’antiadhésion de protéines provoquée par des polymeres comme le PEG est expliquée par la
mobilité de leurs chaines lorsqu’elles sont hydratées et a I’importante géne stérique provoquée
[10,16]. Alors, il est probable que ces paramétres ne soient pas obtenus ici. Ces résultats et les
scans obtenus au profilomeétre optique laissent supposer la présence de courtes chaines en
surface et par conséquent d’une plus faible densité en groupements carboxylate. En 24 heures,
pas d’amélioration de la prolifération cellulaire n’est observée. En conséquence, ces greffages
n’ont pour I’instant pas d’influence particuli¢re sur la réponse cellulaire. Ces résultats restent a

compléter par davantage de caractérisations et des essais microbiologiques.

Contrainte par les conditions expérimentales et 1’évolution des travaux de thése, la suite
des analyses biologique n’a pour ’instant ét¢ réalisée que pour le greffage du PVAc en surface.

1.4.2. Morphologie des cellules en surface du PDMS greffé par le PVAc

La morphologie cellulaire a été évaluée uniquement en surface des échantillons greftés
par le PVAc (Figure 127). Elle montre peu de différences avec une surface non greffée (Figure
128), ce qui est représentatif des résultats obtenus lors des tests de viabilité cellulaire. Apres 24
heures, les cellules ont déja adhéré et sont étalées sur la surface (Figure 127b). La prolifération
aux jours 3 et 7 (Figure 127¢ et Figure 127¢) montre une quantité importante de cellules
présentes et méme orientées parallélement les unes aux autres (Figure 127f). Des tests de
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prolifération par mesures de viabilité cellulaire apres 3 jours et 7 jours doivent étre réalisés pour
compléter cette étude. Ils permettront d’évaluer si des différences existent sur la prolifération
dans le temps par rapport a une surface non greffée.

Grossissement 10x

Grossissement 40x

Ji J3 J7

Figure 127 : Images au microscope optique de PDMS greffé par le PVAc incubé avec des fibroblastes apres : a)
24 heures a grossissement 10x et b) grossissement 40x, c¢) 3 jours a grossissement 10x et d) grossissement 40x,
e) 7 jours a grossissement 10x, f) grossissement 40x
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Grossissement x10

Grossissement x40

J1 J3 J7

Figure 128 : Images au microscope optique de PDMS non greffé incubé avec des fibroblastes aprés : a) 24
heures a grossissement 10x et b) grossissement 40x, c) 3 jours a grossissement 10x et d) grossissement 40x, €) 7
jours a grossissement 10x, f) grossissement 40x

1.4.3. Interactions avec les protéines

De la méme manicre que pour le greffage du PAAc, les interactions entre la surface
greffée PVAc et les protéines BSA, Fn et Fg ont été étudiées. Dans un premier temps,
1’évaluation de la prolifération des cellules sur les surfaces ou la fibronectine a été pré-adsorbée
a été réalisée. Ces essais ont pour but de forcer une adsorption préalable de la Fn et d’évaluer
les conséquences sur 1’adhésion des cellules. Ces expériences permettent d’évaluer si le
greffage en surface engendre des changements conformationnels ou d’orientation de la protéine,
impactant 1’adhésion des cellules.

La viabilité cellulaire a d’abord été¢ évaluée dans ces conditions. Les résultats Figure
129 montrent que plus de cellules ont adhéré sur la surface greffée sur laquelle la Fn a été
adsorbée, en comparaison 2 la surface non greffée. A titre comparatif, la Figure 130 présente la
prolifération cellulaire en surface du PDMS greffé par rapport au PDMS non greffé sans (Figure
130a) et avec adsorption préalable de Fn sur la surface (Figure 130b). On constate la
prolifération plus importante a hauteur de 49 % de cellules adhérées en plus sur les surfaces
greffées ou la fibronectine a été adsorbée, contre 11 % uniquement pour 1’expérience initiale.
Ce résultat suppose que le greffage en surface agirait sur la configuration ou I’orientation de la
protéine. Ce constat est proche des observations obtenues pour le greffage du PNaSS. La
molécule a pour particularité d’accélérer la prolifération des cellules en surface et, par
conséquent, améliore I’intégration des implants.
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Figure 129 : Viabilité cellulaire en surface de PDMS non greff¢ et greffé PVAc avec adsorption préalable de Fn
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Figure 130 : Taux de prolifération des cellules sur le PDMS greftfé par le PVAc par rapport au PDMS non greffé
a) directement sur les surfaces, b) avec adsorption préalable de Fn sur le PDMS

Les interactions avec les protéines ont été évaluées par spectroscopie FTIR. Sur chacun
des spectres les bandes amide A, amide I et amide IT sont présentes (Annexe 4). A la différence
du greffage du PAAc, la bande amide I est cette fois plus intense que la bande amide II. Ce
résultat peut expliquer les différences observées a 1’égard des cellules entre les deux greffages :

un ralentissement de la prolifération pour le PAAc, une amélioration de la prolifération pour le
PVAc.
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Une nouvelle fois, la position et la forme de la bande amide I des protéines permet
d’accéder a I’estimation de leurs structures secondaires. D’une protéine a ’autre, la position de
la bande amide I est décalée (Figure 131), signifiant des affinités et donc potentiellement des
orientations particuliéres a considérer. Les structures secondaires des protéines ont donc été

\

évaluées et comparées a celles obtenues pour 1’adsorption des protéines sur les greffages

précédents. Les résultats sont présentés sur la Figure 132.

120 F ' ' ' ' T—PDMS greffé PVAc + BSA
PDMS greffé PVAc + Fn
- -PDMS greffé PVAc + Fg
00— ———————— e 7 A .
\ L I\ |
\ | |1 |
| If I 1 A |
= \ 1
80 - I\ W A A
[y 101 T N\ | ll 'L
g . ' I\ | | :
S 100F T 7N I T
= , \ |
2 60 N , 1 N I A 7
% 99 % ' - ’ | | | ]
c 3 : r? N | I 11
E \ | 4 i | ] i
= 40 98 \ [+, (| | -
\\ v | | i
971 ’ 1 N\
20| 6L , , : , , , Ul .
1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 V !
| J
0 1 | | 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'onde, cm’™”

Figure 131 : Mise en évidence des positions spectrales des bandes amide I des protéines (BSA, Fn et Fg)
adhérées sur les surfaces de PDMS fonctionnalisées par le PVAc

Les structures secondaires des protéines adsorbées sur les surfaces greffées par le PVAc
sont trés différentes des structures obtenues pour les précédentes conditions. De maniére
générale, la proportion en feuillets § est moins importante pour chaque protéine. La proportion
en hélice a a tendance a étre plus importante. Des différences notables sont par ailleurs
observées pour la fibronectine. Sa structure secondaire est constituée de peu de feuillets 3, mais
les proportions en structures aléatoires et hélices a sont considérablement plus importantes
qu’en surface des autres greffages. Aucune similitude ou tendance ne peut étre corrélée avec un
autre greffage. Ces résultats peuvent donc caractériser 1’affinité unique de chaque
fonctionnalisation a I’égard des protéines. Alors, méme si I’orientation de la Fn est différente
du PNaSS, elle semble tout de méme adopter une orientation favorable a la prolifération des
fibroblastes. Une étude comparative de la prolifération des fibroblastes dans le temps en surface
du PDMS greffé par le PNaSS et le PVAc pourrait permettre d’évaluer leur performance. A
noter une nouvelle fois que les résultats présentés ici restent des estimations. Les analyses sont
effectuées a sec une fois 1’adsorption des protéines effectuée.
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Des analyses microbiologiques doivent a 1’avenir étre réalisées afin de compléter ces
résultats. Elles permettront de mettre en évidence si des changements opérent vis-a-vis des
bactéries. La surface restant hydrophobe, elle est a priori propice a 1’adhésion de certaines
bactéries. En revanche, d’autres mécanismes liés a la structure du polymére, a ses groupements
fonctionnels et a leur densité peuvent entrer en jeu.
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Figure 132 : Estimation des structures secondaires (a) de la BSA, (b) de la Fn et (¢) du Fg, adsorbés sur des
surfaces de PDMS non greffées, greffées par le PAAc-pH, par le PNaSS et par le PVAc
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1.5. Bilan

Les stratégies de greffage sont des outils prometteurs pour améliorer les fonctionnalités
de surface d’un biomatériau. Ces études complémentaires ont permis d’interpréter I’influence
de I’architecture du monomere utilisé sur sa capacité a se greffer et sur la réponse biologique
apportée. Examiner les modifications engendrées par le changement d’architecture du polymeére
permet de moduler les propriétés conférées a une surface. Au-dela des groupements
fonctionnels, I’importance du role des longueurs de chaines, de leur répartition et de leur densité

est mise en évidence.

Le Tableau 24 ci-dessous regroupe les principales caractérisations et observations
réalisées sur les surfaces de PDMS fonctionnalisées par les différents polymeres au cours de
ces travaux de theése. Les caractérisations notamment mécaniques et des analyses
microbiologiques doivent compléter ces résultats. Néanmoins, ces différents parametres sont
indicateurs des principales propriétés conférées a la surface apres greffage via la méthode
« grafting from ».
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PAAc PNaSS PVAc PAbAc
67,0 + 8,60 90,5 + 9,96 97,4+ 6,57 104 + 5,58
aWCA (°) Augmentation significative de Légere augmentation de la Peu de changement de Pas de changement
la mouillabilité mouillabilité mouillabilité de mouillabilité
1,59.107 2,68.10°8 8,35.10°® 2,42.10°8
Taux de greffage . i . L ) . . L
(mol.em?) Haute densité en COO Densité modérée en SO3 Importante densité en Densité modérée en
' COOr COOr
Résultat Surface couverte par le Inhomogénéité du greffage en Homogénéité du greffage. Inhomogénéité du
ésultats
. polymere. De longues chaines surface. De courtes chaines sont De courtes chaines sont greffage.
topographiques

sont probablement formées.

probablement formées.

probablement formées.

e Réduction de I’adhésion
des fibroblastes.
* Ralentissement de la

Influence sur les

fibroblastes .
prolifération.

Amélioration de la
prolifération des
fibroblastes.

* Amélioration de la
prolifération des
fibroblastes en
présence de Fn.

* Adhésion de
fibroblastes.

2 Etude de la
prolifération a

réaliser.

* Adhésion de BSA, de Fn
et de Fg en surface en
quantité similaire a une
surface NG.

* Orientation préférentielle

Influence sur les

protéines N .
des protéines adhérées.

* Proportions en structures
secondaires modifiées.

Adhésion de BSA, de Fn et
de Fg en surface en quantité
similaire a une surface NG.
Orientation préférentielle
des protéines adhérées [96] :
La BSA et la Fn arborent
une structure globulaire.
Proportions en structures
secondaires modifiées.

* Orientation
préférentielle des
protéines adhérées.

= Etude a compléter

= Etude a réaliser.

Tableau 24 : Tableau résumé des principaux résultats de caractérisations des différents greffages réalisés en surface de PDMS
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2. Vers un greffage de polymeres bioactifs a architecture

controlée

Au cours de ces travaux, une autre stratégie a été utilisée afin de greffer les polymeéres
sur les surfaces de PDMS. Elle consiste a accrocher en surface des polymeéres de taille controlée.
Cette stratégie a pour but de comparer I'impact d’un tel greffage sur la réponse biologique.
Feng et al. montrent par exemple que la taille des chaines influe sur le nombre de protéines
pouvant s’adsorber en surface. Avec la longueur, I’adsorption de Fg diminue [158]. Pour cela,
la méthode indirecte « grafting to » a été employée ici. Elle utilise une molécule d’ancrage, ici
I’acrylamide de dopamine (ADOPA) ou D’acide caf€ique, a laquelle est ensuite couplée le
polyNaSS (Chapitre 2 2.2). A I’heure actuelle I’avancée des expériences est au stade de
caractérisation du greffage sur les surfaces. En effet, le greffage ou 1’adhésion de ces composés
sur le PDMS est pour le moment complexe. Les démarches entreprises sont décrites dans cette
partie.

2.1. Stratégies

Afin de s’assurer de la bonne synthése des produits ADOPA et polyNaSS, dont le
protocole est décrit dans le Chapitre 2 partie 2.2.1, ceux-ci ont été caractérisés par RMN. Les

spectres obtenus ont été regroupés en Annexe 5.
2.1.1. Voie de greffage n°1 : Fixation de I’ancre et couplage du pNaSS-SH

Dans un premier temps, la stratégie « grafting to » par la voie n°1 décrite dans le
Chapitre 2 a été utilisée pour fixer les molécules en surface. Celle-ci est rappelée sur la Figure
133.

Molécule d'ancrage pNaSS-SH (RAFT)
10 kDA

Figure 133 : Stratégie "grafting to" par la voie n°1

Les expériences réalisées se sont appuyées sur les travaux de Chouirfa et al., dans
lesquels des surfaces de titane ont ét¢ fonctionnalisées avec du PNaSS par cette voie. La

stratégie s’appuie sur 1’utilisation d’une ancre fixée sur la surface, sur laquelle vient se coupler
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un polymere de taille connue [94,118]. Les composés porteurs de groupements catéchol, en
raison de leurs fortes propriétés d’adhésion, sont de bons candidats pour réaliser ce role d’ancre
[94,118,159]. Cette méthode s’inspire des protéines d’adhésion naturelles sécrétées par des
organismes marins tels que les moules, riches en dihydroxyphenylalanine (DOPA) et en lysine
[19]. Messersmith et al. ont été les premiers a mettre en évidence 1’ancrage de groupements
catéchols sur des surfaces d’acier inoxydable [119]. Par simple immersion, la DOPA est capable
d’adhérer a différents matériaux. Ensuite, le groupement amine réagit avec différents composés
par addition de type Michael ou par réaction de base de Schiff [19]. Depuis, les catéchols dont
la DOPA ont été couplés a de nombreux polymeres [160-163]. L’acide caféique est également
porteur du groupement catéchol. La molécule, possédant également des propriétés
antibactériennes, antioxydantes et anticancéreuses est par ailleurs elle-méme greffée sur
différents substrats [164—167]. Ce potentiel conféré par 1’acide caféique a donc constitué une
option aux tentatives de fixation d’une ancre sur la surface de PDMS.

Il a dans un premier temps €té question d’immobiliser I’ADOPA sur les surfaces de
PDMS. Des essais ont été réalisés avec et sans activation préalable de la surface aux irradiations
UV. La molécule a été solubilisée dans de I’eau avec quelques gouttes de NaOH (1 M), a une
concentration de 1 mg.mL!. Cependant, pour chacun des essais réalisés, la mesure d’angle de
contact apparent et la spectroscopie FTIR n’ont pas mis en évidence la présence du composé.
L’hypothése principale pouvant expliquer ces résultats réside dans les caractéristiques du
matériau. Contrairement au titane, le PDMS est relativement « mou » et flexible. La molécule
d’ ADOPA relativement petite pourrait alors pénétrer dans le réseau. Cela expliquerait pourquoi
la molécule n’est pas détectée sur le spectre FTIR. Ainsi, elle n’est pas disponible pour se
coupler avec le polymeére pNaSS-SH en solution.

11 a alors été décidé d’augmenter la concentration en ADOPA en solution a 10 mg.mL !
, de maniere a voir si plus d’ADOPA est susceptible d’étre détectée. 11 s’est avéré que sur le
spectre FTIR correspondant, de nouvelles bandes sont apparues (Figure 134a). Leurs intensités
sont faibles mais elles peuvent étre attribuées a I’ADOPA. La nouvelle bande aux alentours de
1650 cm™ peut correspondre a la liaison C=0 amide, tandis que la bande vers 1646 cm™' peut
étre attribuée a des liaisons C=C aromatiques. S’est alors ensuivi 1’étape de couplage avec le
pNaSS-SH. En spectroscopie FTIR, les bandes caractéristiques précédemment observées
n’apparaissent plus, ce qui peut €tre synonyme de couplage. En effet, le PNaSS n’est pas visible
en infrarouge, ses bandes caractéristiques €tant superposées a celles du PDMS. En revanche la
mesure d’angle de contact n’a pas montré de changement de mouillabilité¢ de surface. Seul le
dosage colorimétrique au BT permettait d’évaluer un greffage. Mais le taux obtenu était de
7,9.10”° mol.cm™ contre 5,6.10° cm en moyenne pour le PDMS non greffé. Le couplage n’a
donc pas abouti et la fixation de I’ADOPA n’est plus mise en évidence.

De maniere similaire, les travaux n’ont pas permis de faire adhérer I’acide caféique sur
les surfaces de PDMS. La concentration du composé soluble dans 1’éthanol a donc également
été augmenté a 10 mg.mL™'. Le spectre FTIR Figure 134b montre la présence d’une bande
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faiblement intense a environ 1648 cm™. Elle pourrait étre attribuée aux liaisons C=C du cycle
aromatique. Aussi, une petite bande a 1593 cm™! pourrait correspondre au groupement acide
carboxylique. La mesure d’angle de contact ne montre cependant pas de changement de
mouillabilité. Le composé est probablement adhéré en petite quantité. En raison des nombreux
essais entrepris et des résultats obtenus, la fixation de 1’acide caféique est une condition mise

de coté pour la suite des essais expérimentaux. Néanmoins, elle constitue une perspective a
exploiter a I’avenir.
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Figure 134 : Spectres FTIR a) de I'ADOPA (10 mg.mL™"! dans I'eau) adhérée en surface du PDMS, b) de I'acide
caféique (10 mg.mL™! dans I'éthanol) adhéré sur le PDMS
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Augmenter la concentration en ADOPA constitue alors un espoir de fixation du composé
sur le PDMS mais reste encore a 1’état d’amorce. Le faible taux de greffage obtenu ne permet
pas de valider cette condition pour poursuivre avec la réalisation d’analyses biologiques. Par
ailleurs, la faible quantit¢ d’ADOPA synthétisée conditionne ¢également les choix
expérimentaux. Alors, toujours sur 1I’hypothése de la faible détection de la molécule ADOPA,

la stratégie « grafting to » n°2 a été envisagée.

2.1.2. Voie de greffage n°2 : Couplage du pNaSS-SH a I’ancre et fixation
de la molécule

La fixation de la molécule d’ancrage et sa détection étant compliquée, la voie de
greffage n°2 a été envisagée, elle est rappelée sur la Figure 135. Cette fois le couplage entre le
pNaSS-SH et la molécule d’ancrage est d’abord effectué, puis la fixation sur la surface de
PDMS est réalisée. Cette méthode permet de fixer directement le composé polymérique, plus
grand, sur la surface.

Voie n°2 :
) “Oge
L@@9@ couplage ! ! Fixation A
e —_—
| [ o PDMS
pNaSS-SH (RAFT) i I\{Iolecule
10 kDA d'ancrage

Figure 135 : Stratégie "grafting to" par la voie n°2

Les essais ont été réalisés pour une concentration de 10 mg.mL™! en composé couplé.
Les fixations ont été effectuées avec et sans activation préalable du PDMS, puis par immersion
de I’échantillon dans la solution contenant le composé pendant 24 heures sous agitation. Les
¢chantillons ont été caractérisés par mesures d’angle de contact et dosage colorimétrique au BT.
La mesure d’angle de contact n’a pas montré de changement de mouillabilit¢ de surface.
Cependant, la mesure du taux de greffage bien que relativement faible a nouveau, est tout de
méme légérement augmentée en comparaison a une surface non greffée (Figure 136). La

2 contre 5,60.10° mol.cm™ pour la surface non

moyenne obtenue atteint 8,84.10° mol.cm”
greffée lors de ces expériences. L’écart obtenu entre les deux conditions est tres faible si 1’on
compare aux résultats des différents greffages réalisés au cours de ces travaux. Néanmoins,
c’est jusqu’a présent la condition qui aspire le plus a une adhésion de ce composé en surface.
Enfin, des analyses XPS ont été réalisée pour ces conditions (Tableau 25). On constate que les

variations en atomes de carbone, d’oxygene et de silicium sont faibles. Cependant, la tendance
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reste a I’augmentation du pourcentage atomique de I’atome de carbone et a la diminution du
pourcentage de Si. L’espérance qu’une petite quantité de composé se soit fixée en surface est a
nouveau soulignée, mais le soufre du NaSS n’est quant a lui pas détecté. Ces résultats ne sont
donc pas concluant quant a une fixation de I’ADOPA-pNaSS-SH en surface. A I’avenir, les
expériences devront se poursuivre et se concentrer sur une augmentation encore plus élevée de
la concentration pour observer si plus de composé peut se fixer en surface. Puis, dans le cas ou

les résultats obtenus sont satisfaisants, des caractérisations biologiques pourront étre réalisées.
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Figure 136 : Mesure du taux de greffage en surface du PDMS adhéré par le produit click ADOPA-pNaSS-SH en
comparaison au PDMS non greffé

Atome Position* (eV) %at. non greffé % at. ADOPA-pNaSS-SH

Cls 283 49,1 +£22 50,7 +0,7
Ols 531 23,0+0,3 223+0,1
Si2p 101 279+2,1 27,0+ 0,7
S2p 174 - Non détecté

Tableau 25 : Compositions élémentaires en pourcentage atomique obtenues par analyses XPS de surfaces de
PDMS non greffées et avec fixation d”’ADOPA-pNaSS-SH. (*Energie de liaison pour le signal principal de
I'élément donné)
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2.2. Autres stratégies

Shin et al. ont dans leurs travaux synthétisé de la dopamine zwittérionique (ZW-DOPA)
dans le but de ’'immobiliser sur des surfaces de silicone. Les auteurs souhaitaient utiliser ce
composé pour ses propriétés antiadhésives afin de limiter la formation de biofilm sur des
implants mammaires : objectif similaire a nos travaux. Pour revétir leurs surfaces de silicone,
les auteurs ont réalisé¢ une polymérisation oxydative. Ils ont alors dissout leur ZW-DOPA dans
une solution tampon tris & pH = 8,5 a des concentrations de 0,005, 0,05, 0,5 et 10 mg.mL"".
Cette solution a été mélangée a du NalO4 dans de I’eau a un ratio molaire de 2 : 1. Le substrat
a été placé dans ce mélange et le tout a été agité pendant 24 heures. Les auteurs sont parvenus
a revétir ainsi leurs échantillons. 0,5 mg.mL™' de ZW-DOPA étaient nécessaires afin d’observer
un changement en surface. Celui-ci était démontré par le changement de mouillabilité¢ de
surface, passant de 113,2° a 25,3°, ainsi que par analyses XPS et AFM. Les auteurs ont par
ailleurs montré un effet antibactérien vis-a-vis de S. epidermidis pour des concentrations de 1
mg.mL"! en ZW-DOPA (Figure 137a) et une inhibition de la formation de capsule autour de
I’implant chez la souris (Figure 137b). L’inhibition de la capsule a été justifiée par I’interruption
de la différentiation des fibroblastes en myofibroblastes, mis en évidence expérimentalement
par I’examen de la quantité de ces derniers dans les capsules [99].

a) b)
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Figure 137 : a) Pourcentage de S. epidermidis calculé sur des surfaces de silicone contréles (DW) en
comparaison a des surfaces fonctionnalisées avec la ZW-DOPA. b) Epaisseur de la capsule formée autour
d'implant en silicone contréles et fonctionnalisés par la ZW-DOPA, implantés chez la souris [99]

Alors, inspirés par ces travaux remarquables, il a ét€¢ question d’appliquer ce protocole
avec I’ADOPA synthétisée au cours de nos travaux afin d’observer si I’on pouvait former une
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couche de ce composé sur les échantillons de PDMS. Des échantillons de PDMS ont alors été
placés en présence d’ADOPA a des concentrations de 0,5 et 1 mg.mL™! mélangé a du tampon
tris et du périodate de sodium. Le mélange a été placé 24 heures sous agitation. L’ oxydation en
solution a pu étre confirmée par le changement de couleur de la solution, passant de transparent
a brun (Figure 138). Néanmoins, les résultats escomptés n’ont pas été obtenus. La mouillabilité
de surface reste inchangée et les spectres FTIR ne présentent pas de modifications.

Figure 138 : Photographies d'expériences de polymérisation oxydative de I'ADOPA a a) début d'expérience, b)
0,5 mgmL" et c) 1 mg.mL!

2.3. Bilan

Les travaux relatifs a la fonctionnalisation du PDMS par un polymére de taille contrdlée
en utilisant I’ADOPA ou I’acide caféique sont donc pour I’instant maintenus au stade de fixation
des molécules. L’adhésion d’une molécule porteuse de groupement catéchol ne semble pas si
¢vidente sur un matériau tel que le silicone. Par ailleurs, la polymérisation oxydative, bien que
réalisée dans la littérature, n’a pas été concluante sur nos échantillons avec I’ADOPA
synthétisée.

Cette voie de greffage nécessite désormais d’étre poursuivie et constitue donc une
perspective de travail pour la fonctionnalisation controlée du PDMS. Une fois les conditions
d’adhésion déterminées, il faudra comme pour les expériences précédentes réaliser les essais
biologiques et microbiologiques.
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3. Greffage du copolymere AAc/NaSS en surface de PDMS

Des premiers essais ont ¢té réalisés afin d’observer si un effet synergique des deux
polymeéres PAAc et PNaSS pouvait avoir lieu en surface. Le greffage simultané de ces deux
polymeres a alors été mis en place. Pour cela, les deux polymeéres ont été introduits a méme
concentration (0,35 M) dans de I’eau et exposés aux rayonnements UV avec un échantillon
préalablement activé. Les expériences ont été réalisées dans un premier temps de manicre
directe, sans modification du pH, puis en ajustant le pH de la méme maniére que pour le greffage
du PAAc-pH seul. Les échantillons ont été caractérisés par mesure d’angle de contact et dosage
colorimétrique au BT (Figure 139). Dans un souci de lisibilité, le greffage du copolymeére
PAAc/PNaSS sera noté « CoAA », tandis que le greffage PAAc/PNaSS avec ajustement du pH
sera not¢ « CoAA-pH ». Les deux polymeéres constitutifs du copolymeére sont hydrophiles,
néanmoins on ne constate qu’une légere diminution de I’angle de contact apparent, atteignant
93,1° pour le CoAA et 101° pour le CoAA-pH en moyenne. Les taux de greffages, bien que
plus ¢élevés que pour 1’échantillon non greffé¢ restent faible. Le greffage du CoAA atteint
4,58.10"® mol.cm™, et plus faible encore, le COAA-pH atteint 2,48.10"® mol.cm™ contre 7,58.10°
? en moyenne pour le PDMS non greffé. Ces résultats ne permettent pas de conclure quant a un
greffage efficient des surfaces. Si 1’on s’intéresse aux rapports de réactivité¢ des deux
monomeéres (Tableau 26) on constate en effet qu’ils sont tres différents 'un de 1’autre. Or la
copolymeérisation est idéale lorsque le produit ri-r> tend vers 1, mais elle vaut ici 0,1. Alors,
cette condition de greffage ne sera pas retenue. Une autre stratégie doit étre envisagée pour ces
deux monomeéres. On peut imaginer deux greffages en deux temps, ou I'utilisation de I’AcV
avec le NaSS. Ces propositions peuvent constituer des perspectives pour davantage évaluer
I’influence des polymeéres bioactifs étudiés en surface du PDMS.
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Figure 139 : a) aWCA et b) taux de greffages obtenus pour le greffage du copolymére PAAc/PNaSS avec et sans
ajustement du pH, en comparaison au PDMS non grefté
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Monomeére 1 Monomére2 ri 2 Ref.
NaSS MAc 0,75 0,62 Tosoh Spinomar [168]
NaSS AAc 1,0 0,1 [169]

Tableau 26 : Rapports de réactivité des monomeres NaSS, MAc et AAc

Le Tableau 26 montre cependant que le NaSS pourrait davantage copolymériser avec le
monomere MAc, leurs rapports de réactivité étant plus proches. Des expériences de
copolymeérisation de ces deux monomeres ont fait 1’objet de précédents travaux au laboratoire
[23,48,83,84].

Ici, de la méme maniére que précédemment, les premiers essais de copolymérisation ont
¢été réalisés en mélangeant proportionnellement le NaSS au MAc. L’ajustement du pH n’est pas
utilisé pour greffer le MAc car les précédents résultats ont montré que le greffage n’était pas
concluant dans ces conditions. Le greffage est donc effectué pour un mélange des deux
polymeres a une concentration de 0,35 M et face aux rayonnements UV du pavé LED afin de
limiter le durcissement de I’échantillon. Les résultats de mesure d’angle de contact apparent
montrent des résultats satisfaisants, la mouillabilité augmente atteignant 78,8° (Figure 140a).
Les taux de greffages obtenus sont également élevés, atteignant 3,84.10”" mol.cm™ en moyenne
contre 6,10.10° mol.cm™ pour le PDMS non greffé (Figure 140b). Malgré des pourcentages
atomiques proches pour 1’atome de carbone et d’oxygene, les résultats XPS (Tableau 27)
montrent que la tendance reste a la diminution du pourcentage atomique du silicium et a la
légeére augmentation de celui du carbone. Aussi, la présence du souffre présent dans le PNaSS
est détectée. Ces résultats mettent en évidence la présence du copolymére en surface.
L’inconvénient persistant est que 1’échantillon reste rigide et blanchi, le protocole n’est donc
pas optimal pour une utilisation sur les enveloppes d’implant mammaire en PDMS.

Cependant, dans le but d’explorer les premieres réponses biologiques, des observations
microscopiques ont €té réalisées sur des échantillons incubés avec des fibroblastes puis colorés
(Figure 141). Ces surfaces de PDMS ont été comparées avec du PDMS non greffé et greffé par
le PMAc, méme si une nouvelle fois, les échantillons obtenus ont durci. Les résultats montrent
que le greffage avec le PMAc a tendance a rendre la surface antiadhésive, ou a ralentir la
prolifération cellulaire comme précédemment observé avec le PAAc. Aprés 3 jours
d’incubation, seules certaines zones sont occupées par des cellules, agglomérées et peu
développées. Le greffage du copolymére ne montre pas cet effet, la tendance est a la
prolifération cellulaire. En revanche, les cellules restent arrondies les premieres 24 heures. Puis,
apres 3 jours et 7 jours d’incubation, méme si 1’échantillon est recouvert de cellules, elles

semblent plus agglomérées et moins étendues que pour une surface non greffée.
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Figure 140 : a) aWCA et b) taux de greffages obtenus du copolymére PMAc/PNaSS en comparaison au PDMS
non greffé

Atome Position* (eV) %at. non greffé %at. greffé CoMA

Cls 283 49,1 £2,19 51,1+0,86
Ols 531 23,0+ 0,29 22.8+0,74
Si2p 101 27,9+ 2,143 24,6 +1,71
S2p 174 Non détecté 0,87 + 0,05

Tableau 27 : Compositions élémentaires en pourcentage atomique obtenues par analyses XPS de surfaces de
PDMS non greffées et greffées CoOMA. (*Energie de liaison pour le signal principal de I'élément donné)
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Figure 141 : Images au microscope optique de la prolifération des fibroblastes en surface d'échantillons de
PDMS non greffé, greffé CoMA et greffé PMAc aprés 24 heures, 3 jours et 7 jours d’incubation
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4. Conclusion partielle

L’ensemble des travaux présentés dans ce dernier chapitre ont constitué¢ des pistes

d’optimisation de la fonctionnalisation et de compréhension des mécanismes de surface.

Le greffage du PVAc et du PAbAc a permis I’amélioration de la prolifération des
fibroblastes en surface, et ce, malgré la présence de groupements fonctionnels COO™ qui
ralentissaient cette prolifération lors du greffage du PAAc. On ne peut alors pas parler du
greffage d’un polymeére bioactif a lui seul. Sa densité en surface, sa répartition sur la surface, la
longueur de ses chaines sont autant de parametres a considérer pour définir son action envers
I’environnement biologique. Cela est par ailleurs régit par la technique de greffage employée et
par le matériau ou le substrat utilisé. La méthode de greffage « grafting to » a alors également
¢été envisagée. Elle permet d’immobiliser en surface des chaines de polymeére de taille controlée.
Cependant, elle n’est pour I’instant qu’au stade de développement sur le matériau PDMS. Les
différentes méthodes de caractérisation n’ont pas permis de détecter la présence du polymere
bioactif en surface. Le caractére mou et flexible du matériau peut expliquer la difficulté a
réaliser cette fonctionnalisation en deux étapes. Ce constat souligne d’une part le caractére
simple et efficace de la méthode « grafting from », mais également la dépendance des méthodes
de fonctionnalisation vis-a-vis du substrat et du polymere. Finalement, ces deux pistes d’étude
présentées ont montré que la stratégie employée pour greffer le PDMS avait des conséquences
sur la conformation du polymere et par conséquent sur son mode d’action. Mais aussi, elles ont
permis d’obtenir de nouveaux résultats et de nouvelles données concernant d’autres polymeres

bioactifs pouvant étre utilisés sur ces surfaces.

Le PVAc se greffant sur le PDMS par la méthode « grafting from » sans I’altérer, il peut
étre envisagé d’étudier sa copolymérisation avec le PAAc ou le PNaSS. En effet, la
copolymeérisation fut I’une des pistes exploitées pour davantage fonctionnaliser la surface. Les
effets synergiques du PAAc et du PNaSS ont été investigués. Cependant, la réactivité de ce
premier ne lui permet pas de copolymériser favorablement avec le PNaSS via la méthode
« grafting from ». Le PMAc étudi¢ au début de ce manuscrit est plus adapté a ce procédé, mais
le durcissement des surfaces reste une problématique a pallier.

223






Conclusion génerale

Les études présentées dans ce manuscrit s’inscrivent dans la continuité des travaux
entrepris au laboratoire CB3S concernant la fonctionnalisation de surface de biomatériaux. Les
objectifs se regroupant autour de la limitation des complications et infections, les études n’ont
pour but que d’améliorer les traitements de surface en ce sens. Porté par les scandales sanitaires
concernant les implants mammaires, le projet de these s’est concentré sur I’utilisation du PDMS
dans les dispositifs médicaux. L’idée est de conférer de nouvelles propriétés biologiques et

antibactériennes au matériau afin de prévenir les risques.

Le greffage de polymeres bioactifs sur les surfaces est la stratégie mise en place. En
particulier, ces travaux se sont concentrés sur les polymeres porteurs de groupements
carboxylates. Leur greffage sur les surfaces de PDMS via les irradiations UV s’est présenté
comme un nouveau défi. Les principaux objectifs étaient d’étudier leur action envers

I’environnement biologique et vis-a-vis des bactéries.

Les monomeres acide acrylique et acide méthacrylique ont été¢ choisis pour leur
structure moléculaire simple, leur biocompatibilité et leurs propriétés antiadhésives. Le greffage
a ét¢ entrepris par la méthode « grafting from » et a une concentration de 0,35 M en solution
aqueuse. Les différentes techniques de caractérisation ont mis en évidence la présence du
greffage sur le PDMS. Cependant, le matériau était endommagé : durci, blanchi et cassant. Si
cette méthode peut convenir a des applications ne nécessitant pas le maintien de la flexibilité
du PDMS, pour certains dispositifs microfluidiques par exemple, il est en revanche important
de conserver ces propriétés initiales pour d’autres applications. Les échantillons de PDMS
utilisés provenant d’enveloppes d’implants mammaires doivent conserver leur élasticité. La
pénétration du monomeére dans le réseau du PDMS et sa polymérisation sont la cause de ce
phénomene d’altération. Alors, pour le limiter, le pH de la solution de polymérisation a été
modifié. En se plagant a pKa(monomeére) + 1, le monomere arbore sa forme basique et est ainsi
chargé. La présence de charges aura pour effet de générer des répulsions stériques, limitant la
pénétration du monomere dans la matrice du PDMS et favorisant ainsi son greffage en surface.
Ce protocole est adapté au greffage du PAAc, mais pas a celui du PMAc qui n’est pas homogene
ni répétable. La suite des expériences a alors été poursuivie avec le greffage du premier. Des
caractérisations de I’état de surface du PDMS grefté ont été¢ menées et ont montré qu’au niveau
microscopique des crétes et fissures €taient encore visibles. Les essais de traction ont cependant
montré qu’en comparaison aux surfaces non fonctionnalisées, le comportement élastique du
PDMS ¢était maintenu. Enfin, les analyses topographiques de surface ont permis de formuler
des hypothéses sur ’allure et le comportement du polymere. Les résultats montrent que de
longues chaines sont probablement formées, couvrant I’ensemble de I’échantillon. Cette
premiere partie a alors permis la mise en place du greffage effectif en surface et donne de
nombreuses indications sur la densité et le comportement du polymere grefté.
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L’effet des propriétés de surface sur la réponse biologique a été investigué. Le greffage
du PAAc sur le PDMS perturbe les mécanismes biologiques. Il engendre une adhésion limitée
et un ralentissement considérable de la prolifération des fibroblastes. Les caractérisations
complémentaires ont montré que 1’orientation et la conformation des protéines au contact des
surfaces greffées pouvaient étre responsables de ce phénoméne. La mesure d’angle de contact
apparent et la spectroscopie FTIR mettent en évidence des interactions différentes entre les
protéines et la surface greffée en comparaison a une surface témoin. Des analyses a I’AFM ont
débuté afin d’accéder a I’orientation des protéines sur les surfaces. Elles ont été réalisées sur le
PDMS greffé par le PAAc-pH en présence de Fn et de Fg (Figure 142). Cependant, le caractére
« mou » et €lectrostatique du PDMS rend complexe 1’acquisition des scans. Peu d’images ont
pour le moment été acquises. Des différences d’aspect de surface sont observables, mais elles
ne permettent pas pour I’instant de conclure quant au changement d’orientation des protéines
en comparaison a la surface non greffée. Les expériences doivent €tre poursuivies et plus de

scans doivent étre réalisés.

27.2 nm 237.8 nm

-40.4 nm -16.5 nm -128.1 nm

Height 2.0 um Height 2.0 um Height 2.0 um

Figure 142 : Scans AFM de surfaces de PDMS greffées par le PAAc-pH a) seul, b) avec adsorption de Fn, c)
avec adsorption de Fg

Enfin, de premiéres analyses microbiologiques des surfaces au contact de S. epidermidis
ont été réalisées. Les résultats mettent en évidence une inhibition de 1’adhésion bactérienne
lorsque le fibrinogene est pré-adsorbé sur les surfaces. Dans un premier temps, ce constat a mis
en évidence D’affinité d’une catégorie de bactérie a 1’égard de certaines protéines et en
particulier de certaines de ses régions. Puis, on constate finalement des interdépendances entre
les matériaux ¢étudiés, la fonctionnalisation choisie, les protéines et autres composés
biologiques : cellules et bactéries. Ce résultat pointe du doigt I’importance du choix de la
fonctionnalisation vis-a-vis de 1’application visée. Dans cette étude, les expériences n’ont pour
le moment été réalisées qu’en présence d’une certaine catégorie de cellules, les fibroblastes, et
de bactéries, les S. epidermidis. Mais les résultats permettent d’émettre des hypotheses
concernant un type d’application. Le PAAc-pH peut fonctionnaliser des dispositifs ou
I’accumulation des cellules n’est pas souhaité et ou il faut agir pour prévenir une potentielle

contamination bactérienne. C’est le cas de la face interne des sondes. Dans le cas ou la pose
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d’un dispositif est provisoire, son intégration dans le corps n’est pas souhaitable afin de
permettre son retrait. Ainsi, la fonctionnalisation de la face externe par le composé antiadhésif
peut également convenir. A I’inverse le PNaSS est potentiellement davantage adapté a des

implants a long terme afin d’améliorer leur intégration dés les premiers instants d’implantation.

Des perspectives de travail concernant la compréhension des interactions entre la
surface fonctionnalisée et 1’environnement biologique ont été amorcées. Ces travaux passent
par le greffage de deux nouveaux polymeéres bioactifs, porteurs de groupements carboxylates
mais plus proches structurellement du PNaSS : le PVAc et le PAbAc. On constate d’abord que
méme si le protocole doit étre adapté a chaque polymere, 1’utilisation des irradiations UV pour
activer les surfaces (160 mW.cm™) et provoquer la réaction de polymérisation (220 mW.cm™)
s’est montrée efficace. En revanche, elle ne permet pas d’avoir le controle sur la qualité du
greffage en surface. La taille des chaines et leur répartition, méme si elles couvrent
généralement 1’ensemble de la surface, sont aléatoires. En fonction du polymeére bioactif
employé, de sa réactivité et de son architecture initiale, la topographie en surface du PDMS est
impactée. En conséquence, pour les polymeres utilisés au cours de ces travaux, la densité de
groupements, de charges et la rugosité de surface se voit changée. Enfin, tous ces parametres
ont une conséquence directe sur la réponse biologique et microbiologique. Les deux premieres
parties du Chapitre 5 mettent en évidence ce point. Elles soulignent que la mise en place d’une
fonctionnalisation de surface d’un biomatériau ne dépend pas uniquement des groupements
fonctionnels choisis mais également du protocole de greffage mis en place. Le greffage du
PVAc a ainsi montré que la prolifération des fibroblastes en présence de fibronectine était
améliorée. Ce résultat est plus proche des effets provoqués par le PNaSS. En revanche, la
concentration, la densité de groupements présents et I’estimation de la structure secondaire des
protéines adhérées montrent des différences. Finalement, ces différents greffages de polymeéres
par la technique « grafting from » permettent également de constituer une base de résultats
permettant de choisir la fonctionnalisation adaptée a une application visée. Enfin, il peut étre
envisagé d’approfondir davantage la fonctionnalisation. Ce point de vue prend en compte la
combinaison des propriétés conférées par les différents polymeres bioactifs en passant par la
synthése de copolymeéres. Aussi, les polymeres étant porteurs de groupements réactifs, ils
peuvent jouer le role de support d’une fonctionnalisation additionnelle en plus de leurs
propriétés initiales. Sur cette idée, I’immobilisation de composés biologiques tels que le

collagene a été envisagée.

De maniére a approfondir cette étude, les différents points abordés dans le Chapitre 5
doivent étre poursuivis. En termes de perspectives, il serait également pertinent de spécifier
davantage la réalisation des tests biologiques vis-a-vis d’une application. Si ’on reprend
I’exemple du greffage du PAAc-pH sur la face interne d’une sonde, la réalisation de tests
biologiques en présence de cellules épithéliales peuvent étre plus appropriées. Aussi, les
analyses microbiologiques sont a poursuivre, notamment avec des échantillons greffés au PVAc

et au PAAc, mais aussi avec d’autres catégories de bactéries. On peut citer le P. aeruginosa et
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Conclusion générale

R. pickettii pour la poursuite des investigations concernant les infections bactériennes liées aux
problématiques impliquant les implants mammaires. Il peut également étre pertinent d’évaluer
la stabilit¢ de la fonctionnalisation dans le temps. Malgré les résultats de caractérisation
mécanique satisfaisants, le Chapitre 3 a souligné les défauts de surface engendrés par la
fonctionnalisation du PDMS par le PAAc. Réaliser ces mémes essais de caractérisation dans le
temps permettra de vérifier d’autant plus la fiabilit¢ du greffage. La poursuite des
caractérisations, notamment biologiques, pour la condition de polymérisation du PAAc-pH aux
UV pendant 30 minutes peut par ailleurs constituer une alternative a 1’altération des surfaces.

Enfin le manque de procédés pour produire le PDMS fonctionnalis¢ a I’échelle
industrielle est une difficulté. L’utilisation du pavé LED pour étendre la surface de greffage fut
déja une option envisagée. Mais elle a dé¢ja montré des difficultés concernant la densité de
greffage et son uniformité. La répétabilité¢ des conditions expérimentales a plus grande échelle
doit alors devenir un nouvel enjeu de la fonctionnalisation.
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Annexes

Annexe 1

Fréquences attribuées aux structures secondaires des protéines sous la bande amide I
déconvoluée dans H>O et D,O [126].

H,0' D,Of

Mean frequencies Assignment Mean frequencies Assignment

1624+1.0 [3-sheet 1624+4.0 [3-sheet
1627+2.0 [3-sheet

1633+2.0 [3-sheet 1631£3.0 [3-sheet
1638+2.0 [-sheet 1637£3.0 [3-sheet
1642+1.0 [B-sheet 1641+2.0 3,0 Helix
1648+2.0 Random 1645+4.0 Random
1656+2.0 o Helix 1653+4.0 o-Helix
1663+3.0 3,0 Helix 1663+4.0 -Turn
1667+1.0 3-Turn 1671£3.0 [3-Turn
1675+1.0 -Turn 1675+5.0 [3-sheet
1680+2.0 -Turn 1683+2.0 [-Turn
1685+2.0 3-Turn 1689+2.0 [3-Turn
1691+2.0 [3-sheet 1694+2.0 3-Turn
1696+2.0 [-sheet

+ Data are from Dong et al. [12,13]; { Data from Susi ef al. [4,7].
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Annexe 2

Exemple du code en langage Python élaboré pour permettre la déconvolution de la bande
spectrale amide I et estimer les proportions en structures secondaires.

Dans I’exemple, le code est appliqué pour le spectre FTIR de la fibronectine adsorbée sur du
PDMS fonctionnalisé par le PAAc-pH

Entrée [1]: #Importation des bibliothéques
import numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt
from scipy.optimize import curve fit

Entrée [2]: #Charge des données expérimentales du spectre IR sous forme de fichier .txt
x = np.loadtxt("C:Chaminl.txt")
y = 1e8-np.loadtxt("C:Chemin2.txt"™)

Entrée [3]: plt.plot(x,y)

Out[3]: [<matplotlib.lines.Line2D at @xled5da65a%@>]

80+

60 -

40

2049

04

T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

Entrée [4]: x2
y2

x[2220:2482] #1519-1781 cm-1
y[2220:2482]

Entrée [5]: |plt.plot(x2,y2)

Out[5]: [<matplotlib.lines.lLine2D at @xledSfa7388e>]

16

14 A

12 4

10 A

T T T T T
1550 1600 1650 1700 1750

Entrée [6]: def gaussian(x, amp, mu, sig):
fun_val = amp®np.exp(-np.pouwer(x-mu,2.)/(2*np.power(sig,2.)))
return fun_val
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Entrée

Entrée [8]:

Entrée

Entrée

Entrée

Entrée

Entréa [13]:

out[13]:

Entrée

Entrée

Entrée

[71:

[91:

[18]:

[11]:

[12]:

[14]:

[15]:

[16]:

def obj(x, ampe, mue, sige, ampl, mul, sigil,

fun_valé = amp@*np.exp(-np.power(x-mud,2.)/(2*np.
fun_vall = ampl*np.exp(-np.power(>-mul,2.)/(2*np.
fun_val2 = amp2*np.exp(-np.power(x-mu2,2.)/(2*np.
fun_val3 = amp3*np.exp(-np.power(>-mu3,2.)/(2*np.
fun_vald = amp4*np.exp(-np.power(x-mus,2.)/(2*np.
fun_val5 = amp5*np.exp(-np.power(x-mu5,2.)/(2*np.
fun_valé = amp6*np.exp(-np.power(>-mus,2.)/(2*np.

amp2, mu2, sig2, amp3, mu3, sig3, amp4, mud, sig4, amp5, mu5, sig5, ampé, mud, sige]

return fun_val® + fun_vall + fun_val2 + fun_val3

power{sige,2.
power(sigl,2.
power{sig2,2.
power(sig3,2.
power{siga,2.
power{sigs,2.
power(sig6,2.
+ fun_vald +

)
))
)
))
))
)
)]
un,

_vals + fun_vale

initial_guess_peak = [15,1568,28, 2,1633,20, 4,1648,18, 4,1656,108, 1,1676,18, ©.5,1694,18, ©.5,1709,28] #estimations initiales pc

4

»

bnd= ((7,1557,2, 8,1632,2, @,1646,2, @,1654,2, 8,1675,2, ©,1692,2, @,1784,2),(16,1563,50, 8,1634,25, 8,1650,25, 8,1658,25, 8,167}

4

13

popt, pcov = curve_fit(obj, x2, y2, pe = initial_guess_peak, bounds=bnd)

y_fit = obj(x2, *popt)

y_fite = gaussian(x2, *popt[e:3])
y_fitl = gaussian(x2, *popt[3:6])
y_fit2? = gaussian(x2, *popt[6:9])
y_fit3 = gaussian(x2, *popt[9:12])
y_fita = gaussian(x2, *popt[12:15])
y_fit5 = gaussian(x2, *popt[15:18])
y_fit6 = gaussian(x2, *popt[18:21])

plt.plot(x2,y2)

plt.plot(x2,y_fit)
plt.plot(x2,y fite)
plt.plot(x2,y_fit1)
plt.plot(x2,y_fit2)
plt.plot(x2,y_fit3)
plt.plot(x2,y_fit4)
plt.plot(x2,y fit5)
plt.plot(x2,y_fite)

[<matplotlib.lines.Line2D at @xl245faal@s@>]

16

14

12 A

101

T T T T
1550 1600 1650 1700

from numpy import trapz

bsheetl = trapz(y_fitl)

rdm = trapz(y_fit2)

ahelix = trapz(y_fit3)

bturn = trapz(y_fit4)

bsheet2 = trapz(y_fits)

total = bsheetl + rdm + ahelix + bturn + bsheet2

print(total, bsheetl, rdm, ahelix, bturn, bsheet2)

T
1750

474.97324698800436 272.7834018005239 74.462204444a7766 21.91295225480521 184.901458929657877 3.72738608836426e-89
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Annexe 3

Données concernant le greffage du PNaSS sur les surfaces de PDMS

a) Mesures d’aWCA
b) Taux de greffage en surface

a) b)
4x10°® -
120
112,8 2,27x10°8
90,5 &
100 g 3x10° 4
©
. 80 £
2 2
3 o0 & 2x10° 4
2 o
« o
40 %
% 1x10° 4
@
20 = 4,44x10°
0= 04
Non greffé Greffé PNaSS Non greffé Greffé PNaSS
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Annexe 4

Interactions des protéines avec les surfaces de PDMS greffées par le PVAc

a)

b)

a) BSA
b) Fn
c) Fg

Transmittance, %

Transmittance, %

120

100

—PDMS non greffé + BSA
- PDMS greffé PVAc + BSA

80 .
101 r T T T . : :
60~ 100 - -
99
40 -
98 :
20 B 97 1 1 1 1 1 1 1 ]
1850 1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450
0 1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Nombre d'onde, cm™
120 T T T T T T
—PDMS non greffé + Fn
PDMS greffé PVAc + Fn
100 ""'"~\_/—jr,—~ - { } ) e
i [
§ A\
80 \\ ]
100 [ 1
60 i
99 -
40 - .
98 : |
20 \‘ —
97 1 1 1 1 1 1 Ei
1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450 i i
o 1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500

Nombre d'onde, cm™
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120 T T T

—PDMS non greffé + Fg
----- PDMS greffé PVAc + Fg

100

® sof .
P 101
c
g 100
£ 60 .
E 99
c . e
= 40 [ 98 [ 4 -
97} ] .
e Y : - . . : - )
1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500 1450
0 1 1 1 1 1 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nombre d'onde, cm™!
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Spectre RMN attribué a :

Annexe 5

a) La synthese de ’ADOPA

b) La synthése du polyNaSS (10 kDa) avant RAFT

a)
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b)
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Le taux de conversion du monomeére NaSS en polymére polyNaSS obtenu est d’environ 88 %.
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Production scientifique

Publications scientifiques

* A. Wozniak, V. Humblot, R. Vayron, R. Delille, C. Falentin-Daudré, Simple UV-
Grafting of PolyAcrylic and PolyMethacrylic Acid on Silicone Breast Implant Surfaces:
Chemical and Mechanical Characterizations, Coatings 13 (2023) 1888.
https://doi.org/10.3390/coatings13111888.

* A. Wozniak, C. Falentin-Daudré, First biological response on polyAcrylic Acid UV-
grafted PDMS surface: Towards medical application, Colloids Surf. Physicochem. Eng.
Asp. 703 (2024) 135346. https://doi.org/10.1016/j.colsurfa.2024.135346.

 A. Fantou, A. Malchére, A. Wozniak, L. Roiban, S. Meille, K. Masenelli-Varlot, S.
Tadier, In operando study of gypsum crystal growth through in-cell environmental SEM,
J. Cryst. Growth 628 (2024) 127515. https://doi.org/10.1016/j.jerysgro.2023.127515.
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Influence du greffage covalent de polymeres bioactifs sur des surfaces de PDMS sur la biocompatibilité
et les propriétés antibactériennes

Résumé : La fonctionnalisation de surface est un outil précieux pour conférer de nouvelles propriétés aux
biomatériaux. Afin de limiter et prévenir les infections bactériennes en surface du PDMS, utilisé dans de nombreux
dispositifs médicaux et implants, le greffage covalent de polymeéres bioactifs a été développé. Des polymeéres porteurs de
groupements carboxylates ont été choisis pour réaliser ces études. En adaptant le protocole (ajustement du pH, modification
du solvant) I'utilisation de la méthode « grafting from » sous irradiations UV s’est montrée performante pour greffer ces
polymeres sur le matériau sans modifier ses propriétés initiales. Elle consiste dans un premier temps a activer le matériau

de maniére a rendre la surface réactive, puis a amorcer la polymérisation radicalaire en solution.

Par sa structure moléculaire simple et ses propriétés antiadhésives, le greffage de 1’acide poly(acrylique) a été mis
en place. Le PDMS ainsi fonctionnalis¢ montre une réduction de 1’adhésion de fibroblastes et par conséquent un
ralentissement de leur prolifération. Ce phénomeéne est expliqué par un probable changement d’orientation et de
conformation de la fibronectine au contact de ces surfaces. L’inhibition de I’adhésion de S. epidermidis a également été
mis en évidence en présence de fibrinogéne. De la méme manicre, la fonctionnalisation permet d’agir sur 1’orientation de
la protéine et provoquer cet effet. Ces caractérisations ont permis de souligner la complexité des mécanismes a I’interface
entre le biomatériau et I’environnement biologique. La mouillabilité, la densité de charges, I’architecture du polymere
(taille, encombrement, répartition) sont des parameétres a prendre en compte pour trouver la fonctionnalisation la plus
adaptée a ’application visée. Ainsi, I'utilisation des polyméres porteurs de groupements carboxylates constitue une voie
prometteuse pour moduler les propriétés du PDMS et méme, ouvrir la voie vers de la multifonctionnalisation de surfaces.

Mots clés : Fonctionnalisation de surface, PDMS, biomatériau, greffage, polymére bioactif

Influence of bioactive polymers covalent grafting on PDMS surfaces on biocompatibility and
antibacterial properties

Abstract: Surface functionalization is a promising tool to lend new attractive properties on biomaterials. PDMS
material is often used to design medical devices and implants. In order to restrict and prevent bacterial infections on its
surface, the covalent grafting of bioactive polymers has been developed. To carry out this work, polymers carrying
carboxylate groups were chosen. By adjusting the protocol (pH, solvent), the use of the “grafting from” method under UV
irradiations was efficient to graft these kinds of polymers without damaging the initial PDMS properties. First, it consists
of material surface activation to make it reactive. Then, the radical polymerization is initiated by sample immersion in
monomer solution still under UV.

Due to its simple molecular structure and its antiadhesive properties, the grafting of poly(acrylic) acid was
developed. Once functionalized, the PDMS surface show a decrease in fibroblast adhesion and consequently a slowed
down proliferation. This phenomenon is probably generated by fibronectin conformation and orientation change when
interacting with the grafted polymer. S. epidermidis inhibition was also generated when fibrinogen was present. In the
same way, the functionalization acted on the protein behavior to induce this change. The surface characterizations have
highlighted the complexity of the mechanism at the interface between the material and the biological environment. The
wettability, the charge density, the polymer architecture (size, distribution) are parameters that must be carefully studied
to choose the most adapted functionalization to a targeted application. Here, the use of carboxylic acid groups has shown
a promising way to modulate PDMS surface properties and even to generate further functionalization.

Key words: Surface functionalization, PDMS, biomaterial, grafting, bioactive polymer



