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Abréviations et symboles

ABREVIATIONS et SYMBOLES

Appareils et techniques

AFM : atomic force microscopy (microscopie a force atomique)

DC : dichroisme circulaire

CLSM : confocal laser scanning microscopy (microscopie confocale a balayage laser)
QCM-D : quartz crystal microbalance with dissipation monitoring (microbalance a cristal

de quartz avec mesure de la dissipation)

Milieux de culture

DMEM : Dulbecco’s minimal essential medium
MEM : minimal essential medium
FBS : feetal bovine serum

PBS : phosphate-buffered saline

Polymeres
B-CD : B-cyclodextrine

CHI : chitosan

HA : acide hyaluronique

PAH : poly(allylamine hydrochlorydrique)
PDADMA : poly(diallyldiméthylammonium)
PEI : poly(éthyléne imine)

PGAd : poly(acide d-glutamique)

PGA/ : poly(acide /-glutamique)

PLd : poly(d-lysine)

PL/ : poly(/-lysine)

PLGA : poly(acide ¢,d-lactique-co-glycolique)

PLA : poly(acide /,d-lactique)




Abréviations et symboles

PSS : poly(styrene sulfonate)

Protéines et molécules thérapeutiques

o-MSH : a-melanocyte-stimulating hormone (Hormone mélanostimulante )
BMP : bone morphogenetic protein (Protéine morphogénique osseuse)

MCR : melanocortin receptor (récepteur aux mélanocortines)

TGF : transforming growth factor (facteur de croissance de transformation)
Tx : paclitaxel (nom commercial : Taxol®)

TxCreend88 : Taxol Oregon Green® 488

Réactifs et solvants

cCD : B-cyclodextrine monocarboxylée

CD : cyclodextrine

CHCIs : chloroforme

DMSO : diméthyl sulfoxyde

EDC : 1-éthyl-3-(3-diméthylamino-propyl) carbodiimide
FITC : isothiocyanate de fluorescéine

HCl : acide chlorhydrique

MRho : méthacryloxyéthyl thiocarbamoyl rhodamine B
Na2COs : carbonate de sodium

NaOH : hydroxyde de sodium

(NHa4)2S20s : ammonium peroxodisulfate

Rho : rhodamine B

S-NHS : N-hydroxysulfosuccinimide

SDS : sodium dodécyl sulfate ou acide laurique

TMEDA : tétraméthylethylénediamine

TR : Rouge Texas

TRIS : 2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3-propanediol ou trishydroxyméthylaminométhane




Liste des publications

LISTE des PUBLICATIONS

1. Biomaterials. 2006 Aug; 27(22):4149-56

Control of drug accessibility on functional polyelectrolyte multilayer films.

Vodouhé C., E. Le Guen, J. Mendez Garza, G. Francius, C. Déjugnat, J. Ogier, P. Schaaf,
J.-C. Voegel, P. Lavalle.

2. Biomacromolecules. 2007 Jan; 8(1):139-145

Multifunctional polyelectrolyte multilayer films: combining mechanical resistance,
biodegradability and bioactivity.

Schneider A., C. Vodouhé, L. Richert, G. Francius, E. Le Guen, P. Schaaf, J.-C. Voegel,
B. Frisch, C. Picart.

3. Biomolecular Engineering 2007 Feb; 24(1):33-41
Bioactive coatings based on polyelectrolyte multilayer architectures functionalized by

embedded proteins, peptides or drugs.
Le Guen E, A. Chassepot, G. Decher, P. Schaaf, ].-C. Voegel, N. Jessel.

4. Advanced Materials. 2007 Mar; 19(5):693-697.

Bone formation mediated by synergy-acting growth factors embedded in a polyelectrolyte
multilayer film.

Dierich A., E. Le Guen, N. Messadecq, J.-F. Stoltz, P. Netter, P. Schaaf, J.-C. Voegel,
N. Benkirane-Jessel.

X1



Introduction Générale

INTRODUCTION GENERALE

Ar c'hlask a zo frank
Ar c'havout n'eo ket stank.
(Chercher est courant, trouver n'est pas abondant.)




Introduction Générale

INTRODUCTION GENERALE

Le domaine des biomatériaux est actuellement en plein essor en raison du vieillissement de la
population et du désir d'amélioration de la qualité de vie. Le développement de nouveaux
biomatériaux fait appel a différentes disciplines dont les biotechnologies, la science des
matériaux et I'ingénierie.

Les interactions entre un biomatériau et I'organisme se localisent généralement a la surface du
biomatériau et jouent un réle capital dans son intégration. Selon les propriétés physico-
chimiques et biologiques de cette interface, le biomatériau sera plus ou moins toléré par
I’ organisme. Par conséquent, il s avere primordial de controler précisément les propriétés de
surface afin d’éviter notamment des réactions inflammatoires aigués et de favoriser une
colonisation tissulaire adéquate.

Actuellement, des biomatériaux de nouvelles générations sont en cours de développement et
consistent a réaliser des matériaux bioactifs. L'activité biologique peut étre conférée au
matériau en modifiant ses propriétés le plus souvent en surface. Ceci a conduit a la mise au
point de nouveaux procédés de traitements des surfaces. Certains sont basés sur |'adsorption
ou le couplage covalent de molécules actives sur les surfaces, d'autres sur les monocouches
auto-assembl ées, d'autres encore sur le traitement des surfaces par plasma. Ces méthodes sont,
en général, difficiles a mettre en cauvre et ne peuvent étre adaptées a tous les types de surfaces
ou toutes les géométries. Une autre voie de fonctionnalisation des biomatériaux basée sur le
concept de multicouches de polyélectrolytes a été introduite plus récemment. Il sagit de
recouvrir des matériaux en les exposant aternativement au contact de solutions de polyanions
et de polycations. L'Unité 595 de I'INSERM a Strasbourg a focalisé ses efforts au
développement et a I'application de ce concept pour la fonctionnalisation des biomatériaux.
Ainsi, plusieurs travaux ont démontré le potentiel des films multicouches comme réservoirs
de molécules, en particulier pour des principes actifs qui conservent leurs activités
biologiques lors de leur adsorption a la surface ou de leur incorporation dans les films
multicouches. Des fonctionnalisations de ces films multicouches ont dga été réalisées au
laboratoire par insertion de protéines, de peptides, de lipopolysaccharides, d oligonucléotides

ou encore de médicaments.
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L’ étape suivante consiste a controler la réponse biologique du film fonctionnalisé dans le
temps. Par exemple, il sagit d'augmenter la durée d'action d’une molécule intégrée dans un
film ou de provoquer sa libération aprés un temps déterminé ou de fagon prolongée dans le
temps. Dernierement, des études physico-chimiques menées au laboratoire ont visé a élaborer
de nouveaux films multicouches stratifiés, comprenant des réservoirs de biomolécules
recouverts de couches " barrieres " de compositions variées, afin de contréler notamment ces
paramétres cinétiques. Mon travail de thése sest inscrit dans cette stratégie et a consisté a
moduler |’acces des cellules aux molécules actives insérées dans les films multicouches.
Plusieurs systémes de films ont été testés et ont nécessité des mises au point de structures
complexes et modulables.

Parallelement a ce travail, je me suis également intéressée a la régénération tissulaire et plus
particuliérement & la régénération osseuse en utilisant des architectures basées sur des films
multicouches et incorporant des facteurs de croissance.

Afin de situer le contexte de ces études, une revue bibliographique sur les biomatériaux, les
films multicouches de polyélectrolytes et les polyesters est présentée chapitre I. Le chapitre I
détaille les techniques et méthodes permettant d'élaborer les différents types de films testés.
L'ensemble des techniques de caractérisation et des méthodes de cultures cellulaires utilisées
sont également décrites au sein de ce chapitre.

Ensuite, quatre stratégies de modification des surfaces permettant d aboutir a des
biomatériaux actifs seront exposées chapitre I11. Elles se basent sur deux grandes familles de
polymeéres, a savoir les polyélectrol ytes et les polyesters aliphatiques.

La premiere méthode est le recouvrement de surface par des films multicouches de
polyélectrolytes comportant des strates de différentes natures. Ce revétement permet
d’intégrer des molécules actives (médicaments, protéines...) a la surface du substrat et
densemencer des cellules qui internaliseront ces biomolécules. Les premiers travaux
expérimentaux ont ainsi consisté a mettre en place un réservoir de paclitaxel, un médicament
anticancéreux, sur la surface du matériau. Un film multicouche biodégradable intégre cet
anticancéreux dans sa structure et agit en tant que " réservoir ". Un film multicouche compose
de polyéectrolytes synthétiques recouvre cette structure et constitue alors une " barriére "
permettant de moduler I’ acces des cellules aux principes actifs sous-jacents.

Les films multicouches peuvent étre réticulés par voie chimique. La réticulation favorise
I’adhésion cellulaire, qui est limitée voire nulle sur la plupart des films non réticulés. Des

principes actifs déposés par la suite sur ces films s'y adsorbent pour aboutir a un film réticulé
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fonctionnalisé. De plus, certaines biomolécules adsorbées dans ce film sont progressivement
libérées dans le temps par smple diffusion et maintiennent ainsi une activité sur des temps
longs.

Une troisiéme stratégie utilise le réservoir de paclitaxel présenté précédemment. Il est
recouvert par une couche barriére de copolymere biodégradable couramment employé pour la
formation de biomatériaux, le poly(acide d,/-lactique-co-glycolique) (PLGA). Pour que les
cellules mises en culture sur le film accedent au paclitaxel, il faut que la couche de PLGA se
dégrade. En jouant sur la longueur des chaines de PLGA utilisées pour former la couche
barriére, il sera possible de moduler les temps de dégradation de ces couches et les cinétiques
d'acces des cellules aux principes actifs localisés dans le film sous-jacent.

La quatriéme et derniére stratégie étudiée concerne |I'utilisation d énantioméres de
polyéectrolytes dans la constitution des films multicouches. L’énantiomére d est non
biodégradable par rapport a |’ énantiomére /. Si les cellules sont ensemencées sur une surface
composée d'un certain taux de polyélectrolytes de forme d, elles ne dégraderont plus le film et
n'internaliseront plus la molécule active adsorbée lors de la construction du film. Nous avons
congtruit différents films et évalué le taux en polyélectrolytes de formes d contenus dans les
films al'aide d'un appareillage de dichroisme circulaire.

Dans le chapitre 1V, une stratégie concernant I’ingénierie tissulaire basée également sur les
films de polyélectrolytes est présentée. Le but de cette étude est de différencier des cellules de
corps embryonnaires en chondrocytes puis en ostéoblastes grace a deux facteurs de croissance
spécifiques intégrés dans un film multicouche selon une architecture précise.

Pour clore ce manuscrit, les principales conclusions des différentes études seront résumées et
les perspectives qui en découlent seront évoqueées.
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Chapitre I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Neb a oar

A gavo desk.

(Quiconque sait trouvera a apprendre.)

On apprend toujours quelque chose, aussi savant que I'on soit.
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Chapitre I : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

|.1. Lesbiomatériaux

[.1.1.Définitions

Les biomatériaux ont été développés pour préserver I'intégrité et le confort de vie des
personnes souffrant de déficiences fonctionnelles graves ou victimes de blessures ou de
bralures.

L’ objectif de leur développement est de permettre la fabrication de dispositifs d'assistance
corporelle capables de suppléer les fonctions des organes |ésés. Les biomatériaux recouvrent
une grande variété d’ applications biomédicales puisgu’ils peuvent étre alafois des matériaux
de réparation des lésions tissulaires, implantables et/ou constitutifs de systemes d’ assistance
extracorporelle. 1ls ne se définissent donc pas par une nature particuliére mais par |’ usage
auqguel ils sont destinés. Ils regroupent aussi bien des matériaux issus du génie de I’homme
(métaux, aliages métalliques, céramiques, matiéres plastiques) que des matériaux d’origine
naturelle (collagene et cellulose), mais auss des matériaux d’un nouveau type associant un
des matériaux précités a une matrice biologique.

Ce matériel doit présenter des propriétés de biocompatibilité et d’inertie lors de son
intégration dans le corps humain afin d’ éviter les rejets. A I"heure actuelle, les biomatériaux
utilisés sont tolérés de facon satisfai sante par I'organisme, mais certains ne sont pas total ement
bio-intégrés.

La chirurgie réparatrice et celle de la suppléance fonctionnelle constituent le domaine
d’application le plus important des biomatériaux. D’autres spécialités médicales recourent
également a des outils d’investigation ou d'intervention endoscopique impliquant I'emploi de
matériaux appelés aussi a étre confrontés au milieu biologique. Cette situation de travail sous
contrainte biologique est le dénominateur commun atous les biomatériaux.

Lors de I’'implantation d’ un biomatériau, un processus inflammatoire se met toujours en place
face a ce corps étranger, appelé " foreign body reaction™ ou FBR. L’inflammation est
fondamentale pour la cicatrisation et la guérison. Les propriétés de surface du biomatériau et
le lieu d'implantation déterminent la nature des cellules qui seront présentes suite a cette
réaction (Anderson 2001). Le mécanisme complexe de la réaction & un corps éranger est
synthétiséfigure I.1.
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Figure I.1: Schéma de la réaction de I'organisme en réponse a I'implantation d’un corps étranger. Cette
| réaction physiologique se déroule lors de I'implantation d'un biomatériau dans I'organisme. La
capsule en collagéne résultante se maintient tant que le biomatériau est présent dans |’ organisme
(Ratner and Bryant 2004).

Dans un premier temps, le systéme immunitaire non spécifique est activé. Des protéines
(albumine, fibrinogéne, fibronectine...) recouvrent le biomatériau par simple adsorption
(figure 1.1, étape 1). Cette couche protéique semble étre le facteur déclenchant de la réaction
immunitaire FBR. Elle permet aux cellules du systéme immunitaire (monocytes, leucocytes,
macrophages tissulaires...) de reconnaitre I'implant comme faisant partie du non-soi. Des
cellules inflammatoires sanguines et des plaquettes s'infiltrent alors par chimiotaxisme au
travers des vaisseaux sanguins et des tissus pour arriver sur le site de I’inflammation aigué et
interagir avec I'implant (figure 1.1, étape 2). Cependant, les macrophages tissulaires, ains que

ceux dérivés des monocytes sanguins circulant, ne peuvent phagocyter |I'implant généralement
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trop volumineux. La résultante est un phénomene d'inflammation chronique. Cette étape
apparait avec la persistance du stimulus inflammatoire, comme par exemple un implant non
dégradable ou lentement dégradable. L’interface est alors le lieu de sécrétion d’ enzymes,
d’intermédiaires de radicaux libres, de cytokines... Les macrophages " frustrés" fusionnent
alors entre eux pour former des cellules géantes plurinucléées (figure 1.1, étape 3). Il est
intéressant de noter que ces cellules persistent tout au long de lavie de I'implant. Elles jouent
un réle primordial dans la dégradation des biomatériaux implantés dont les dispositifs
meédicaux polymériques.

La cascade de réactions se poursuit par I’ arrivée de fibroblastes sur le site suite a la synthese
de cytokines par les macrophages. Les fibroblastes aident a la réparation tissulaire au site
d’ implantation. En effet, I'intérét est de tenter une guérison du traumatisme provoqué aux
tissus. Ces fibroblastes colonisent progressivement le site et synthétisent du collagene. Une
poche cicatricielle de collagéne est formée autour du biomatériau correspondant a un
phénomene de fibrose. Le biomatériau se retrouve donc encapsulé dans une structure fibreuse
collagénique non vascularisée de 50 a 200 um d’ épaisseur qui isole le biomatériau des tissus
environnants et diminue aors les performances de I'implant (figure 1.1, étape 4) (Anderson
2001; Ratner and Bryant 2004). Tout ce processus est encore le sujet de nombreuses
recherches que nous n’exposerons pas plus en avant puisgu’ elles ne représentent pas un
intérét majeur pour la compréhension du reste de cette thése.

Lors de I'implantation d'un biomatériau, il est donc important de contréler |I’adhésion
protéique et I'adhésion cellulaire afin de contréler des événements néfastes tels que des
réactions inflammatoires chroniques, des réactions allergiques, des infections bactériennes, ou
encore des thromboses dans le cas des implants vasculaires. Une réaction inflammatoire
chronique se traduit par une nécrose nécessitant la dépose de I’ implant.

Les efforts de la recherche actuelle dans le domaine des biomatériaux consistent, dans un
premier temps, a €élaborer un composé ayant des propriétés mécaniques et structurales
adaptées a sa future fonction. Ensuite, les biomatériaux développés doivent interagir de fagon
active avec le milieu vivant environnant tel que les tissus avoisinants le site dimplantation du
matériau. On cherche ains a obtenir des réponses contrblées a partir du biomatériau pour
minimiser les réactions vis-a-vis de ce corps étranger, et moduler |’ activation des cellules du
systéme immunitaire (Rather 1996; Ratner and Bryant 2004). Les nouveaux biomatériaux
développés sont donc constitués de composes bioactifs capables d’induire une réponse
spécifique des tissus environnant le site d'implantation et d'interagir avec les cellules

environnantes.




Chap | : Revue bibliographique

Une autre évolution récente dans le domaine des biomatériaux consiste a éaborer des
composés qui ne sont plus biostables (rester ad vitam dans le corps) mais pouvant étre
biodégradables. Ceci concerne spécialement des applications thérapeutiques temporaires
comme les stents biorésorbables (Zilberman and Eberhart 2006), les fils de suture
synthétiques résorbables tels que le Vicryl® rapide ou le Dexon®, les membranes
biodégradables pour la cicatrisation des plaies (Jirgens et al. 2006), ou encore les éponges
pour la régénération de I’ os (Freed et al. 1993; Ishaug et al. 1997), et I'ingénierie tissulaire
(Mikoset a. 1993).

Avec |'allongement de |’espérance de vie et I'amélioration des systémes de soins, les
matériaux a usage biomédical connaissent un développement important et la recherche dans
ce domaine doit répondre a un besoin croissant. Les applications de ces matériaux sont tres
diverses : matériaux de réparation des |ésions tissulaires, matériaux implantables, systémes
d’ assistance extra-corporelle, outils d’'investigation ou d'intervention endoscopique. Bien que
I’on maitrise aujourd’ hui la confection de matériaux biocompatibles (non-toxiques et bien
acceptés par les receveurs), il demeure des corps étrangers dont les performances
fonctionnelles se trouvent progressivement réduites a cause de leur incapacité a s'intégrer
parfaitement aux tissus vivants. La biocompatibilité des biomatériaux est donc un pré-requis,
mais n'est pas suffisante pour optimiser leur fonctionnaité. C'est pourquoi un effort
considérable est consacré depuis une dizaine d'années a la mise au point de matériaux
bioactifs, capables de stimuler leur environnement biologique de fagon ciblée (Hubbell 1999;
Sakiyama-Elbert and Hubbell 2001).

|.1.2.Biomatériaux et ingénierietissulaire

La description des biomatériaux de nouvelle génération amene a aborder |le vaste domaine de
I’ingénierietissulaire. L’ ingénierie tissulaire se définit comme I’ ensemble des méthodes et des
technologies se basant sur I'ingénierie et les sciences de la vie pour développer des substituts
biologiques et palier les déficiences d'un tissu (osseux, vasculaire, oculaire, nerveux).
L’ objectif majeur de I'ingénierie tissulaire est de synthétiser un tissu supplétif a partir de
matrices contenant |I’ensemble des éléments nécessaires. Les connaissances de domaines
variés comme la culture de cellules, les polymeres, et la pharmacol ogie sont nécessaires dans
ce cadre. Les composés sélectionnés pour constituer les biomatériaux doivent répondre a des

criteres stricts a citer ; I’absence de réaction immunitaire et inflammatoire, la libération de
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mol écules non toxiques lors de leur dégradation, et le contréle des propriétés mécaniques. De
plus, les cellules cultivées sur ces structures seront a choisir parmi des cellules quiescentes
(adultes), prolifératives (jeunes), ou embryonnaires (indifférenciées).

L’ingénierie tissulaire a pour but de remplacer, maintenir, voire améliorer la fonction des
tissus |ésés, via |’ association de cellules autologues, de matrices et de facteurs bio-inducteurs.
Cette approche thérapeutique est actuellement considérée comme innovante en médecine
régénérative a coté des deux principales thérapies que sont la transplantation d’ organes et la
chirurgie prothétique. En outre, la voie de I'ingénierie tissulaire présente |’avantage de
s affranchir de problemes comme le manque de donneurs et le risque de transmission virae.
Elle offre ainsi de nouvelles voies en orthopédie en particulier dans les domaines de la
réparation cartilagineuse.

Le cartilage articulaire est un tissu qui se répare ma spontanément, et le tissu cicatriciel,
guand il est présent, est souvent de mauvaise qualité. Une des voies thérapeutiques d avenir,
I"ingénierie tissulaire, se propose de promouvoir la régénération in situ d’ un néo-tissu proche
du cartilage natif en apportant a la fois un contingent cellulaire susceptible de synthése de
composants matriciels, et des matrices collagéniques et/ou polysaccharidiques aux capacités
structurantes et bio-inductrices au sein de la Iésion. Si les travaux initiaux d’ingénierie du
cartilage se sont centrés sur la contribution des cellules résidantes, les chondrocytes, pour une
cicatrisation guidée des lésions chondraes, les données les plus récentes soulignent les
potentialités chondro-inductrices des cellules souches mésenchymateuses adultes (Wakitani et
al. 2004; Oshimaet a. 2005).

De nouvelles stratégies consistent donc a utiliser un biomatériau comme support de
régénération de tissus. Les cellules constituant |e tissu peuvent soit étre mises en culture sur le
biomatériau ex vivo avant l'implantation, soit coloniser directement le biomatériau
nouvellement implanté en migrant depuis les tissus voisins. Ces biomatériaux peuvent étre
constitués de composés dégradables afin de laisser en place uniquement le tissu physiologique
along terme (Langer and Vacanti 1993; Alsberg et al. 2003; Boontheekul et a. 2007).

Dans ce cadre, les " scaffolds ", littéralement échafaudage en anglais, sont des architectures
sophistiquées a trois dimensions qui forment des motifs précis. IIs vont servir a mimer les
structures biologiques en reproduisant une structure 3-D complexe avec des roéles mécaniques
et fonctionnels. Les scaffolds vont servir a la formation de supports hautement spécialisés et
fonctionnalisés, modifiables en porosité (taille des pores, interconnectivité) et en épaisseur.
Les hydrogels représentent une premiere catégorie de scaffolds qui possedent de nombreux

avantages pour |'ingénierie tissulaire et pour la libération de principes actifs. Ils peuvent étre
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placés localement dans le corps humain par smple injection ce qui évite le traumatisme de
I’implantation chirurgicale et diminue les risques infectieux. La préparation d’hydrogels est
généralement aisée puisgu’ elle consiste a faire interagir des polymeéres naturels avec des
agents de réticulation, le plus souvent des ions multivalents. L’exemple le plus connu est
I"hydrogel o alginate qui gdlifie en présence d’ions Ca’*, Ba® ou Sr** et se dégrade aprés
implantation (LeRoux et al. 1999). En utilisant certains polymeres synthétiques, un stimulus
extérieur d' une autre nature que I’ addition d’un réactif peut aboutir a la formation d'un gel.
Des groupements photosensibles (acryliques ou méthacryliques) peuvent se réticuler par
éclairement avec une source lumineuse émettant dans le domaine spectral approprié (Cruise et
a. 1998). L’auto-assemblage de peptides est auss possible pour former des hydrogels
(Holmes et a. 2000). Enfin des hydrogels thermosensibles peuvent étre directement injectés
sous forme liquide et prendre en masse a latempérature du corps (Loh and Li 2007).

Les hydrogels sont généralement de nature biorésorbable et se dégradent selon plusieurs voies
suivant leur composition propre et les modifications chimiques apportées (Lee and Mooney
2001; Lee et a. 2004). Ces hydrogels offrent un environnement ressemblant fortement aux
tissus naturels par leur fort taux d’hydratation. Un gel peut alors constituer une matrice de
croissance contenant des peptides adhésifs en surface (Park et al. 2005¢) ou mimer des
structures biologiques comme la matrice extracellulaire (Gobin and West 2002) ou |'os
(Chung et a. 2006). Les hydrogels peuvent contenir des médicaments tels des anticancéreux
(Bouhadir et al. 2001), des antibiotiques (Norris et al. 2005), des facteurs de croissance
(Peattie et a. 2006), ou de I’ADN (Chun et al. 2005). IIs peuvent également encapsuler des
cellules (Weber et a. 2007). Il est auss possible d’intégrer des facteurs protéiques
angiogéniques pour induire une vascularisation au travers du gel s'il est trop épais (Lee and
Mooney 2001).

En termes d’ingénierie tissulaire, les hydrogels sont utilisés a des fins de régénération du
cartilage. Lorsque ce tissu est endommagé, il n'a pas la capacité de se régénérer spontanément
(Stoltz et al. 2006). Une étude récente décrit I'utilisation de cellules souches ensemencées
dans I’ hydrogel composé d’ oligo(poly(éthyléne glycol) fumarate) (OPF) et fonctionnalisé par
le facteur de croissance TGF-B1 (transforming growth factor-p1). Cet hydrogel permet non
seulement la différenciation des cellules souches en chondrocytes mais aussi le maintient de
leur viabilité avec une synthése de leur propre matrice aprés 14 jours (Park et al. 20073).

Les biomatériaux peuvent aussi former des microcapsules qui entourent des cellules

transplantées, plus précisément des flots de Langerhans dans le cas du diabete
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insulinodépendant. La microencapsulation permet d éviter aors le rejet et I'utilisation
d’immunosuppresseurs, sans géner la synthese d’insuline (Orive et a. 2006).

En plus des hydrogels, les polyméres (silicone, polyuréthane...) peuvent auss servir de
scaffolds. Nous développerons dans le chapitre 1.3 le cas du PLGA (poly(acide 7,d-lactique-
co-glycolique) qui permet de créer des éponges ainsi que des dispositifs de libération de
médicaments. Un autre exemple type est le poly(e-caprolactone), un polyester aliphatique
biocompatible. 1l est utilisé dans I’ingénierie tissulaire de |’ os par exemple (Park et al. 2007b)
mais aussi en tant que fils de suture (Surucryl™), ou pour former des sachets d’ emballage
hydrophobes biodégradables (Mater-Bi® de Novamont) (Olabarrieta et al. 2001). Enfin il est

testé comme vecteur de médicaments en intraoculaire (Peyman et a. 1996).

I.1.3.Modification des propriétés de surface et fonctionnalisation des

biomatériaux

Afin de guider la réponse des tissus environnant les biomatériaux, la fonctionnalisation de
leur surface est une stratégie en plein essor. La modification de surface permettra ains de
contréler les interactions avec les protéines du milieu mais auss de favoriser I'adhérence
cellulaire spécifique ou, al’inverse, de créer des surfaces antiadhésives.

Le biomatériau peut étre modifié par réactions chimiques de ses composants en surface. Un
exempleici est le traitement en plasma de décharge. L'action d'un plasma modifie la structure
de surface et les liaisons chimiques, favorisant la mouillabilité, voire crée de nouvelles
liaisons chimiques par scission des chaines moléculaires. Ainsi une surface peut devenir
biocompatible (Faviaand d'’Agostino 1998; Chu 2004).

La fonctionnalisation des surfaces par I'oligopeptide RGD (Arginine-Glycine-Acide
aspartique) favorise I’ adhésion cellulaire viales intégrines (Ruoslahti 2003; Durrieu 2005).
D’un autre coté, le PEG (poly(éthylene glycol)) est la molécule la plus utilisée pour créer des
surfaces antiadhésives, résistantes aux cellules et aux protéines. Les chaines de PEG peuvent
étre immobilisées sur la surface par couplage covaent (Sharma et a. 2004) ou par adsorption
(voir p.34). D'autres éudes utilisent le PEG modifié par couplage d'une chaine fortement
adhésive qui se fixe sur la surface du biomatériau et laisse la molécule PEG libre en surface.
La chaine adhésive peut étre constituée soit de 3,4-dihydroxyphénylaanine (DOPA), un

composant important des protéines adhésives de mollusque (Dalsin et al. 2003), soit du

polyéectrolyte poly(¢/-lysine), PL/. Dans ce dernier cas, le recouvrement de la structure
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métallique se fait par un film multicouche constitué de polyéectrolytes et construit par la
technique dite couche par couche. Une couche terminale de PL/-PEG empéche I’adhésion
protéique et donc diminue les poussées inflammatoires causees par I'implant (Kenausis et al.
2000). Ces films multicouches de polyélectrolytes offrent une perspective considérable pour
recouvrir n’importe quel type de matériaux.

Le progres médical nécessite trés souvent une approche pluridisciplinaire, au confluent de la
biologie, de lachimie et de la physique. Mon sujet de these décrit une possible alliance de ces
disciplines au profit d’un secteur auquel les recherches actuelles promettent d’importantes
innovations : les biomatériaux dont les domaines d’ application peuvent inclure des stratégies
thérapeutiques.

La bioactivité d'un matériau est principalement fondée sur des principes de reconnaissance
moléculaire. On peut rendre un matériau bioactif en lui associant divers sites de
reconnaissance tels que des facteurs d' adhésion ou de croissance, ou en lui faisant subir
certaines modifications chimiques et physicochimiques (Jo and Park 2000). Bien qu’il soit
possible d'incorporer des molécules actives au sein méme de la structure des matériaux, la
stratégie la plus répandue consiste a les immobiliser a la surface. Ces molécules sont aors
généralement liées de fagon covalente ou simplement adsorbées, ce qui provoque souvent une
perte de fonctionnalité due a des dénaturations ou a des empéchements stériques. Afin de
contourner ces problémes, des techniques de modification de surface fondées sur la
construction  d’architectures " multicouches” fonctionnaisables chimisorbées ont été
envisagées. Ces films biocompatibles peuvent étre fonctionnalisés avec des médicaments qui
sont libérés localement et de facon prolongée dans les tissus avoisinant I’implant ou qui sont
mis en réserve dans les films sur lesquels les cellules vont adhérer. Cette technique permet
auss de réduire fortement les doses administrées donc d’ éviter les effets secondaires associés
a la drogue considérée. D’ autre part, la composition de la surface va étre modulable selon
I’action future du biomatériau dans le corps et va ainsi potentialiser le biomatériau. Nous

allons donc nous arréter sur cette nouvelle technologie.
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1.2. Lesfilmsmulticouches de polyéectrolytes

|.2.1.Historique

Une premiére méthode de modification de surfaces a consisté a utiliser des lipides. Ains au
début du XX*™ siécle, Langmuir et Blodgett ont déposés des monocouches de lipides
amphiphiles sur des surfaces en verre. Apres avoir formé un film lipidique au niveau d’'une
interface air-eau grace au caractere amphiphile des lipides (Langmuir 1917), le film
monocouche est transféré par adsorption sur un matériel solide par immersion dans la cuve
contenant le film lipidique (figure 1.2) (Blodgett and Langmuir 1937). Des molécules
tensioactives sont également utilisables a la place des lipides pour former d autres types de

monocouches.

1t

LR AR AN SN Y

Eau l Eau Substrat solide

Figure 1.2: Méthode de Langmuir-Blodgett: Adsorption d’une monocouche lipidique sur une surface solide

par passage du matériau au travers d’ une monocouche lipidique créée a une interface air-eau.

Cependant, cette méthode de recouvrement de surfaces par des films structurés présente de
nombreux inconvénients, notamment I’instabilité mécanique des films, les restrictions de
topographie liées au substrat, et la restriction des composants (seulement des tensio-actifs).
Ainsi, aprés le dépbt de seulement gquelques couches de tensio-actifs, la désorption devient
plus favorable que I’ adsorption d’ un point de vue énergétique.

Les limites de cette technique ont incité a chercher d autres alternatives pour former des films
organiques structurés. Ainsi des méthodes d auto-assemblage par voies de chimie de
coordination des systemes métal/phosphonate (Netzer and Sagiv 1983) ou de chimie
covalente (Cao et a. 1992) ont permis de former des structures organisées.

D’ autre part, des monocouches auto-assemblées (SAMSs) peuvent étre obtenues par formation
de liaisons covalentes entre une surface et une molécule avec un groupement terminal réactif
(thiol, disulphide, amine...) (Chaki and Vijayamohanan 2002). Ces liaisons covalentes entre,

par exemple, le soufre du groupement thiol et une surface en or, additionnées aux interactions
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latérales entre les chaines, conduisent a la formation de monocouches avec une régularité
guas parfaite au niveau moléculaire (Yan et a. 1997).

La conception de tous ces films reste cependant limitée par le petit nombre de molécules
spécifiques disponibles. Un autre éément a prendre en compte est la présence de liaisons
covalentes entre les différentes couches du film. Ceci limite les possbilités de
fonctionnalisation avec des principes actifs en raison d'une possible dénaturation de ces
molécules et donc d'une perte d'activité. De plus, il est difficile d'obtenir des réactions
chimiques avec 100 % de rendements donc de conserver les mémes densités de groupes
fonctionnels d'une couche a I'autre. Un probléme de reproductibilité dans les caractéristiques
desfilms se pose alors.

Une alternative a consisté a utiliser les interactions éectrostatiques afin d'élaborer des films
nanostructurés. Ainsi, dés 1966, ller utilisa des particules colloidales chargées négativement
ou positivement pour créer des films avec plusieurs couches et d épaisseurs controlées (ller
1966).

En 1980, Fromherz et al. élaborent des films multicouches a base de protéines et de
polymeéres chargés, les polyédectrolytes, en utilisant un dép6ét dit " couche par couche”
(Fromherz 1980). Cette stratégie est développée en associant en multicouches | héparine et
des particules colloidales cationiques, mais un probléeme de floculation des protéines a la
surface apparait apres avoir atteint six paires de couches (Golander et al. 1982).

Au début des années 90, Decher et al. utilisent uniquement les polyélectrolytes pour réaliser
des films en multicouches (Decher et al. 1992). La technique " couche par couche™ (LbL,
layer-by-layer) appliquée aux polyélectrolytes est smple d’ utilisation. Facilement modulable,
elle permet d’obtenir des films nanostructurés en se dégageant des problemes de forme, de

taille ou de composition du substrat de départ.

|.2.2.Principes fondamentaux

1.2.2.1. La méthode de construction couche par couche

Il est possible de recouvrir tout type de matériau par une couche de polyélectrolytes de charge
opposée a celle de surface sachant qu'il existe des polyéectrolytes anioniques ou cationiques.
Par exemple, si le matériau est une lamelle de silice, donc présentant des charges négatives a
sa surface, on peut y adsorber une couche de polyéectrolytes en I'immergeant dans une

solution de polycations.
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Aprés ce dépbt, la surface n'est pas neutre mais chargée positivement a cause d'un
phénomene de surcompensation. Cette surcompensation de charge a notamment été mise en
évidence par Caruso (Caruso et al. 1998) et Ladam (Ladam et al. 2000) par détermination du
potentiel zéta (¢) de la surface. Cette expérience permet de mesurer les différences de charges
apres chague adsorption. Aing, il est démontré qu’il n’existe pas une neutralité des charges
lors de I'gout de polyélectrolytes de charges opposées sur une couche de polyéectrolytes
préexistante (figure 1.3) (Hoogeveen et al. 1996; Caruso et a. 1998; Ladam et a. 2000; Burke
and Barrett 2003).

PEI
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Figurel.3: Mesures de potentiel zéta (£). Evolution du potentiel ¢ durant la construction d’un film multicouche
PEI-(PSS-PAH)s avec des polyélectrolytes en solution & une concentration de 5 mg/mL. Une
couche précurseur de PEI (poly(éthyléne iming)), un polycation fortement chargé, est déposée en
premier. Le potentiel { du verre passe d'une valeur négative a positive et illustre ains le
recouvrement de la surface par le PEI et la surcompensation de charge. Il est alors possible de
déposer un polyanion, le PSS (poly(styréne sulfonate)), pour continuer la construction du film
multicouche. Le dépbt produit un potentid { d'une valeur négative. Le polycation PAH
(poly(allylamine hydrochlorydrique)) est ensuite déposé, et ainsi de suite. Aprés chaque dépot de
polyélectrolytes, plusieurs points de mesure sont réalisés (Ladam et al. 2000).

Cette surcompensation de charges représente la condition sine qua non pour pouvoir
construire les multicouches de polyélectrolytes.

Gréce a cette premiere couche positive nouvellement formee, la surface de silice peut aors
étre immergée dans une solution de polyanions qui interagiront avec la premiére couche de
polycations adsorbés préalablement a la surface. L’ excédent de polyélectrolytes qui apparait
est enlevé par rincage avec une solution tampon qui est le plus souvent I'éuant du
polyéectrolyte. 1l faudra toujours intercaler une étape de rincage entre les étapes de dépbt de
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polyélectrolytes pour permettre une désorption de complexes de polyélectrolytes faiblement
adsorbés. Des hétérogénéités a la surface du film sont ains évitées grace aux rincages
(Hoogeveen et al. 1996; Lvov et a. 1999).

Le dépbt de cette deuxieme couche de polyélectrolytes induit une nouvelle inversion de
charge en surface du film. La surface peut alors étre immergée dans une solution de
polycations, en suivant ce cycle un nombre n de fois jusqu'a I'obtention du nombre de
couches total désiré. Un film multicouche de polyéectrolytes, noté (polycation-polyanion),

ou n indique le nombre de paires de couches, est obtenu au final (figure 1.4).

3) Adsorption
du polyanion

g

E 1) Adsorption
: du poiyeaiion

—
2) Ringage

Substrat
=

Figure 1.4: Méthode couche par couche (layer-by-layer) pour la formation de films multicouches. Le
substrat initial présente une charge de surface négative. Le substrat est immergé dans une solution
de polycations (rouge) pour recouvrir la surface d’'une premiére couche de polycations. Aprés une
étape de ringage (solution grise), la construction peut se poursuivre en trempant le biomatériau dans
une solution de polyanions (bleue). Ensuite le cycle d’ adsorption peut étre répété al’infini (Decher
1997).

La construction d’un film multicouche sur une surface peut étre suivie par I’ augmentation de
son épaisseur au cours du processus de dépots successifs. La technique de spectroscopie
UV /visible est appropriée pour suivre I'évolution de la construction d'un film contenant du
poly(styréne sulfonate) (PSS). En effet, les groupements styréenes propres au PSS ont un
maximum d'absorption a une longueur d’onde de 225 nm. Lors des dépbts, une croissance
linéaire de I’ absorbance, qui est directement proportionnelle ala concentration en PSS (loi de

Beer-Lambert), est observée (figure 1.5). Elle est aussi directement proportionnelle au nombre
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de couches déposées et prouve que les différents polyélectrolytes se déposent en aternance

sur lasurface.
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Figure 1.5: Absorbance du PSS & 225 nm en fonction du nombre de couches déposées pour le systeme
' (PAH-PSS)4. La droite correspond a I'gjustement linéaire des valeurs mesurées (Decher and
Schlenoff 2003). :

1.2.2.2. Les polyélectrol ytes d' origine biologique

Les polyélectrolytes sont des macromolécules dont la majorité des unités constitutives
possedent des groupements ioniques, ionisables ou les deux.

Selon la constitution chimique des polyéectrolytes, des polyéectrolytes forts et faibles
peuvent étre définis. Les polyé ectrolytes forts conserveront leur charge quelles que soient les
conditions de pH et de force ionique, alors que les polyéectrol ytes faibles auront une charge
variable selon le pH de la solution. Ils sont alors définis par une constante d’ acidité notée pKa
qui correspond au pH ou les polyé ectrol ytes sont globalement neutres.

Les polyéectrolytes constituant les multicouches utilisées dans le but avéré d'applications
dans le domaine biomédica sont généralement sélectionnés parmi les polyéectrolytes

biologiques dont voici quelques exemples.

18



Chap | : Revue bibliographique

1.2.2.2.1. Lapoly(/-lysine)

Le polypeptide poly(/-lysing) (PL/) utilisé dans la plupart de nos constructions est un
polymere de /-lysine, un des 20 acides aminés constituant les protéines. Cette molécule est
biodégradable et biocompatible (Ren et al. 2006). Elle est largement employée en biologie,
notamment pour améliorer le transport protéique au travers des cellules (Shen and Ryser
1978) ou le transport de méthotrexate, un agent anti-métabolique (Ryser and Shen 1978). En
raison de sa charge globale positive, ce polypeptide est aussi couplé al’ ADN dans le cadre du
transfert de génes (Wagner et al. 1990; Pouton et al. 1998; Farrell et al. 2007).

De plus, il a été prouvé que la PL/ ainsi que la PLd (poly(d-lysine)), déposées sur des
surfaces, améiorent fortement |’ attachement de nombreux types cellulaires (Yavin and Y avin
1974; Maziaet al. 1975) et ce méme dans | e cas de conditions de culture drastique : pauvre en
serum (McKeehan and Ham 1976), voire déplétée en serum (Koper et al. 1984). La PL/ est
une mol écule adhésive pour les cellules de fagon non spécifique et " récepteur indépendante "
(Ryser et a. 1982). Ce polymére linéaire alongue chaine sert donc a recouvrir le plastique des
boites de culture cellulaire pour améliorer I’adhésion cellulaire par des interactions
électrostatiques non spécifiques (Jacobson and Branton 1977). Ce recouvrement par de la PL/
de boites de culture en polystyréne permet de modifier la charge de surface initialement
négative (La Rocca and Barker 1996; Dewez et al. 1999; Debatosh et al. 2001). Les
interactions électrostatiques ainsi créées amorcent |'attachement cellulaire puisque la
membrane plasmique négative’ vainteragir avec la surface rendue positive.

Au sein du laboratoire, des mesures de force de détachement de cellules par micropipette ont
confirmé ces résultats. Les cellules ensemencées sur une multicouche terminant par une

couche de PL/ nécessitent une force plus importante pour étre détachées que celles

ensemencees sur une multicouche terminant par le poly(acide /-glutamique) (PGAY) (Richert
et a. 2004a).

! Le gradient éectrochimique d’une cellule vivante de -210 mV et la constitution de la membrane cellulaire
asymétrique avec une préférence des phospholipides chargés positivement (phosphatidylcholine,
sphingomyéline) pour |’extérieur expliquent la charge nette positive en surface de la membrane plasmique.
Cependant, la cellule est entourée d’une enveloppe cellulaire ou glycocalyx constituée entre autres de résidus
d’acide N-acétylneuraminique (sialique) dans les gangliosides (un glycolipide) ou dans les glycoprotéines qui
conférent une charge distinctement négative a sa surface (Darnell, Lodish et a. 1989; Alberts, Bray et al. 1998;
Voet and Voet 1998).
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1.2.2.2.2. Le poly(acide glutamique)

Polymeére non saccharidique, le PGA est composé de monomeres d’ acide glutamique, un des
20 acides aminés constituant les protéines humaines (comme la lysine précédemment citée),
ce qui lui confére ses caractéres biocompatible et biodégradable.

La biocompatibilité du PGA a ains été mise en évidence avec des ostéoblastes humains
(Sa0S-2) et des fibroblastes primaires du ligament périodontal (PDL) (Tryoen-Toth et al.
2002). L’adhérence des chondrosarcomes (HCS-2/8) a également été testée sur des
multicouches ayant pour couche terminale le PGA. Les cellules sont plus étalées et présentent
des points focaux d adhésion préférentielle sur les films terminés par PGA (Vautier et al.
2002).

Enfin les macrophages ont la capacité de dégrader des films PL/-PGA pour accéder a la
protéine A préalablement enfouie lors de la construction du film. Ces cellules produisent
probablement les protéases spécifiques permettant |a dégradation de ces poly(acides aminés)
(Jessdl et al. 2003).

1.2.2.2.3. L’acide hyaluronique

L’acide hyaluronique (HA) est un polysaccharide polyanionique composé de N-acétyl-d-
glucosamine et d'acide B-glucoronique. Il appartient ala famille des glycosaminoglycanes. Ce
compose se trouve dans la synovie, dans la matrice extracellulaire et dans le corps vitré de
I’adl (Grigorij et a. 2007). Il joue un réle structural et mécanique primordial dans lestissus en
raison de ses propriétés rhéologiques et viscoélastiques (Laurent 1998; Garg and Hales 2004)
et intervient au cours de nombreux processus, comme la formation de métastases dans
certains types de tumeurs (Sophia et a. 2005), I’inflammation, et |I'’embryogénese (Girish and
Kempargju 2007).

Ce composé a dégja trouvé de nombreuses applications biologiques dont nous ne citerons ici
gue les plus cliniques. Le HA est, entre autres, utilisé en cosmétologie et en chirurgie
réparatrice car il participe al’ hydratation des tissus et au transport de |’ eau. |l peut également
étre injecté dans les zones cibles dans | e cas d’ arthrose (Hyal gan®, Expanscience, France) ou
de blessures al’ cal (Vitrax®, Allergan France). Il est dors utilisé sous forme d hydrogel afin
d’éviter la diffusion hors de la zone a traiter. Il est aussi envisagé comme vecteur pour
I’administration de médicaments (Lapcik et al. 1998; Luo et a. 2000; Yong-Hong et al.
2005).
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Il a éé démontré qu’ un tissu 1ésé est riche en HA lors des premiers jours suivant la blessure.
Le HA aurait donc une action pro-inflammatoire. Ainsi la production des cytokines pro-
inflammatoires TNF-a (tumor necrosis factor-a) et IL-1p (interleukin-1 ) dépend directement
de la concentration tissulaire en HA (Chen and Abatangelo 1999; Pgulo et al. 2001).
Cependant, le HA peut étre modifié par réticulation ou composé sous une forme a haut poids
moléculaire: il a alors des effets antiprolifératifs (Heublein et al. 2002) ou anti-
inflammatoires (Wang et a. 2006) non négligeabl es.

Sans plus rentrer dans les détails, le HA est un biomatériau idéal pour les multicouches de
polyélectrolytes puisgue déja couramment utilisé en médecine.

Dans le cadre particulier des multicouches, il a été précisément étudié dans des films en
association avec le polycation PL/ (Picart et al. 2001; Picart et a. 2002; Lavalle et al. 20044).
Entre autres applications, les films PL/-HA peuvent étre chimiquement réticulés pour
améliorer I'adhésion cellulaire tout en évitant une dégradation par des enzymes spécifiques
telles les hyaluronidases (Richert et a. 2004b). Ces films trés hydratés ont également la
capacité d'étre chargés en fortes concentrations avec différents types de protéines (Ladam et
al. 2001) et des médicaments (Thierry et al. 2003a; Thierry et al. 2003b).

[.2.2.2.4. Le chitosan

Ce polysaccharide chargé positivement est obtenu par déacétylation de la chitine, un des
composants principaux de I’ exosquel ette d'insectes ou d'arthropodes et de |’ endosquel ette des
céphalopodes. I est couramment retrouvé en médecine en raison de sa nature biocompatible
et biodégradable (Kumar et al. 2004).

Le chitosan (CHI) a déja été utilisé sous forme de gel pour injecter de la chlorhexidine, un
antiseptique, au niveau parodontal (Ikinci et a. 2002), ou encore pour le relargage de
médicaments hydrosolubles encapsulés (Hyung Park et al. 2006). De plus, il a été testé en
ingénierie tissulaire, démontrant alors une intégration aisée dans le corps (Francis Suh and
Matthew 2000).

Le CHI couplé au dextran sulfate a permis de former un film multicouche avec des propriétés
pro ou anticoagulantes selon le taux de sel utilisé lors de la construction (Serizawa et al.
2002). Une autre étude récente démontre que le film multicouche CHI-HA possede des
propriétés antimicrobiennes permettant d'obtenir des surfaces antiadhérentes aux bactéries
(Richert et al. 2004c).
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1.2.2.3. Interactions mises en jeu lors de la construction du film

La premiere interaction envisageée lors de la construction du film est logiquement I’ interaction
électrostatique puisque le postulat de base pour la formation de films multicouches est la
présence de molécules chargées (Lvov et al. 1995).

L’ adsorption physique ou physisorption des chaines polymériques sur le biomatériau peut étre
divisée en deux étapes: une étape initiale rapide ou les chaines s ancrent a la surface de
charge opposée et une deuxieme étape plus lente de relaxation ou les chaines se compactent
entre elles (Dubas and Schlenoff 1999; Lee et al. 2001). Les interactions électrostatiques
influencent fortement la conformation et les cinétiques d’ adsorption des polyélectrolytes, la
distribution des segments chargés et le taux de polymeres chargés adsorbés. Beaucoup de
paramétres peuvent modifier cette adsorption dont le caractére électrochimique propre des
polyéectrolytes, la densité de charges de la surface, le pH et |a force ionique de la solution
(Dubas and Schlenoff 1999; Schwarz et a. 1999).

L’importance des interactions éectrostatiques apparait lors de la modification des forces
ioniques (Lvov et a. 1993), du pH (Shiratori and Rubner 2000) ou de la température
(Saloméki et al. 2005). Le fait d’augmenter la force ionique lors de la construction, de
diminuer la densité de charges du polyé ectrolyte (en se plagant a un pH proche de son pKa),
ou d’augmenter la température conduit a un gonflement du film. Ainsi, afaible concentration
saline, le polyélectrolyte présente une grande longueur de persistance en raison des répulsions
entre ses propres charges, alors qu'a forte concentration saline, |'écrantage de ses charges lui
confere une conformation plus compacte et dite " en pelote ™.

L’utilisation d'ions chaotropiques (sels sodiques de perchlorate ClO,4, thiocyanate SCN’,
iodure I, nitrate NO3', bromure Br’, chlorate ClOg3’, chlorure ClI°, bromate BrOs’, méthanoate
HCOOQO;, et fluorure F) comme contre-ions des polyélectrolytes permet aussi ce gonflement.
En raison de la présence de ces ions, les polyélectrolytes en solution sont moins ordonnés,
plus compactés, ce qui conduit alaformation de films plus épais (Salomaki et a. 2004).
Toutefois, les interactions électrostatiques ne sont généralement pas les seules forces mises en
jeu lors de la construction de multicouches. Les liaisons hydrogenes et les interactions
hydrophobes sont également des interactions permettant le dépdt couche par couche pour
certains types de polyé ectrol ytes.

Ainsi, en utilisant des polyélectrolytes trés peu chargés, des films multicouches de
poly(acrylamide) et de poly(acide acrylique) a pH 3,0 ont éé formés en impliquant des

liaisons hydrogénes entre les chaines (Y ang and Rubner 2002).
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D’autre part, Kotov a présenté une étude tendant a prouver que, sans la participation
d’interactions hydrophobes, il n'y aurait pas de construction de film multicouche. Les
interactions hydrophobes peuvent donc étre considérées comme une force contribuant a
I’ adsorption couche par couche (Kotov 1999). Ceci explique pourquoi un film multicouche
stable peut étre formé sur des substrats constitués de polymeéres hydrophobes (Delcorte et al.
1997).

1.2.2.4. Modes de croissance

Lors du dép6t des polyélectrolytes, les cinétiques de croissances de I’ épaisseur et de la masse
du film peuvent étre suivies al’ aide de différentes techniques : réflectométrie, microbalance a
cristal de quartz (QCM-D = Quartz crystal microbalance with dissipation monitoring),
ellipsométrie, spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier, spectroscopie optique par
guide d’onde (OWLS = optical waveguide lightmode spectroscopy)... A partir de mesures
réalisées avec ces différents appareillages, deux modes de croissance ont été mis en évidence :
un mode linéaire et un mode exponentiel. Cela signifie que la masse ou I'épaisseur du film
évoluent en suivant un régime de croissance linéaire ou exponentiel avec le nombre de

couches déposées.

.2.2.4.1. Mode de croissance linéaire : le modéle des trois zones

Pendant la construction d un film multicouche, les différentes couches déposées vont interagir
au moyen de différents types d'interactions (éectrostatiques, hydrophobes...). La croissance
de la multicouche en masse et en épaisseur peut étre directement proportionnelle au hombre
de couches adsorbées. Elle est alors qualifiée de linéaire.

Ce type de construction va conduire a la constitution d’une structure en trois zones comme
schématisée sur la figure 1.6. En effet, des zones différentes vont apparaitre lors de la
formation du film. Selon son environnement proche, chague polyélectrolyte va déterminer ces
zones. Ainsi les polyé ectrolytes déposés dans les premieres paires de couche, a proximité du
substrat de départ, vont interagir avec ce substrat et former la zone |, zone précurseur. Les
polyéectrolytes déposés dans les dernieres paires de couche en fin de construction du film, a
I’interface film/air ou film/solution, forment la zone 111, zone externe. Ces deux zones | et 111
conservent la méme épaisseur tout au long du processus de construction. Entre les deux se

trouve la zone Il, un " noyau ", ou les polyéectrolytes interagissent entre eux seulement. La
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zone Il va croitre selon le nombre de multicouches déposées. Il est a noter que les frontiéres

entre ces différentes zones sont diffuses (Ladam et al. 2000).
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Figurel.6: Modéle destrois zones. Lafleche suit e cheminement de la formation des multicouches. Au départ,
peu de couches sont déposées et elles interagissent avec le substrat et la solution. Ensuite les zones
formées sont la zone | : zone précurseur, la zone Il ; zone noyau, et la zone |11 : zone externe. Les
frontiéres réelles entre ces différentes zones sont diffuses a contrario du schéma (Decher and
Schlenoff 2003).

Plus précisément, lors du dépbt des premieres couches sur le substrat nu, les polyélectrolytes
interagissent avec le substrat et la solution, ou le substrat et I'air, ce qui correspond a une
étape intermédiaire avec la formation de la zone I. Une étude récente permet de comprendre
les évenements transitoires lors des premieres étapes de dépot et démontre que le film suit une
croissance exponentielle avant de suivre un mode linéaire (Wang 2006).

Apreés quelques dépbts, les différentes zones apparaissent. A partir du moment ou la zone | et
[l ont atteint leur épaisseur, la zone |1 serala seule a s agrandir. Lors du dépét d’ une couche
de polyéectrolytes, des polyélectrolytes jusqu’alors en zone |11, en contact avec la solution,
vont se retrouver enfouis dans la structure et ainsi appartenir a la zone Il. La zone Il verra
alors sa taille augmenter alors que la zone 111 restera identique. C’est dans la zone |11 que se
situe le phénomene de surcompensation vu en potentiel £. En zone I, les polyélectrol ytes sont
au ratio 1/1 et forment une sorte de polyzwitterion neutre puisgue les charges se compensent
exactement. Enfin, il est difficile de préciser le nombre de couches constistuant chaque zone,
celui-ci variant selon la nature des polyélectrolytes, du substrat, de la solution, et des
interactions en place (Decher and Schlenoff 2003).
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Decher a prouvé que ces films a croissance linéaire étaient partiellement stratifiés. Des
expériences de réflectivité des neutrons utilisant des polyélectrolytes deutérés décrivent la
présence de pics de Bragg (Decher 1996; Decher 1997). Ce phénomeéne signifie que les
polyéectrolytes ne diffusent pas apres dépot et restent positionnés au niveau de la couche ou
ils ont été déposés. Il n'y a pas d échange entre les couches méme s elles s interpénétrent
entre elles. Les couches sont donc décrites comme des strates qui seraient causees par laforte

densité de ces films auto-assembl és.

1.2.2.4.2. Modes de croissance super-linéaire ou exponentielle

En augmentant la force ionique des solutions utilisées pour dissoudre les polyélectrolytes
constituant les films multicouches PSS-PAH ou PDADMA?Z-PSS, |’ apparition d’un mode de
croissance super-linéaire a pu étre décrite (Ruths et al. 2000; McAloney et al. 2001). Cette
croissance du film avec le nombre de couches suit un régime plus important qu'un régime
linéaire et semble due a l'augmentation de la rugosité de surface. Cette rugosité entraine alors
une augmentation du taux d’ adsorption.

L’incrémentation d’ épaisseur et de masse de certains films multicouches peut également
suivre un régime de croissance obéissant & une loi exponentielle. Ceci est le cas avec des
polyéectrolytes faibles comme laPL/ (pKa = 9) et I’ dginate (pKa = 4) ou I’ épaisseur atteint
150 nm apres le dépbt de 15 paires de couches (mesure réalisée par ellipsométrie apres
sechage de I'échantillon) (Elbert et al. 1999). D’autres études, I’une avec le film poly(/-
lysine)-poly(acide glutamique) PL/-PGA (Lavale et a. 2002), | autre avec le film de poly(/-
lysine)-acide hyaluronique PL/-HA (Picart et a. 2001; Picart et al. 2002), décrivent
eégalement un régime de croissance exponentielle. Les épaisseurs sont de l'ordre du
micromeétre apres le dépbt de 10 paires de couches (mesure en phase liquide) en comparaison
a |'épaisseur de 120 nm pour un film (PAH-PSS)15 (mesure effectuée en phase liquide au
laboratoire). Ces films semblent moins structurés que les films de type " linéaire " et sont tres
hydratés.

Nous nous arréterons sur le cas précis du film PL/Z-HA, celui-ci correspondant a1’ un des films
sélectionnés pour insérer les principes actifs dans nos travaux. Gréace aux importantes

€paisseurs obtenues pour des nombres de couches faibles (4 um d'épaisseur pour un film de

2 PDADMA = poly(diallyldiméthylammonium)
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(PL¢-HA)20), la microscopie confocale peut étre utilisée pour visualiser les sections de ces
films (résolution selon I'axe z de I'ordre de 300 nm). L’imagerie confocale permet ains de
visualiser la structuration le long de la section du film aprés marquage fluorescent des

polyéectrolytes. Des chaines de PL/ marquées avec le fluorophore vert fluorescéine

isothiocyanate (PL /7' T¢

) et des chaines de HA marquées avec le fluorophore rouge Texas Red
(HA™) sont utilisées pour créer des architectures telles (PL/-HA)zs avec la 19°™ paire de
couches composées des deux fluorophores. La section du film visualisée en microscopie

confocal e apparait entierement verte avec un trait rouge au milieu du film (figure 1.7).

Figure |.7: Observation par microscopie confocale du film (PL¢-HA) avec la 19°™ paire de couche
marquée PL /" "“-HATR. L’ épaisseur du film est de 8 um. Le trait blanc figure I’ emplacement de

la surface de dépot. Lataille de I’image est de 36,6 x 14,8 um? (Picart et al. 2002).

Il y aurait donc diffusion de la PL/ 7T dans toute I’ épaisseur du film aors que le HA™R reste
localisé a I’endroit de son dépdt, au niveau de la paire de couches 19 dans ce cas de figure.
Ces comportements semblent étre généralisables aux polyélectrolytes non greffés avec des
fluorophores (Picart et al. 2002).

D’autre part, la technigue par spectroscopie optique par guide d'onde permet de suivre la
construction d'un film multicouche dans la limite d'une épaisseur inférieure a environ 800 nm.
Or, cette technique détecte une variation du signal optique lors du dépét de PL/ sur un film
(PL/-HA)15 dune épaisseur totale supérieure a 1 um. Ces résultats suggérent que la
composition des couches inférieures est modifiée lors du dépbt des couches suivantes. Les
premieres observations en microscopie confocale décrites préalablement, ou la diffusion de
PL¢ atravers toute la section du film été mise en évidence, sont ainsi confirmées (Picart et al.
2001; Picart et al. 2002).

Le mécanisme de construction des films PL/-HA peut étre subdiviseé en 6 étapes (figure 1.8).
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Figure1.8: Modéle de croissance exponentielle. Lalecture du schéma se fait dans le sens des fleches. (A) Film
multicouche en formation aprés dépdt de HA et ringage (B) Etape de dép6t de laPL/ (C) Lors du
dép6t de PL/ et du ringage, la PL/ libre diffuse verticalement dans toute I’ épaisseur du film. Elle est
donc mise en réserve. La surface devient alors positive en raison du phénoméne de
surcompensation. (D) Dép6t de HA (E) Lors du dép6t de HA et du ringage, des interactions ont lieu
entre le HA libre et la PL/ en surface mais aussi dans le volume de la multicouche, qui agit ici
comme un réservoir de polycations. (F) Film multicouche A avec une paire de couches
supplémentaire. (Richert et al. 2004c)

Tout d abord, le dépbt de PL/ sur une multicouche en cours de construction et chargée
négativement aboutit & une surface chargée positivement a cause de la surcompensation des
charges, comme vu précédemment. Or ces chaines de polyéectrolytes ont la capacité de
diffuser dans toute I’ épaisseur du film (" diffusion in"). Un réservoir de PL/ est ainsi créé,
qui persiste apres |’ étape de rincage. En effet, il existe une barriére de potentiel du fait de la
surcompensation qui empéche lalibération de laPL/ horsdu film (Lavalle et al. 2004a).

Le polyanion HA, déposé ensuite, va sadsorber exclusivement ala surface du film déaformé
en interagissant avec la PL/ en surface, le HA n’'éant pas une espéce diffusive. Cependant,
les chaines libres de HA vont aussi attirer les polycations jusqu’ alors enfouis dans les couches
profondes de la multicouche (" diffusion out ). Ceci aboutit a la formation d’une nouvelle
couche d'épaisseur plus importante que la couche résultante du simple dépét de HA sur laPL/

préalablement adsorbée en surface. Ainsi, plus on dépose de paires de couches, plus
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I’ épaisseur du film augmente, plus la concentration en " especes libres" dans le réservoir est
élevée, plus les chaines de HA en solution ont de polycations libres avec lesquels interagir ;
d’ ou une croissance de type exponentiel. A lafin du cycle, les especes libres se sont en grande
partie complexées avec les chaines de HA pour former la couche extérieure.

Ladiffusion d’un ou des deux polyélectrolytes représente |e point décisif pour le basculement
d’'un mode linéaire a un mode exponentiel. Lavalle et al. ont précisement défini le mode
d assemblage du film PL/-PGA a croissance exponentielle. Dans ce cas, les deux
polyélectrolytes semblent diffuser, mais le mécanisme de formation du film ne change pas
(Lavalle et al. 2004b).

Cependant un film a croissance exponentielle peut subir une transition d'un mode de
croissance exponentielle & un mode linéaire aprés un grand nombre de couches déposées
(HUbsch et a. 2004). Cette croissance linéaire apres une phase exponentielle montre des
incréments d'épaisseurs beaucoup plus importants (centaines de nanometres) que lors de la
construction de films a croissance linéaire ssimple (quelques nanometres). La transition
S établirait quand les polyélectrolytes libres ne diffusent plus dans la totalité de la section du
film en raison d'une probable densification du film au cours des étapes de dépbts. Il y aurait
une restructuration graduelle de la multicouche qui bloquerait la diffusion des
polyéectrolytes. Aprés le dépdt d'un grand nombre de couches, une structure comportant les 3
zones du modele linéaire serait obtenue. La zone Il représenterait alors une zone de
restructuration ou les molécules libres ne diffuseraient plus et la zone 111 correspondrait a la
zone de diffusion (Salomaki et al. 2005).

En premiere approximation, la transition entre une croissance exponentielle et linéaire semble
se situer au moment ou le film dépasse une épaisseur de 150 a 250 nm a |’ état sec. Cette
transition est atteinte par un nombre différent de couches déposées, selon la nature des
polyéectrolytes utilisés (Porcel et a. 2007).

1.2.2.5. Les techniques de construction

Différentes techniques sont disponibles pour construire les films multicouches.

On peut manuellement réaliser toutes les étapes décrites sur lafigure 1.4 ce qui correspond au
" dip-coating " ou " dipping ", soit une méthode d'adsorption par immersion du substrat dans
les différentes solutions.

D’autre part, il existe une technique utilisant un bras automatisé. Il permet d'immerger le

matériau dans différents récipients contenant les solutions en suivant une séquence
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programmeée. Cette méthode constitue le " dipping robot ". Grace al’ automatisation, des films
sont aisement obtenus comportant des nombres de paires de couches supérieurs a 30 et surtout
avec une bonne reproductibilité.

Il est aussi possible de nébuliser les solutions, ¢’ est-a-dire de projeter les solutions sous forme
de gouttelettes tres fines. En réalisant la construction par sprays alternatifs, les films obtenus
sont identiques aux films construits par " dip-coating " d’un point de vue épaisseur, topologie
de surface, composition chimique et sont hautement reproductibles (Schlenoff et a. 2000).
D’autre part, il a été démontré récemment que les solutions peuvent étre nébulisées de fagon
simultanée pour un film PAH-PGA pour obtenir au final un film homogéne. Ces films, qui ne
sont pas a strictement parler des films multicouches, présentent un régime de croissance
linéaire au lieu du régime exponentiel obtenu habituellement lors du dépét couche par couche
(Porcel et al. 2005). La technique du nébuliseur permet un gain des temps en accélérant les
cinétiques de dépots.

Le " spin coating ", ou dépdt par centrifugation, se base sur I'utilisation d'un plateau rotatif
supportant le substrat. La solution de polyélectrolytes est déposée sur |e substrat en rotation.
Le ligquide va s éaer sur la surface de maniere homogene par la force centrifuge. Cette
technique permet de diminuer fortement le temps d’ assemblage car I’ éape de ringage n’ est
plus nécessaire et les temps de " dépdt " sont réduits a seulement quelques secondes (Lee et
al. 2001). On obtient un film trés structuré multistrate grace a ce procédé (Cho et al. 2001).

1.2.2.6. Applications des films multicouches de pol yélectrolytes

Outre de nombreuses applications biomeédicales basées sur les films multicouches, il existe
diverses applications dans les domaines de I’ industrie et de lachimie (Tang et a. 2006).

Le développement de matériaux super-hydrophobes est a |'étude pour des applications dans le
domaine de surfaces auto-nettoyantes et anti-buées. Elles sont produites par assemblage de
PEIl (poly(éthyléne imine)), PAH (polyalylamine hydrochloride) et de nanoparticules
anioniques de polystyréne suivi par immersion dans du nafion (polymere hydrophobe
composeé d'un squel ette formé de groupements CF, sur lequel sont branchés des groupements
d acides sulfoniques) (Sangribsub et a. 2005). L’assemblage de multicouches a partir de
nanotubes en argile avec des polyéectrolytes perfluorinés aboutit également a une surface
hydrophobe (Jisr et a. 2005).
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Des capteurs hiologiques® (" biosensors"” en anglais) représentent une autre application
potentielle des multicouches. Grace a ces biocapteurs, il est possible de détecter un grand
nombre de molécules diverses contenues dans une solution : des sucres (Zhang et al. 2004),
des agents toxiques (Sultana et al. 2005), le cholestérol (Ram et a. 2001) ou encore des
anticorps (Caruso et a. 1997). Les multicouches sont alors généralement utilisées pour
optimiser la détection ala surface.

L’acide ¢-ascorbique a pu étre différencié de I’ acide d-ascorbique par passage ou non au
travers un film multicouche (Rmaile and Schlenoff 2003). De nombreuses autres molécules
peuvent étre séparées par cette méthode, notamment des gaz (Stroeve et al. 1996).

Le champ d'application des films fins auto-assemblés multicouches s étend encore au
domaine de I’ optique non linéaire (Heflin et a. 1999), a des dispositifs éectroluminescents
contenant des nanocristaux (" quantum dots” en anglais) (Rogach et a. 2000), aux
recouvrements avec des polymeres conducteurs (Cheng et a. 1994), ou al’industrie du papier
(Eriksson et a. 2006).

% Une électrode, le cristal d’ une microbalance & cristal de quartz (QCM), un microlevier d un microscope a force
atomique (AFM), etc., sont recouverts de films multicouches constitués d' un élément présentant une affinité
spécifique pour le substrat a détecter et a quantifier en solution. Par exemple, une électrode peut étre recouverte
par une famille d enzymes, les oxydorectudases, grace a un film multicouche. On dépose sur |'ensemble une
solution avec des substrats spécifiques a ses enzymes ainsi que des médiateurs électriques du systeme, s'ils n'ont
pas déja été intégrés au film. Le substrat est convertit en sa forme réduite ou oxydée alors que I’enzyme qui a
permis la catalyse, est oxydée ou réduite respectivement. Les médiateurs électriques, des couples redox, jouent
alors leur réle pour que I’enzyme revienne a sa forme initiale. Les changements de forme de ses médiateurs sont
détectés par I’ électrode sous-jacente et vont correspondre directement a la quantité de substrats en solution. Pour
laQCM, lefait que le substrat se lie au film va étre directement détecté étant donné qu’il y aura une variation de
la masse du cristal. La détection peut étre aussi basée sur une coloration particuliére du surnageant (Stanecki,
McShane et al. 2003).
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|.2.3.Les films multicouches de pol yél ectrol ytes en biologie

1.2.3.1. Modulation des propriétés de surfaces

De nombreuses méthodes permettent I’obtention de multicouches sur n’importe quelle
surface, de maniére automatisée voire méme stérile. 1l est donc possible de recouvrir des
particules colloidales (Caruso and Méhwald 1999), des prothéses de hanche (Pavoor et al.
2006), ou encore la face interne d’une prothése vasculaire par perfusion intraluminale des
solutions (Jordan et al. 2006).

En modifiant la composition des films de polyéectrolytes et ains en modulant leur
hydrophobicité, il a é&é mis en évidence que des cellules musculaires lisses vasculaires
colonisaient préférentiellement des surfaces hydrophobes (Salloum et al. 2005).

Les multicouches de polyéectrolytes, une fois construites, peuvent ére modifiées par une
réticulation chimique; des liaisons covalentes sont alors formées entre les chaines de
polyélectrolytes. Suite a cette modification de surface, des chondrosarcomes ont été
ensemences avec succes sur un film multicouche PL/-HA. Ce film est antiadhésif avant
réticulation a cause de sa forte hydrophilicité et son comportement d’ hydrogel. La charge de
surface du film multicouche n'est pas modifiée aprés réticulation (Richert et al. 2004b). La
réticulation rigidifie la structure ce qui favorise I'adhésion des cellules sur ces surfaces
rendues plus "dures'. En effet, il a été prouvé gque des cellules épithéliales ou fibroblastiques
proliféraient sur des surfaces rigides plutét que molles (Pelham and Wang 1997). Les films
réticulés PL/-HA sont donc plus rigides que les films natifs (Collin et a. 2004) mais leur
module d’ Y oung demeure cependant faible par rapport au verre (400 kPa comparé a 70 GPa).

Cet effet de I’ dasticité sur I’adhésion cellulaire a été analysé précisement. En résumeé, le fait
de réticuler les films permet d’ augmenter le module d' Y oung, d’ augmenter larigidité du film,
ce qui a une action positive sur |I'adhésion, la prolifération et I'éaement des cellules
ensemencees sur ce biomatériau. La topographie déterminée par microscopie aforce atomique
(AFM) montre que la surface d’un film réticul é est plus rugueuse qu’un film natif (Schneider
et al. 2006). De plus, des films CHI-HA réticulés sont biocompatibles et biodégradables et
persistent plus longtemps in vivo (Etienne et a. 2005; Picart et al. 2005b).

Tous les moyens pour rigidifier un film natif sont donc a tester pour améliorer |I’adhésion
cellulaire. La modification du pH lors de la formation du film entre 2,5 et 6,5 permet une

augmentation de 7,5 fois le module d’' Y oung (Thompson et al. 2005).
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Une rigidification des films multicouches peut étre auss obtenue par insertion de
nanoparticules (Koktysh et a. 2002), de nanotubes (Mamedov et al. 2002), ou encore d argile
pour mimer lastructure " briques et mortier " delanacre ou del’os (Tang et a. 2003).

Les réticulations thermiques sont également envisageables (Ferreira et al. 1994; Fou et al.
1996) mais elles peuvent engendrer une dénaturation des polypeptides ou des polysaccharides
congtitutifs du film ou des biomolécules éventuellement intégrées dans le film. Cette voie est
donc rarement choisie pour rigidifier les multicouches.

La photoréticulation des films multicouches est également réalisable gréace a un agent de
couplage photosensible libre ou lié aux polyéectrolytes qui serairradié a une longueur d onde
donnée (Chen and Abatangelo 1999). Le procédé a été amélioré en contrélant I’ intensité de la
lumiéere UV par des masques plus ou moins opagues. Ainsi la surface est microstructurée par
photolitographie avec des zones plus ou moins réticulées donc plus ou moins adhérentes aux
cellules (Wong et a. 2003) ou adhérentes a des billes de polystyréne (Shi et al. 2005).

Il est aussi possible de se décharger de toute surface grace ala nanotechnologie. Des ™ hollow
capsules”, en traduction littéral des sphéres creuses, sont obtenues en créant autour d’une
nanoparticule solide un film multicouche. Le noyau est ensuite dissout grace a une solution
gui ne perturbera pas la multicouche (Sukhorukov et al. 1998). L’intégration de principes
actifs se fait aors par modification du pH (Balabushevich et al. 2003; Degjugnat et al. 2005) ou
par changement du surnageant (Lvov et a. 2001).

Par exemple, des " hollow capsules" sont créées avec du chitosan et de I’ alginate pour libérer
la doxorubicin, un anticancéreux, avec une augmentation de |’ efficacité de la doxorubicin par
rapport au médicament libre (Zhao et al. 2007).

Enfin il émerge un nouveau type de films autosupportés (* freestanding ). Ils sont construits
soit sur des surfaces sacrifiées par la suite comme pour les hollow capsules (Lavalle et al.
2005), soit directement sur une grille de microscopie éectronique (Mallwitz and Laschewsky
2005).

1.2.3.2. Fonctionnalisation par incorporation de molécules actives

De nombreuses molécules sont susceptibles d'entrer dans la composition des films. En outre,
une grande variété de principes actifs peut étre intégrée dans ces films multicouches afin de
les fonctionnaliser et d'obtenir un matériau bioactif. Une des caractéristiques majeures de
cette fonctionnalisation est I'intégration des biomolécules avec le maintien de leur activité.

Une protéine conserve son activité méme s sa structure secondaire est modifiée dans le film
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selon des études par spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier en mode réflexion
totale atténuée (ATR-FTIR) (Schwinté et al. 2002). Ainsi, par exemple, |I’enzyme glucose
oxydase conserve 80 % de son activité suite a |’ enfouissement. De plus, elle tolére mieux les
différences de conditions externes appliquées, comme une augmentation du pH ou de la
température (Onda et a. 1999).

Des protéines diverses (Ladam et a. 2001) dont la protéine A (Jessel et a. 2003), des
meédicaments tels le piroxicam (Benkirane-Jessel et a. 2004b), ou I’ héparine (Thierry et al.
2003b), du lipopolysaccharide (LPS) (Jessel et al. 2004; Le Guen et a. 2007), des virus (Lvov
et a. 1994), ou de I’ADN (Vazquez et a. 2002; Jessel et a. 2006), ont ainsi pu étre insérés
dans les multicouches. Le terme de réservoir est adapté a ce systeme puisque la molécule, une
fois insérée, se maintient dans la multicouche malgré les multiples rincages et I’ajout de
multicouches en surface du film (Vodouhé et a. 2006). Ensuite les principes peuvent diffuser
passivement dans le surnageant. Le phénomene est alors dépendant de stimulus comme le pH
(Wood et a. 2005), la température (Serpe et al. 2005), la force ionique (Antipov et a. 2003),
ou encore la liaison spécifique d' une molécule de biotine al’ avidine (Inoue et al. 2005). Lors
de I'ensemencement de cellules en surface du film, les cellules seront donc directement en
contact avec les molécules dans le surnageant. Dans d’ autres cas, les cellules accédent aux
biomolécules insérées aprés avoir dégradé le film ou formé des pseudopodes au travers des
porosités (Chluba et al. 2001; Benkirane-Jessel et al. 2004a).

Les facteurs de croissance congtituent la classe la plus courante de molécules insérées.
L'intérét est d’améiorer la croissance cellulaire et/ou de différencier le type cellulaire
ensemence. |l est ains possible d’insérer un facteur de croissance neurotrophigue comme le
BDNF (brain-derived growth factor), ou une protéine, la sémaphorine 3A (Sema3A), dans des
films PSS-PAH ou PL/-PGA afin de favoriser la formation et la croissance d’ axones. Ces
deux principes actifs conservent leur activité dans les films multicouches (Vodouhé et al.
2005).

Un autre exemple est I'intégration de bFGF (basic fibroblastic growth factor) et d’'IPM
(interphotoreceptor matrix) dans des films formés de PL/ et de chondroitine sulfate. Les
photorécepteurs ensemencés sur cette surface fonctionnalisée sont en plus grand nombre et
conservent leur phénotype en cones ou batonnets alors qu’ils perdent leur différenciation sur
des surfaces non fonctionnalisées (Tezcaner et al. 2006).

Sur un film PL/-PGA, la couche terminale de PGA peut étre remplacée par une couche de

PGA couplé de facon covalente au peptide RGD (Arginine-Glycine-Acide aspartique). Ce
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peptide est connu pour favoriser I'adhésion cellulaire viales intégrines. Lors de I'ensemencent
d'ostéoblastes primaires sur ces films, il apparait que le dépbt d'une couche PGA-RGD en
surface du film multicouche améiore significativement leur adhésion (Picart et al. 2005a). Le
peptide RGD couplé au polyéectrolyte PAH et déposé sur un film multicouche de (poly(acide
acrylique)-poly(acrylamide)) présente le méme effet (Berg et al. 2004).

Le PGA aauss été couplé de fagon covaente avec le poly(éthyléene glycol) (PEG) (PL/-g-

PEG). Des surfaces recouvertes de films multicouches PL/-PGA et terminant par une ou

plusieurs couches de PL/-g-PEG deviennent ainsi antiadhérentes aux bactéries et aux
protéines (Boulmedais et a. 2004).

Aprés implantation de biomatériaux dans I'organisme, il faut éviter le déclenchement d'une
réponse inflammatoire massive. De nouvelles stratégies ont pour but de développer des
recouvrements de surfaces contenant un anti-inflammatoire local. Une premiere étude a
consisté a utiliser laPL/ couplée de fagon covaente au peptide anti-inflammatoire a-MSH (a-
Melanocyte Stimulating Hormone).

L’ activité de stimulation de la synthése de mélanine par I'a-MSH a tout d’'abord été testée.

Ainsi, des mélanocytes murins (B16-F1), cultivés sur des films PL/-PGA fonctionnalisés par

une couche terminale de PL/-a-MSH, synthétisent puis sécrétent de la mélanine de la méme
maniere qu'en présence d' a-MSH libre dans le milieu de culture. Le délai de la réponse
cellulaire peut ére modulé par insertion au sein du film PL/-PGA d'une couche de PL/-a-
MSH plutdt gu’ au niveau de la couche terminale (Chluba et al. 2001).

Par la suite, I'activité anti-inflammatoire de I'a-MSH couplée au PGA et utilisée pour
construire un film multicouche (PL/-a-MSH-PGA), a été testé sur des monocytes humains
(THP-1). Comme modéle d'étude in vitro de I'inflammation, une réponse inflammatoire est
induite par la mise en contact des monocytes avec du LPS, une endotoxine bactérienne. En
réponse au stimulus inflammatoire, les monocytes synthétisent du TNF-a (Tumoral Growth
Factor-a), une cytokine pro-inflammatoire. Lorsque le film est fonctionnalisé avec I’a-MSH,
une diminution de la production de TNF-a est observée ainsi que la sécrétion d’ une cytokine
anti-inflammatoire, I'lL-10 (Interleukine 10). En comparaison avec le comportement
cellulaire en présence d’a-MSH libre en solution, le fait dinsérer la molécule active dans le
film aboutit & une action prolongée dans le temps de I'effet anti-inflammatoire. De plus,
I”action anti-inflammatoire est anticipée puisque les monocytes synthétisent I'IL-10 au bout
de 6 heures en présence de la molécule libre alors qu'ils réagissent a 4 heures si la molécule
est insérée dans un film (Benkirane-Jessel et al. 20044).
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A des fins de modulation de la réponse inflammatoire, un anti-inflammatoire non stéroidien,
le piroxicam, a aussi été intégré dans un film multicouche avec succes. Pour cela, il est tout
d'abord mis sous forme de complexe avec une molécule de 3-cyclodextrine pour réussir ale
solubiliser. En effet, le piroxicam est une molécule hydrophobe. 1l est difficile d’ immobiliser
des molécules hydrophobes a des interfaces surtout si le recouvrement se fait par voie
aqueuse. Le piroxicam est donc encapsulé a I'intérieur de la cavité hydrophobe de la -
cyclodextrine pour former un complexe médicament-cage soluble. Gréce a cette molécule-
cage, il est misen réserve dans le film PGA-PL/ ou il conserve sa structure, donc sa fonction.
Ce complexe est alors déposé au sein du film multicouche. Le délai de réponse cellulaire au
piroxicam dépend de la profondeur d’ enfouissement du complexe [3-cyclodextrine-piroxicam
dans le volume du film (Benkirane-Jessel et al. 2004b).

Par conséquent, les films multicouches de polyélectrolytes donnent la possibilité
d’immobiliser des biomolécules, de les conserver sous forme active et en quantités

modul ables en jouant sur différentes stratégies.

1.2.3.3. Films multicouches multicompartimentés

Des films multicouches multicompartimentés ont é&é développés. lls se composent de
multicouches a croissance exponentielle PL/-HA déposées en dternance avec des
multicouches a croissance linéaire PSS-PAH (Garza et al. 2004). L’intérét est de former des
films a strates c'est-a-dire avec des compartiments constituant des réservoirs de principes
actifs. Le film exponentiel sert ici de réservoir pour des principes actifs alors que le film
linaire représente une barriére a la diffusion des polyéectrolytes entre deux compartiments
successifs de méme nature. |l a été constaté par microscopie confocale que la poly(/-lysine)
couplée & la fluorescéine (notée PL/™T) et insérée dans un compartiment réservoir ne
diffusait pas au travers de la couche barriere. Gréace a ces films, des cascades de réponses
cellulaires pourraient étre contrdlées dans le temps.

Cette étude a éé poursuivie en testant |I'éirement d’une structure compartiment/barriere
déposée sur du silicone (Mertz et al. 2007). Il a été démontré que les multicouches barriére
composees de poly(dialyldiméthylammonium) et de PSS (PDADMA-PSS) pouvaient agir
comme des nanovalves a réponse mécanique. Sous I'action d' un étirement mécanique, ces
barrieres s ouvrent de maniére réversible via la formation de nanopores. La diffusion de la

PL? d'un réservoir PL/-HA al'autre devient alors possible.
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L’ équipe du Professeur P. Hammond a développé des films constitués de compartiments
d’ héparine et de sulfate de dextran (Wood et a. 2006). Des barrieres constituées de polymeres
dégradables par hydrolyse ou non dégradables ont été placées dans ces architectures. Gréce a
ce procédé, une libération prolongée et contrdlée des molécules dans le milieu est possible
selon la zone d'intégration. Ainsi ces films multicompartiments permettent |'arrangement
spatial de biomolécules dans un film et le contréle de leur cinétique de libération.

Les films multistrates peuvent aussi se composer de deux films multicouches exponentiels
déposés I'un sur I’ autre. Le deuxiéme film conserve un comportement exponentiel méme s'il
est construit sur un film préexistant compose de polyélectrolytes de nature différente. De plus,
les polyélectrolytes du film supérieur pénétrent dans le film sous-jacent et le densifient. Cette
densification blogue aors la diffusion des nouvelles chaines de polyélectrolytes déposées et
aboutit & une véritable barriére (Jourdainne et al. 2007).

Les films multicouches ont aussi été séparés du milieu agueux externe gréce a une barriere
constituée d'une couche de paraffine. Des particules de paraffine sont déposées sur un film
multicouche puis fondues par chauffage a 60 °C pendant 2 heures. Une barriére hydrophobe
est ainsi obtenue et empéche les molécules d'eau du milieu extérieur de diffuser dans le film.
Ce procédé améliore la stabilité du film et permet le stockage de molécules hydrophiles
labiles dans le film (Glinel et al. 2004).

Un dernier type de barriére est constitué d'une couche de polymere synthétique hydrophobe,
le poly(acide ¢,d-lactique-co-glycolique) noté PLGA. Le recouvrement d’un film multicouche

PL/-HA par le PLGA permet de créer des films multicompartiments biodégradables en

comparaison aux films linéaires PSS-PAH non dégradables. La PL/™ ™ libre contenue dans
un premier réservoir ne diffuse pas vers le réservoir supérieur gréce a la présence de la
barriere de PLGA.

D’autre part, des cellules de moelle osseuse sont capables de dégrader cette couche de PLGA
pour accéder au film multicouche (PL/-HA)3p sous-jacent. Lors de leur ensemencement sur
un film comprenant deux réservoirs séparés par une barriere de PLGA, les cdlules

internalisent rapidement tout d'abord les chaines de PL/®™ contenues dans le réservoir (PL/-

HA )3 supérieur. Les chaines de PL¢F ¢

contenues dans le réservoir (PL/-HA)z inférieur sont
internalisées avec un délai de cing jours apres |'ensemencement en raison de la présence de la

couche de PLGA qui ne se dégrade que progressivement (Garza et al. 2005).
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1.2.3.4. Applications biologiques des films multicouches

Par rapport aux autres techniques de recouvrement de surface, les films multicouches de
polyéectrolytes sont simples a construire, disposent d'une large gamme de composés
utilisables et permettent de conserver |'activité biologique de molécules insérées. Ceci laisse
entrevoir de larges applications médicales notamment dans le domaine de I'ingénierie
tissulaire. La fonctionnalisation des multicouches décrite au paragraphe 1.2.3.2. représente
déa une grande partie des applications biomédicales potentielles.

Nous répertorieronsici quelques études appliquées et cliniques récentes de ces recouvrements
de surface.

Un film multicouche a été assemblé avec des polyélectrolytes et de I'argile mimant ainsi la
structure de la nacre et surtout ayant la méme rigidité que I'os lamellaire. Ce matériau
composite représente un fort potentiel pour lI'ingénierie tissulaire de !’ os (Tang et a. 2003).

L’ enfouissement de liposomes au sein de multicouches permet d’élaborer un réservoir de
molécules ou un nanoréacteur enzymatique. Les biomolécules sont encapsulées au sein des
liposomes dans leur environnement aqueux natif, sans contact direct avec la multicouche ou
les contraintes extérieures, et conservent donc leur activité (Michel et al. 2004).

Les nanoparticules composées de multicouches sont aussi largement utilisées comme
container de médicaments tels la dexamethasone, un anti-inflammatoire et un
immunosuppresseur hydrophobe. Le film multicouche module la libération de la molécule
dans le surnageant et diminuerait ains les effets secondaires néfastes causées par des
concentrations libérées trop importantes (Pargaonkar et a. 2005).

D’ autre part, des ilots pancréatiques ont pu étre recouverts de multicouches tout en conservant
leur fonction de synthese de I'insuline. Ils présentent alors une forte biocompatibilité et un
maintien in vivo. Cette stratégie semble prometteuse pour permettre la transplantation d’lots
pancréatiques sans | 'utilisation d'immunosuppresseurs (Schneider et al. 2001).

Des plaquettes sanguines ont auss été entourées d'une " nanocoquille " composée de
multicouches et qui présente a sa surface des anticorps anti-lmmunoglobuline G (1gG). Ceci
permet de cibler précisément |’ancrage de ces plaguettes sur des surfaces préalablement
recouvertes d' 1gG (Ai et a. 2002) pour une cicatrisation rapide. Les propriétés de cette cellule
ont donc été modifiées par ce recouvrement spéecifique. L’intérét de cette étude réside surtout
dans les applications a d’ autres types cellulaires et/ou d’ autres anticorps.

Enfin, l'obtention de surfaces antibactériennes et antiadhésives gréce, par exemple, a

I"application de chitosan et d héparine en multicouches, est envisageable comme nouveaux
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revétements en chirurgie cardio-vasculaire afin déviter la resténose, c'est-a-dire la
reformation du rétrécissement d’ un vaisseau apres angioplastie (Fu et a. 2005). En effet, dans
le cas d’ angioplastie avec mise en place d'un ressort métallique (" stent "), du tissu cicatriciel
peut proliférer anormalement et aboutir a une resténose. Lors de la resténose, des cellules
musculaires lisses vasculaires dédifférenciées non-contractiles vont migrer de la media vers
I’intima suite a la chirurgie. Elles couvrent le stent implanté par couches successives jusgu’ a
occlusion du vaisseau (Indolfi et al. 2003). Une recherche en plein essor est donc la création
de stents a libération de principes actifs afin dinhiber la resténose. Ains des stents
coronariens recouverts seulement avec de [|'héparine présentent des propriétés
antithrombotiques (DeScheerder et a. 1997), et des stents recouverts de rapamycine, un agent
immunosuppresseur et antiprolifératif (Hehrlein et al. 2002), ou encore avec du paclitaxel
(Taxol®), un agent anticancéreux (Dzau et a. 2002), permettent de réduire fortement la
resténose apres implantation.

Une étude récente décrit le recouvrement de stents endovasculaires avec des multicouches
dacide hyaluronique et de chitosan fonctionnalisées avec le nitroprusside sodique. Ce
donneur de monoxyde d’azote (NO) a un effet vasodilatateur et baisse la tension artérielle.
Dans cette étude, les auteurs constatent une baisse de 63 % d’ adhésion plaguettaire grace a
I'utilisation de la surface multicouche antiadhérente fonctionnalisée avec ce vasodilatateur
(Thierry et al. 20034). Le paclitaxel (Taxol®), un anticancéreux, a aussi été intégré dans des
films multicouches. Le Taxol est couplé al’HA (systéme dit de " prodrug ") puis utilisé dans
la construction méme du film multicouche avec comme contre-polyélectrolyte le chitosan
(Thierry et a. 2005). Ce type de films prometteur reste a tester dans le cadre du recouvrement
d’implants endovasculaires.

Pour terminer, des éudes in vivo ont éé menées récemment chez le rat. Des films
multicouches de PL/, PGA et PGA-a-MSH ont été déposés sur des protheses trachéales

constituées de billes de titanes (figure 1.9).
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Figure 1.9: (A) Protheése de trachée poreuse constituée d'assemblages de billes de titane. (B) Etape

d'implantation de la prothese au niveau de la trachée sectionnée d’ un rat (Schultz et al. 2005).

Le but était de limiter I'inflammation au niveau de la prothese et d’ améliorer |a recolonisation
cellulaire. Les expérimentations ont donc consisté a veérifier si un effet anti-inflammatoire da
a la présence en surface des billes d'un film multicouche fonctionnalisé avec I’a-MSH était
détectable. 1l a été démontré que I’ a-MSH conservait son activité méme couplée au PGA puis
insérée dans le film. De plus, le fait d avoir en couche terminale le PGA plutét que la PL/
permet |’ obtention d'un épithélium de type respiratoire dans la lumiére de la trachée moins

épais, se rapprochant de I'épithélium physiologique (Schultz et al. 2005).

1.3. Les polyesters biodégradables dans la formation de

biomatériaux: exemple du poly(acide ¢,d-lactique-co-

glycolique)

Le poly(acide /,d-lactique-co-glycolique) noté PLGA est un polymére synthétique
hydrophobe biocompatible, et biodégradable. Il sagit donc d'un composé peu immunogene,
non toxique et hydrolysable dans des conditions physiologiques (Lu et a. 2001).

Il est synthétisé par la technique dite de polymérisation par ouverture de cycle (ou " ring
opening polymerization ") a partir de lactate et de glycolide, les dimeres cycliques de I’ acide
lactique et de I acide glycolique respectivement (figure 1.10). La réaction est catalysée par de
I’ octanoate d’ étain, Sn(Oct),, ou du Zinc (Dechy-Cabaret et al. 2004).
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Figure 1.10: Synthése du PLGA par la technique de polymérisation par ouverture de cycle. x ety

représentent le rapport massique de monomeres choisi. Dans notrecas, x =y = 1.

Les propriétés intrinseques des matériaux en polyesters, dont le PLGA, varient en fonction de
plusieurs facteurs : la masse molaire, le rapport massique de monomeres, le taux de
cristallinité, 1"hydrophobicité, la configuration des chaines, la taille, la forme... Dans cette
thése, la masse molaire du PLGA sera le seul parametre a étre modulé. Le rapport massique
50/50 de monomeres d’ acide lactique et d acide glycolique sera toujours conserveé.

Lors du choix d'un biomatériau, il est également primordial de connaitre son taux de
dégradation et le devenir des composés issus de cette dégradation. La dégradation du PLGA,
tres largement étudiée, peut se faire suivant deux mécanismes : dégradation par hydrolyse ou
dégradation enzymatique (Gopferich 1996; Anderson and Shive 1997; Alexis 2005).

1.3.1.Dégradation par hydrolyse et érosion du PLGA

Le PLGA se dégrade par hydrolyse en bloc (" bulk hydrolysis") des liaisons esters dans la
chaine polymére (" polymer backbone ") par attaque hydrolytique des molécules d eau, un
processus qui est catalyse par I'acidité ou la basicité du milieu (Sykes 1975). Elle se
décompose au final en ses monomeres constitutifs, I’acide lactique et I’acide glycolique
(figure1.11).

R-COO-R" + H,0 —> R-COOH + R’-OH

Figurel.11: Hydrolyse d’une fonction ester en un acide carboxylique et un alcool. Lorsque I" hydrolyse est

compléte, il restera uniquement des monomeres d’ acide lactique et glycolique.

Ces deux composés de dégradation peuvent étre toxiques a forte dose. Cependant, I’ acide
lactique est oxydé par la lacticodéshydrogénase (LDH) en acide pyruvigque, élément de base
du cycle de Krebs. L’acide glycolique est transformé par la LDH en acide glyoxilique, lui-

méme meétabolisé en d’ autres molécules dont de I'eau et du dioxyde de carbone (Reed and
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Gilding 1981; Talja et al. 1997) mais aussi en oxalomate qui bloque le cycle de Krebs (Parry
and Wallach 1974).

La réaction d hydrolyse en elle-méme est particuliere. Les groupements carboxyles en fin de
chaine résultant de I’hydrolyse causent une diminution locale du pH. En effet, lors de la
dégradation d'un matériau composé de PLGA, les résidus de dégradation se localisent
uniformément dans la structure. Ceux localisés en profondeur ne pourront diffuser ala surface
que si leur masse moléculaire est inférieure a 7000 Da (Wake et a. 1998). Le nombre de
groupements R-COOH et donc I’ acidité au coaur du matériau, S accroit au fur et a mesure de
la dégradation de la structure en PLGA. La scission aéatoire des groupements esters est alors
accélérée par ce phénomeéne d autocatalyse. Le matériel se dégradera donc beaucoup plus
rapidement dans le volume qu’ en surface (Park 1995; Li 1999). On obtient ainsi des structures
inchangées du point de vue du poids total du matériau et de sa morphologie jusqu’ a atteindre
90 % de la dégradation totale (Park et a. 2005b). L'étape suivante de dégradation correspond
al’érosion c est-a-dire au départ des monomeres et des oligomeres du volume vers le milieu
extérieur. Les monomeres d’ acide glycolique diffusent vers le milieu extérieur deux fois plus
rapidement que les monomeres d’ acide lactique en raison de leur plus faible encombrement
stérique (Gopferich 1996).

1.3.2.Dégradation enzymatique du PLGA

Lorsgu'un matériau composé de PLGA est intégré dans I’organisme, des enzymes vont
éventuellement intervenir dans le processus de dégradation (Williams and Mort 1977). La
liaison ester est hydrolysée par des hydrolases spécifiques, les estérases E.C.3.1. (nucléases,
phospholipases...). Les produits de dégradation sont équivalents a ceux obtenus lors de la
dégradation par hydrolyse du PLGA. Cependant, le réle des enzymes dans la dégradation
reste tres controverse.

Certains auteurs ont démontré que des radicaux libres synthétisés par des cellules
phagocytaires comme les macrophages ou les neutrophiles accéléraient I'nydrolyse des
chaines (Ali et al. 1993; Lee and Chu 2000) et que les enzymes n'intervenaient donc pas dans
Ce processus.

D’un autre coté, dans le cas de la dégradation enzymatique, et contrairement a la dégradation
par hydrolyse, la réaction aurait lieu en surface du matériau en raison de |’ encombrement des

enzymes et de leur hydrophilicité. Ce mécanisme de dégradation enzymatique aboutirait
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finalement ala diminution du poids total du matériau aors que la masse molaire moyenne des
chaines de PLGA localisées dans le volume ne changerait pas.

Zaikov a constaté que la présence de défauts (craquelures ou excroissances) en surface d'un
implant en PLGA était nécessaire pour initier la réaction enzymatique de dégradation (Zaikov
1985). Dans les premiéres étapes de dégradation d'un matériau lisse, les enzymes
participeraient peu. Une fois que I’ érosion par hydrolyse du matériau a débuté, les enzymes
contribueraient alors ala dégradation (Gilbert et al. 1982).

1.3.3.Application du PLGA au domaine des biomatériaux

Ce polymeére synthétique thermoplastique est largement présent dans le domaine des
biomatériaux en raison de sa bonne biocompatibilité, et des possibilités de contréle de sa
dégradation. Il est aussi possible de réaliser des structures 2D ou 3D en PLGA sur lesgquelles
des cdlules peuvent étre ensemencées dans le cadre de I’'ingénierie tissulaire. Les termes
anglais de " scaffold " (littéralement échafaudage) ou " foam" (mousse) sont utilisés pour
définir ces architectures (Tateishi et a. 2002). Les scaffolds ont été testés notamment dans
I’ingénierie des tissus osseux (Thomson et al. 1999; Guan and Davies 2004), hépatiques (Li et
al. 2006), cartilagineux, vasculaires, nerveux (Levenberg et al. 2003), ou rétiniens (Lu et al.
2001)...

Le PLGA est également largement utilise dans des systémes de libération contrélée de
principes actifs sous forme de nanocapsules ou microcapsules. Ainsi des protéines (Sinha and
Trehan 2003), des peptides (Woo et a. 2001) ou des médicaments (Bala et a. 2004; Freiberg
and Zhu 2004; Park et al. 2005b) peuvent étre libérés par ces systemes. Le PLGA est formulé
dans des systemes de libération contrdlée de vaccins (Andrianov and Payne 1998), d' héparine
(Jiao et a. 2002) ou d’insuline (Cui et al. 2006) administrés par voie orale. Il rentre aussi dans
la composition de fils de suture couramment utiliséstelsle Vicryl® rapide.

L’ équipe de R. Langer développe depuis 15 ans des biomatériaux utilisant le PLGA sous
différentes formes: des microsphéres (Cohen et a. 1991), des nanoparticules (Farokhzad et
al. 2006) ou des mousses (Lu et al. 2000). Son équipe a aussi créé des plateformes en
poly(acide lactique) permettant d'insérer différents médicaments sur un méme support puis de
les libérer suivant une chronologie et des cinétiques contrdlées (" multi-pulsatile ") (Grayson
et al. 2003).
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Approuvé par la Food and Drug Administration, le PLGA est déja utilisé dans de nombreuses
formulations pharmacologiques commercialisées. Par exemple, [I'Atrigell® (Atrix
Laboratories) est une formulation composée de 34 % de PLGA et de 66 % de solvant
biocompatible, la N-méthyl-2-pyrrolidone (NMP). Il permet dobtenir un systéme de
libération retard pour des médicaments auquel il est associé. L'Atrigel® est présent dans
I”Eligard®, suspension injectable d’ acétate de leuprolide a 10 %, pour le traitement de cancers
de la prostate hormono-dépendants avancés. Cet analogue de |I”hormone de libération de la
lutéinostimuline (LH-RH) inhibe la sécrétion des gonadotrophines hypophysaires et supprime
la stéroidogenese testiculaire ou ovarienne, d’ ou son effet antinéoplastique. L’ Eligard® a pour

avantage une action thérapeutique d’ une durée de 6 mois grace al’ association avec le PLGA.
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Chapitre Il -: MATERIELS ET METHODES

Dibaot ar c'halvez
A labour hep danvez.
(Rare le charpentier qui travaille sans matiere.)

An tu zo an hanter eus al labour.
(Le savoir-faire est la moitié du travail.)




Chap Il : Matériels et Méthodes

Chapitre Il -: MATERIELS ET METHODES

[1.1. Matériels

11.1.1. Polyéectrolytes

Le récapitulatif des principaux polyélectrolytes utilisés pour les travaux de cette thése est
présenté dans le tableau n°1.

Les polyélectrolytes sont dissouts a une concentration de 1 mg/mL dans une solution de
chlorure de sodium NaCl a 0,15 M, sauf indication contraire. Cette solution de NaCl est
toujours préparée a partir d eau ultra-pure (18,2 MQ de résistivité, filtration Milli-Q-plus,
Millipore, St Quentin en Yvelines, France). Le pH des solutions peut étre gjusté avec des

solutions de soude (NaOH) ou d’ acide chlorhydrique (HCI).
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Chap Il : Matériels et Méthodes

[1.1.2. Polyéectrolytes marqués par un fluorophore

Pour les manipulations en microscopie confocale, des molécules fluorescentes comme
I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC, adsorption a 488 nm / émission a 520 nm) ou la
rhodamine B, (Rho, adsorption a 510 nm / émission a 575 nm) doivent étre couplées aux

polyélectrolytes afin de pouvoir les observer.
Le couplage de la FITC ala PL/ s effectue de la maniére suivante. La fonction thiocyanate,
hautement réactive, varéagir avec les fonctions amines propres ala PL/. Plus précisement, le

carbone électrophile du thiocyanate attague une fonction amine de la PL/ pour former une

liaison covalente isothiourée entre les deux molécules comme le montre lafigure I1.1.

Figure 11.1: Couplage de la FITC (isothiocyanate de fluorescéine) avec une fonction amine (Hermanson
: 1996).

Pour les polyélectrolytes marqués a la rhodamine B (Invitrogen, Cergy Pontoise, France)
(PL/R™ et PAHR™), |e couplage a été réalisé au |aboratoire en suivant le protocole décrit par
Hermanson (Hermanson 1996). Les polyélectrolytes sont dissouts dans une solution de
carbonate de sodium Na,COj3 (0,1 M, pH 8,5) a 1 mg/mL et larhodamine B est dissoute dans
du diméthyle sulfoxyde (DM SO) a 2 mg/mL. Les solutions sont mélangées avec un ratio de 1
mg de Rho pour 50 mg de polyélectrolytes a température ambiante pendant 2 heures. Les
solutions contenant les chaines de PL/®™ ou de PAHR™ sont ensuite purifiées par dialyse
contre de I’ eau pendant 3 jours. L'absence de rhodamine libre dans le dialysat est vérifiée par
spectroscopie en excitant la sonde a 510 nm et en regardant son émission dans le rouge (575
nm).

Les chaines de PSS marquées avec du meéthacryloxyéthyl thiocarbamoyl rhodamine B

(MRho, Polysciences, Eppelheim, Allemagne) sont directement polymeérisees (Dahne et al.
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2001). 2,5 mmol de 4-styréne sulfonate de sodium (SS, Sigma,) sont dissouts dans 7,5 mL
d’ eau Milli-Q. Paralelement, une solution de méthacryloxyéthyl thiocarbamoyl rhodamine B
a0,0125 mmol dans 2 mL de méthanol est préparée et ensuite ajoutée ala solution précédente
de SS, obtenant un rapport molaire MRho/SS de 0,5 %. Ce mélange est maintenu sous
agitation pendant une heure sous atmosphére d’ azote. 250 uL de tétraméthyléthylénediamine
(TMEDA, Sigma) 40,1 M (1 % mol) dilué dans|’eau et 250 uL d’ ammonium peroxodisulfate
((NH4)2S,0g, Sigma) 20,05 M (0,5 % mol) dilué dans |’ eau sont gjoutés au milieu réactionnel
sous atmosphére d'azote afin d'initialiser la réaction de polymeérisation. La solution,
maintenue sous atmosphére d’ azote, est chauffée a 40 °C pendant 4 heures puis refroidit a
température ambiante pendant 12 heures sous agitation. La solution finale est dialysée
pendant une semaine contre de |'eau et finalement lyophilisée pour obtenir un solide rouge

sombre.

11.1.3. Polymeéres

Le but de ce travail de thése est de mettre en place des méthodes pour moduler I’ acces des
cellules a des molécules actives contenues dans des films de polymeéres. Une stratégie a
consisté a développer une barriére de polymere hydrophobe biodégradable : le poly(acide /,d-
lactique-co-glycolique) (PLGA) dont la structure est représentée figure 11.2.

)

e /\;_\;\ R g/

O

CHs

FigureI1.2: Structure du poly(acide £,d-lactique-co-glycolique). x = y = 50 % (taux de monomeres). Le taux

d’énantiomeres ¢ ou d d'acide lactique est de 50/50.

Deux poids moléculaires de PLGA ont été utilisés :
- un premier lot de poids moléculaire 40000/75000 g/mol (Sigma, Saint Quentin Fallavier,
France);

- un second lot de poids moléculaire 4265 g/mol (Aldrich. Saint Quentin Fallavier, France).
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11.1.4. Molécules actives

11.1.4.1. LeTaxol

Le paclitaxel (ou Taxol®) a été fourni par les Hopitaux Universitaires de Strasbourg qui
S approvisionnent chez Bristol-Myers Squibb Company (Princeton, USA). Le flacon de
" Taxol® Injection™ utilisé sous forme diluée en perfusion contient 30 mg de paclitaxel
conditionné a 6 mg/mL dans du crémophor purifié (Cremophor® EL), ¢’ est-a-dire de I huile
de ricin polyoxyéthylénée, et 49,7 % (v/v) d alcool déshydraté United States Pharmacopeia
(USP). Sa masse molaire est de 853,91 Da. La figure 11.3 présente la structure chimique de
cette molécule.

. =
PN ]
']
Q 0
0 ., :' \__.. y \ '
D=2
e, o ; Y
S T T o e L
! P OH 7 . :___,_x = sz )
HO 5 0
Y -
\
0 i

Figurell.3: Structure chimique de la molécule de paclitaxel (Taxol).

M écanisme d'action du Taxol

Il existe deux types d'antinéoplasiques agissant sur le cytosquelette : ceux qui inhibent la
polymérisation de la tubuline en microtubules, comme les acaoides de la pervenche
(vinblastine), et ceux qui empéchent la dépolymérisation des microtubules, comme les
taxoides. Les taxoides sont des inhibiteurs de désassemblage des microtubules en tubuline ou
encore appelés des poisons de fuseaux. D’un coté, ils stimulent 'assemblage des diméres de
tubuline en microtubules; de I'autre, ils stabilisent les microtubules en empéchant leur
dépolymérisation comme présenté figure 1.4 1l n'y a plus de réorganisation dynamique
normale du réseau de microtubules, ce qui bloque l'interphase et surtout la mitose. Ces
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molécules interrompent aussi la prolifération, la migration et la transduction de signal en

stabilisant |es microtubules.

Taxol
le
Taxol

tubuline microtubules

Figure 11.4: Action double du Taxol sur le cytosquelette : I'assemblage de la tubuline en microtubules est

favorisé et les microtubules sont stabilisés avec impossibilité de désassemblage.

Les taxoides sont issus de I'écorce d'if du Pacifique (Taxus brevifolia) ou de I'if commun
(Taxus baccata), espéce la plus communément rencontrée en Europe. Actuellement, les
taxoides sont obtenus par hémisynthése & partir de produits naturels ou par synthese. Les
dérivés ont une action plus spécifique et sont moins toxiques que les mol écules naturelles. Les
deux principaux taxoides sont le paclitaxel (Taxol®) et le docétaxel. |ls agissent sur les
cellules a division rapide au niveau de la moelle, du tube digestif et des gonades. Le Taxol
(Tx) que nous utiliserons dans nos études est indiqué dans le traitement du cancer del'ovaire a
un stade avancé ou métastatique, le cancer du sein métastatique et le cancer bronchique non a
petites cellules.

Les principaux effets indésirables dose-dépendants des taxoides sont des réactions allergiques
d'hypersensibilité pouvant aler jusqu'au choc anaphylactique, la myélosuppression, en
particulier la neutropénie, I'alopécie, les neuropathies... Leur utilisation est contre-indiquée
chez lafemme enceinte ou alaitante.

En plus de son action avérée sur les microtubules, le Tx stimulerait les macrophages et
induirait la libération de cytokines telles que les interleukines IL-1, IL-2 et le TNF (Tumor
Necrosis Factor). En intracellulaire, il antagoniserait |'activité anti-apoptotique de la protéine
Bcl-2* en provoquant la phosphorylation de Bcl-2 par des kinases. || favoriserait ainsi lamort
des cellules par apoptose (Srivastava et a. 1999). En effet, il est difficile de faire le lien entre
I'induction de la mort cellulaire par apoptose et I'arrét de la mitose du a l'action double sur les
microtubules (Milross et a. 1996; Mollinedo and Gajate 2003).

4 La protéine Bcl-2 inhibe I'apoptose, en empéchant la fixation de Bax dans la membrane externe
mitochondriadle. Cette fixation induit la libération de cytochrome c, cette modification du potentiel
transmembranaire mitochondrial e conduisant a |'éclatement de la mitochondrie.
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[1.1.4.2. LeTaxol Oregon Green® 488

Green 488

Le Taxol Oregon Green® 488 noté Tx (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) est utilisé

dans |e cadre des expériences de fluorimétrie et de microscopie confocale (figure 11.5).

- Figurell.5: Structure chimique du Taxol Oregon Green® 488

Sa masse molaire est de 1319,28 Da. L’ Oregon Green® 488 (2',7'-difluorofluorescéine) est un
analogue fluoré de la fluorescéine avec une longueur d’onde d adsorption a 488 nm et une
longueur d’ onde d’ émission a 514 nm, équivalentes a la fluorescéine. Ce fluorophore présente
des avantages notables :

v il est plus photostable, ce qui permet un temps d’ acquisition plus long avant d avoir
une destruction de la fluorescence.

v' son pKaest de 4,7 aors que la fluorescéine posséde un pKa de 6,4. Lafluorescence de
I’Oregon Green® 488 est donc insensible au pH dans des conditions proches du pH
physiologique aors que la fluorescéine doit étre manipulée dans des solutions tamponnées
pour éviter une extinction de la fluorescence des que la molécule est proche de son pKaou en
dessous (donc globalement neutre puis chargée positivement).

Green488

Le TxC®®™® est préparé & partir o une poudre. 100 pg de Tx sont dissouts dans un

mélange de 100ul de crémophor EL et 100 pl d éthanol (solution mere a 500 pg/mL). Le

Cremophor® EL (Fluka, St Quentin Fallavier, France), de |I"huile de ricin polyoxyéthylénée,

Green488

est utilisé comme excipient dans la formulation du Tx et du Tx préparé au laboratoire.
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Une sonication de 15 minutes répétée deux fois permet d’ homogénéiser la solution mere qui

sera ensuite diluée dans du NaCl 0,15 M pour les expériences.

1.11.43. LePGA-o-MSH

L’a-MSH (a-melanocortin stimulating hormone) appartient au groupe des mélanocortines.
Cette hormone, synthétisée par |'hypothalamus, permet la synthese de mélanine par les
mélanocytes au niveau de la peau. Cependant elle joue de nombreux autres roles.

Tout d abord, elle aune action anorexigéne au niveau du cerveau. Aing, il a été prouvé qu’un
probléme au niveau des récepteurs cérébraux al’a-MSH, ou de la molécule a-MSH en elle-
méme, aboutissait a une obésité acquise (Dhillo and Bloom 2001).

D’autre part, ce tridécapeptide est un modulateur naturel des réponses inflammatoires et
immunitaires qui agit dans toutes les parties du corps dont le cerveau (Lipton and Catania
1997). Il régule la synthese de TNF-o (Tumor Necrosis Factor-o), une cytokine pro-
inflammatoire, par les monocytesmacrophages lors dune réaction inflammatoire
(Taherzadeh et al. 1999).

L’a-MSH a donc des fonctions pléiotrophiques incluant une action anorexigéne. Elle module
de nombreux stimuli inflammatoires comme les cytokines proinflammatoires, les molécules
d’ adhésion, et les facteurs de transcription inflammatoires. Cette hormone a aussi un réle
cytroprotectif ciblé au niveau de la peau contre les agressions comme |’ exposition aux UV ou
ades agents induisant une inflammation ou un stress oxydant (Eves et a. 2006).

Dans notre étude, nous allons utiliser un analogue de I'a-MSH couplé au polyélectrolyte
PGA. Cet analogue de |’ a-M SH a pour séguence :
HS-CH,-CH,-CO-Ser-Tyr-Ser-Nle-Glu-His-D-Phe-Arg-Trp-Gly-Lys-Pro-Va-NH..

Il est purifié par HPLC (high-performance liquid chromatography), et est synthétisé chez
Neosystem (Strasbourg, France). Cet analogue a une activité plus forte que I'a-MSH gréce a
la substitution de la /-Phénylalanine en d-Phénylalanine et de la Méthionine en Norleucine
(Sawyer et al. 1980).

Lafonction thiol située au bout de la chaine N-terminale, ala place de |’ acétate, va permettre
le couplage avec des molécules dont le PGA activé avec le groupement maléimide. La
séquence active (Lys'-Pro**-Val™®) en C-terminale, responsable de I’ effet anti-inflanmatoire,
est ains laissée libre et accessible aprés |'attachement au polyélectrolyte. De plus, la
substitution de I’acide aminé Méhionine en Norleucine permet d éviter des couplages
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aléatoires du peptide. En effet, la Norleucine est obtenue par désamination de la Lysine. La
Norleucine adonc un groupement éthyl ala place du méthyl-sulfure de la Méthionine.

Pour I'éude in vitro sur les mélanocytes, le couplage du polyéectrolyte PGA avec la
molécule active a-M SH a été réalisé en collaboration avec le Dr. Benoit Frisch ala Faculté de
Pharmacie de Strasbourg. Plus précisément, la réaction se place entre un groupement
malémide présent sur le PGA modifié et le groupement thiol de I’ analogue d’ a-MSH pour la
formation d’ une liaison thiourée covaente.

Tout d abord, le PGA est activé par liaison covalente au groupement malémide. Pour cela, 60
mg de PGA sont dissouts dans 3 mL de tampon Hepes 10 mM (pH = 6,7), 20 mg d’ 1-éthyl-3-
(3-diméthylamino-propyl) carbodiimide (EDC) et 3 mg de N-hydroxysulfosuccinimide (S-
NHS). Le mélange est placé sous agitation magnétique et sous atmosphere azotée. 24 mg
d amino-éthylmaléimide (NH.EtMal) sont alors goutés. La réaction est maintenue sous
agitation pendant 17 heures a température ambiante. Aprés élimination des coproduits par
dialyse (membrane avec un cut-off de 10 000) contre deux fois 2 L d'eau, le solvant est
éliminé par lyophilisation.

Pour le couplage des deux molécules, 5 mg de PGA-maléimide sont mélangés avec 5 mg de
I’analogue de I'’a-MSH, a-MSH-SH, dans 1,5 mL de tampon Hepes 10 mM (pH = 7,4) a
température ambiante sous agitation magnétique (Smyth et al. 1960) (figure 11.6).

)

et f S
=i, )

8] O

Figurell.6: Réaction de couplage entre les groupements thiol et malémide. R = PGA

A lafin delaréaction, les groupements malémides encore libres sont neutralisés par un exces
d’ acide mercaptopropionique. La solution est aors dialysée contre de I’eau (membrane avec
un cut-off de 10 000) pendant une nuit puis lyophilisée. Le taux de greffage est de 85 % selon
I'intégration des pics caractéristiques des groupements CH de la liaison double en RMN
(résonance magnétique nucléaire). La disparition du signal a 6,83 ppm indique que I’ a-M SH
est liée au PGA.

Pour tester cette prodrogue, des mélanocytes murins particuliers nommés B16-F1 sont
ensemences sur différents types de film multicouche fonctionnalisé avec la molécule. Ces
mélanocytes ont la capacité de secréter la mélanine et ne la conservent pas dans le
cytoplasme. 1l est alors possible de détecter I’ action cellulaire due au PGA-a-MSH inséré en

prélevant simplement e surnageant. La mélanine absorbe a une longueur d’ onde de 405 nm.

54




Chap Il : Matériels et Méthodes

Un résultat rapide est obtenu par spectrophotométrie visible et de fagon non invasive pour les

cellules.

[1.1.4.4. LeDiclofénac

Le Diclofénac D899 (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) est un anti-inflammatoire non
stéroidien (AINS) employé dans les traitements de courte durée des rhumatismes
inflammatoires et des arthroses, et pour les traitements a long terme des rhumatismes
inflammatoires chroniques. 1l est antipyrétique, antagique, anti-inflammatoire et
anticoagulant. L'ensemble de ces propriétés est lié a une inhibition de la synthése des
prostaglandines.

Il est déposeé sur les films multicouches (CHI-HA), (n = 12, 24 ou 48) réticulés avec une
solution, a une concentration de 2 mg/mL. L’intégration dans la multicouche est aors due a

une diffusion passive de cette molécule.

[1.1.5. Lap-cyclodextrine

La B-cyclodextrine monocarboxylée cCD est gracieusement fournie par le Professeur R.
Darcy (University College Dublin, Irlande). Les cyclodextrines sont des macrocycles
oligosaccharidiques obtenus par acétylisation du glucose a partir de I'amidon. Les 3
principales cyclodextrines: a, B, ou vy, sont composées de 6, 7, ou 8 unités de D-(+)-
glucopyranose. Elles augmentent la solubilité de certains principes actifs hydrophobes en les

incorporant dans leur cavité elle-méme hydrophaobe.

11.1.6. Réactifs pour laréticulation

Le 1-éthyl-3-(3-diméthylamino-propyl) carbodiimide (EDC) et le N-hydroxysulfosuccinimide
(SNHS) sont les réactifs utilisés pour la réticulation des films multicouches (Sigma, Saint
Quentin Fallavier, France) et permettent la formation de liaisons amides entre les
groupements amines de polycations (poly(/-lysine), PL/) et acides carboxyliques de
polyanions (dans notre cas, chitosan CHI ou acide hyaluronique HA) (Richert et al. 2004b).
La réaction de réticulation se fait par gjout d EDC, I'agent de couplage, et de S-NHS, le
catalyseur, comme le montre lafigure 11.7 :
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Figurell.7: Réaction chimique deréticulation d’un film (PL£-HA) ou (CHI-HA) par EDC et S'NHS.

En premier lieu, le groupement carboxylique de HA va réagir avec |'1-éthyl-3-(3-
diméthylamino-propyl) carbodiimide (EDC) (1). La molécule HA-EDC réagit alors avec le N-
hydroxyl sulfosuccinimide (S-NHS) pour conduire a une fonction ester activée alors que le
carbodiimide est transformé en urée (2). Au cours d'une derniere étape, la fonction amine
primaire de la PL/ (ou de CHI) va réagir avec I’ ester activé pour former une liaison amide
entrele HA et laPL/ (ou le CHI) et libérer le catalyseur S-NHS (3).

La manipulation se déroule de la maniere suivante. Les deux réactifs sont déposés
simultanément sur les films multicouches et laissés pendant un temps défini. Une solution
d’'EDC 2400 mM (préparée dans NaCl 0,15M pH = 4,5) est mélangée volume a volume a une
solution de SSNHS a 100 mM (préparée dans NaCl 0,15M pH = 4,5). 1 mL de cette solution
de réticulation est déposé dans chague puits contenant les films (PL/-HA),4 pendant 12 heures
a 4 °C. 3 rincages de 20 minutes avec un tampon NaCl 0,15 M, Tris 20 mM, pH = 7,4,

supprimeront les traces de réactifs.
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[1.1.7. Nettoyage des supports

Les supports utilisés sont a base de silice. Plus précisément, il s agit de lamelles de verre de
diamétre 12 ou 14 mm (VWR, Strasbourg, France). Les lamelles de verre utilisées ont les
caractéristiques suivantes :

v' Elles sont chargées négativement pour des pH inférieurs a 9.

v Ellesont une faible rugosité (0,3 nm).

v' Elles sont transparentes, ce qui facilite les observations en microscopie optique et
confocale.
Avant de construire des films multicouches, les lamelles sont toujours nettoyées selon le
protocole suivant :
Les lamelles sont d’ abord rincées a I'éthanol (70 %) puis al’ eau. Elles sont ensuite trempées
15 minutes dans une solution de SDS 10 mM chauffée & 60 °C. Aprés ringage a I’ eau, les
lamelles sont trempées dans une solution de HCl a 0,12N a 60 °C pendant 15 minutes. Le

proceédé se termine par rincage a l'eau. Les lamelles peuvent étre ensuite conservées dans de

I'eau a4 °C.
11.1.8. Tableau des réactifs et composés utilises.
Notation ou Masse molaire

Nom du Produit formule Fournisseur moyenne

chimique (en g/moal)
2-amino-2-hydroxyméthyl-1,3- ) )
) ) Sigma (St Quentin
propanediol ou Tris 121,14

_ ) Fallavier, France)
trishydroxyméthylaminométhane

Acide chlorhydrique 237 % HCI Prolabo (VWR) 36,5

Bone morphogenic protein-2 BMP-2 R&D system 26000

(Lille, France)

VWR International

Chloroforme Normapur CHCl3 S.A.S. (Strasbourg, 119,38
France)

Chlorure de sodium NaCl Sigma 58,44

d(+)-Glucose monohydrate d-Glu Fluka (Sigma) 198,17
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Notation ou Masse molaire
Nom du Produit formule Fournisseur moyenne
chimique (en g/mal)
Hydrochlorure de N-(3-
dimeéthylamino-propyl)-N’ - EDC Sigma 191,71
éthylcarbodiimide
Hydroxyde de sodium NaOH Sigma 40
Poly(¢-lysine) succinylée PL/s Sigma 50000
Poly(/-lysine) fluorescéine o /FITC Sigma 50000
isothiocyanate

Transforming growth factor-p1 TGF-p1 R&D system 25000
Sodium dodécyl sulfate SDS Sigma 288,4

Tableau I1.2 : Principaux composés utilisés et fournisseurs

[1.2. Méthodes

11.2.1. Systéme de dépdts automatisés des multicouches

La technique de trempage a été automatisée grace al'utilisation d'un robot (Riegler & Kirstein

GmbH, Berlin, Allemagne) afin de faciliter la procédure de dépbt de multicouches de

polyéectrolytes et de permettre une forte reproductibilité. Le robot est constitué d’un moteur

avec un bras mobile supportant des portoirs en téflon, faconnés au laboratoire, ou sont placées

les surfaces arecouvrir (figure11.8).

58




Chap Il : Matériels et Méthodes

Figurel1.8: Dipping robot ou systeme automatisé de trempage pour la construction des films multicouches.

Les surfaces choisies pour construire les multicouches sont des lamelles de verre (voir
protocole de nettoyage paragraphe 11.1.6.). Le robot suivra un programme défini au préalable
(positions et temps de trempage) qui sera toujours identique au cours de nos études. Les
lamelles sont immergées dans les solutions de polyélectrolytes pendant 10 minutes. Puis
suivent 3 étapes de rincage dans des solutions de NaCl 0,15M (3 minutes dans un cristallisoir
de 500 mL, deux fois 5 minutes dans deux flacons de 50 mL) qui éimineront I'exces de
polyélectrolytes et |es chaines faiblement adsorbées. Ensuite les lamelles seront plongées dans
la solution de polyélectrolytes de charge opposée et ainsi de suite jusqu'a atteindre le nombre
de couches total souhaité. Ainsi, la construction d’une multicouche de (PL/-HA)3o nécessitera

environ 24H.
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[1.2.2. Construction desfilms de PLGA par " solvent casting "

Le dépbt de PLGA sur les multicouches réservoirs seffectue soit par la méthode dite de
" solvent casting ", soit par une technique de nébulisation ou pulvérisation.

Le" solvent casting " est une méthode simple et rapide (Lu et a. 1999). Le PLGA (en forme
de granules) est dissout dans du chloroforme a une concentration de 10 mg/mL. La solution
est ensuite coulée sur les lamelles en verre recouvertes des multicouches fonctionnalisées et
sechées rapidement avec un pistolet a azote. Plusieurs lamelles peuvent étre placées dans une
boite de Pétri en verre de diamétre 5,5 cm pour étre recouvertes de PLGA simultanément. Des
volumes de 4,3, 2,5 et 1,3 mL de la solution de PLGA sont alors coulés dans la boite de Pétri
pour obtenir des épaisseurs de PLGA variables (de 0,5 um environ a 6,8 um).

Une autre possibilité consiste a utiliser une cuvette de 14 mm de diametre constituée d'un
support en téflon de 14 mm et entourée d'un joint circulaire (O-ring) en caoutchouc. Le joint
et le téflon forment une cuvette étanche ou il est possible de couler la solution de PLGA. Le
solvant est laissé a évaporer sous une hotte jusgu’ a gélification du film (entre 30 minutes et 1
heure). Les lamelles sont ensuite transférées sous une pompe a vide pendant 12 heures pour
enlever toutes traces de solvant résiduel. L'épaisseur finale du film de PLGA sera fonction du

volume et de la concentration de solution de PLGA déposée initialement.

11.2.3. Nébuliseur

Nous avons utilisé une autre technique de dép6t du polymére PLGA nommée " spray casting "
ou nébulisation (Mooney et a. 1996). Les différents mélanges de PLGA dissouts dans le
chloroforme sont pulvérisés grace a un pousse-seringue (KD Scientific 200 Hollistone, USA)
couplé a un nébuliseur (Agilent Technologies, Massy, France).

Le procédé consiste en un systéme automatisé qui contréle précisément les conditions de
dépbt. Tout d abord, le pousse-seringue KD Scientific 200 (Hollistone, USA) apporte une

stabilité et une précision sur les volumes délivrés au nébuliseur (figure 11.9).
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Figure 11.9: Pousse-seringue KD Scientific 200. Ce pousse-seringue permet de délivrer un volume précis au

nébuliseur via un tube en téflon de 2 mm de diamétre.

Des seringues spécifiques en verre sont utilisées (Exmire Microsyringe, Ito Corporation,
Shizuoka, Japan) et ont un volume maximal de 5 mL. Le piston en téflon de ces seringues
permet de maintenir une trés bonne étanchéité malgré la pression interne.

Le nébuliseur (Agilent Technologies, Massy, France) est composé d’ une aiguille trés fine
adaptée a une sortie d’ azote comme représenté figure 11.10. La solution de PLGA circule en
flux continu au travers de I'aiguille et est directement pulvérisée a sa sortie par le courant
d’ azote imposé autour de la buse.

Lamele
Flux d'azote

Solution de PLGA -

Figure 11.10: Schéma du systéme automatique de pulvérisation du PLGA. Une solution injectée par un
pousse-seringue circule au travers de I'aiguille. Dans un autre compartiment est injecté un

courant d’' azote dont la pression est contrélée par un manométre. Les deux flux se retrouvent ala

sortie de la buse oul I’ azote pulvérise la solution de PLGA verslalamelle de verre.

Le débit utilisé pour nos expériences est de 300 pL/min et le volume total pulvérisé est de 1

ou 2 mL selon I’ épaisseur désirée (tableau 11.3).
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Parameétres Valeurs
Pression d’ azote 2 bars
Débit volumique 300 pL/min
Volumesinjectés de PGA (a 10 mg/mL) lou2mL
Distance nébuliseur - échantillon 5cm
Inclinaison delalamelle/ jet 45 °

Tableau 11.3: Paramétres utilisés pour la construction desfilms de PLGA par " spray casting " en utilisant

un nébuliseur.

Gréce a ce systéme de nébuliseur, la vitesse de pulvérisation, le cone de pulvérisation et la
taille des gouttes formées sont totalement modulables et finement contrdlabl es.

Cette technique va permettre de diminuer le risque de solvant résiduel dans le film de PLGA
aux vues des exigences de la culture cellulaire. La solution de polymeres est pulvérisée versla
lamelle ou se forment alors des microgouttelettes. L’ évaporation du chloroforme et la
formation du film de PLGA seffectueront tres rapidement par rapport aux conditions de la
méthode de " solvent casting . Par coalescence, les gouttelettes vont progressivement former

un film mince sur le substrat de fagon reproductible.

11.2.4. Microbalance a cristal de quartz avec mesure de la dissipation

Principe dela technique

La technique de microbalance a cristal de quartz avec mesure de la dissipation (QCM-D)
permet de mesurer des variations de fréquences de résonance d’'une lame de quartz, dues a
I"augmentation (ou la diminution) de masse induite par le dép6t (ou le départ) de molécules
sur le cristal de quartz.

La QCM-D est une technique qui se base sur les propriétés piézoé ectriques du quartz. L'effet
piézoélectrique inverse fait qu'une oscillation de quelques nanomeétres est générée lorsqu'un
champ éectrique est appliqué. Une différence de potentiel est appliquée entre les deux faces
du cristal de quartz gréace a un film en or recouvrant la partie supérieure du cristal et une

électrode en or sur I’autre face. Le quartz soumis a une tension éectrique est équivalent a un
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oscillateur harmonique et vibre alors a sa fréquence propre, qui est utilisée comme référence
de pulsation. Cette fréquence de résonance du cristal est corrélée a sa masse.

Toute addition ou soustraction de masse, Am, provoque une différence de fréquence, Af, qui
est reliée directement a la différence de masse Am, gréce a la relation de Sauerbrey, en
supposant que Am est trés inférieure alamasse du cristal :

—Qﬁ?ﬂf{% (1)
Aparts

ou fp est la fréguence de résonance intrinséque du cristal, A la surface active du cristal (entre

Af =

les électrodes), pq la densité du quartz et uq le module de cisaillement du matériau.

La relation (1) peut étre simplifiée en appliquant une constante C caractérisant le cristal de
quartz. Pour les cristaux utilisés dans les expériences de QCM-D, C est égal & 17,7 ng/cm’Hz.
L’ équation suivante peut étre alors posée :

Ammo= - C Af (2)
Cependant, le crista de quartz peut non seulement résonner a une fréguence f (appelée
fréguence fondamentale) de 5 MHz, mais aussi a toutes ses harmoniques impaires (f, = v f ou
v est le nombre de I"harmonique: 3, 5 et 7 dans notre cas). A chaque harmonique
correspondra une variation de fréquence de résonance consécutive au dépbt de matiere. Amy

seraaorsrelié a Af, par larelation (3) :

- CAf,
Amy= —— ©)
v
Cette relation s applique pour un dépbt au contact avec le vide. Il a récemment été démontré
qu'elle s applique également, de fagon approchée, & un dépdt solide au contact d'un liquide
sous certaines conditions (Rodahl and Kasemo 1996a; Rodahl and Kasemo 1996b).
Il est possible ensuite d' estimer |’ épai sseur de; de la surface adhésive grace alarelation (4) :
Am
dest= (4)
Peyy

OU pes €St ladensité effective du film.

La fréguence de résonance, f, d’un cristal de quartz dépend donc de la masse totale oscillante,
incluant I’eau couplée a I’ oscillation. Lorsgue le dépbt adsorbé sur le cristal est au contact
d'un fluide, la masse my représente la masse mise en mouvement lors des oscillations. Cette

masse inclura non seulement la matiere constituant le film, mais également le fluide contenu
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dans le film. Lorsqu’un film fin et rigide se dépose, la fréquence oscillatoire va décroitre de
maniére proportionnelle alamasse, celui-ci étant peu perturbé par I’ eau environnante.
Cependant, dans de nombreuses situations, le film adsorbé n’est pas rigide et la relation de
Sauerbrey devient invalide. Un film mou ne se couplera pas entierement a |’ oscillation du
cristal, voire méme amortira I’ oscillation, ce qui correspond a un phénomene de dissipation.
La dissipation va donc révéler le caractére viscodlastique d’ un film. Dans ce cas, |a masse de
surface est faussée et sous-estimée par larelation de Sauerbrey.

Ici, la technigue de QCM-D apporte une solution qui va porter & connaissance les propriétés
structurales du matériel dépose. En effet, elle mesure aussi les différences de dissipation de la
fréquence d'oscillation du cristal aprés arrét de I'excitation éectrique du piézoélectrique.
L’ arrét est répété grace a un courant aternatif imposé viales életrodes au cristal.

En fait, un générateur de fréquence excite le cristal de quartz avec une tension sinusoidale de
fréguence f;. Cette fréquence prend successivement la valeur de la fréguence fondamentale de
résonance du cristal (5 MHz) et de ses harmoniques (15, 25 et 35 MHz). L’excitation du
cristal est imposée sur une durée trés bréve (quelques ps). Apres arrét de I’ excitation, le cristal
oscille librement a la fréguence de résonance la plus proche de la fréquence d excitation du
cristal. Ces oscillations sont amorties, |I’amortissement du signal étant da a |’ énergie dissipée
dans le cristal, mais surtout dans le film et le fluide au contact de I’ensemble. Donc quand la
source éectrique est coupée, une constante d’amortissement reliée a la dissipation D du

systeme sera évaluée par laQCM-D (figure 11.11).

Ampitude
d'oscillation
F S

(A) Excitation i Relaxation

Temps

Figure 11.11: Simulation d’'un signal mesuré avec la microbalance a cristal de quartz. (A) Oscillation du
cristal nu (en bleu). Lorsde I’ arrét de I’ excitation électrique, le phénomene de dissipation apparait
(enrouge). (B) Oscillation du cristal aprés dépdt du matériel. Le dépbt a engendré une diminution
de la fréquence d'oscillation (en bleu). De plus, quand le courant est arrété (en rouge), une
différence d’ amortissement est observée. La dissipation augmente donc fortement en comparaison

au cristal nu.
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La décroissance sera lente avec un film rigide sur la surface, alors que la décroissance sera
rapide avec un film viscoédlastique. Cette différence de vitesse est due a la forte perte
d’ énergie dans le film viscoélastique.

En mesurant la dissipation aux multiples fréguences harmoniques, la viscosité, le module
d’ éasticité et |’ épaisseur pourront étre estimés méme pour des films mous en utilisant des
modéles viscoélastiques (Voinova et a. 1999). Cependant, les modéles ne sont pas encore
pleinement validés et il faudra prendre ces résultats avec précautions.

De cette maniére, la QCM-D opére comme une balance tres sensible. Les grandeurs
minimales détectables sont de I’ ordre de 5 ng/cm? dans I’ eau et de 1 ng/cm? dans I’air. Grace
a cette technique, il est possible par exemple de vérifier que les polyélectrolytes se déposent
successivement lors de la construction couche par couche par le contrdle pas a pas des
variations de fréguences et des variations de dissipation du cristal de quartz vibratile (Ariga et
al. 1997; Picart et a. 2001).
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Descriptif del’appareillage

La microbalance Q-Sense D301 provient de |’ entreprise Q-Sense (Vastra Frolunda, Suéde).
La figure 11.12 représente une vue d ensemble du dispositif qui comporte : une chambre de

mesure thermostatée et une unité électronique interfacée avec un ordinateur.

Qsense

Figure [1.12: Dispositif de QCM-D Q-sense type D300. Il comporte de gauche a droite: une chambre de
mesure, une unité éectronique pour contrdler la température des liquides dans la chambre viaun

systéme Peltier, et un ordinateur pour collecter les mesures puis les interpréter.

L’unité éectronique, coaur du systeme, fait la jonction entre la chambre de mesure et
I’ ordinateur. Gréace a cette unité, une température de travail est imposée dans la chambre a une
valeur fixe entre 18 et 40 °C + 0,025 °C par un systeme Peltier. Un bouton unique en facade
(en omettant le bouton on/off) doit étre tourné pour fixer la température désirée. La chambre
de mesure contenant le cristal vibratile est aussi caractérisée par une molette unique en facade
comme figuré photo 11.13.

| Figurel1.13: Photographie de la chambre de mesure dela QCM-D.
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Le cristal se situe dans une cellule de mesure d’ un volume approximatif de 75 pL ou se
dérouleront les dépdts de matériel. Avant d arriver dans la cellule, le liquide est maintenu
dans une boucle thermostatée (T-Loop) de capacité 500 pul qui est raccordée a un réservoir
externe via un capillaire verticale (Tygon, R-3603) ou le liquide est dispensé. Ainsi les
liquides sont injectés dans la cellule a température fixée. Pour faire circuler le liquide, une
valve déplacable par la molette va permettre d’abord de mettre le liquide dans la " loop "
(I"excédent sort de la chambre par le capillaire gauche) comme montré figures 11.13 et 11.14.
Apres avoir atteint la thermorégulation, le liquide est injecté dans la cellule en placant la
molette sur " sensor ". L’excédent de matériel sort par un autre capillaire (a droite de
I’ appareil).

Capillaire d’entrée

des solutions
l " | Valve de controle
(—Lm__ Sorticde la T-loop @ :

/ s Sortie de la oc].]ulc
r contenant le cristal

Cellule

scellée

parle
cristal

Figurell.14: Circuit dela chambre de mesure de QCM-D.

Les cristaux utilisés sont de type QSX 303 (Q-sense). |Is sont composes de quartz, entouré de
surfaces en or et enfin d' un film de SiO, de 100 nm sur |’une des faces (figure 11.15). Ils
possedent une fréguence de résonance fondamentale de 5 MHz et des fréquences harmoniques
de 15, 25 et 35 MHz. Les fréguences de résonance du cristal sont mesurées avec une précision

delHz.

Figurell.15: Cristal de quartz vu deface. Le cristal de quartz est pris en sandwich avec de |’ or et recouvert de

SiO; sur laface de travail.
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Protocole expérimental

La construction des films se fait in situ. Les temps de réaction sont les mémes que pour la
construction manuelle ou avec le " dipping robot ". 1,5 mL de solution de polyéectrolytes
sont injectés dans la T-Loop afin de réguler la température de tous les liquides injectés a
25 °C +/- 0,05 °C. Aprés un temps d’ attente de 3 minutes, le liquide (0,5 mL) est injecté dans
la cellule sensible. En fait, les 0,5 mL injectés par le capillaire ne seront pas ceux retrouvés
dans la cellule mais vont " pousser " jusqu’a la cellule le liquide thermostaté présent dans la
T-Loop. Apres 10 minutes d' absorption, une solution de ringage déja thermostatée est injectée
puis laissée pendant 10 minutes. Pour cela, le tampon est injecté dans laloop a 7 minutes de
temps de dép6t afin d'injecter un liquide thermostaté. Le procédé est répété avec les solutions
successives de polycations ou de polyanions jusqu’ a formation du film multicouche désiré. A
lafin de I’ expérience, on peut sortir le cristal avec le film pour des observations en AFM par
exemple. Sinon le systeme QCM-D (capillaires, T-loop, cellule et cristal) est nettoyé avec une
solution d'Hellmanex a 2 % (Hellma, Paris, France). L’'Hellmanex est un concentré liquide
alcain trés efficace pour le nettoyage du verre, quartz, porcelaine... Apres 30 minutes a
température ambiante, I’ Hellmanex est rincé avec du HCI 0,1 M (10 minutes). Un lavage a
I’ eau puis un séchage a |’ azote de tout e systeme terminent le processus de nettoyage.

Durant le temps d’ adsorption, une acquisition en continu des données de la chambre de
mesure est effectuée. Grace au logiciel " Q-Soft ", on peut donc suivre les paramétres, a savoir
les différences de fréquence Af, (en bleu) et la dissipation D, (en rouge) (figure 11.16) en

fonction du temps et en temps réel.
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Figure I1.16: Exemple d’aquisition en QCM-D avec le logiciel Q-Soft (capture d’écran). La construction de
(PL¢-PGA)s-PL ¢-norepinephrine-(PL (-PGA),-P4-PGA-PL (-PGA est réalisée.

Cette expérience met clairement en évidence laformation sur le cristal d’un film multicouche
de polyélectrolytes lors des dépbts successifs de polyéectrolytes ((Picart et al. 2001) et
(figure 11.17)).
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Figure 11.17: Changements des fréquences mesurées en QCM-D lors de la construction d’un film

multicouche (PL £-PGA)s-PL ¢-nor epinephrine-(PL £-PGA)-P4-PGA-PL ¢-PGA.
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Ces courbes (figure 11.18) sont alors traitées afin de visualiser les variations des paramétres en
fonction du nombre de couches déposées grace a un logiciel développé au laboratoire. Ce
logiciel utilise le modele viscoélectrique de Voight (Voinova et al. 1999) et permet de

déterminer |’ épaisseur et laviscocité, entre autres.
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Figure 11.18: Evolution des paramétres -Af, (A) et AD, (B) au cours de la construction d'un film (PL¢-
PGA)s-PL ¢-nor epinephrine-(PL £-PGA),-P4-PGA-PL ¢£-PGA. Les courbes sont représentées en

fonction des couches déposées en abscisse.

11.2.5. Microscope aforce atomique

La microscopie a force atomique (AFM) dérive de la microscopie a effet tunnel. L’AFM est
une variante destinée a observer la topographie des surfaces non-conductrices. Développée
depuis 1986 (Binning et a. 1986), elle appartient a la famille des microscopies a champ
proche ou microscopies a sonde locale.

Cette technologie s est imposée dans |'imagerie de la topographie des surfaces a I’ échelle
nanomeétrique. Des données comme I’ épaisseur, la rugosité, la viscosité sont détectables avec
une grande précision.

Plusieurs modes de fonctionnement sont disponibles: le mode contact, le mode oscillant ou
" tapping " et le mode non-contact. Le mode non-contact requiert un vide poussé (10 Torr)
et n'a pas été envisagé dans notre éude. Le mode " tapping"” étudie les échantillons
faiblement adsorbés sur leur support et fragile. La pointe oscille a la fréquence de résonance
du cantilever et touche la surface de I’ échantillon par intermittence. Ce mode d’ investigation

permet un contact non invasif et permet de ne pas endommager les échantillons. Le mode
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contact est le mode le plus couramment utilisé. C'est ce dernier mode qui sera employé pour

|’ é&ude de nos échantillons.

Principe delatechnigue

L’ échantillon est collé préalablement sur une pastille métallique pour permettre une fixation
sur un tube piézoélectrique. Le tube piézoédlectrique autorise des mouvements précis de
I’ échantillon dans les trois dimensions de |’ espace avec une précision inférieure au nanometre.
Une pointe effilée ayant une terminaison de dimension nanomeétrique (< 20nm) en nitrure de
silicium (Si3Ny) joue le role de sonde et est fixée a I’ extrémité d’un microlevier flexible (ou
" cantilever " en anglais) possédant une constante de raideur connue (figure 11.19). Cette

pointe va balayer la surface de I’ échantillon aimager.

Miecrolevier
e —. I
N = |
== —— C

Pointes pyramidales

Figurell.19: Représentation schématique d’un cantilever.

La technique repose sur la détection des interactions entre la pointe et la surface. Le mode
déflection consiste a conserver la pointe a une distance constante par rapport a I’ échantillon.
Cette distance pointe/échantillon dépend de la force appliquée par le microlevier et donc, pour
maintenir une distance constante, il faut appliquer une force constante de la pointe sur la
surface.

Lors de I’acquisition de I'image, la pointe est approchée au voisinage de la surface et subit
alors des interactions a courte distance (<5 nm) dites de champs proches (forces répulsives et
forces attractives). Lors du balayage de la surface ligne par ligne, les variations de la
topographie de I’ échantillon provoque une déflection du cantilever. Cette déflection est alors
mesurée en focalisant sur le cantilever un faisceau laser réfléchi vers un photodétecteur, ¢’ est-
a-dire une diode a quatre quadrants. Les variations de position du cantilever sont ainsi
mesurées par le photodétecteur. Comme on veut maintenir la distance pointe/échantillon
constante, la déflection du cantilever est corrigée par une boucle de rétroaction. Cette boucle
d’ asservissement maintient constante la déflection du cantilever (la force dinteraction) par
correction de la hauteur de I'échantillon qui est monté sur un tube piézoéectrique. Le

déplacement est contrdlé avec une précision subnanométrique (figure 11.20).
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Figure 11.20: Schéma d’un microscope a force atomique. Une céramique piézoélectrique permet le contrdle
du déplacement de I’échantillon en x, y, z Un faisceau laser est focalisé sur le cantilever. Les

variations de position du faisceau réfléchi sont détectées par une photodiode a quatre quadrants.

Deux images seront donc obtenues: une image de déflection et une image en hauteur.
L’image de hauteur représente la topographie de la surface explorée et est basée sur les
mouvements du tube piézoédectrique. L’ image de déflection permet de visualiser les erreurs
résiduelles aprés correction par rétroaction. Cette image d erreur contient les fréguences
spatiales hautes et est riche d'information mais ne permet pas de déterminer des paramétres
comme la rugosité. De plus, il faut noter que la pointe pyramidale voit I’incident de surface
avant I’extrémité de la pointe en raison de sa forme triangulaire. Ceci entraine des erreurs
visualisables sur I'image de déflection. Dans le cas de notre étude |a topographie des surfaces

est trés bien déterminée en utilisant des pointes ayant un diameétre terminal inférieur a 20 nm.

Descriptif del’appareillage

Les images topographiques sont effectuées sur un appareillage Nanoscope IV (Veeco,
Dourdan, France) avec des pointes pyramidales (o = 35°, rayon de courbure de 15 nm
environ) montées sur des leviers triangulaires de constantes de raideur comprises entre 50 et
200 pN/nm (MLCT-AUHW, Veeco, Dourdan, France). Les observations des films sont
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effectuées en phase séche. Les échantillons sont conservés au dessiccateur a cristaux apres les
avoir séchés avec un flux d azote.
Le logiciel de traitement d'image associ€ a I'appareil permet I'analyse en coupe transversale,

I'analyse des profondeurs, ou encore la mesure de la rugosité entre autres.

Mesuredelarugosité RM S

La rugosité RMS, pour " root mean square”, est définie comme |’ écart-type des points de
I’image. Elle correspond donc a la moyenne des écarts quadratiques des hauteurs mesurées
par rapport au plan moyen, en d autres termes, la racine carré de la moyenne du carré des

distances entre les points et la hauteur moyenne de |’ échantillon :

Cette valeur est en Rq qui représente le parameétre de la rugosité RMS de surface. Elle a pour
unité le nm. Le logiciel MutiMode Zeiss intégre cette formule mathématique et permet de
mesurer la rugosité RMS d’'une zone précise sélectionnée a partir de I'image obtenue par
AFM.

[1.2.6. Fluorimétre

La fluorescence correspond a une émission de lumiéere par des molécules revenant a leur état
fondamental d’énergie apres avoir été portées dans un état excité instable. La lumiéere est
émise pendant un laps de temps court, de |’ ordre de quelques nanosecondes. L’ excitation est
causée par une irradiation avec une lumiére UV ou visible. Une molécule fluorescente
possede donc la propriété d'absorber de I'énergie lumineuse et de la restituer rapidement sous
forme de fluorescence. Le fluorimeétre va permettre de quantifier cette fluorescence. Le trajet

optique débute au niveau d’ une lampe halogene de quartz (figure 11.21).
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Q ___—— Lampe d’ halogéne
[ | ]

Filtre d’émission _ — Filtre d’excitation
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' Figure 11.21: Schéma de fonctionnement d’un fluorimétre. Les filtres d’excitation et o émission vont
permettre de sélectionner spécifiqguement la lumiere. L'intensité de lumiére émise permet de

remonter ala concentration en fluorophore.

Un monochromateur d'excitation est placé juste aprés pour découper une bande étroite de
longueurs d'onde dans le spectre continu de la lampe (entre 350 et 900 nm). Cette lumiére
focalisée sur I'échantillon porte les molécules dans un état électronique excité. La lumiére
émise lors du retour a |’ état fondamental est focalisée par un miroir sphérique et dirigée vers
une premiére lentille asphérique. Un deuxiéme filtre (émission) de longueur d’onde
correspondant ala fluorescence de I’ échantillon est positionné sur le trajet optique. Ensuite la
lumiére traverse une deuxiéme lentille asphérique qui la dirige au niveau du détecteur. Le
systeme de détection est une photodiode avec un circuit analogique amplifiant le signal. Le
signal amplifié est transformé en un signa digital et converti en unités relatives de

fluorescence.

Un fluorimetre de marque VersaFluor (Biorad, Marnes-la-Coquette, France) avec un filtre
d’ excitation EX 490/10 (longueurs d’ onde de 485 a 495 nm) et un filtre d’ émission EX520/10
(longueurs d'onde de 515 a 525 nm) est utilisé pour quantifier les molécules fluorescentes

telles que le Tx®™®" 4% | a cuvette de mesure a une dimension de 35 x 5 x 5 mm°.
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[1.2.7. Microscope a épifluorescence

Les observations des différentes cultures cellulaires sont effectuées avec un microscope

TE200 (Nikon) équipé en champ clair et en épifluorescence. Le systéme se compose

notamment d’une lampe au mercure 100W et de filtres pour observer la coloration Hoechst
(UV 348/461 nm), et les marquages avec des sondes FITC (495/520nm) ou rhodamine

(560/590 nm). Les images sont acquises a |’ aide d’ une caméra numérique DM X 1200 (Nikon)

associée aun logiciel de capture d’ images (Lucia).

Un schéma simplifié permet de comprendre le principe du microscope a fluorescence (figure

11.22, tiré de http://www.snv.jussi eu.fr/bmedia/Microscopi e/fluo/fluorouge.htm).

D42 1 42 1

= =

EI:

=

yi 1
5

4

b) Lesradiations
réfléchies par le miroir
dichroique (3) éclairent

I'échantillon (5).

L’ objectif (4) va

permettre d’ obtenir le
grossissement désiré.

a) Lefiltre d'excitation
(2) sélectionne les
radiations specifiques
fournies par une lampe
au mercure aarc (1).

c) L’ échantillon émet les
radiations de fluorescence

qui seules atteignent

I'oculaire (7) ou lacaméra
gréce au filtre d’émission

(6).

Figurell.22: Schéma de fonctionnement du microscope a épifluor escence.
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11.2.8. Microscope confocal abalayage laser

La microscopie confocale a balayage laser (CLSM) représente une avancée technologique
majeure dans I'imagerie biologique. Elle est basée sur la microscopie a épifluorescence
complétée par une lumiére cohérente (un laser) et de composants dont un sténopé (" pinhole "
en anglais) dans le but d’ éliminer la fluorescence provenant de plans défocalisés. En effet, en
microscopie a épifluorescence, I'image est mise au point sur le plan foca mais toute la
lumiére due a |’ excitation des molécules fluorescentes en dehors du plan focal ou placées sur
letrgjet delalumiére est aussi enregistrée. Ce défaut est corrigé en microscopie confocal e qui
discrimine les plans en dehors du plan focal. Le laser n’éclaire I’ échantillon que localement.
Seul le signal provenant du plan focal est transmis au détecteur grace au trou d aiguille placé
sur le tragjet optique et seule I’image de la fluorescence émise dans le plan est enregistrée. Le
signal récupéré est donc exempt de parasites et sans perte de résolution.

Le brevet de Marvin Minsky pour le miscroscope confocal date de 1955 mais la technique
n'est rentrée en pratique que dans les années 80 avec I’ utilisation de laser, a la place des
lampes a arc, qui permet de cibler les zones a observer. Des images de matériaux fluorescents
sous forme de coupes horizontal es virtuelles sont accessibles grace a ce systeme ains que des
représentations 3D par sommation de ces coupes. Cette avancée technologique permet
d’ accéder virtuellement a I’intérieur des objets transparents avec pour seule obligation d'y

intégrer des mol écules fluorescentes.
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Fonctionnement du microscope a balayage laser

Le principe du CLSM est résumé par lafigure I1.23.

Photomutiplicoteur

Mnan MG i—nrr -?T- Ty "'f.“]lll'cl {p=rhala)
f 1

f = 1 Lentillz

..I..I-h-.-"..-:l . !

Diipphragme

Lentile de Vobjectif

Dessus du plon focal
Plan focal
Desssis du plon Facal

Figure 11.23: Schéma de fonctionnement du microscope confocal a épifluorescence. Le rayon laser

excitateur illumine |’ échantillon. Seuls les rayons fluorescents du plan focal sont sélectionnés
grace a un diaphragme variable ou " pinhole" placé dans un plan focal conjugué & celui de
I'objectif. La fluorescence parasite (lignes en pointillé) est ains éiminée avant le

photomultiplicateur pour la détection des signaux.

La surface est éclairée par une source ponctuelle de lumiére, un laser, concentrée grace a une
lentille dans un plan focale. Un trou d' aiguille situé dans un plan focal conjugué au plan focal
de I’objectif (plans confocaux) bloque physiquement les photons ne provenant pas du plan
focal avant le détecteur. De cette maniere, seuls les photons provenant du plan focal passent le
diaphragme et participent a la formation de I'image, d'ou le nom " confocal " (lumiére
conjuguée au plan focal). Un photomultiplicateur est installé en bout du trajet lumineux. Il
amplifie le signal qui est alors transmis a un capteur enregistrant |’ image pixélisée.

Pour parcourir I'échantillon, I’objectif se déplace selon I'axe z avec un moteur piézo-
électrique par pas successifs de 300 nm. Le plan focal est aors modifié successivement. Le
balayage de I’ échantillon en (x,y) par le laser fournit une image de chague plan focal. Ce

balayage est obtenu al’ aide de miroirs orthogonaux motorisés disposés sur le trgjet optique du
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laser. Larésolution horizontale (x,y) est de I’ordre de 150 nm et la résolution verticale (2) de
I’ ordre de 400 nm.

Les lasers Argon contenant trois raies : 405 nm (la plus faible, violet extréme), 488 nm (bleu)
et 561 nm (vert-jaune), Hélium Néon | (543 nm, vert), et H&lium Néon Il (633 nm, orangé-
rouge) sont utilisables. Il est ainsi envisageable d’imager un échantillon avec 3 fluorophores

différents en microscopie confocale.

Pr otocole expérimental

Le microscope confocal utilisé pour imager les échantillons fluorescents est le modéle LSM
510 (Zeiss, Allemagne) monté sur un microscope AxioVertl00M (Zeiss) avec objectifs de
grandissement 40 fois d’ ouverture numérique de 1,2 um ou de grandissement 63 fois a huile
d ouverture numérique de 1,4 um. La fluorescence verte de I’isothiocyanate de fluorescéine
(FITC), ou du Tx®®" 488 st détectée aprés excitation du laser Argon (488 nm) avec un filtre
d’ émission ayant une bande passante de 505 a 530 nm. La détection de la fluorescence rouge
de larhodamine B (Rho) est obtenue apres excitation du laser HeNe | (543 nm) puis détectée
avec un filtre passe-haut de 585 nm. Enfin, la coloration bleue des cellules par du Hoechst a
€été visualisee par excitation avec le laser Argon (405 nm) puis un filtre d’ émission ayant une
bande passante de 420 a 480 nm (figure 11.24).

-

Figure 11.24: Observation d’une cellule HT29 avec 4 canaux : vert, champ claire, bleu et rouge en CLSM.
Lataille del’image est de 21,21 x 19,53 um?. La derniére image est la sommation des 4 autres. :

Les images d'un échantillon fluorescent peuvent correspondre aussi a un empilement de

coupes virtuelles horizontales. Le logiciel Zeiss LSM Image Browser (version 3) reconstitue
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alors un objet tridimensionnel en les additionnant. Des coupes transversales virtuelles de

I’ échantillon en (x,2) ou en (y,2) sont également réalisables pour visualiser I’ épaisseur du film.

[1.2.9. Dichroisme circulaire

Principe delatechnique

Le spectropolarimétre pour la mesure du dichroisme circulaire (DC) est une technique
spectroscopique d'anal yse puissante pour caractériser |’ activité optique des molécules due ala
présence de carbones asymétriques. Le dichroisme circulaire représente la capacité des
molécules optiquement actives a absorber différemment |es composantes droite et gauche d'un
faisceau de photons polarisés circulairement. A la sortie de I’échantillon, la polarisation
circulaire des composantes persiste, mais leur amplitude a changé. Dans les cas les plus
courants, I’étude de la conformation des acides nucléiques ou des protéines est accessible
gréce a cette technique non destructive. L'enregistrement de spectres de DC renseigne sur la
nature des différents types de structures secondaires de la protéine : hélices a, feuillets
(paraleles ou antiparalleles), “coudes’ et structures désordonnées (random coil en anglais).
Le traitement des données permet d'évaluer les changements d'états conformationnels d'une
protéine en fonction de nombreux facteurs (température, solvant, pH, substrats...) et d’ estimer
la quantité de chague conformation de maniére rapide.

Gréce a cette technique, une différenciation entre deux molécules chirales est possible car
leurs coefficients d'extinction molaires (g) pour une lumiére polarisée circulairement gauche
(sc) €t droite (ep) sont différents. La différence entre ¢ et €p (e — €p), SOit Ag, correspond au
phénomeéne de DC et s exprime en m”.mol ™ ou en deg.cm?.dmol-1.

Toutefois, la grandeur mesurée par |I'appareil n'est pas directement le DC ni les &. Les
polariseurs mesurent I'élipticité 6 en millidegrés (mdeg) pour chague longueur d'onde. Cette
elipticité est un angle correspondant a la forme de la polarisation de la lumiere: s la
polarisation est rectiligne alors 6 = 0°, et si la polarisation est circulaire alors 6 = 45°. Ensuite
I’ellipticité molaire [6] est définit comme suit :

1006
o=

avec C la concentration molaire en mol/L et | la longueur de I’ échantillon traversée par la

lumiére en cm.
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L’ elipticité molaire est directement proportionnelle aux coefficients d’ extinction [l et [1p,
soit au DC, s I’on pose |” hypothese que le phénomeéne de DC est faible. La relation suivante
peut alors étre développée :

[0] =K X (ec —¢D),

avec K = 3298 mdeg.

Unerelation directe entre I éllipticité 6 et le DC existe donc :
=K XxAexCxl,

avec K’ = 32,98 mdeg.

Nous représenterons les résultats de DC pour les films multicouches de polyélectrolytes en
termes de 6 en mdeg sans faire la conversion en DC en m”.mol™ étant donné qu'il est difficile
d’ estimer la concentration de chague é ément dans le film. Nous nous permettrons par abus de
langage de parler de DC méme s'il ne faut pas oublier que seule |’ dlipticité est représentée.
Dans notre étude, le DC sera exploité avec les polyélectrolytes poly(lysine) PL et poly(acide
glutamique) PGA, deux poly(acides aminés), pour différencier les compositions chirales / et d
de solutions de polyélectrolytes ou de films multicouches. L’appareil de DC est
particulierement sensible a la chiralité de ces polypeptides pour les longueurs d’ ondes
comprises entre 190 et 250 nm (UV lointain) étant donné que la liaison peptidique absorbe
dans cette gamme de longueurs donde (Johnson 1978). De plus, I'évolution de la
composition des films multicouches en énantiomeéres ¢ et d sera mesurée aprés mise en
contact des films dans des solutions de polyélectrolytes de chiralité opposée a celle

constituant le film.

Protocole expérimental

Les mélanges de polyélectrolytes a chiralité différente se font selon le modéele suivant :
(PLdx,PL /1) pour la poly(lysine) et (PGAdy, PGA/1.y) pour le poly(acide glutamique), ou X
est le ratio en nombre de monomeres d du mélange par rapport alaforme /. x représente donc
le rapport entre le nombre de monomeres de type d présents dans |es solutions de polypeptides
et le nombre total de monomeéres. Lors des différentes expériences, la proportion x de
polypeptides de type d varie de la méme fagon dans les solutions de polyanions que dans les
solutions de polycations. Par ailleurs, afin de ne pas induire de compétition résultant des

différentes longueurs de chaines lors de |'adsorption, des lots de polyélectrolytes avec des
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masses moléculaires voisines (Mw = 44 kD pour PGA/, 38 kD pour PGAd, 38 kD pour PL/
et 58 kD pour PLd) ont été utilisés.

Les courbes représentant le DC de deux énantiomeres de PL (par exemple) en fonction de la
longueur d'onde présentent un point d'inflexion pour les courtes longueurs d'ondes. Elles ont
I'allure caractéristique suivante (figure 11.25) :

fglétl:r{ I}rf-;inv.lf)

P,
)
P
L

Ae {1[1'4 unités)

-G |
190 200 210 220 &30

longueur d'onde (nm)

Figure11.25: Spectres de dichroisme circulaire pour différentes solutionsde (PLd,,PL£1,) oUx=0 (®; x=

0,12 (a); x=0,25 (¢); x=10,33; (v); x=0,5 (+); x=0,67 (V); x=0,75 (0); x=0,88 (A); x =1 (0).

Deux énantiomeéres donnent des courbes opposées en CD comme montré sur lafigure 11.25:
v Les courbes dont la tangente au point d'inflexion a une pente positive correspondent
aux enantiomeres de forme d.
v Les courbes dont la tangente au point d'inflexion a une pente négative correspondent

aux énantiomeres de forme 7.

Avant I"analyse, les films sont séchés sous un flux d’ azote. Les lames de quartz sont utilisées
comme surface a la place du verre car elles n’absorbent pas dans le domaine spectral étudié.
Cependant, le spectre de la lame de quartz nue sera toujours soustrait aux spectres des films
construits sur lalame de quartz afin d’ enlever les bruits de fond potentiels.
L es conditions expérimental es sont les suivantes :

v' Lalameélle en quartz est immergée 5 minutes dans chague solution de polyélectrol ytes.
La couche précurseur est une couche de poly(éthylene glycol) PEI suivie de la construction

(PGA dx,PGAK]_.X- PL dx, PLE]_-X)G Oou (PGA dx, PGAE]_.X- Pde, PLEl-X)S_PGAdx, PGAE]_.X
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v Un ringage rapide puis 5 minutes de ringage dans une solution de NaCl a 0,15 M, pH
= 7,4 suit toujours | es étapes dépbts couche par couche de polyél ectrol ytes.

v Aprés la construction couche par couche du film multicouche de polyélectrolytes, la
lamelle en quartz est immergée a des temps variables dans une solution de polyélectrolytes de
méme nature que le polyé ectrolyte constituant la couche terminale du film et d’ énantioméries
€gale ou oppose.

v Juste avant la mesure du film en DC, un ringage rapide puis 5 minutes de ringage avec
H,0 sont effectués afin d’ enlever |e tampon NaCl.

v Un séchage de la lame de quartz recouverte du film avec un flux d'air pur termine la

préparation de I’ échantillon pour le DC.

Descriptif del’appareillage

Les spectres de dichroisme circulaire ont été mesurés sur un appareil JASCO J-810 (figure
11.26) avec une lamelle en quartz de 3,8 x 1,2 x 0,1 cm® (Hellma precision cells, type 665-QG,
Hellma, Paris, France). Les données enregistrées sur le spectrométre sont en mdeg. Elles
peuvent étre recal culées et exprimées en ellipticité molaire (mdeg.m?mol™) comme démontré

plus hauit.

Figurel1.26: Photographie du spectrométre infrar ouge a dichr oisme cir culair e Jasco J-810.

La température est toujours maintenue constante pour toutes les expériences. La cellule de
mesure est placée sous flux d azote (5 L/min) & 20 £ 0,2 °C. La plage de longueur d’ onde
étudiée varie de 190 & 250 nm, le pas d’incrémentation de longueur d’ onde étant fixé a 1 nm.
Les différents échantillons sont placés dans une cellule de mesure ou le trajet optique est de

0,01 cm. La concentration totale en polyéectrolytes est fixée a 1 mg/mL dans du NaCl 0,15
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M et aun pH de 7,4. Chaque spectre est obtenu en faisant la moyenne de cing balayages de

longueurs d’ onde entre 190 et 250 nm.

11.2.10.Test de viahilité cellulaire par mesure de I’ activité de la phosphatase

acide

Pour quantifier la viabilité cellulaire, plusieurs techniques sont a disposition. Elles marquent
différents ééments cellulaires. Ainsi, pour ne citer que les plus courantes :

v' Le trypan bleu (a 20 %) permet de colorer en bleu les cellules mortes car leur
membranes sont perméables alors que les cellules vivantes exclues pendant un certain temps
le trypan bleu.

v Le MTT est le substrat d’ enzymes déshydrogénases mitochondriales et est transformé
en un composé chromophore : le formozan pourpre.

v Lerouge neutre est pinocyté par les cellules vivantes, les colorant ainsi en rouge.

v' Lecristal violet s'intégre dans |’ ADN.

v Le dosage enzymatique de lalactate déshydrogénase (LDH) va permettre de mener un
test de mortalité, les cellules mortes ayant reléché leur LDH dans e surnageant.

v' Le pNPP, substrat des phosphatases, est modifié en un composé jaune: le p-

nitrophénol.

Le pNPP est latechnique qui a été choisie pour faire les mesures de la viabilité cellulaire étant
plus sensible que letest au XTT (Uedaet a. 1994).

Comme dit précédemment, le pNPP représente un substrat chromogénique des phosphatases
dont la phosphatase acide (E.C: 3.1.3.2)) qui I’hydrolyse en un composé terminal le p-
nitrophénol selon laréaction suivante :

o ATP  ADP+Pi o
L W I £ Wh, Il _
oQN—\// yo—p—o‘ + H,O u OSN—</ \;—OH + 0—-P—-0
— o Phosphatase N—/ o
, , Acide . . : :
para-nitrophényl phosphate para-nitrophénol Phospate inorganique
incolore jaune apH alcalin

Figurel1.27: Transformation du para-nitrophényl phospate incolore en para-nitrophénol jaune par action

de la phosphatase acide intracellulaire.
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L’enzyme phosphatase acide ne fonctionne qu’en présence d’ATP, soit dans des cellules
vivantes voire non quiescentes. Son activité augmente proportionnellement au nombre de
cellules viables. Elle est dosée en milieu tampon acétate 0] M a pH 5,0 (pour inhiber les
phosphatase alcalines), 0,1 % de Triton X-100 (pour perméabiliser les membranes) et 2,7 mM
de para-nitrophényl phosphate (comme substrat) directement placés dans les puits de culture.
Préalablement le tapis cellulaire aura été lavé avec du PBS (phosphate-buffered saline) pour
éliminer les cellules mortes et non adhérentes.

La réaction est laissée a incuber pendant 2,5 heures a 37 °C et bloquée par addition de 60 pl
de NaOH 1 M. Une coloration jaune apparait alors fortement, causée par le para-nitrophénol
qui est jaune a pH alcalin. La coloration est mesurable par une mesure de |’ absorbance a 405
nm avec un spectrophotométre (Metertech, 960, Taiwan) qui lit des plagues 96 puits ou le
lecteur de plaque Elisa Multiskan EX (Thermo electro corporation®©).

[1.2.11. Dosages de la mélanine extracellulaire et intracellulaire synthétisée par

les mélanocytes murins B16-F1

Les premieres cellules utilisées pour tester les barrieres de PLGA sont des mélanocytes
murins B16-F1 (ECACC 92101203). Elles sont cultivées dans un milieu Modified Eagle’'s
Medium (MEM) avec 2 mM de L-Glutamine et des sels de Earle, supplémenté avec 10 % de
sérum de boeuf foetal (FBS) décomplémenté, 100 U/mL de Pénicilline, 100 pg/mL de
Streptomycine, 0,1 mM d’ acides aminés non essentiels et 1 % (volume) de vitamines (Gibco,
Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Les cellules sont placées dans une étuve thermostatée a
37 °C sous une atmosphére de 5 % de CO, (Jouan, Saint Herblain, France). Le milieu est
renouvelé tous les 2 jours. Pour e passage, les cellules sont détachées en remplagant le milieu
de culture par de la Trypsine (Trypsine/EDTA, Sigma, St Quentin Fallavier, France) a 0,5 %
pendant 5 minutes a 37 °C.

Lamolécule active intégrée dans le film multicouche réservoir est le PGA-a-MSH. Il active la
synthése de mélanine par les B16-F1. La particularité de la lignée B16-F1 est qu’ elle excrete
la mélanine aprés sa synthese. Le dosage de la mélanine est donc aisé puisque la molécule se
trouve rapidement dans le surnageant. Le dosage s effectue apres 4 jours de culture. Les
cellules sont ensemencées & une densité de 2,5 x 10* cellules/mL dans une plague 24 puits sur
les différentes constructions déposées sur des lames en verre. Le milieu est enrichi avec 0,3
mM de Tyrosine, la Tyr étant le précurseur de la mélanine. Le dosage de mélanine dans le
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surnageant au bout de 4 jours de culture se fait directement en spectrophotométrie étant donné
gue lamélanine absorbe a 405 nm.

Pour s assurer que toute la mélanine est excrétée, des dosages intracellulaires ont aussi été
menés suivant |e protocol e décrit par Kim (Kim et a. 2004).

Les cellules sont trypsinées, collectées par centrifugation a 4500 rpm (Centrifugeuse de
culture cellulaire C312 Jouan, Saint Herblain, France) pendant 5 minutes puis lysées dans 500
ul de NaOH 1M pendant 30 minutes a 90 °C. L’ absorbance des surnageants est mesurée a 405

nm avec un spectrophotométre.

[1.2.12. Culture des adénocarcinomes humains de célon (HT29)

Cdllules adhérentes monocouche en culture in vitro avec une morphologie de type épithélial,
les cellules HT29 (Human Tumor n° 29) ont été isolées a partir d'une tumeur primaire de
colon d'une femme caucasienne agée de 44 ans. La lignée est décrite comme un
adénocarcinome colorectal humain caucasien modérément différencié de grade Il. Elle
présente des caractéristiques ultrastructurales comme des microvillosités qui les rapprochent
de cellules intestinales matures telles les cellules calciformes. Ces cellules sont différenciées
et forment un tapis cellulaire uniforme et proche de celui rencontré in vivo. Elles expriment le
géne mrpl (multidrug resistance protein 1) et les récepteurs a I’ urokinase (von Kleist et al.
1975).

Les cellules sont cultivées dans un incubateur a CO, saturé en eau contenant une atmosphére
composee de 5 % de CO,-95 % d'air et a 36,5 °C (température eugénésique). Le milieu de
culture est composé de DMEM (Dulbecco’s modified essential medium, Gibco, Invitrogen,
Cergy Pontoise, France), supplémenté avec du glucose (concentration finale 0,3 g/L) (Sigma),
10 % de sérum de veau fodal décomplémenté (FBS, Gibco), de la pénicilline (100 U/mL)
(Sigma) et de la streptomycine (100 pg/mL) (Sigma). Le milieu est renouvelétous les 2 jours.
Le passage des cellules se fait par gjout de trypsine/EDTA pendant 10 minutes a 37 °C.
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[1.2.13.Mise en place de |’ architecture multicouche-PLGA

Le poly(acide d,/-lactique-co-glycolique), PLGA, va étre utiliseé en tant que barriere tout
d abord sur un film multicouche PL/-PGA fonctionnalisés avec du PGA-a-MSH puis sur un

film multicouche (PL/-HA)3o avec du Taxol. Chaque élément s'intégrant dans la construction

de I’ architecture a été testé :

[1.2.13.1. Le chloroforme comme solvant du PLGA

Le fait de déposer du PLGA sur les films multicouches suggere de mettre en contact les films
avec un solvant apolaire, ici le chloroforme. Ceci pourrait engendrer une déstructuration du
film mais des articles préexistants nous ont confortés dans cette voie.

Ains le THF, un autre solvant apolaire dans lequel le PLGA peut aussi étre solubilisé, est

utilisé lors de la construction d'" hollow capsule
nanoparticule (Pastoriza-Santos et al. 2001).

pour dissoudre le squelette de la

Le chloroforme est un élément dix fois plus toxique que le chlorure de méthylene (Aubert-
Pouessel et al. 2004) ou que le dichlorométhane (Hirgarvi et al. 2006). Cependant, le
chloroforme est couramment utilisé pour solubiliser le PLGA (Sander et al. 2004). 1l a dga
été utilisé avec des résultats satisfaisants sur des cultures cellulaires (Park et al. 2005a) et des
cellules endothéliales dérivées de cellules humaines embryonnaires (Levenberg et al. 2002).
De plus, il autorise la construction de multicouches au-dessus de la couche polymeére formée
(Hirgarvi et a. 2006).

Le chloroforme est donc choisi comme solvant du PLGA pour toutes les expériences menées

en éiminant toujours les résidus par une étape sous vide de 17 heures.

11.2.13.2. Dépdt de PL/ en surface du PLGA

Une couche de PL/ est déposée sur labarriére de PLGA afin d’ optimiser |’ adhésion cellulaire
aux vues des propriétés de la PL/ présentées au paragraphe 1.2.2.2.1.. En effet, il est possible
de déposer un film multicouche sur des structures polymériques hydrophobes sans
modification chimique préalable (Hirgjarvi et al. 2006). D’ autre part, la couche de PL ¢ permet

I’adhésion de sérum et de protéines de la matrice extracellulaire (McKeehan 1984). Cette
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caractéristique pourrait améliorer encore I’ adhésion cellulaire dans le cadre d’' une intégration
future in vivo.

Nous avons ainsi testé le bénéfice de la mise en contact des constructions avec du milieu de
culture avant ensemencement. Les cellules ont proliféré sur la surface tamponnée avec le
milieu de culture aors qu'elles proliférent tres peu sur la surface mise en contact avec du
PBS.

[1.2.13.3. Conditions de culture des cellules B16-F1

Les conditions optimales de culture des B16-F1 et de dosage de la mélanine doivent étre
déterminées précisément. Les mélanocytes murins sont naturellement activés par I’ a-MSH via
leur récepteur MCR (melanocortin receptor). Ils synthétisent la mélanine a partir de I’ acide
aminé Tyrosine (Tyr) (Tsatmali et al. 2002). Le milieu de culture est donc supplémenté avec
de la Tyr a 0,3 mM afin d améliorer la mélanogenese (Donatien et al. 1993; Chluba et al.
2001).

De plus, nous avons voulu vérifier si les cellules éaient sensibles a la Trypsine utilisée lors
des étapes de repiquage par rapport au Triple Express. La solution de Triple Express est
moins corrosive que la Trypsine. Elle autorise la conservation des récepteurs extracellulaires
dont les MCR lors des repiquages.

Enfin la mélanine peut étre dosée dans le surnageant avec ou sans étape de centrifugation et
auss enintracellulaire avant sécrétion, a des temps entre 3 et 6 jours.

Le récapitulatif de toutes les expériences préliminaires pour la culture des cellules B16-F1 est

représenteé sur les figures 11.28, 11.29, et 11.30.
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Figure 11.28: Conditions de culture variables des B16-F1 sous I'action de la Trypsine. 4 expériences sont
réalisées : milieu seul, milieu supplémenté avec de la Tyrosine 4 0,3 mM, avec du PGA-a-MSH
a100pg/mL, ou avec de la Tyrosine et du PGA-a-MSH. Les expériences sont menées aprés 3, 4,
5 ou 6 jours d’ensemencement. La partie gauche du graphique correspond a la détection directe
de lamélanine dans le surnageant. La partie droite représente des mesures de mélanine obtenues
aprés centrifugation. Les cellules sont ensemencées a une densité de 2,5 x 10* cellulessmL. Les

barres d erreur sont déterminées en calculant les écart-types de 3 échantillons par condition.

Le PGA-a-MSH a 100ug/mL induit significativement la mélanogenese en comparaison avec
le milieu seul ou complémenté avec de la Tyrosine (Tyr). La supplémentation du milieu en
Tyr a 0,3 mM augmente aussi significativement la synthése de mélanine induite par le PGA-
a-MSH mais pas la synthese constitutive. En effet, les cellules B16-F1 synthétisent de fagon
constitutive la mélanine. Apres 5 jours de culture, le taux de mélanine " constitutive "
commence a étre élevé et représente un bruit de fond important. A ce moment, les cellules
sont alors toujours viables. Cependant leur nombre diminue puisqu’ elles atteignent la
confluence. Les expériences seront donc menées a 4 jours, les dosages n'étant pas
significativement différents de ceux a5 jours.

La centrifugation réduit les différences entre chaque condition tout en conservant I’ évolution
des réponses. Il ne semble donc pas nécessaire de passer par cette étape pour quantifier la

mélanine.
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Figure 11.29; Conditions de culture variables des B16-F1 sous I'action du Triple Express. 4 expériences
sont réalisées : milieu seul, supplémenté avec de la Tyrosine a 0,3 mM, avec du PGA-o-MSH a
100pg/mL, ou avec de la Tyrosine et du PGA-o-MSH. La partie gauche correspond a la
détection directe de la méanine dans le surnageant. La partie droite représente des mesures de
mélanine obtenues aprés centrifugation. Les cellules sont ensemencées & une densité de 2,5 x 10
cellulessmL. Les barres d’erreur sont déterminées en calculant les écart-types des 3 échantillons

par condition.

En comparant toutes les conditions figure 11.29 par rapport a celles présentées figure 11.28, il
est mis en évidence que le fait de décoller les cellules lors des repiquages par le Triple
Express et non avec de la Trypsine modifie peu les réponses sauf au jour 6, avec un milieu
complémenté en Tyr et en PGA-a-MSH sans centrifugation et au jour 3 avec Tyr. La Trypsine
sera donc utilisée avec les cellules B16-F1.

Enfin une derniere expérience a consisté a déerminer s le dosage de la méanine
intracellulaire permettait d’ obtenir des informations supplémentaires par rapport ala mélanine

détectée dans |e surnageant (figure 11.30).
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Figure 11.30: Concentrations intracellulaires en mélanine nor malisées pour 10° cellules & J+5 et détectées
dans différentes conditions de culture de B16-F1 sous |’ action de la Trypsine ou du Triple Express.
4 expériences sont réalisées : milieu ssmple, supplémenté avec de la Tyrosine a 0,3 mM, avec du
PGA-0-MSH & 100pg/mL, ou avec de la Tyrosine et du PGA-a-MSH.

Le profil des réponses cellulaires semble équivalent en intracellulaire et dans le surnageant.
L'gout de Tyr dans le milieu permet d augmenter la synthese de méanine. Cependant
I’ expérience avec du milieu complémenté avec de la Tyrosine seule présente un taux de
mélanine intracellulaire équivalent a une excitation par le PGA-a-MSH. |l serait préférable de
mesurer la mélanine secrétée par les B16-F1 plutét que la mélanine intracellulaire pour éviter

ce probleme.

[1.2.13.4. Concentration en Taxol déposée

Le Taxol est testé dans les constructions réservoir multicouche (PL/-HA)so-barriere PLGA.

Il est déposé a 5 pg/mL pendant 17 heures. Selon lafigure 111.2 p.96, si le Tx est déposé a 5
pg/mL (5,85 uM) sur les multicouches, la concentration résultante dans la multicouche est
d’ environ 200 pg/mL. Le seuil de toxicité du Tx est ainsi largement dépassé aux vues de
résultats de toxicité cellulaire présentés figure 111.7 p.112 qui fixe ce seuil a une concentration
de 10 pg/mL.

11.2.13.5. Dépdt de PSS sur (PL/-HA )30

Aprés le dépdt de Tx sur le film (PL/-HA)3o et avant le recouvrement avec la barriére de
PLGA, une couche de PSS est déposée afin d’améliorer I’ adhésion cellulaire de ce film mou
comme expliqué chapitre 111.1 et selon I’ article de Vodouhé et al. (Vodouhé et al. 2006).
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11.2.14. Techniques de coloration spécifiques du cartilage et de |’ os

[1.2.14.1. Coloration du cartilage par le bleu Alcian

Le bleu Alcian est un cation tétravalent qui révele les fonctions acides ionisées au pH utilisé.
Les protéoglycanes synthétisés par les chondrocytes dérivés des cellules souches
embryonnaires vont étre colorés par le bleu Alcian. En effet, ces molécules constituées d’ une
protéine et d'un glycosaminoglycane (anciennement dénommé mucopolysaccharide acide
avec pour exemples: I|’acide hyaluronique ou la chondroitine sulfate) sont chargées
négativement.

La coloration est réalisée en méme temps que la fixation des chondrocytes. Pendant 48
heures, une solution composée de 5 % de glutaraldéhyde, 25 mM d acétate de sodium, et
0,4 M de MgCl, contenant 0,05 % de bleu Alcian est déposée sur les cultures. Trois étapes de
rincage successives dans 3 % d’ acide acétique, 3 % d’ acide acétique/25 % d’ éthanol, puis 3 %
d acide acétique/50 % d’éthanol permettront de réduire les liaisons non spécifiques de la
coloration. La visualisation du marquage et des cellules se fait avec un microscope a contraste
de phase (20x).

[1.2.14.2. Coloration del’ os par la méthode argentique de Von Kossa

Le principe de cette technique est de révéler les sels de calcium (phosphate, carbonate, sulfate,
oxalate) en substituant le calcium par de I’argent, un cation métallique lourd, visualisable
apres réduction en argent métallique noir. Il sera donc possible de détecter les cellules
différenciées en ostéoblastes puisqu elles fixent du calcium par rapport aux cellules non
différenciées.

Les cellules sont lavées deux fois avec du PBS (phosphate-buffered saline) et fixées avec 10
% de formaline tamponnée a pH neutre pendant 2 heures a température ambiante. Apres un
rincage avec de l'eau didtillée, une solution de nitrate d'argent a 2,5 % préparée
extemporanément est déposée pendant 30 minutes. L’ excédent est enlevé par deux ringages a
I"eau digtillée, et les cellules sont alors marquées par du bleu de toluidine en contact pendant
10 secondes. Le bleu de toluidine est un colorant thiazine qui sert a marquer les acides
nucléiques, donc les noyaux, d’un matériel histologique s'il est déposé assez longtemps. Ici, le
temps de contact court va permettre |’ obtention d’une coloration métachromatique (roses a
rouges ou violets) des mucopolysaccharides constituant le cartilage. La coloration est achevée

par trois rincages a I'eau distillée et est laissée a sécher a I’air. Ce séchage va permettre
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I’oxydation de I’argent & I’air. La présence de structures minéralisées noires est visualisée

avec un microscope a épifluorescence Leica DRB couplé a un appareil photo.

[1.2.14.3. Technique d’immunofluorescence pour détecter |’ expression
d’ ostéopontine

L’ immunofluorescence de | ostéopontine est réalisée dans le but de visuadiser la
différenciation des cellules du corps embryonnaire en ostéoblastes. Tout d’ abord, les cellules
sont fixées apres 21 jours densemencement avec 2 % de paraformaldéhyde.
L’immunocytochimie sSeffectue par un traitement avec [I'anticorps monoclonal
antiostéopontine de souris (OPN (Akm2A1): sc-21742; Santa Cruz Biotechnology) suivi de
I”anticorps secondaire: une immunoglobuline G de chévre anti-souris marquée avec Cy3
(cyanine 3). Les cellules sont ensuite colorées pendant 20 secondes par du Hoechst a5 ng/mL.
Ainsi les cellules synthétisant de I’ ostéopontine seront rouges et bleues alors que les cellules
non différenciées ou a un stade moins avancé seront seulement bleues. La visualisation de la
fluorescence se fait avec un microscope a épifluorescence Leica DRB avec un filtre spécifique
pour Cy3 couplé a un appareil photo.
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Chapitre I1I : Les films multicouches comme réservoirs de molécules actives :

modulation des cinétiques de réponses cellulaires

Hefivel war wir a sav ken aes
Ha mara dienn war al laezh.

(Le semblable sur le vrai séléve aussi facilement que lefait la créeme sur lelait.)

Dibaot hent kaer na vez meinek
Ha gwenodenn na vez dreinek.
(Rare laroute qui ne soit caillouteuse ni le sentier qui ne soit €pineux.)
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Chapitre 111 : Les films multicouches comme réservoirs de molécules actives :

modulation des cinétiques de réponses cellulaires

[11.1. Modulation de I'accés au Taxol par recouvrement du film
(PL£-HA)g par un film PSS-PAH

[11.1.1. Contexte et intérét

En 2003, Boulmedais et al. ont suggéré que le dépdt d’ un film multicouche de PSS et de PAH
sur un film PL/-PGA pouvait perturber la diffusion des molécules de PL/ et de PGA dans la
nouvelle structure (Boulmedais et al. 2003). Avec cette étude, I effet barriere du film PSS
PAH a éé mis en évidence. Le film PL/-PGA correspond a un " compartiment " ou
" réservoir " de molécules diffusives dont le contact avec I'extérieur est empéché par la
barriere PSS-PAH. Nous nous sommes basés sur cette observation pour réaliser des édifices
congtitués de réservoirs et de barrieres. Un film PL/-HA biodégradable a croissance
exponentielle forme la base de I'architecture, sur laquelle est déposé un film multicouche
PSS-PAH non dégradable a croissance linéaire (Garza et a. 2004). L’idée est de former des
films multicouches multicompartimentés en aternant des compartiments biodégradables

composés de PL/-HA et des barriéres composées de PSS-PAH. Pour démontrer |’ effet
barriére, une architecture de type (PL/-HA)zp-PL¢MTC-HA-(PAH-PSS)35-(PL/-HA )30-(PAH-
PSS)30-(PL/-HA)30-PL/TTC est réalisée, soit trois compartiments séparés par deux barriéres
(figurelll.1).
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Figure I11.1: Section verticale du film (PAH-PSS)3p-(PL£-HA)3p-(PAH-PSS)3-
observée par microscopie confocale. Le film est conservé dans une
solution de NaCl 0,15 M a pH = 5,9. La position de la lamelle de verre servant de substrat de

départ est marquée par les pointillés blancs.
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FITC

Le fluorophore PL/™ "™ est inséré au cours de la construction dans les compartiments 1 et 3.

Le compartiment 2 n’a pas été chargé de fluorophore. La microscopie confocale permet de
mettre en évidence une diffusion normale de la PL/™ ™ dans les compartiments 1 et 3 qui sont

des films a croissance exponentielle pour lesquelles la diffusion de la PL/ est connue.
Cependant, |e fluorophore n’ accede pas au compartiment 2 qui reste non fluorescent.

Les films non dégradables PSS-PAH agissent donc réellement comme une barriere pour la
diffusion des polyélectrolytes. De plus, en modifiant le pH de la solution déposée sur le film,
il aété misen évidence que la multicouche & croissance linéaire ralentissait mais n’ empéchait
pas la diffusion a l'intérieur des films des protons, donc sans doute aussi des petits ions se
trouvant dans les surnageants (Garza et al. 2004).

Ces films multicompartimentés ouvrent la voie a la préparation de multicouches " réservoirs"
intégrant une quantité importante de molécules actives dont la diffusion passive a I’ extérieur
du film pourrait étre contrélée par le dépbt d'un film barriére constitué de multicouches de
polyélectrolytes a croissance linéaire (Berg et a. 2006).

La molécule d'intérét testée dans ce cadre original est le paclitaxel ou Taxol® (noté Tx). Le
Tx est un antinéoplasique puissant utilise en thérapie du cancer du sein et des ovaires. Depuis
peu, il est appliqué dans le domaine vasculaire sur des stents (endoprotheses) et sert alors
d'agent antiprolifératif. Par ce biais, le taux de resténose apres implantation d’ un stent lors de
pathologies vasculaires obstructives est diminué de 77 % (http://www.ptca.org/articles/taxus
_profileframe.html). Toute technologie simple et rapide permettant de recouvrir les stents
vasculaires d'agents actifs constitue donc un domaine d'éude aux applications cliniques

majeures.

[11.1.2. Résultats principaux et discussion

L’ éude repose sur la réalisation d’'un réservoir fonctionnalisé par le Tx et recouvert par un
nombre variable de paires de couches PSS-PAH. Le but est de former un réservoir de Tx dans
le film PL/-HA, dont I’acces pour les cellules serait controlé selon le nombre de paires de
couches, n, du film barriére (PSS-PAH),, recouvrant le réservair.

Tout d'abord, I’adsorption et la diffusion du Tx dans le film PL/-HA ont été suivies par
microscopie confocale en utilisant le Tx fluorescent, le Tx Oregon Green® 488 (noté
TXGreen488).

Une premiere observation notable a pu étre faite : le film réservoir peut stocker de

facon contrdlée une concentration éevée de TX®®™# (figure 111.2).
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Figurelll.2: Isother me d'adsor ption du Taxol dans un film (PL/-HA)z, aprés dépdt du Tx pendant 18 heures.
La concentration en Taxol est déterminée aprés étalonnage par mesures de I'intensité de
fluorescence par microscopie confocale et en utilisant des intensités de laser et des gains de
détecteurs constants.

Le réservoir PL/-HA permet de stocker une concentration en molécules bien supérieure a
celle présente en solution lors de I’ étape d’ adsorption. Il agit donc comme une sorte d’ éponge
vis-avis du Tx. La concentration stockée croit avec la concentration en solution pour
atteindre un palier de saturation pour des concentrations de Tx en solution supérieure a 200
png/mL. La concentration résultante dans le film est aors de 2000 a 2200 pg/mL. Cette
variation de la concentration interne en TX représente une premiere voie pour moduler la
réponse cellulaire au contact de films. De plus, au bout de 4 jours de viellissement de la

multicouche, |a fluorescence du film marqué avec du Tx®e®

est toujours maintenue selon
des visualisations en microscopie confocale indiquant donc que le Tx ne semble pas diffuser
de fagon passive hors du film.

Ensuite, des études cdllulaires ont été réalisées pour vérifier si le Tx inséré dans les réservoirs
demeurait actif. Des cellules d’ adénocarcinomes de colon humain (HT29) ont été cultivées sur
des films réservoirs (PL/-HA)30. Ce type de film ne permet pas une bonne adhésion des
cellules HT29 comme cela a été préalablement constaté pour d autres types cellulaires
(Richert et al. 2004b). L’ ajout de la barriére PSS-PAH sur le film PLL-HA rend possible
I" adhérence cellulaire.

Pour expliquer ce comportement, le module d' Y oung de tels films a été déterminé récemment
au sein de notre équipe grace alatechnique d AFM nanoindentation (Francius et a. 2007). Le
module d’' Y oung des films (PL/-HA)30-(PSS-PAH),-PSS croit avec le nombre n de paires de

couches PSS-PAH déposees (Tableau I11.1). Ces résultats soulignent que le recouvrement de
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films (PL/-HA)3 par des paires de couches (PSS-PAH), rigidifie le film multicouche,

favorisant ainsi |’ adhésion cellulaire.

Nombren de dép6t de (PSS-PAH), | Module d’Young Eo (kPa)
0 129+/-7,8
1 27,2 +/- 10,1
2 42,1 +/- 14,6
4 72,7 +/- 15,7

Tableau I11.1: Variations du module d’Young selon le nombre, n, de paires de couches de (PSS-PAH),

déposées sur un film (PL/-HA)30. Les mesures sont effectuées par AFM nanoindentation.

Par ailleurs, la visuaisation en microscopie confocale apres 24 heures de culture des cellules
d adénocarcinomes de cdlon HT29 déposées sur I’ architecture (PL (-HA ), Tx =1 pggiio.
PAHR"-PSS™™ comportant les fluorophores vert de I’ Oregon Green® 488 couplé au Tx et
rouge de la rhodamine B couplée a PAH et PSS, permet d’ obtenir des données importantes
(figure 111.3).

Figure I11.3: Images en microscopie confocale de cellules HT29 cultivées sur I'architecture (PL/-HA)4o-
TxT e psgte pAHR. PSSt (3) Coupe en z d'une cellule HT29 aprés 24 heures
d’ensemencement sur le film, taille d’'image: 46,0 x 22,6 um? (b) Section (x,y) de cette méme
cellule, champ claire gjouté, taille dimage : 48,5 x 26,7 pm?. Le Tx®"*™38 est déposé & 100 ug/mL.

Les cellules sont ensemencées a une densité de 8000 cellulesymL

Une séparation nette entre une zone verte et une autre rouge est observée figure 111.3 (a). Le
TxC88 ne diffuse pas dans le film PSS-PAH et, a1'inverse, les polyélectrolytes PSST™ et
PAHR™ ne diffusent pas dans le film réservoir. De plus, il est intéressant de noter que les

cellules apparaissent marquées en vert, mais ne présentent pas de fluorescence rouge (figure

Green488

111.3 (b)). Par conséquent, elles intégrent du Tx présent dans le film réservoir sans

internaliser les polyélectrolytes du film PSS-PAH-PSS. Enfin, la localisation particuliére du

Tx®*88 et mise en évidence sur lafigure 111.3 (b). Le cytoplasme et |e nucléole concentrent
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fortement la fluorescence verte alors que le noyau reste peu marqué, ce qui correspond a des
résultats cohérents par rapport aux études antérieures (Rao et al. 1998).

Nous avons ensuite fait varier le nombre, n, de paires de couches (PSS-PAH), pour essayer de
moduler |’ accés des cellules au Tx enfoui dans le réservoir. Les résultats sont concluants: le
fait de déposer (PSS-PAH).-PSS permet de différer ou ralentir fortement I’ acces des cellules
au Tx en comparaison du dép6t d’une seule couche de PSS. Ainsi une induction de la mort
cellulaire est obtenue dans les 2 cas a 24 et 96 heures. Cependant, le taux de mort cellulaire
observe est toujours plus important dans le cas d’ une barriere PSS comparé ala barriere (PSS-
PAH)»-PSS. Les pourcentages de mortalité sont alors respectivement de 45 % a 24 heures et
80 % a 96 heures en comparaison de 20 % a 24 heures et 35 % a 96 heures.

Le fait que le dépbt de 2,5 paires de couches PSS-PAH non dégradables ne constitue pas une
barriére totalement étanche peut étre expliqué de deux fagons. Tout d’abord, Picart et al. ont
observé que les premiers dépdts de PL/ et HA sur une surface solide conduisaient a des
complexes matérialisés par la formation de gouttelettes. Ces gouttelettes coalescent
progressivement et forment finalement un film uniforme aprées 5 cycles de construction
couche par couche (Picart et a. 2001). Il a été observé ensuite pour les films PSS-PAH qu’'un
recouvrement complet de la surface de dépbt était obtenu apres le méme nombre de cycles
(5), les étapes précédentes ne présentant pas de structure particuliere en gouttelettes (Lavalle
et a. 2002). On ne peut évidemment pas extrapoler directement cette observation pour le
dépbt du film PSS-PAH sur un réservoir (PL/-HA)3o. Cependant ce phénomene expliquerait
pourquoi le film constitué de (PSS-PAH), est de plus en plus efficace comme barriere vis-a-
vis des cellules lorsque le nombre de couches n augmente et non desquen = 1.

On peut aussi envisager que, lors des premiers cycles de dépbt de PSS-PAH, un remaniement
et une restructuration ont lieu dans la partie supérieure du film PL/-HA (Francius et a. 2007).
Le PSS diffuse dans la structure, ceci pouvant conduire a une surface hybride incluant les 4
polyélectrolytes. Ce mélange hybride renfermerait donc du HA et de la PL/, deux
polyéectrolytes biodégradables. Le film barriere pourrait dés lors étre dégradé par les

cellules.
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I11.1.3. Article, (Vodouhé et al. 2006)

[Signalement bibliographique ajouté par :
SICD Strasbourg - Département de la Documentation électronique
Service des théses électroniques]

Control of drug accessibility on functional polyelectrolyte multilayer films

C. VODOUHE, E. LE GUEN, J. MENDEZ GARZA, G. FRANCIUS, C. DEJUGNAT, J. OGIER, P.
SCHAAF, J.-C. VOEGEL, P. LAVALLE

Biomaterials, 2006, Vol. 27, N° 22, Pages 4149-56

Pages 99-106 :
La publication présentée ici dans la thése est soumise a des droits détenus par un éditeur

commercial.

Les utilisateurs de I'ULP peuvent consulter cette publication sur le site de I’éditeur :
http://dx.doi.org/10.1016/j.biomaterials.2006.03.024

La version imprimée de cette thése peut étre consultée a la bibliothéque ou dans un autre
établissement via une demande de prét entre bibliothéques (PEB) auprés de nos services :

http://www-sicd.u-strasbg.fr/services/peb/

=
ulpé

UNIVERSITE [ll LOUIS PASTEUR
STRASBOURG

U

Université Robert Schuman
Strasbourg

-
n
I
w
>
z
=}




Chap 111

I11.1.4. Conclusions et perspectives

Nous avons pu montrer qu’il est possible de fonctionnaliser un film " réservoir " par un
principe actif (le Taxol dans I’exemple choisi) et de moduler la réponse des cellules a cette
molécule en modifiant, d’une part la quantité intégrée dans le réservoir, et d’autre part le
nombre de paires de couches de polyélectrolytes barrieres déposées sur le réservoir.
L’augmentation de ce nombre de couches retarde le processus de mort cellulaire provoqué par
le Taxol.

Une telle stratégie pourrait constituer un outil de fonctionnalisation de stents par le Taxol. La
technique des multicouches permet en effet de recouvrir facilement ces structures non planes.
Des études in vivo chez 1'animal seraient utiles pour vérifier la stabilité du film subissant le
flux sanguin ainsi que l'efficacité de cette architecture recouvrant le sfent pour limiter la

resténose.

107



Chap 111

I11.2. Modulation del’acces a desprincipes actifs par réticulation des
films multicouches

[11.2.1. Les films multicouches réticul és

Les films multicouches de polyélectrolytes utilises comme réservoirs de molécules actives
sont le plus souvent des films a croissance exponentielle. Or les cellules sont trés peu
adhérentes sur des films a croissance exponentielle de type PL/-PGA, PL/-HA ou chitosan-
HA (noté CHI-HA) en raison du fort taux d’ hydratation et de la forte viscoélasticité de ces
films " mous ". En effet, les cellules adherent et proliférent sur des structures de préférence
rigides, car elles peuvent probablement appliquer des forces de traction importantes. Une
migration des cellules est méme induite par les propriétés mécaniques du substrat sur lequel
elles sont ensemencées selon sa rigidité, phénoméne appelé " durotaxie™ ou " mécanotaxie "
(Pelham and Wang 1997; Lo et a. 2000; Gray et al. 2003; Wong et al. 2003). Ainsi, pour
favoriser I’adhésion cellulaire et I’ é&alement sur les films a croissance exponentielle, une voie
consiste arigidifier les films. Beaucoup de méthodes pour rigidifier le film multicouche sont
envisageables dont I'inclusion de nanoparticules (Koktysh et al. 2002), le recouvrement par
un film multicouche constitué de polyé ectrolytes synthétiques comme présenté chapitre I11.1
(Vodouhé et a. 2006), ou la réticulation par chauffage (Harris et al. 1999). La technique
choisie dans la présente éude concerne la réticulation par voie chimique. Gréce a une
réticulation, le film résiste durablement a I’action d’enzymes spécifiques (Richert et al.
2004b) et également vis-a-vis de |’exposition a des solvants, a des variations de pH ou de
force ionique, parametres qui sont connus pour affecter les films multicouches de
polyé ectrolytes (Dubas and Schlenoff 2001).

Il reste & démontrer si les films multicouches réticulés peuvent étre fonctionnalisés par
intégration de molécules actives. La fonctionnalisation des films ne peut se faire qu'apres
|'étape de réticulation afin d'éviter une dénaturation des biomolécules insérées dans les films
par les agents de réticulation. Nous aboutirions aors a un film multicouche de
polyélectrolytes dont les propriétés mécaniques et I'action biologique seraient contrélées

préci sément.
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[11.2.2. Résultats et discussion

Des mesures par nanoindentation en AFM (microscopie a force atomique) démontrent
clairement que laréticulation rend la surface plus rigide. Ainsi le module d’ Y oung d’un film
PL/-HA ou CHI-HA augmente d'environ 12 % apreés réticul ation.

Deux molécules pharmaceutiques, un anti-inflammatoire non stéroidien, le Diclofénac, et un
anticancéreux, le Taxol (Tx) ont été insérées dans des films multicouches. L’insertion des
principes actifs par dépbt lors de la construction du film ne permet pas le maintient de leur
activité biologique une fois la réticulation du film effectuée. Le dépot de ces biomolécules
doit donc se faire aprés la réticulation par ssmple diffusion dans le film ce qui permet alors la
conservation de leur activité.

Lestaux de réticulation variables ne modifient pas la concentration de principes actifs intégrés
danslefilm (CHI-HA),4 par diffusion.

En revanche, la quantité en Diclofénac dans le film CHI-HA est modulable selon le nombre

de paires de couches du film sur lequel le principe actif est déposé (figure 111.4).
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Figure I11.4: Influence du nombre n de paires de couches (CHI-HA)n sur la concentration en Diclofénac
aprés dégradation dans 1 mL de SDS des films (CHI/HA),, préalablement réticulé (avec n = 12,
24, et 48). La concentration de la solution de dépdt de Diclofénac sur le film réticulé est de 2
mg/mL. Les barres d'erreurs représentent les écart-types calculés a partir de mesures sur 3

échantillons.

Le Diclofénac est négativement chargé a pH neutre (pKa = 4) et a des parties hydrophobes
alors que le Tx est une molécule hydrophobe. Or, la réticulation d’un film multicouche

perturbe fortement la composition en acides carboxyliques et en groupements amines (Richert
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et a. 2004b). Par conséquent, la déposition semble se faire dans des zones hydrophobes du
film puisque des taux de réticulation variables ne permettent pas de moduler la concentration
finale en principes actifs intégrés dans le film. Les molécules actives (Diclofénac et Taxol)
interagiraient dans le film essentiellement par le biais dinteractions hydrophobes. La
présence de ces zones hydrophobes a été mise en évidence par la possibilité de construire un
film multicouche a partir de polysaccharides anioniques modifiés hydrophobiquement et de
différents polycations (Guyomard et a. 2005). Dans notre cas de figure (films PL/-HA ou
CHI-HA), la molécule de HA présente des capacités hydrophobes. En effet, le HA interagit
avec le graphite, une surface hydrophobe (Spagnoli et al. 2005). De plus, une modélisation
moléculaire du HA a suggéré que des interactions hydrophobes aidaient a stabiliser sa
structure propre (Scott and Heatley 2002).

Ceci explique que la quantité en Diclofénac dans le film (CHI-HA), soit modulable selon le
nombre n de paires de couches puisqu’elle est alors directement reliée a I’ augmentation de
I’ épaisseur totale du film, soit du volume des zones hydrophobes.

La concentration en Diclofénac dans le film (CHI-HA), peut aussi varier selon la
concentration de la solution en principes actifs utilisée lors du dépét comme noté
préalablement chapitre 111.1 pour le Tx avec un film (PL/-HA)3 (figure 111.2) (Vodouhé et al.
2006).

La libération du Diclofénac se fait en deux phases distinctes : une phase de libération rapide
de 30 minutes ou environ 60 % des molécules sont libérées (" burst ") puis une phase lente qui
dure jusqu’a 50 heures ou la totalité du Diclofénac s échappe du film (CHI-HA),4 (figure
111.5).

109



Chap 111

Wl

tion en Diclofénar;
o
Y]
T
|

Temps (h)

Figurelll.5: Concentration en Diclofénac libéré dans le surnageant suite al’'intégration du Diclofénac dans
des films de (CHI-HA),, réticulé. La concentration de la solution de dépdt de Diclofénac sur le film réticul é est
de 2 mg/mL.

Cette libération se fait par diffusion passive et non par dégradation du film qui, une fois
réticul &, se dégrade trés lentement (Etienne et al. 2005).

Pour valider le concept de fonctionnalisation d'un film réticulé avec le Tx, des éudes par
spectroscopie UV-visible n’ont pas permis de déterminer la concentration de Taxol dans le
film (PL/-HA)y réticulé ou dans e surnageant en raison de la présence de Crémophor EL®
commercial, le solvant du Tx. Une telle détermination nécessiterait un passage par une étape
de purification du solvant (extraction sur phase solide puis HPLC (Huizing et a. 1998)).

Par ailleurs, des cultures cellulaires ont donc été réalisées sur ces films afin de vérifier les
effets combinés de la réticulation et de la fonctionnalisation du film. Des cellules
d’ adénocarcinomes de cancer du colon humain (HT29) ont été ensemencées sur des films
multicouches PL/-HA réticulés et chargés en Tx. Aprés 3 jours de culture, la densité
cellulaire diminue de 90 % en présence de Tx en comparaison du film non fonctionnalisé. Le
Tx reste donc actif aprés le dépdt sur le film réticul é.

Les cellules peuvent accéder au Tx suivant trois scénarios possibles :

v Les cellules dégradent le film pour rentrer en contact avec le Tx. Néanmoins, les films
réticulés résistent a I'action d'enzymes tels que la hyaluronidase (Richert et a. 2004b) et le
lysozyme. De plus, dans des conditions de dégradation in vivo importantes (cavité buccale
d’ une souris), les films multicouches réticulés montrent une résistance forte. Apres 3 jours, le

film non réticulé a disparu de la surface jugale tandis qu’il persiste plus de 60 % des films
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réticulés (Etienne et a. 2005). Il semble donc peu probable que les cellules de colon puissent
dégrader les films multicouches.

v' Les cellules forment des pseudopodes pour traverser le film, accéder au Tx et
I"internaliser. Pour cela, le film réticulé doit présenter des discontinuités qui permettraient un
passage des pseudopodes au travers du film réticul é.

v' Le Tx est libéré dans les premiéres heures par diffusion passive de fagcon similaire au
Diclofénac.

Cette derniere hypothese semble étayée par des résultats en fluorimétrie. La fluorimétrie
permet de déterminer avec précision la concentration de Tx en solution gréace al’ utilisation de

TxCee88 et de | établissement d’ une courbe étalon (figure 111.6).
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' Figure11.6: Courbe étalon du TxI®*" déter minée au fluorimétre. Le seuil de détection du fluorimétre est
évalué a 3 ng/mL. La saturation est obtenue a partir de 1 pg/mL. La droite rouge correspond a la régression

linéaire des résultats avec r = 0,9999

Selon la courbe étalon, des concentrations d'au moins 3 ng/mL en TxCrens8

peuvent étre
détectées grace a cette technique.

En paralléle, la réponse des cellules HT29 mises en contact direct avec des solutions de Tx a
différentes concentrations a été déterminée pour mettre en évidence |’ effet dose-réponse

(figure111.7).
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Figure I11.7: Evaluation de la cytotoxicité du Taxol sur les HT29. Les cellules sont ensemencées a 10°
cellules/mL. Aprés 48 heures de culture, elles sont mises en contact avec les différentes solutions
de Tx pendant 72 heures. La viabilité est alors déterminée par le test a la phosphatase acide. Les
barres d'erreurs représentent les écart-types de 3 échantillons. La ligne rouge représente le
pourcentage de viabilité minimale obtenu en cultivant les cellules dans du PBS (phosphate-
buffered saline) seul. Le PBS permet d’'imposer des conditions de culture drastiques, sans

nutriments, ni Sérum, ni vitamines, tout en conservant une bonne osmolarité.

L'ECsp du Tx (concentration effective : concentration molaire qui produit 50 % de la réponse
maximale pour un produit actif) pour les HT29 se situe entre 5 et 10 pg/mL. Par conséquent,
la technique de fluorimétrie permet la détection de la concentration en Tx®*™® dans le
surnageant ou dans le film bien avant qu’il ne soit toxique pour les cellules.

La concentration en Tx®'eens

apres 24 heures de résidence dans un film réticulé a éé
déterminée par dégradation du film dans 1 mL de SDS a 0,01 N pendant 18 heures et 72
heures puis observation de ces solutions en fluorimétrie. Aucun signal n'est obtenu en
fluorimétrie. La concentration du film en Tx est donc inférieure a 3 ng/mL de SDS ce qui
correspond & une concentration en Tx inférieure & environ 0,75 pug/cm?® dans le film réticulé
apres 18 heures (en prenant en compte le volume du film). Cette concentration surfacigue est
donc inférieure al’ ECso pour les HT29.

Lors des éudes de viahilité cellulaire, la mortalité cellulaire s expliquerait par un contact
direct entre les cellules et le Tx qui a diffusé dans le surnageant pendant 48 heures puisque le
milieu N’ est changé qu’ apres ce laps de temps. La diminution de densité cellulaire perdurant a
72 heures ne serait pas due a une diffusion du Tx du film vers le surnageant, le film ne

contenant plus de Tx apres 48H. Elle pourrait étre due a |’ action résiduelle du Tx avec une
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latence de 24 heures entre la mise en contact avec I’ agent antiprolifératif et la mort cellulaire
résultante. Ce déla d'action de 24 heures entre I'intégration cellulaire du composé et
I’ apoptose a d§ja été décrit avec le Cisplatine (Ceraline et al. 1997). Le Cisplatine, un agent
anticancéreux alkylant, est mis en contact avec des fibroblastes humains normaux pendant 1
heure. L’ évolution intracellulaire suite a ce contact court est alors observée. 24 heures apres le
contact, le nombre de cellules bloquées en phase G2/M continue d augmenter ainsi que le
taux de protéines P53°. Par conséquent, 24 heures aprés contact avec du Cisplatine, des
cellules rentrent encore en apoptose suite a I'arrét du cycle et a I'augmentation de la

concentration intracellulaire en P53.

® La P53 est une phosphoprotéine nucléaire connue comme « la gardienne du génome ». Elle module les phases
du cycle cellulaire, I' apoptose ainsi que la différenciation cellulaire.
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I11.2.4. Conclusions et perspectives

La réticulation chimique représente une méthode pouvant s’appliquer a une grande variété de
films multicouches de polyélectrolytes deés lors que des groupements amines et carboxyliques
sont présents sur les chaines. Elle a pour conséquence une modification des propriétés
mécaniques du film en le rigidifiant. Cette réticulation augmente également la rugosité et la
résistance du film a la dégradation. Les films a croissance exponentielle réticulés présentent
alors I’avantage de devenir adhérents aux cellules comparativement aux films utilisés dans
leur état natif.

Des molécules dont des médicaments peuvent alors étre aisément incorporées dans ces
structures par simple diffusion apres réticulation, tout en conservant leur activité biologique.
I1 est également possible de moduler la quantité totale de ces principes actifs présents dans le
film en augmentant le nombre de paires de couches du film (épaisseur) ou d’augmenter la
concentration de molécules actives en chargeant le film avec des solutions plus concentrées.
Toutefois, il semble que les films réticulés aprés mise en contact avec la solution ne
permettent pas d’induire une activité sur plus de 3 jours probablement suite a la libération de
toutes les molécules par diffusion hors du film. Cette voie ne semble donc pas appropriée
pour une action longue.

I1 est fort probable que les molécules diffusant a I’intérieur de I’assemblage établissent des
interactions faibles avec le film réticulé (interactions hydrophobes, Van der Waals...) et que
la constante d’équilibre résultante soit tres faible. Il en résulte une désorption rapide des
molécules adsorbées dans le film des lors que la solution en contact du film ne renferme plus
de principe actif (tampon seul). Pour augmenter la durée de la libération des molécules, des
stratégies devraient étre mises en ceuvre consistant a augmenter les interactions
molécules/films par exemple par augmentation des sites hydrophobes. Les sites hydrophobes
peuvent étre augmentés en construisant des films plus épais ou en utilisant des

polyélectrolytes modifiés avec des parties hydrophobes (Guyomard et al. 2005).
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111.3. Mélanges de copolymeéres de PLGA et effet barriére pour des
réservoirs de molécules actives

111.3.1. Contexteinitia

Par définition, un systéme a libération contrélée doit délivrer un principe actif & une
localisation, une concentration, une vitesse et sur une durée pré-déterminées. Pour créer un
réservoir de molécules constitué de films multicouches, la difficulté réside essentiellement
dans le contrdle de I’ ouverture des différents compartiments pour la libération des molécules
actives insérées dans les multicouches faisant fonction de réservoir.

Des films multicouches structurés avec des pores de taille variable ont permis de contréler la
vitesse de libération du kétoproféne et de la cytochalasine D (Berg et al. 2006).

L’ équipe de P. Hammond a mis au point un systéme a base de polyélectrolytes et de
medicaments qui permet de libérer différents composés de fagon successive. La sequence de
libération est déterminée selon le niveau d’ enfouissement de la molécule ainsi que la barriere
entre les deux compartiments (Wood et al. 2006).

Des monocytes déposés sur une structure hybride composée d'un film a croissance
exponentielle recouvert d’un film a croissance linéaire ne peuvent traverser une barriére (PSS-
PAH)3 (Garza et al. 2005). Seul un film (PSS-PAH), ou ceux d’ épaisseur moindre permettent
d atteindre le compartiment " réservoir " sous-jacent (communication personnelle, chapitre
I11.1, (Vodouhé et a. 2006)). Par ailleurs, la réticulation ne semble pas conduire a des
systemes permettant une libération contrélée sur des temps longs. Comme démontré chapitre
[11.2 (Schneider et al. 2007), la libération de molécules se fait sur une durée de 50 heures
environ sans grande possibilité de faire varier la libération des molécules dans le temps. Le
contréle du taux de réticulation ne permet pas non plus de moduler |a libération de principes
actifs en termes de concentrations ou de durée de libération étant donné que la quantité de
mol écules intégrées dans la multicouche reste constante quel que soit le taux de réticulation.

D’ autres stratégies s averent donc nécessaires pour construire des films multifonctionnalisés

ayant une activité biologique programmee dans le temps.
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[11.3.2. Multicouches construites a partir de mélanges de polyélectrolytes / et d

comme systéme de libération contrél ée de molécul es actives

111.3.2.1. Introduction

Dans une premiére étude réalisée au laboratoire, I'accés a la protéine A, une protéine
constitutive de la paroi bactérienne de Staphylococcus aureus, a été précisement modulée
gréce a un assemblage particulier de multicouches de polyélectrolytes. La protéine A a été
insérée dans un film multicouche PL-PGA dont le taux en énantiomeres ¢ et d pour ces deux
polyéectrolytes était variable. L'intérét réside dans le fait que les énantiomeres de forme d ne
sont pas biodégradables. En effet, la forme d pour les acides aminés représente une forme
synthétique, absente de la nature et il n'existe pas d'enzymes naturelles capables de les cliver.
Gréce a un mélange variable d énantiomeéres ¢ et d, des monocytes mis en culture sur des
films fonctionnalisés avec la protéine A ont été activés de fagcon contrélée dans le temps. La
production de TNF-a (tumoral necrosis factor- o) suite ala présence de protéine A est induite
aprés des laps de temps variables. Une transition entre la non-production (film constitué de
100 % de polyélectrolytes de forme d) et la production de TNF-o va dépendre de la
composition en / et d du film et de la profondeur d’'insertion de la protéine A (Benkirane-
Jessdl et al. 2005).

Dans une étude complémentaire, une prodrogue a été synthétisée en couplant un dérivé del’ a-
MSH (a-melanocyte stimulating hormone) a la PL/ (Chluba et a. 2001). L'a-MSH est une
hormone stimulant la mélanogenese au niveau des mélanocytes. Elle se lie a des récepteurs
spécifiques présents sur ces cellules, les MCRs (melanocortin receptors), et induit ainsi
I” activation de la tyrosinase, enzyme-clé dans la chaine de synthése de la mélanine.

Pour tester cette prodrogue, des mélanocytes murins particuliers nommés B16-F1 ont été
cultivés sur un film multicouche PL/-PGA/¢ fonctionnalisé avec la prodrogue. Ces
mélanocytes ont la capacité de sécréter la mélanine mais ne la conservent pas dans le
cytoplasme. Il a éé démontré que les mélanocytes réagissaient a la PL/-a-MSH insérée dans
le film multicouche et que la synthése de mélanine était prolongée dans le temps. L’ a-MSH
couplée alaPL/ maintient donc son activité et présente méme une action potentialisée lors de
son insertion dans un film multicouche (Chluba et al. 2001).

D’autre part, I'’a-MSH a aussi un effet anti-inflammatoire. Pour tester cet effet, une réponse

inflammatoire des monocytes est induite par la mise en contact avec du LPS

122



Chap 111

(lipopolysaccharide), un composant de la paroi bactérienne et une endotoxine. Dans ce cas de
figure, I'a-MSH doit étre couplée au PGA et non plus ala PL/. En effet, la PL/ a un effet
inflammatoire néfaste pour cette étude (Hwang et al. 2005). De plus, le PGA a été couplé au
niveau de la séquence N-terminale pour laisser libre la séquence C-terminale ou se trouve le
site actif du peptide a-MSH. Un film multicouche est alors formé entre le PGA-a-MSH et le
polycation PL/. Une réponse anti-inflammatoire des monocytes cultivés sur cette structure est
induite en raison de la présence de I’ a-M SH. Le couplage au PGA ainsi quel’insertion dansle
film ne modifie donc pas|'activité de I’ a-MSH (Benkirane-Jessel et al. 20044).

[11.3.2.2. Evaluation du systeme de libération contrdlée du PGA-a-MSH

Au regard de ces différentes expériences, nous avons voulu tester la mol écule active PGA-a-
MSH déposée en surface de la multicouche composée d’ un mélange d’ énantiomeres de PGA
et PL. Le couplage avec le PGA devrait permettre de maintenir le tridécapeptide hydrophobe
dans la multicouche. En effet, le peptide a-MSH a un poids moléculaire de 1690 Da alors que
la protéine A a un poids moléculaire de 41400 Da. Le couplage de I'a-MSH au
polyélectrolyte PGA chargé devrait faciliter son insertion dans la multicouche et réduire la
diffusion al’ extérieur du film de cette molécule active de petit poids moléculaire.

Le PGA-a-MSH a ains été déposé en surface de films (PL-PGA)2o construits a partir de
solutions constituées de mélanges d’ énantiomeres ¢ et d correspondant soit a un film pur d,
soit aun film pur /, soit & des pourcentages en forme d notés (PLdy-PGAdsy,)20 de 25 %, 50 %
ou 75 %. Le PGA est un polyéectrolyte qui diffuse dans les films multicouches PL-PGA
(Lavalle et al. 2004b). En admettant que le PGA-a-MSH diffuse aussi dans |’ ensemble du
film, I'accés au PGA-a-MSH pourrait étre modulé selon la vitesse de dégradation du film par
les enzymes produites par les cellules. Cette hypothese semble justifiée puisque I’a-MSH est
un tridécapeptide qui ne devrait pas modifier le comportement du PGA en raison de sa petite
taille.

Pour vérifier si I’a-MSH conserve son activité biologique apres couplage au PGA et insertion
dans ces films multicouches particuliers, la synthese de mélanine par des mélanocytes murins
(B16-F1) ensemencés sur ces différentes architectures a dabord éé visuaisée par
microscopie optique apres 4 jours de culture (voir les conditions de culture présentées au
chapitre 11.2.11). En effet, la mélanine présente au sein des cellules leur confére une

importante opacité ala lumiere. Les cellules B16-F1 sont également cultivées sur un support
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plastique en présence de PGA-a-MSH libre 2 200 pg/mL dans le surnageant (contrdle positif).
Pour le controle négatif, les cellules sont ensemencées sur un film multicouche de

polyélectrolytes en I'absence du peptide (figure 111.8).

0o d 25% d S0% d 75% d 100% 4
v > . g m— T
'A o w f‘ E% J:';g:“. C & - ‘g 5 . D?‘ - . -E et 1
v come L Fo- WY T W T R

Figure 111.8: Culture de mélanocytes sur différents films (PLd/¢-PGAd/£), construits avec des solutions
contenant différents pour centages en énantioméres d : en I'absence de PGA-a-M SH dans les
films: (A) = 0% de d (PL/-PGA/)40, (B) = 25% de d (PLd2s-PGAd;s),0, (C) = 50% de d (PLdso-
PGAds0)20, (D) = 75% de d (PLd7s-PGAdys)20, (E) = 100% de d (PLd-PGAd),0 ; ou en présence de
PGA-o-M SH adsorbé en surface des films a une concentration de 400 pg/mL : (F) = 0% de d
(PL/-PGA()40, (G) = 25% de d (PLds-PGAds) 20, (H) = 50% de d (PLds;-PGAdsg)20, (1) = 75% de
d (PLd75-PGAd;s5)20, (J) = 100% de d (PLd-PGAd),. (K) représente les cellules cultivées sur une
lamelle en verre (contrdle négetif) et (L) représente les cellules cultivées sur une lamelle en verre
avec un milieu de culture supplémenté avec du PGA-a-MSH libre & 200 pg/mL (contrdle positif).
Les réglages (zoom, lumiére, exposition de la caméra...) sont équivalents pour toutes les

conditions présentées.

Tout d abord, les observations au microscope optique montrent I’état morphologique des
mélanocytes. Les cellules sur le contréle positif (figure 111.8 L) apparaissent plus opagues que
les cellules sur le contréle négatif (figure 111.8 K) en raison de I’induction de la synthese de
mélanine. Il est donc possible d'identifier qualitativement de maniére visuelle une cellule
ayant interagi ou non avec PGA-a-MSH. La comparaison entre les films fonctionnalisés avec
la prodrogue (images F a J) ou non fonctionnalisés (images A a E) permet de conclure que les

films fonctionnalisés avec le PGA-a-M SH induisent visiblement la mélanogenese. Par contre,
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il est difficile de distinguer si la sécrétion est identique quelque soit le pourcentage en
énantiomeéres de forme d rentrant dans la composition du film.

La réponse cellulaire au PGA-a-MSH inséré dans un film multicouche (PL/-PGA/)s-PL/¢-
PGA-0-M SH-(PLdy,-PGAdy,)20 sur un temps long (4 jours) a ensuite été quantifiee plus
précisément. Pour cela la production de mélanine dans le surnageant est observée a |’ aide de

la spectrophotométrie visible a 405 nm (figure 111.9).
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Figure 111.9: Quantification de la production de mélanine aprés 4 jours d’interaction entre les cellules
B16-F1 et les films multicouches par spectrophotométrie visible (405 nm). Le film
multicouche (PL/-PGA/()s-PL¢ forme la base de I’ architecture. Une couche de PGA-o-MSH a
400 pg/mL est alors déposée (barres grisées) ou non (barres blanches). La construction s achéve
par le dépdt de (PLdy-PGAdy)» dont la composition en énantioméres d varie selon les solutions
utilisées pour la construction. Les cellules sont déposées sur une plaque 24 puits a une densité de
2,5 x 10* cellules/puits. Le contréle négatif (CTRL -) correspond a la sécrétion de mélanine par
des cellules cultivées sur plastique. Le contréle positif (CTRL +) est obtenu en utilisant du PGA-
o-MSH libre sur des cellules cultivées sur plastique. Les résultats correspondent &la moyenne de

3 mesures et |les barres verticales représentent les écart-types de ces mesures.

Aucune différence de quantités de mélanine produites n’est observée lors de I'utilisation des
différentes multicouches fonctionnalisées par PGA-o-MSH. Les films contenant uniquement
des polyéectrolytes de forme d, donc des films non dégradables, n’ empéchent pas I’ acces des
mélanocytes aux molécules de PGA-a-MSH insérées. D’ autre part, la production de mélanine
observée sur le support plastique (contrble négatif) ou avec des multicouches non
fonctionnalisés (barres blanches) s’ explique par une activité basale constitutive du récepteur
MCR-1 (Holst and Schwartz 2003; Sanchez-Mas et al. 2004). Ce récepteur couplé a la
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protéine G est le premier élément de la chaine de réactions cellulaires aboutissant a la
synthése de mélanine. Dans les cellules B16-F1, une production résiduelle de mélanine existe

en permanence sans besoin de stimulus au niveau du récepteur (Siegrist et al. 1996).

[11.3.2.3. Conclusions

Lavariation de la composition en énantiomeres ¢ et d constituant les films de polyél ectrol ytes
formés de poly(lysine) et de poly(acide glutamique) fonctionnalisés avec la molécule PGA-a-
MSH ne permet aucune modulation de la production de mélanine par les cellules. La réponse
ne dépend donc nullement de la composition du film recouvrant le peptide actif. Une
hypothéese pourrait étre que le peptide couplé et enfoui diffuse dans le film et se répartit dans
I'intégralité du film et notamment en surface. Ainsi les cellules au contact du film sont
probablement activées par le peptide présent a la surface avec une concentration surfacique
suffisante pour déclencher laréaction. De ce fait, les cellules sont insensibles ala composition
du film sous-jacent.

Les études de Chluba et al. ont déja révélé une probable diffusion de I’a-MSH couplée a la
PL/ (Chluba et al. 2001). En effet, la synthése de mélanine par des méanocytes cultivés sur

des films PL/-PGA avec différentes profondeurs d’ enfouissement pour la PL/-a-MSH (sous
0, 10 et 25 paires de couches) ne varie pas.
De plus, lorsque des mélanocytes sont déposés sur une structure complexe formée d’un film

PL/-PGA contenant la PL/-a-MSH et recouvert de couches (PSS-PAH)g, les cellules

présentent alors une synthese résiduelle de 80 %. Les cellules interagissent donc avec la PL /-
a-MSH malgré la présence du film multicouche de polyéectrolytes de synthese (PSS-PAH)g
cense agir comme barriére non-dégradable. En comparaison, il suffit de 3 paires de couches
de PSS-PAH pour bloguer significativement I'accés au paclitaxel (Taxol) et conserver une
activité résiduelle de seulement 30 % apres 4 jours de culture cellulaire (Vodouhé et al. 2006).

Une autre hypothese est que la barriere PSS-PAH est peut-étre constituée de PGA et de PL/-

o-MSH qui se mélangent au PSS et a la PAH au cours de la construction, la PL/-o-MSH
ayant auparavant diffusé jusgu’ ala surface.

Selon ces résultats, I'intérét est de limiter la diffusion des espéces dans le film multicouche et
d’ obtenir une molécule qui reste a son site de dépét comme le fait la protéine A. L’ utilisation
de plus grandes chaines de PGA est a tester pour diminuer cette diffusion ou le couplage a un
polyéectrolyte non diffusible comme le PSS ou le PAH.
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111.3.3. Choix du PLGA comme barriere a la diffusion de molécules actives

intégrées dans des multicouches

Parmi les systémes de supports médicamenteux insérés dans I’ organisme, certains sont basés
sur des composés dont la structure chimique est inerte pendant et aprés la libération de
médicaments. IIs ne se dégradent pas et nécessitent généralement une intervention pour les
retirer. Actuellement, beaucoup d attentions et d efforts sont portés sur I'utilisation de
polyméres biodégradables en tant que plateforme de libération de médicaments. Ces
matériaux se déegradent naturellement dans le corps humain suite a divers processus
biologiques, évitant ainsi |’acte chirurgical dés lors que la libération de I’agent actif est
terminée. Aingi, la plupart des polymeres biodégradables se dégradent par hydrolyse des
chaines de polyméres. Les polyméres sont respectivement décomposes en monomeres
naturels, comme pour le poly(acide lactique), le poly(acide glycolique), ou leurs copolymeéres
qui libérent I’ acide lactique et |’ acide glycolique en se dégradant. Ces derniers sont a leur tour
décomposés par des cycles biologiques physiologiques en eau et en dioxyde de carbone (voir
chapitre 1.3.2).

En 2003, le groupe du Professeur R. Langer au MIT (Massachussets Institute of Technology,
Boston) a présenté des " microchips" a base de polyméres biodégradables qui liberent a des
temps variables des molécules actives sur des durées variant de quelques jours a 5 mois
(Grayson et a. 2003). Ces hiopuces sont constituées de réservoirs macroscopiques en
poly(acide ¢-lactique) (PLA) remplis de principes actifs et scellés par une couche constituée
de poly(acide d,/-lactique-co-glycolique) (PLGA). Ce dispositif mesure 1,2 cm de diamétre et
fait 560 um d’ épaisseur. Il dispose de 36 réservoirs pouvant étre chargés avec des molécules
différentes. Ces microréservoirs sont recouverts d’ une couche de PLGA de poids moléculaires

différents conduisant a des vitesses de dégradation variables (figure 111.10).
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Support polymérique

i «— Base

Molécules i libérer

Figurell1.10: Schéma du dispositif des" microchips"” biodégradables. (A) Le support est fabriqué a base du
' polyester PLA. (B) Chague réservoir peut étre rempli par un composé différent (en bleu) puis est
refermé par une couche biodégradable de PLGA (Grayson et al. 2003).

Les cinétiques de dégradation de la couche de PLGA et la libération d’ héparine, de HGH
(human growth hormone) ou de dextran contenus dans les microréservoirs sous-jacents ont
été déterminées. Une modulation des quantités de biomolécules libérées a été possible jusqu’ a
une durée de 5 mois tout en conservant I’ activité des molécules durant I’ensemble de cette
période.

Suite a ces études prometteuses, une stratégie a été développée au laboratoire afin de créer un

systeme réservoir/barriere congtitué d'un film multicouche PL/-HA, pour stocker les

principes actifs, et d’une couche de PLGA, placée sur le film PL/-HA en tant que barriere
pour prévenir lalibre diffusion des biomolécules enfouies (Garza et a. 2005). Des cellules de
moelle osseuse de souris ont été déposées sur les films comprenant les multicouches de
polyélectrolytes et la couche hydrolysable de PLGA. Apres 17 heures d’ ensemencement, ces

/MTC contenue dans le film multicouche PL/-HA. Les cellules

cellules internalisent la PL
dégradent donc localement la barriére de PLGA afin d' accéder ala PL/™' "¢ localisée dans le
compartiment (PL/-HA)2o sous-jacent.

Une architecture plus complexe a ensuite été réalisée par ces mémes auteurs pour obtenir un
systéme de multicompartiments : (PL/-HA)3-PL /M TC-PLGA-(PL/-HA)3-PL/R™ ¢ est-a-dire
un compartiment marqué par un fluorophore vert et un compartiment marqué par un

fluorophore rouge séparés par une barriére de PLGA. Les cellules integrent en moins d’ une
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heure la PL/R™. Mais les cellules n"accédent & la PL/7'™ dans le deuxiéme compartiment
gu’ apres 5 jours de culture en raison de la présence de la barriére de PLGA de haut poids
mol éculaire de plusieurs micromeétres d'épai sseur.

L’ objectif de la présente étude dérive de I’ ensemble de ces travaux. Il consiste a stimuler et
controler une réponse cellulaire spécifigue en modulant la vitesse de dégradation de la
barriere de PLGA. De plus, la dégradation de ces barriéres par hydrolyse ou/et par action des
enzymes secrétées par les cellules doit étre modulable pour atteindre un intervalle de temps de
plusieurs jours (de 1 a 7 jours) en jouant sur les compositions et propriétés des films de
PLGA. Ces architectures mixtes faites de films bioactifs de multicouches de polyélectrolytes
et de couches de polymeres hydrolysables pourraient alors constituer une nouvelle voie pour
un acces contrélé a des principes actifs afin d’induire une cascade de signalisations cellulaires
spécifiques et déclenchées avec un délai prédéterminé.

[11.3.4. Mélanges de PLGA et modulation de la dégradation

Le concept origina de I’ étude présentée dans ce chapitre se situe dans la composition des
barriéres de PLGA permettant de varier les vitesses de dégradation de cette barriére.

La dégradation du PLGA est dga couramment étudiée en raison de I’utilisation de ce
polyester dans les formes gal éniques. Différents types de chaines de PLGA ont été synthétisés
afin de dégrader le PLGA apres des temps d'incubation plus ou moins long en fonction du
traitement recherché. Le taux en énantiomeres ¢ ou d de I'acide lactique modifie le
comportement du PLGA car I’ acide d-lactique n’ est pas biodégradable (Li 1999). Dans notre
étude, nous utiliserons toujours des polymeres avec un ratio en énantiomeres de 50:50. Les
taux d'acide lactique et d acide glycolique constituant le copolymere PLGA interviennent
aussi dans le processus de dégradation étant donné que I’ acide glycolique se dégrade plus
rapidement que |'acide lactique puisqu’il ne possede pas de radical greffé sur sa chaine
principale (Lu et al. 1999). Cependant nous conserverons tout au long des expériences un
ratio en composition de 50:50 pour les deux acides.

Nous alons jouer sur le ratio volumique en polyméres de haut et bas poids moléculaire.

L’avantage du ratio de PLGA de deux masses moléculaires différentes par rapport au
changement des ratios lactique/glycolique ou acide lactique ¢/d est qu’il ne sera pas besoin de

synthétiser différentes molécules pour chaque cas de figure. De plus, la modulation selon les
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poids moléculaires pourrait permettre un contrdle plus fin de la dégradation par rapport aux
deux autres méthodes.

Mauduit et al. ont mélangé du poly(acide /,d-lactique) (PLA) de deux poids moléculaires
dans le but de créer des systémes de libération contrélée de médicaments (Mauduit et al.
1993). Le PLA de bas poids moléculaire se dégrade plus vite et libere I'antibiotique
gentamycine plus t6t que le PLA de haut poids moléculaire. Les mélanges se dégradent et
liberent la gentamycine dans une fenétre de temps entre ces deux extrémes. Le mélange des
deux polymeres de poids moléculaires différents permet donc une modulation de la vitesse de
dégradation d’'ou une libération contrélée des molécules actives selon I’ échelle de temps
thérapeutique désirée.

Ravivarapu et al. ont repris ce concept et utilisent des copolyméres de poly(acide /,d-lactique-
co-glycolique) (PLGA) de poids moléculaires différents pour créer des microspheres. Des
cinétiques de libération variables sont obtenues en modifiant le ratio en poids moléculaire du
mélange de copolymeres. Les microspheres chargées de I’analogue de I’hormone LH-RH
(hormone de libération de I"hormone lutéinisante) nommé leuprolide (ou leuproreline), et
congtituées d'un taux important en polymeres de bas poids moléculaires liberent les
médicaments beaucoup plus rapidement que des microsphéres composées de taux faibles en
PLGA de bas poids moléculaires. Par utilisation de diverses microsphéres pour I'injection, la
molécule active est ainsi libérée en quantité satisfaisante pour agir dans I’ organisme tres tot
apres I'injection ains qu'a plus long terme. La libération de leuprolide est continue et
contrélée en termes de quantité pour antagoniser la synthése des hormones sexuelles par
" down-regulation " (voir paragraphe 1.3.3). L’intér& du mélange de différentes
microspheres, composées de mélanges de copolymeres, réside dans la durée d action
thérapeutique et dans I’ absence de phase de latence thérapeutique normalement observée lors
de " utilisation d’ autres types de microcapsules (Ravivarapu et a. 2000).

Notre éude présentée ci-dessous découle des résultats décrits dans la littérature. Elle se base
sur la formation de films barrieres en polymeres PLGA sur les films multicouches de
polyélectrolytes réservoirs déja présentés chapitre I11.1 et 111.2.. La composition des barrieres
de PLGA varie selon le taux volumique de PLGA de haut et de bas poids moléculaires. Les
barrieres sont ainsi formées d’ un mélange de deux poids moléculaires de PLGA, 70000 g/mol
et 5000 g/mol. Ce ratio volumique est noté PLGA X/y, x représentant le pourcentage de PLGA
de haut poids moléculaire et y le pourcentage de faible poids moléculaire.
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Il faut préciser ici le type de notation utilisée. Il est courant de trouver dans les publications la
notation PLGA xly. Elle correspond alors aux pourcentages d'acide lactique et d acide
glycolique en termes de masse ou de mole dans la composition propre du PLGA. Dans toute
notre éude, ce taux en acide lactique/acide glycolique est maintenu a 50/50 (nombre de
monomeres). Dans certaines publications, ces notations peuvent également signifier le taux
d énantiomeéres /¢ et d de I’ acide lactique. La encore dans notre étude, le ratio en 7 et d n'est
jamais modifié et demeure racémique (50/50).

Les deux solutions meres de PLGA de haut et de bas poids moléculaires sont préparées
extemporanément a une concentration de 10 mg/mL dans du chloroforme. Elles sont ensuite
mélangées pour obtenir le ratio volumique x/y = 100-x désiré. Les différents mélanges utilisés

sont représentés dans le tableau 111.2 :

Notation PLGA PLGA PLGA PLGA PLGA
100/0 75/25 50/50 25/75 0/100
Ratio volumique de solution de
PLGA MW = 40000/75000 g/mol 1 0.75 05 0.25 0
Ratio volumique de solution de
PLGA MW = 4265 g/mol 0 0.2 05 0.75 1

Tableau I11.2;: Composition des différentes solutions de PL GA utilisées pour la construction des barriéres.
Le ratio volumique noté x/y correspond au pourcentage de PLGA de haut poids moléculaire, X,

par rapport au pourcentage de bas poids moléculaire, y = 100-X.

De cette facon, la dégradation, soit spontanée par hydrolyse, soit activée par les cellules mises
en culture sur le film, devrait é&re modulée en fonction des mélanges de PLGA utilisés pour
réaliser la barriere. Nous alons évaluer ces mélanges des polymeres de deux poids
moléculaires différents pour créer des barrieres afin d’ obtenir une dégradation contrélée dans
le temps et en conséquence moduler I’ activité cellulaire.

Les épaisseurs des films de PLGA constituent une deuxiéme approche pour moduler les
vitesses d'interactions des cellules avec les principes actifs contenus dans les films
multicouches. Ce paramétre sera auss testé en corréation avec les différents mélanges de

poids moléculaire.
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[11.3.5. Détermination de I’ épaisseur des films

En utilisant |la méthode de " solvent casting " présentée paragraphe 11.2.3., cing types de films
de PLGA sont préparés en mélangeant le PLGA de haut et de bas poids moléculaire (tableau

[11.2). Ces films sont construits sur des lamelles de verre de 12 mm de diamétre recouvertes

/M€ et placées dans une boite de Pétri de 5 cm de diamétre. Un volume fixe de

avec delaPL
4,3 mL pour les mélanges est coulé dans la boite. Apres évaporation du chloroforme et prise
en masse du PLGA, les lamelles de verre avec les films sont sorties de la boite de Pétri et
placées sous vide pendant 18 heures. Le film est ensuite mis en contact avec une solution de

PL/7'TC. Ainsi, il est possible de déterminer |es épaisseurs des films de PLGA par microscopie

confocale puisque les deux faces sont marquées par une couche de PL/PTC (figure 111.11 et
Tableau I11.3).

Figure 111.11: Détermination de I'épaisseur d’un film PLGA 100/0 par microscopie confocale. La lamelle
de verre est préalablement recouverte d’ une couche de PL/7'TC, Suite & la construction du film

PLGA 100/0, une couche de PL/™'TC est déposée au-dessus pour délimiter le film. La ligne

pointillée représente |I'emplacement de la lamelle en verre. La taille de I'image est de 55,79 x

22,04 um?.,
Mélanges de PLGA Ep(?llsns;)eur Ecart-type
100/0 6,8 1,2
67/33 4,2 0,2
50/50 5,4 0,5
25/75 8,2 19
0/100 2,6 0,3

Tableau I11.3: Déter mination des épaisseur s de PLGA par imagerie confocale. Les écart-types sont calculés
apartir de 2 échantillons par condition et 3 mesures sont réalisées sur chaque échantillon. 4,3 mL

de PLGA sont coulés dans |es boites de Pétri de diamétre 5,5 cm contenant les |lamelles de verre.

Les épaisseurs varient entre 2,6 et 8,2 um selon le mélange de PLGA utilisé. Ces différences

d'épaisseurs peuvent étre dues a l'arrangement des chaines les unes par rapport aux autres et a
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leur " compactage " dans la structure finale. Cependant, il semble qu’il n’existe pas de relation
directe entre leratio et cette aptitude au " compactage ".

Ces variations seront cependant a prendre en compte pour I’ analyse des résultats impliquant la
construction compléte. Les différences d’ épaisseurs entre les couches de PLGA pourraient
influencer les temps de dégradation. Par exemple, les couches de PLGA 50/50 doivent en
théorie se dégrader moins vite que celles constituées de PLGA 25/75 selon le comportement
des poids moléculaires. Toutefois I'effet inverse pourrait étre envisagé en raison des
épaisseurs différentes observées. Nos conditions expérimentales n’ont cependant pas été
modifiées pour obtenir des épaisseurs identiques. La suite des expériences étant réalisée avec
des cellules, il nous a semblé bon de conserver des volumes identiques de chloroforme pour

éviter d’ obtenir des toxicités différentes.

[11.3.6. Etudes de la dégradation de différents mélanges de PLGA

111.3.6.1. Diminution de masse des films de PLGA au cours de la
dégradation

La dégradation par hydrolyse de différents mélanges de PLGA a été réalisée dans du milieu
de culture RPMI complet, placé dans un incubateur a CO, saturé en eau sous une atmosphére
composée de 5 % de CO,, 90 % de N, 5 % de O, et maintenue a 36,5 °C (figure 111.12).

Le protocole expérimental suit quatre étapes principales:

Au temps désiré (2 heures, 3 jours...), le film de PLGA contenu dans une boite de Pétri est
rincé avec de I’eau. Il est ensuite seché gréce a une pompe a vide pendant 15 minutes a 1
heure. Apres pesée, du milieu RPMI neuf est déposé dans la boite de Pétri contenant le film
de PLGA. Une étape de sté&rilisation aux UV pendant 10 minutes termine le protocole afin
d’ éviter une contamination bactérienne pendant I’ incubation.
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Figure 111.12: Dégradation de différents types de films de PLGA dans du milieu RPMI complet. La
dégradation dans le temps est mesurée en déterminant le ratio de la masse des films par rapport &

la masse initiale au jour O de dégradation. Les films de PLGA sont constitués d’un ratio x/y en
polymeres de haut et bas poids moléculaire

Les cing films polymeres se dégradent de facon équivalente en termes de perte de masse
jusqu’ au 10°™ jour & partir duquel des différences importantes commencent & apparaitre.

Le PLGA de bas poids moléculaire (PLGA 0/100) se dégrade totalement en moins de 3
semaines. Aprés 17 jours de dégradation, il ne reste que 13,7 % du poids initial. Ensuite le
film n'est plus manipulable pour le suivi du poids. A contrario, le PLGA de haut poids
moléculaire (100/0) résiste mieux al'hydrolyse et 46 % du poids du film initial persiste encore
au bout de 2 mois d expérience. Le film compose d'un mélange de PLGA 50/50 se comporte
de maniére identique au PLGA 100/0 jusqu’ au 42°™ jour de dégradation puis se dégrade alors
plus rapidement. Apres deux mois, la fraction de film résiduel de PLGA 50/50 est seulement
de 27 % alors qu'elle est de 46 % pour le PLGA 100/0.

Pour les mélanges de PLGA 75/25 et 25/75, les résultats sont moins dissociés. Pour le
mélange 75/25, |la dégradation se fait progressivement puis semble ralentir aprés 52 jours. Une
fraction résiduelle d’ environ 20 % persiste alors jusqu’a 80 jours ou une dégradation compl éte
semble reprendre.
Pour le mélange 25/75, la réaction de dégradation suit un profil régulier. Ces résultats n’ ont
pas pu étre reproduit pas la suite, les autres films de PLGA 25/75 se désagrégeant rapidement
dans les boites de Pétri. Le comportement du PLGA 25/75 empéche donc la détermination
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précise du poids restant du polymére. Cette dégradation, beaucoup plus lente que la
dégradation attendue, pourrait étre due al’ épaisseur importante du film de PLGA 25/75 de 8,2
pm +/- 1,9 (Tableau 111.3) par rapport a I’ épaisseur moyenne des autres mélanges de PLGA
(moyenne de 5,85 um).

Plusieurs facteurs semblent donc déterminer la dégradation des films composés de mélanges
de PLGA de haut et de bas poids moléculaires. 1l semble que plus la couche de PLGA est
congtituée d'une fraction importante de chaines de bas poids moléculaires, plus elle se
dégrade rapidement. Cependant, il a aussi été mis en évidence que les épaisseurs de ces
structures jouent un réle non negligeable sur la dégradation. Il faudra donc tenir compte des
différences en épaisseur des couches pour interpréter les résultats concernant les réponses

cellulairesinduites par les films.

[11.3.6.2. Evolution des rugosités des films de PLGA au coursdela
dégradation

Le microscope a force atomique (AFM) permet d'imager la topographie des films de
polymére PLGA (figure I11.13).

30.0

B 20.0

Figure 111.13: Images AFM d’un film de PLGA 33/67 a t=0 (a) et a t=1 jour (b). Les images des hauteurs
sont représentées avec une échelle de 20 nm pour (8) et 100 nm pour (b). La taille latérale des

images est de 30 x 30 un.

La comparaison entre ces deux images met en évidence un début de dégradation sur une durée
de 1 jour du PLGA 50/50 avec notamment la présence de petites aspérités et de larges pores.

La limitation de I'AFM ne nous a pas permis d' imager convenablement des structures trop
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dégradées et donc trop rugueuses. Il a ainsi été impossible de visuaiser les films de PLGA
0/100 en AFM, la surface étant dga trop rugueuse au bout de 1 jour pour étre imagée.

Il est possible de réaliser la mesure de la rugosité des films composés de différents mélanges
de PLGA au cours de leur dégradation par hydrolyse. La rugosité de I'échantillon est ainsi
mesurée par lavaleur de RMS (Root Mean Square) qui correspond a la déviation standard des
valeurs de la hauteur des points (voir paragraphe [1.2.4.).

La dégradation des films les plus stables, ¢’ est-a-dire ceux constitués de PLGA 100/0 a ainsi
été suivie sur un temps long (43 jours) en présence de milieu de culture DMEM (figure
111.14).
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Figurell1.14: Evolution de la rugosité (RMS) de surface mesurée par AFM d'un film composé de PLGA
: 100/0 lorsqu'il est placé dans du milieu de culture (DM EM) pendant 43 jours. Larugosité de
la surface est déterminée par AFM en imageant trois zones différentes de I'échantillon de 1 pm

de cété (moyenne de trois RM S). Les barres verticales correspondent aux écart-types des valeurs.

Comme déga noté par |’ étude de la perte de masse, le film de PLGA 100/0 commence a se
modifier fortement a partir du 30%me jour de mise au contact avec le milieu, la rugosité restant
faible auparavant. Nous avons ensuite réalisé une deuxiéme étude en suivant différents films
sur 7 jours avec des monocytes cultivés en surface (figure 111.15). Des films de PLGA 33/67
ont été préférés aux films 25/75, ces derniers étant trop rugueux au bout d’ une semaine pour
étre imagés en AFM.
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Figure I11.15: Evolution de la rugosité (RMS) de surface mesurée par AFM de différents films composés
de mélanges de PLGA au contact de milieu de culture (DMEM) et de monocytes sur 7
jours. Trois mélanges de PLGA sont testés: 100/0 (gris foncé), 50/50 (blanc) et 33/67 (gris
clair). La rugosité RMS est calculée sur une zone de 30 x 30 um? Les écart-types sur 3

échantillons sont mesurés et représentés par les barres verticales.

Les résultats de rugosité sur 7 jours fournissent des informations sur |’ état des films suite ala
dégradation par hydrolyse du PLGA, combinée a |'effet des monocytes. Il existe une
différence significative de comportement des mélanges de PLGA 100/0, 50/50, et 33/67 lors
d une dégradation sur 7 jours en présence de cellules. Le PLGA 0/100 est trop rugueux aprés
une journée dincubation pour estimer une rugosité moyenne. Le fait de modifier la
composition avec 1/3 de PLGA de haut poids moléculaire (33/67) permet de ralentir la
dégradation. Pour le PLGA 50/50, une rugosité importante commence a apparaitre a 2 jours
de dégradation. La valeur de la rugosité RMS pour cet échantillon se situe toujours entre les
deux valeurs de rugosités, minimale pour PLGA 100/0, et maximale pour le PLGA 33/67.

Les rugosités pour le PLGA 100/0 obtenues en présence de cellules sont beaucoup plus
élevées gue celles obtenues dans le milieu seul. Les monocytes augmentent donc fortement la
dégradation du PLGA, soit par acidification locale du milieu, soit par dégradation gréce a des
enzymes secrétées, soit encore par des processus de phagocytose courants pour ces types
cellulaires.
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[11.3.6.3. Visuadlisation desfilms de PLGA déposés comme barriere
sur des films multicouches

Avant de réaiser les expériences de dosages avec les systemes cellulaires, nous avons
contrélés les architectures complétes (PL/-PGA)s-PLGA-PL/ et (PL/-HA)30-PSS-PLGA-

PL/ (dont le choix de Il'architecture sera justifié aux paragraphes I111.7. et 111.8.
respectivement). En effet, les films multicouches recouverts de PLGA pourraient subir de
fortes modifications structurales et, inversement, les films multicouches pourraient perturber
le dépbt de PLGA.

Plusieurs méthodes sont a notre disposition pour examiner I’ évolution des structures dans le
temps (microscopie optique, AFM, ou microscopie confocale). Néanmoins, la microcopie
confocale fournit une information tridimensionnelle et est parfaitement utilisable selon
I"épaisseur des architectures. Elle permet d'observer une section de l'intégraité de
I”architecture et de confirmer une absence de diffusion de polyélectrolytes fluorescents dans
lefilm de PLGA (figure111.16).

Figure 111.16: Observation par microscopie confocale d'une section d'un film composé de
PLGA 100/0-PL ¢*" aprés incubation pendant 1 jour dans une solution de NaCl 0,15M.
Le PLGA100/0 est dépose par la méthode de " solvent casting " en utilisant 4,3 mL de solution
de PLGA & 10 mg/mL (couche de 6,8 um environ). L’image correspond a une section du film
(plan x,2) avec la somme des canaux rouge et vert. Le trait en pointillé représente le support en

verre. Lataille de I'image est de 230,34 x 28,45 um?.

L’image 111.16 démontre que les multicouches PL/-PGA marquées & la PL/M™ semblent
toujours intactes suite au contact avec le chloroforme, solvant du PLGA, lors de I'étape de
dépdt par " solvent casting . Les films multicouches maintiennent ainsi une fluorescence
homogéne. En raison de la résolution selon I'axe z du microscope confocal limitée a 400 nm
environ, il n'est cependant pas possible de déterminer I'épaisseur du film (PL/-PGA)s sous-
jacent. L'épaisseur de la couche de PLGA obtenue suite au dépét de 4,3 mL de solution est de
I'ordre de 6,8 um, conformément a la valeur obtenue précédemment pour un film construit
directement sur une lamelle en verre.

Le film de PLGA (bande noire non marquée et délimitée par les bandes vertes et rouges)

semble empécher correctement la diffusion de PL /™' ou de PL /R
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Si le volume de solution de PLGA déposé par " solvent casting " est de 2,5 mL au lieu de
4,3 mL, I'épaisseur du film de PLGA formé diminue fortement (1,5 pum au lieu de 6,8 pm)
(figure 111.17).

(@

Figure I11.17: Observation par microscopie confocale d’une section d'un film composé de
PLGA 100/0-PL #"™. Le PLGA 100/0 est construit par la méthode de " solvent
casting " en utilisant 2,5 mL de solution de PLGA a10 mg/mL. L’épaisseur du filmest de 1,5
pm environ. Les tailles desimages sont de 230,34 x 15,92 um?” (a) et de 38,33 x 6,89 pm? (b)).

Aufinal, lesmélanges de PLGA utilisés permettent donc d’ aboutir a des temps de dégradation
variables des barrieres. Ce phénomeéne ne semble pas perturbé par la construction sur des
films multicouches de polyélectrolytes a la place d'une surface en verre. On peut donc
envisager d' utiliser ce concept et de charger le réservoir constitué par le film multicouche par

un substrat actif afin d’ évaluer dors |’ effet barriere de la couche de PLGA recouvrant le film.

[11.3.7. Enfouissement de |'a-MSH dans [|'édifice multicouches de
polyéectrolytes/barriere de PLGA

[11.3.7.1. Modulation de la production de lamélanine par les cellules
B16-F1 ensemenceées sur différents films

L’ objectif principal de cette éude consiste a créer un film comprenant un réservoir de (PL/-
PGA)s fonctionnalisé avec du PGA-a-MSH et une barriere de PLGA recouvrant le réservoir.
Un analogue de I'a-MSH est lié de fagon covalente au PGA pour que cette prodrogue soit
capable de s'intégrer dans le film multicouche PL/-PGA. Les différents mélanges de PLGA
utilisés pour construire la couche barriere devraient permettre de différer et moduler |’ accés
des cellules au film fonctionnalisé sous-jacent. Des mélanocytes murins B16-F1 ont é&é mis
en culture sur les différentes architectures et la sécrétion de laméanine suite al’ activation par
I”hormone a été mesurée par spectrophotométrie et lecture de I'absorbance a 405 nm (figure
111.18).

139




Chap 111

0,7

u

0,5 %

0,4 -

0,3 1

0,2

Absorbance (a 405nm)

0,1

0,0 T T T T T T T
\ N\ QA N QA Q X @] < <
N RN AN S
Q7 O 1 & &® 3
D) \&J \& Q Q >
g 0,'»0 (;00\ 0500\ GQ\\/ cfg\» :
&S & & f$

o
o
>

Type de surfaces

Figure 111.18; Mesure par spectrophotométrie (405 nm) de la sécrétion de mélanine par des cellules
B16-F1 aprés 4 jours d’ensemencement sur des constructions de type (PL£-PGA)s-PL ¢-
PGA-a-M SH-PL ¢-PL GA x/y-PL{. Le PLGA est préparé par la méthode du " solvent casting ".
Les volumes indiqués (4,3 ou 2,5 mL) correspondent au volume de PLGA coulé dans la boite de
Pétri contenant les lamelles. Le contr6le positif (ctrl +) éguivaut a la construction sans PLGA
barriére. Le contréle négatif (noté " mc " pour multicouches) correspond a la construction sans
PLGA barriére et en absence de principes actifs enfouis. Les cellules sont ensemencées a une
densité de 2,5 x 10* cellules/mL. Les barres verticales correspondent aux écart-types déterminés

sur 3 échantillons identiques.

Selon lafigure 111.18, le taux de sécrétion de mélanine ne semble pas influencé par le type de
PLGA déposé sur le film multicouche. Toutes les conditions aboutissent a un taux de
mélanine plus éevé que le taux constitutif visualisé avec les conditions sur verre, sur le film
multicouche seul et sur plastique. De plus, ce taux est équivalent aux taux obtenus sans
barriere de PLGA (ctrl +) ou suite al’ajout de PGA-a-MSH libre dans le milieu (donnée non
montrée).

La mélanogenése constitutive des cellules B16-F1 perturbe aussi les résultats puisgu’ elle se
situe a une absorbance non néegligeable de 0,47 dans cet exemple (contréle négatif noté
"mc") et présente de forts écarts pour chague expérience indépendante réalisée. Une
explication pourrait étre la viabilité cellulaire qui différe selon les conditions ainsi que le
passage des cellules (voir paragraphe 111.3.7.3.).

Des observations similaires ont été obtenues suite & des éudes menées avec la construction

(PL/-HA)20-PL /-PGA-0-MSH-PL ¢-PLGA X/y-PL¢
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111.3.7.2. LePGA-0-MSH en question

Suite a ces résultats particuliers, nous avons voulu déterminer I'origine de I'inefficacité
apparente des différentes barriéres d’ ou une réponse aspecifique au peptide.

L’ exposition éventuelle de la molécule active insérée dans le film multicouche au
chloroforme, solvant du PLGA, pourrait constituer une premiere explication. Le chloroforme
pourrait dénaturer I’ hormone et la désactiver. Cependant, les cellules présentent une activation
continue malgré la présence de barriéres de PLGA variées selon la figure 111.18. La molécule
reste donc toujours active dans le systeme.

Le PGA-a-MSH pourrait ére modifié suite a la stérilisation sous UV réalisée pendant 5 a 20
minutes. Cette étape est néanmoins essentielle avant |’ étape d’ ensemencement. Elle ne peut
étre remplacée par une stérilisation a1’ éhanol. En effet, I’ éthanol n’ éimine pas entiérement
les virus hydrophiles ainsi que les spores bactériens (Holy et al. 2001). De plus, I’ exposition a

I’ éhanol est connue pour perturber les multicouches (Poptoshev et al. 2004).
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Figure I11.19: Effet de la stérilisation aux UV sur le PGA-a-M SH. La stérilisation du milieu contenant le
PGA-a-M SH est appliquée sur des temps de 0 (sans UV), 5 et 20 min. Pour la condition " 0
min", seul le milieu de culture est passé aux UV pendant 20 min. Les cellules B16-F1 sont
ensuite ensemencées a une concentration de 2,5 x 10* cellules/mL. Le dosage de la mélanine
dans le surnageant se fait au 4°™ jour de culture. Chaque résultat est normalisé pour 10* cellules

(comptage au bleu de trypan). Les barres d erreur représentent les écart-types calculés sur 3

échantillons différents.

Selon lafigure 111.19, il apparait que les UV ont un effet important sur I’ activité du peptide

couplé au PGA. L’ effet observé correspond a une augmentation nette de I’ activité. Les UV
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induisent peut-étre une rupture homolytique de la liaison entre le PGA et I’analogue de I’ a-
MSH. L’a-MSH serait plus facilement reconnue par les récepteurs MCRs présents sur les
mélanocytes que le PGA-a-MSH. D’autre part, I’a-MSH libre, hydrophobe, pourrait alors
diffuser atraversle PLGA et activer les mélanocytes ensemencés sur |’ édifice.

Pour essayer d’ étayer I’ hypothese de la libération de la molécule a-MSH, nous allons imager
le systeme compose de PLGA 100/0 par microscopie confocale. Un des intéréts de
I’évaluation de I’ activité de I'a-MSH avec les cellules B16-F1 est que ce procédé laisse les
cellules parfaitement viables. En effet, les mélanocytes B16-F1 sécretent la mélanine ce qui
permet de doser la mélanine dans le surnageant en laissant intactes les cellules. Il est ensuite
possible d'imager ces mémes cellules par microscopie confocale en utilisant 1a molécule
PGA-0-MSH™™® (PGA-a-MSH dont le peptide o-MSH est couplé & la FITC). Pour ces

expériences, une couche de PL/R™ sera déposée sur le PLGA 100/0 afin de déimiter la

barriére et de visualiser les cellules puisqu’ ellesintégrent la PL /™" en surface du systéme.
Nous aurions ainsi une explication raisonnable aux activités cellulaires observées qui ne
correspondent pas a un comportement attendu selon les études préliminaires de dégradation
des films de PLGA. En effet, la couche de PLGA 100/0 n’est normalement pas sujette a une
dégradation rapide et donc ne laisse pas acceés au film réservoir sous-jacent.

Afin de mener cette étude, une observation a 1 jour atout d’ abord été réalisee (figure 111.20).

@

Figure [11.20: Observation par microscopie confocale a balayage laser de cellules B16-F1 ensemencées
pendant 1 jour sur PLGA 100/0-PL /"™ suivant les
plans (x,y) (a) et (x,2) (b). Le PLGA est construit par " spray casting " en nébulisant un volume
de 1 mL. Les cellules sont ensemencées & raison de 5 x 10° cellulesmL. Les images
correspondent & la somme des canaux rouge et vert. L’image horizontale (a) a pour dimension
76,78 x76,78 un'. Lataille de la section verticale (b) est de 76,78 x 40,77 pn?.

Les cellules apparaissent non margquées en vert mais marquées en rouge suite a |’ intégration

HFITC

de la PL/R™ aprés un jour d ensemencement. Le PGA-o-MS n'a donc pas atteint le
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surnageant ou les cellules ne sont pas rentrées en contact avec le film réservoir. Cependant |a

HFITC

présence dans le film sous-jacent (PL/-HA)z de PGA-a-MS| est matériaisée par le

marquage fluorescent vert homogene. Ce marquage vert n’est nullement visible a une autre

position de la section du film.

@

Figure I11.21: Observation par microscopie confocale a balayage laser de cellules B16-F1 aprés 6 jours
d’ensemencement sur PLGA 100/0-PL /™™ suivant
les plans (x,y) (a et c) et (x,2) (b et d). Les cellules sont ensemencées & 5 x 10° cellules/mL. Le
PLGA est construit par " spray casting" en nébulisant un volume de 1 mL. Les images (a et b)
sont composées des canaux rouge et vert alors que les images (c et d) sont composées
uniguement du canal vert. Les images horizontales (a et ¢) ont pour dimension 46,07 x 46,07
pm?. La section verticale (b) a pour taille 46,07 x 38,98 um?. La section verticale (d) a pour taille
46,07 x 35,27 pn.

Au 6™ jour de culture, le PLGA ne semble pas avoir subi de dégradation majeure stite &
I’ensemencement des mélanocytes. En effet des cellules B16-F1 rouges se distinguent
précisément en bordure de la couche de PLGA intacte (figure I11.21 (b)). Cependant, si |'on
sintéresse uniquement au canal vert (figures 111.21 (c et d)), on sapercoit que le cytoplasme
des cellules se révéle marqué en vert. Les mélanocytes ont donc intégrés du PGA-o-MSH™T®

ou de I’a-MSH™T, ce qui corrobore les résultats du dosage de la mélanine. La surface de
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PLGA n’apparait pourtant pas dégradée par les cellules au bout de ces 6 jours, conformément
aux variations de la masse de PLGA 100/0 aprés 6 jours constatées précédemment (figure
[11.15). Sur les figures 111.21 (b et d), les cellules dével oppent clairement des prolongements
cellulaires de type pseudopodes formés par chimiotaxisme qui devraient leur permettre
d’ accéder ala molécule active. On peut enfin remarquer sur les images la présence au niveau
des cellules de zones vertes plus fluorescentes situées aux abords de la membrane plasmique
et du coté cytoplasmique. Ces zones semblent correspondre a des vésicules d'endocytose
contenant de I’ a-MSH™ T ou du PGA-a-MSH™ ¢,

La molécule active a-MSH™T®

, sous une forme qui reste a définir, semble donc avoir la
capacité de traverser le PLGA. Ce phénomeéne pourrait s expliquer de la maniére suivante : s
I" e-M SH™TC est bien découplée du PGA hydrophile sous I’ action des rayonnements UV, cette
molécule devient hydrophobe et beaucoup plus petite. Une diffusion de I'a-MSH est alors
envisageable a travers le PLGA jusgu’ a la surface. Une objection a cette hypothése est que le
PLGA n’ apparait pas fluorescent dans les images confocale.

Une autre hypothése peut étre considérée. Une dégradation locale peut avoir lieu et permettre
le passage des pseudopodes au travers de la couche de PLGA. Cependant nous n’ observons
pas de pseudopodes qui traversent compléetement le PLGA dans les images confocales. Ou le
PLGA peut présenter des microfractures qui permettent un contact entre les cellules et le
peptide resté dans le film ou libéré du réservair.

Aux vues de tous ces phénomenes, le PGA-o-MSH ne semble pas constituer un bon modele
pour évaluer |’ efficacité du systéme construit puisqu’il semble diffuser atraversla" barriere "

de PLGA ou passer au travers de microfractures du film de PLGA versles cellules.

[11.3.7.3. Comportement des cellules B16-F1 ensemencées sur les
constructions

D’ autres passages cellulaires des B16-F1 ainsi que des mélanocytes humains ont été testés sur
la construction. Les résultats sont identiques. Ainsi, les cellules ne sont pas directement a
mettre en cause. Il ne semble pas y avoir de problemes phénotypiques tels une
dédifférenciation ou une sur-activation cellulaire.

Il faut signaler ici un probléme latent rencontré lors des expériences avec les mélanocytes
murins. Ces cellules sont fragiles en culture. Elles proliferent trés vite et se décrochent des
plagues de culture des qu’ elles ont atteint la confluence. Il faut donc ensemencer les cellules

en conséquence pour setrouver a confluence le jour désire.
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En s appuyant sur des observations en microscopie a fluorescence aprés marquage du noyau
et plus particulierement de I’ADN au Hoechst et a des tests de viabilité détectant la
phosphatase acide, nous avons évalué la viahilité cellulaire sur les constructions s achevant
par PLGA-PL/. Une premiéere expérience a consisté a regarder I’ ADN des cellules gréace ala
coloration Hoechst, pour essayer de mettre en évidence des faibles viabilités sur les
différentes structures (figure 111.22).

Ctrl +

100/0

0/10C

Figure 111.22: Observations en microcopie inverse a fluorescence de cellules B16-F1 sur différentes
' constructions de type (PL/¢-HA)y-PL{-PGA-a-MSH-PLZ-PLGA x/y-PL{¢ aprés 5 joursé
d'ensemencement. Les cellules sont ensemencées a 2,5 x 10* cellulesmL. Le marquage est

réalisé par coloration avec du Hoechst, fluorescent bleu, qui met en évidence I’ ADN.

Les différentes dégradations des mélanges de PLGA sont encore clairement mises en
évidence gréce aux images en champs claire. Le PLGA 100/0 présente quelques cavités alors
gue le PLGA 50/50 est tres dégradé. Enfin, e film de PLGA 0/100 ne persiste que sous forme
de fragments.
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Les cellules présentent toujours la méme morphologie sur n'importe quelle structure. Elles
sont ponctiformes avec un noyau pycnotique caractéristique de I’ apoptose. Ainsi elles doivent
étre peu actives suite al’ ensemencement sur les constructions. Les tests de viabilité effectués

a5 jours confortent ces premiéres observations (figure 111.23).
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Figurelll.23: Test de viabilité a la phosphatase acide des cellules B16-F1 apreés 5 jours d'ensemencement.
Les cellules sont cultivées sur différentes constructions de type (PL 4-HA),o-PL -PGA-a-M SH-
PL¢-PLGA x/y-PLZ. Le controle positif correspond au film multicouche bioactif sans barriére
de PLGA. Le contréle négatif consiste en une construction compléte 100/0 mais sans la molécule
active. Enfin le 0 % de viabilité correspond a des cellules ensemencées dans du PBS seul. Les

cellules sont ensemencées &2,5 x 10 cellules/mL.

Un pourcentage de viabilité de seulement 20 % est mesuré dans le cas de nos systemes
complexes en comparaison aux expériences de référence réalisées sur verre recouvert d’ une
couche de PL/. Seule la construction (PL/-HA)2e-PL/-PLGA 100/0-PL/ (ctrl-) aboutit a une
viabilité de 40 %. Le point commun & toutes ces viabilités faibles est la présence de PGA-a-
MSH intégré dans un film multicouche. Or, si les cellules meurent par apoptose ou par
nécrose apres avoir été activées par I’ hormone, la libération de la mélanine résultante a partir
du cytoplasme cellulaire va fortement fausser les résultats d’ activation correspondant a la
secrétion de mélanine. La présence importante de mélanine dans le surnageant serait alors due
a une sécrétion puis a la libération du contenu cytoplasmique dans le surnageant suite a la

mort cellulaire.

11.3.7.4. Conclusion des études avec le PGA-a-M SH

En conclusion de cette premiere partie expérimentale, les cellules B16-F1 présentent une
viabilité faible sur les divers édifices. Cette faible viabilité et la présence de nombreuses
cellules apoptotiques pourraient entrainer des artéfacts dans la réponse a la molécule PGA-a-
MSH. Leur activité constitutive de sécrétion de la mélanine pourrait aussi poser un probleme
de reproductibilité voire occulter les réactions dues al’ activation par I’ a-M SH.

Par ailleurs, le PGA-a-MSH active les cellules quelque soit la structure d’ ensemencement et

le type de barriere de PLGA. Ce phénomene pourrait avoir pour origines soit la dégradation
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par les cellules B16-F1 de la barriere de PLGA, soit la présence de fissures dans le PLGA qui
permet le passage de pseudopodes, soit enfin le mode de stérilisation de |’ édifice. Aingi, le
PGA-a-MSH pourrait étre dégradé par la stérilisation UV.

L’a-MSH libérée sous sa forme de tridécapeptide diffuserait alors au travers du PLGA. En
effet, la molécule a alors un volume fortement réduit ains gu’un caractére hydrophobe qui
pourrait favoriser la diffusion. Elle accéde ainsi a |’extérieur de I'édifice au niveau des
cellules pour les activer.

Des expériences complémentaires en spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier
pourraient permettre de détecter la mobilité des molécules actives dans le film multicouche
(PL7-HA)x et de matérialiser leur départ vers les couches supérieures apres un traitement aux
UV ou non. Une autre expérience pourrait consister a utiliser la forme libre du peptide pour
I"insérer directement lors de la construction du réservoir et éudier par la suite la diffusion a
traversle PLGA.

111.3.8. Réservairs fonctionnalisés par le Taxol

) !II.3.8.1. Choix de la composition en polyé ectrolytes du film
réservoir

La poursuite de I'évaluation du concept nous a amené a étudier un deuxiéme systeme
cellulaire. Il doit étre plus résistant, moins prolifératif, et avoir une activité cellulaire nette
sans contribution d’ éventuels artéfacts. Les cellules d’ adénocarcinome humain HT29 ont donc
été retenues ains que la molécule active Taxol® (Tx), un antinéoplasique, pour tester la
structure multicouche de polyélectrolytes/barriere de PLGA. La réponse des HT29 ayant
internalisé le Tx sera une mort cellulaire en opposition a une prolifération cellulaire si le Tx
N’ agit pas. Des contrles " négatifs " ou le Tx ne sera pas inséré dans la construction serviront
a détecter s le film présente en lui-méme une toxicité aux HT29. Le systéme retenu sera
constitué d’ un film multicouche a croissance exponentielle PL/-HA recouvert par une couche
de PSS comme précédemment décrit dans I’ article de Vodouhé et al. (Vodouhé et al. 2006).
Ce type de film assure une bonne viabilité cellulaire de base et |a couche de PSS seule n'a pas
deffet " barriere" marqué. Ce choix a été fait suite a une étude préliminaire dans laquelle
différents systemes de multicouches ont été évalués (figure 111.24).
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Figurelll.24: Test de viabilité des cellules HT29 cultivées sur différents types de films multicouches pour
la mise en réserve de Tx. La viabilité est observée a 48 heures par un test a la phosphatase
acide. Les conditions sont : 1) (PL/-HA)s-+/- TX-PSS, 2) (PL/-PGA)s-+/- TX-PGA-PL/? et 3)
(PAH-PSS)s-+/- Tx-PSS. Les cellules HT29 sont ensemencées & 10° cellules/mL.

Le test de viabilité figure 111.24 donne des informations sur le comportement des cellules
HT29 mises en culture sur différents types de multicouches. Les cellules HT29 sont peu
viables sur un film constitué des polyélectrolytes PL/ et PGA (2) qui n’adonc pas été retenu.
En comparaison, le film non biodégradable mais biocompatible PSS-PAH peut paraitre
intéressant, les cellules HT29 proliférant beaucoup sur cette structure (3). Cependant, la
diminution de viabilité observée suite a I'insertion de Tx est faible (10 %). Les films a
croissance linéaire donc denses et fins ne peuvent pas stocker autant de molécules que les
films a croissance exponentielle qui agissent comme réservoir. Egalement, les cellules ne
seront peut-étre pas capables d’ entrer en contact et d'internaliser la biomolécule contenue dans
ce type de film non dégradable.

Le film multicouche (PL/-HA)30-PSS (1) semble donc un bon compromis : il permet
d’ atteindre une viabilité d’ environ 50 % par rapport a celle observée sur un support plastique
et d’ obtenir une diminution de la viabilité de 25 % aprés intégration du Tx. L'gout d'un film
de PLGA sur la multicouche PL/-HA permettra sans doute d'augmenter encore la viabilité
avant I'action du Tx puisgu’ €lle entrainera une rigidification de la surface.

L’intégration de Tx dans le film multicouche (PL/-HA)9y a été précisément étudiée
préal ablement par microscopie confocale. Il apparait que le Tx®*™ diffuse dans I’ ensemble

Green488

du film et s'y maintient car la fluorescence causee par le Tx persiste apres stockage du
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film 4 jours, atempérature ambiante, dans une solution de NaCl a0,15 M, pH=7,5. De plus, la
multicouche agit comme une éponge pour la molécule active. La concentration finale en Tx
dans le film multicouche est bien supérieure a celle de la solution de dép6t (chapitre I11.1 et
(Vodouhé et al. 2006)).

La construction couche par couche des films de polyélectrolytes constitués de PL/ et HA a été
suivie par microbalance a cristal de quartz (QCM-D) (figure 111.25 (@)). Plus précisément,
I’architecture (PL/-HA)s-Tx-(PSS-PAH), est évaluée. La technique de QCM-D permet
d’ accéder a la masse déposée lors de chaque cycle de la construction couche par couche du
film et aussi ala masse gjoutée au film suite au dépét de la solution de Tx sur le film. Il faut
souligner que toutes les études cellulaires sont réalisées avec des films formés de 30 paires de
couches PL/-HA et non de 5 comme présenté sur lafigure 111.25. La technique de QCM-D ne
permet cependant pas de suivre la construction d'un film trop épais. Dans le cas des films

PL/-HA, il est difficile daller au dela de 5 paires de couches. La masse de Tx| déposée sera

donc sous évaluée par rapport a celle déposée sur un film (PL/-HA)30-Tx-PSS.
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Figure 111.25: Incréments des variations de fréguences normalisées (—Af/v) mesurées a la fréquence de
résonance de 15 MHZ et obtenues par la technique de QCM-D. (a) : mesures lors de la

construction d'un film (PL¢-HA)s-TxI-PSS. (b) : suivi de la cinétique de dépbt du Tx sur le film
(PL¢-HA)s. Le Taxol est dépose pendant 20 min a 50 pg/mL sur la construction.

Les résultats de QCM-D (figure 111.25) montrent la construction couche par couche du film
(PL/-HA)s ainsi que la croissance de type exponentielle comme décrits précédemment (Picart
et al. 2001; Picart et al. 2002). Quand le film (PL/-HA)s est mis en contact avec une solution
de Tx, la variation du signa de 30 Hz en 20 min semble correspondre a une adsorption du

Taxol sur et/ou al'intérieur du film (PL/-HA)s. L'évaluation de I’ épaisseur du film (calculée
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suivant le modele de Voinova (Voinova et a. 1999)) consécutive au dépdt des molécules est

présentée sur lafigure 111.26.
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Figure 111.26: Evolution de I'épaisseur du film multicouche de structure (PLZ-HA)s-Tx-(PSS-PAH),

] déterminée par QCM-D selon le modéle de Voinova (Voinovaet a. 1999).

L’ évolution de I’ épaisseur du film de 11 nm semble confirmer |’ adsorption du Tx sur et dans
le film, entrainant une augmentation de son épaisseur. Par contre, |’ addition de PSS perturbe
la construction, I’ épaisseur se réduisant de 40 nm environ. Cette réduction pourrait étre due a
un échange et/ou une dissolution partielle du film préalablement déposé. Une diffusion de
PSS dans la partie haute du film PL/-HA peut auss étre envisagée et pourrait alors
s accompagner d une sortie d'eau du film et donc d’une perte d épaisseur. Cette capacité du
polyélectrolyte PSS a perturber |a structure des films multicouches sur lequel il est déposé a
déja été démontrée. Ainsi, la déposition d un film multicouche PSS-PAH sur un film PL/-
PGA perturbe fortement la structure (composition en hélices a et feuillets ) du film sous-
jacent PL/-PGA (Boulmedais et a. 2003; Zhang et al. 2005). Cependant ces phénomeénes ne
représentent par une question majeure de la présente étude. Nous avions déja noté que le PSS
ne déplagait pas de facon détectable le Tx dans les études précédentes et le film reste donc
fonctionnalisé par le Tx malgré le dépdt de PSS (Vodouhé et al. 2006).

A partir des mesures de QCM-D, il est aussi possible d’ estimer la masse de Tx intégrée dans

le film (PL/-HA)s suite a 20 min de dép6t a une concentration de 50 pg/mL. L’ estimation est
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faite par le biais de la relation de Sauerbrey (présentée chapitre 11.2.4.) d’ ou découle la
relation (2):

Amg= - C Af,
oll my représente lamasse et C une constante de valeur17,7 ng/cm’Hz.
Cette relation sapplique pour un dépbt au contact avec le vide. Il a éé démontré gu'elle
sapplique également, de facon approchée, a un dépbt solide au contact d'un liquide (Rodahl
and Kasemo 1996a).
Lamasse de Tx est de 492,4 ng/cm? soit une répartition des molécules de 3,47 mol écules/nm?
alors que le taux de Tx intégré dans un film de (PAH-PSS)s par exemple est seulement de
0,66 molécules/nm? (valeur déterminée d’ aprés des expériences en QCM-D sur les 3 types de
films présentés figure 111.23).
Les résultats sont néanmoins a considérer avec une certaine prudence a cause des limites
d'utilisation de la relation pour nos architectures utilisées. En effet un film PL/-HA est
viscoélastique alors que la relation de Sauerbrey pour corréler la variation de fréquence a la
masse N’ est exacte que pour des structures rigides. Cependant I’intérét de I’ étude ne porte pas
sur I’intégration du Tx dans les réservoirs et nous n'avons donc pas pousse plus loin cette

détermination.

111.3.8.2. Test par fluorimétrie de lalibération du Tx®"** dansla
structure (PL /-HA )3o- TX®"88.pSS PLGA x/y-PL/

Du Tx®"®"88 gt utilisé pour les études en fluorimétrie. La libération du Tx®"®"#8 & partir des

différentes constructions (PL/-HA)so- TXC®8_PSS recouvertes par du PLGA 100/0, 50/50

et 25/75 et de la PL/ peut ains étre suivie. Les films sont placés dans du milieu de culture
MEM pendant 21 jours dans un incubateur a CO,.

Green488

L’intérét de la fluorimétrie est de permettre la détection de traces de Tx (a partir de 3

ng/mL, voir chapitre 111.2.2. p.111 et 112), dans le surnageant avant que la molécule ne soit
toxique pour les cultures cellulaires (ECso entre 5 et 10 pg/mL). Le dépdt de Tx"8 g &é
réalisé avec une solution de 5 pg/mL qui conduit & une concentration finale dans le film de
250 pg/mL selon I'isotherme d’ adsorption du Taxol figure 111.2 p.96.

Les résultats de fluorimétrie sur 21 jours démontrent clairement |’ absence de libération de
Tx®88 durant cet intervalle de temps. Le Tx ne diffuse donc pas hors du film méme sur le
contréle positif (sans barriere de PLGA). Le Tx est stocké de fagcon permanente dans le film

multicouche. Par conséquent, si une mortalité cellulaire est constatée, elle ne pourra résulter
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que de I’interaction entre les cellules et |e film contenant le Tx a une concentration supérieure

au seuil detoxicité.

111.3.8.3.  Observations en microscopie confocale des cellules HT29
sur le systéme (PL /-HA)o- TX™88_pSS Pl GA x/y-PL ™

La molécule de TxCreens

conserve son activité biologique malgré le marquage avec
I’analogue de la FITC (Krouglova et al. 2004). Cette molécule peut donc étre utilisée dans le

cadre d’ expériences en microscopie confocale. L’intérét est de suivre l'internalisation du Tx

par les cellules grace au marquage fluorescent. La PL/R™

(fluorescence rouge) est & nouveau
déposée sur le PLGA pour délimiter la partie supérieure du film. Les multicouches sont
marquées par une coloration verte grace & la présence de Tx®"*™®_ De plus, un marquage de
I’ ADN par la coloration Hoechst (excitation dans I'UV, émission dans |e bleu) va permettre de
mettre en évidence |’ état des noyaux cellulaires et les phénomenes d’ apoptose dus au contact
avec |’antimitotique. Un des signes d'une cellule apoptotique est un noyau condensg,
pycnotique. |l sera alors marqué fortement gréace a la coloration a la bisbenzimide (Hoechst).
Ce colorant se fixe aux régions riches en bases adénine/thymine dans le petit sillon de |’ ADN.
Si I’ADN est compacté, le marquage sera plus concentré que dans des cellules viables et
proliférant d'une facon normale.

Les cellules HT29 sont ensemencées 48 heures & une densité de 5 x 10* cellules/mL pour cette
expérience. La coloration Hoechst est réalisée pendant 10 min apres une premiéere

visualisation des échantillons sans besoin de fixation préalable.
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Figure 111.27: Observation par microscopie confocale de cellules HT29 cultivées sur une lamelle de verre
' pendant 48 heures. Les cellules sont marquées en bleu par une coloration au Hoechst. Les
images (x,y) ont pour dimension 142,9 x 142,9 um?. (a) canal bleu sélectionng, (b) champ clair,

et (¢) sommation des 2 images a et b.

Les cellules semblent correctement étalées sur les surfaces et forment des tapis cellulaires
continus comme déterminé sur lafigure 111.27 correspondant a la culture de cellules HT29 sur
une surface de verre contrdle apres 48H. Cependant il faut noter ici que la coloration Hoechst
marque les membranes cellulaires dans notre cas de figure et non le noyau, ce qui se vérifiera
dans toute la suite de I’ expérience. Ceci pourrait s expliquer par un marquage trop faible par

la coloration Hoechst & 20 ng/mL. Les cellules ont été ensemencées en paraléle sur
différentes architectures de type (PL/-HA) - TX®*™8_PSSPLGA x/y- PL/R™,

Figure 111.28: Observation par microscopie confocale de cellules HT29 cultivées sur un film
-PSS-PLGA 100/0-PL /"™ pendant 48h. La taille de l'image (x,2) est de 142,86 x
35,41 um?. La coloration Hoechst n'a pas été visualisée. L’ échantillon s est décollé pendant la

premiére observation qui précéde la coloration Hoechst.

Sur I’ architecture recouverte d’ un film de PLGA de haut poids moléculaire, les cellules HT29

apparaissent sous une coloration Iégerement rouge au niveau membranaire et ne présentent

aucune trace de fluorescence verte (figure 111.28). Elles n’ont donc intégré que la PL/R™ en
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surface mais pas de Tx®*™® enfoui dans le film multicouche. D’ autre part, comme déja
démontré plus haut, I'intégrité du film de PLGA 100/0 ne semble pas perturbée. Une

délimitation nette est notée entre le film multicouche vert et la couche de PL/R™ rouge

recouvrant le PLGA.

Figure [11.29: Observation par microscopie confocale de cellules HT29 cultivées sur un film

-PL GA 50/50-PL ¢#*"° pendant 48h. L’image (a) intégre les canaux vert et rouge.
En (b), seul le canal bleu est sélectionné. Latailles des images (x,2) est de 71,43 x 34,07 um?.

Selon la figure 111.29, la barriére de PLGA 50/50 n’est pas endommageée apres 48 heures de
vieillissement. Les cellules n’accédent pas a la multicouche sous-jacente et n'ont donc pas
internalisé de Tx®*™®, Cependant, une des cellules est rentrée en apoptose selon le
marquage au Hoecht. Ce phénomene n’est pas relié ala construction mais a la localisation de
la cellule qui n’est pas en contact direct avec la surface mais qui est positionnée sur d'autres

cellules, aors que les HT29 ne peuvent former que des monocouches jusqu’a atteindre la
confluence.

Figure 111.30: Observation par microscopie confocale a balayage laser de cellules HT29 cultivées sur un
film (PL£-HA)z-TxC 8. pSS Pl GA 25/75-PL "™ pendant 48h. Les canaux bleu (), vert
(b), et en champs clair (c) sont présentés séparément puis additionnés sur I'image (d). Les images
(x,y) ont pour dimensions 142,9 x 142,9 pm?.
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L'image obtenue en champ clair sélectionné permet de visualiser la surface en PLGA (figure
[11.30, image (c)). La construction PLGA 25/75 apparait poreuse et/ou granuleuse apres 48
heures. Les cellules se retrouvent aors en contact direct avec le film multicouche et le
Tx®*® rénarti dans |’architecture est internalisé (image (b)). De nombreuses cellules
rentrent en apoptose suite a ce contact et présentent un noyau pycnotique, fortement

fluorescent lors de la col oration avec du Hoechst (figure 111.30, image (a)).

Figure 111.31: Observation par microscopie confocale de cellules HT29 cultivées sur un film (PL£-HA)z3o-
TxCe"% pSg Pl GA 0/100-PL ¢™™° pendant 48h. Les images (x,2) ont pour dimensions

53,15 x 27,34 pn?. La section (&) montre les canaux vert et rouge. Le canal bleu est sélectionné

sur I'image (b).

Lafigure 111.31 montre des cellules HT29 ensemenceées sur une construction constituée d’ une
barriere PLGA 0/100 (de bas poids moléculaire). Sur la section (a) intégrant le canal vert et
rouge, les cellules sont jaunes suite & I’ internalisation de PL/R™ et du Tx®**®_ A 48 heures,
il ne persiste apparemment plus de PLGA et les fluorophores verts et rouges se retrouvent
colocalisés. Par conséquent, la viabilité sur cette structure semble faible a 48 heures. La
plupart des cellules restantes ont leur noyau marqué fortement par la coloration Hoechst,

signe de cellules apoptotiques.

111.3.8.4. Testsdeviabilité sur le systéme (PL/-HA)3o-Tx-PSS-PLGA
xly-PLY¢

Afin de quantifier plus précisément les résultats observés par microscopie confocale, des tests
de viabilité par dosage de la phosphatase acide avec le substrat pNPP (para-nitro-phényl
phosphate) ont é&té menés apres différents temps d'ensemencement (1, 4 et 7 jours). L’ objectif
de ces mesures était de préciser le temps au bout duquel 1a barriére de PLGA n’empéche plus
I"acces des cellules aux films multicouches, pour conduire a la mort cellulaire par apoptose
suite al'internalisation du Taxol. Les observations sont faites sur une semaine puisqu’il a été
constaté que le film de PLGA 100/0 présentait une certaine rugosité a 7 jours (rugosité

moyenne RMS = 150 nm, voir figure 111.15) et |e temps de 4 jours a été retenu en se basant
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sur les expériences présentées paragraphe 11.2.13.. Trois types de composition en PLGA ont
été testés: 100/0, 50/50 et 25/75. Le film de PLGA 0/100 n’a pas été sélectionné. En effet,
aucun résultat n’a pu étre obtenu avec le film de PLGA 0/100, celui-ci se morcelant en 1 jour.
Les cellules doivent adhérer a cette structure qui se dégrade rapidement. Elles se retrouvent
donc dans le surnageant avant d’avoir pu former un tapis cellulaire. Les cellules persistantes
qui ont réussi a adhérer au film multicouche sous-jacent sont alors peu nombreuses. Par
conséguent, les résultats avec PLGA 0/100 sont difficilement reproductibles du fait de I’ étape
initiale d’ adhésion variable.

Une premiére détermination de la viabilité cellulaire est réalisee apres 24 heures

d'ensemencement (figure 111.32).
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Figure 111.32: Activité de la phosphatase acide de cellules HT29 cultivées sur une construction (PL¢-
HA)3-+/-Tx-PSS-PLGA 100/0-PL 4. La viabilité est déterminée a 1, 4 et 7 jours dans des
conditions sans Tx (barres noires) ou avec Tx (barres grises) adsorbé dans le film. Les cellules
sont ensemencées & une densité de 5 x 10* cellules/mL. Le Tx est déposé sur le film (PL/-HA)4,

a une concentration de 5 pg/mL. Les barres d’erreur correspondent aux écart-types déterminés

sur 3 échantillons identiques.

Comme indiqué par I’ analyse en microscopie confocale au paragraphe précédent, les films de
PLGA 100/0 ne présentent pas de signes de dégradation importante sur une période de temps
de 4 jours. Ainsi les cellules proliférent de fagon équivalente sur les constructions contenant
ou non du Tx. Au bout d’ une semaine de culture, les cellules continuent a proliférer sur la
construction témoin (sans Tx) mais subissent les effets du Tx sur les systemes fonctionnalises.
Les cellules internalisent donc le Tx intégré dans le film (PL/-HA)3. L’ architecture doit
présenter des zones de PLGA dégradées et/ou poreuses permettant une interaction des cellules

avec le film de polyéectrolytes fonctionnalisé sous-jacent. On peut donc envisager la
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formation de pores permettant aux cellules de communiquer avec le réservoir fonctionnalisé.
Cette dégradation du PLGA serait due a |’ hydrolyse mais aussi a la culture des cellules HT29
sur la couche de PLGA qui pourrait aussi jouer un réle non négligeable. Les cellules
pourraient ainsi induire une destruction plus rapide du copolymere suite a la libération
d’ enzymes ou a I’ endocytose de fragments de PLGA. Enfin, la dégradation accélérée pourrait
aussi étre due a un changement du pH du milieu sur une semaine, le milieu n’éant pas
renouvelé au cours de I’ expérience. En effet, il est connu que la dégradation du PLGA est
acide et base-dépendante (voir chapitre 1.3.1., (Sykes 1975)). Or il n’a pas été nécessaire de
changer le milieu de culture lors de I’expérience en raison du volume de 1 mL utilisé au
départ (au lieu des 500 pL employés habituellement) et de la présence de phénol rouge dansle
milieu permettant de constater qu’il n'y avait pas un saut de pH suffisant pour entrainer un

changement de I’indicateur coloré.
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Figure 111.33: Activité de la phosphatase acide de cellules HT29 cultivées sur une construction (PL¢-

HA)30-+/-Tx-PSS-PLGA 50/50-PL ¢ déterminée a 1, 4 et 7 jours dans des conditions sans Tx

(barres noires) ou avec Tx (barres grises) adsorbé dans le film.

Pour les cellules cultivées sur |’architecture composée d’'un film de PLGA 50/50, une
différence significative est constatée en comparaison des résultats avec le PLGA 100/0 (figure
111.33). Ainsi, a4 jours de culture, la viabilité cellulaire sur les structures avec Tx est plus
faible que celle mesurée sur la structure sans Tx. Le PLGA 50/50 n’agit plus comme une
barriere a 4 jours de dégradation. Si une corrélation est faite avec les expériences de
détermination de masse et de microscopie confocale, il semblait pourtant que le film de PLGA
soit peu dégradé a 4 jours. La dégradation peut étre plus importante dans ces expériences du
fait de I’ensemencement des cellules sur la surface. Les cellules arrivent & accéder au film au

travers de fissures par de pseudopodes soit par des zones découvertes plus éendues. A 7
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jours, le processus est encore plus marqué puisque la viabilité cellulaire chute a seulement 30

% de laviabilité mesurée sur des films non fonctionnalisés par le Tx.

1,0 4
N sans Tx|

[ avec TxI
0,8 1
0,6
0,4
) I——’
0,0
1 4 7

Temps (en jours)

Absorbance a 405nm

Figure 111.34: Activité de la phosphatase acide de cellules HT29 cultivées sur une construction (PL¢-
| HA)so-+/-Tx-PSS-PLGA 25/75-PL ¢ déterminée & 1, 4 et 7 jours dans des conditions sans Tx

(barres noires) ou avec Tx (barres grises) adsorbé dans le film.

L’intégrité de la couche de PLGA 25/75 est insuffisante pour bloquer I’ accessibilité des
cellules au film dés le 4°™ jour comme avec la barriére de PLGA 50/50 (figure 111.34).
Cependant, les effets sont plus importants puisqu’ une baisse de la viabilité cellulaire de 50 %

est observée a4 jours et laviabilité cellulaire adiminué de 75 % a 7 jours de culture.
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111.3.9. Conclusions et perspectives

La figure 111.35 permet de faire un bilan précis des réductions de la viabilité cellulaire
obtenues avec les différents systémes fonctionnalisés selon la durée d’ ensemencement des
cellulesHT29.

100 | W j+1 T

[ j+4
. j+7
80
60
40 1
20 1
0 i T

L
100/0 50/50 25/75 verre

—

pourcentage de diminution
de la viabilité cellulaire

Conditions

Figure 111.35: Pourcentage de diminution de la viabilité cellulaire selon le temps de contact entre les
cellules HT29 et les constructions (PL4-HA)z-TX-PSS-PLGA x/y-PL{. Les cellules sont
ensemencées & une densité de 5 x 10* cellules/mL. Le Tx est déposé sur le film (PL/-HA)4o aune
concentration de 5 pg/mL. Les pourcentages de diminution sont calculés en prenant comme
valeur de référence (100 %) les cultures sur des constructions (PL¢-HA)z-PSS-PLGA x/y-PL/
sans Taxol aux jours 1, 4 ou 7. Comme controle de 0 % de viahilité, les cellules HT29 sont

cultivées sur du verre avec un milieu contenant 5 pg/mL de TxI en solution.

Le méange de deux poids moléculaires du copolymére PLGA permet de construire des
barrieres qui se dégradent en des temps variables. Le dép6t d une telle couche sur un film
multicouche de polyélectrolytes réservoir permet de moduler dans le temps I’ activité
biologique d’une surface fonctionnalisée par une molécule active. Le Taxol, entrainant la
mort cellulaire d’ adénocarcinomes de cdlon HT29, a été choisi ici comme principe actif tandis
que le film PL/-HA a été sélectionné pour obtenir des édifices suffisamment épais ce qui
permet une charge notable en molécules actives. Les cellules HT29 cultivées sur les
différentes constructions film multicouche réservoir-PLGA x/y barriére ont clairement mis en
évidence des temps d'internalisation du Taxol qui dépendaient de la composition X/y en

PLGA de haut et bas poids moléculaire. En particulier, une augmentation du PLGA de faible
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poids moléculaire dans le mélange permet de réduire grandement le temps de dégradation de
labarriere de PLGA et donc d'accélérer I’ acceés au Taxol dans le film réservoir sous-jacent.
Par conséguent, nous avons développé des revétements de biomatériaux permettant de
moduler |’ accessibilité des cellules a des principes actifs enfouis, et ainsi nous avons créé un
systéme a activité biologique contrdlée. L’avantage de cette approche résulte de la grande
flexibilité de la structure apportée, d'une part, par la méthode de dépbt couche par couche
pour construire des films multicouches réservoir et, d'autre part, par les films de mélanges de
copolymeres.

Notre systeme se rapproche de celui décrit par le groupe du Professeur P. Hammond
(Massachussets Intitute of Technoloy, Cambridge, USA) (Wood et a. 2006). Ces auteurs ont
mis au point un film multicouche délivrant différentes molécules actives a des temps
échelonnés selon leur profondeur d enfouissement dans le film. Nos constructions peuvent
aussi jouer un role similaire si le PLGA est recouvert d'un autre film réservoir fonctionnalisé
avec un second principe actif. On obtiendrait ainsi un premier réservoir dont les molécules
actives seraient directement accessibles par les cellules puis un second réservoir qui serait
accessible seulement a la suite de la dégradation du PLGA entre 1 et 7 jours. Ce systeme de
libération controlée multifonctionnel pourrait avoir des applications dans le cadre de
programmes thérapeuti ques complexes.

Une premiere application potentielle concerne le recouvrement de prothéses vasculaires
(stents ou vaisseaux artificiels par exemple). Le PLGA pourrait étre recouvert d’une couche
de PL/-PEG antiadhésive pour empécher la réaction a un corps étranger dés I'implantation.
Ensuite I’ édifice agirait en tant que systeme a libération contrélée de principes actifstelsle Tx
antinéoplasique, le nitroprusside sodique (Thierry et al. 2003a; Thierry et al. 2005) dont
I"action est expligquée chapitre 1.2.3.4., ou encore le sirolimus immunosuppresseur (stent
CYPHER®, Cordis Corporation, société Johnson & Johnson) pour empécher une resténose.
Une autre application dans le domaine cardio-vasculaire et l'ingénierie tissulaire est
I’utilisation de facteurs de croissance. Les facteurs de croissance spécifiques des tissus a
reconstruire (VEGF, vascular endothelial growth factor par exemple) pourraient favoriser le
développement des cellules endothéliales au niveau de la lumiere du vaisseau artificiel plutét
gue des cellules musculaires lisses (voir paragraphe 1.2.3.4.). lls seraient intégrés dans le
réservoir multicouche et libérés a des temps bien définis gréace alabarriére de PLGA.

Une dégradation différée dans le temps des films de PLGA présente un autre avantage. Apres
I’'implantation, une réaction inflammatoire apparait rapidement qui empéche la régénération
tissulaire. Aprés 2 jours d implantation, le phénoméne est moins important et des cellules
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commencent a coloniser I'implant. Ainsi, dans des modéles animaux avec des stents
implantés, laré-endothélisation débute 2 a 7 jours apres implantation (Swanson et a. 2003). Il
serait donc intéressant de libérer seulement aprés ce laps de temps le VEGF afin de favoriser
la ré-endothélisation. Un film de PLGA adapté pourrait permettre le contréle d’ une telle
libération.

La stratégie développée par Grayson et al., présentée chapitre 111.3.3., basée également sur le
PLGA, n'est pas comparable a la présente approche (Grayson et al. 2003). En effet, les
molécules intégrées dans les puits scellés par du PLGA sont libérées de maniere pulsatile au
cours de la dégradation du systeme ce qui permettra de maintenir une concentration stable
dans le corps malgré le métabolisme des molécules actives. Un tel résultat pourrait étre atteint
par notre approche en utilisant les nanoparticules (Gref et al. 1994; Ravivarapu et al. 2000).
Aingi, si plusieurs types de nanoparticul es étaient injectés avec des compositions de différents
mélanges de PLGA entourant des multicouches réservoirs, la molécule active intégrée dans le
réservoir pourrait étre libérée petit a petit. Le film multicouche permettrait ici I’intégration de
n’importe quel type de molécules. On obtiendrait alors un allongement de ladurée de vie de la
molécule dans I’ organisme. Ce systéme de libération prolongée (" sustained release device ")
de médicaments pourrait se concevoir pour différents traitements chroniques, par exemple: le
traitement al’insuline pour le diabéte de type I, le traitement par des psychotropes dans le cas

de la schizophrénie, ou encore les traitements hormonaux.
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[11.4. Films multicouches PL-PGA construits a partir de mélanges
d’énantiomeres des polydectrolytes PL et PGA : étude par
dichroismecirculaire

[11.4.1. Chiralité des molécules

Les films multicouches de polyéectrolytes peuvent étre construits avec des mélanges de
polyanions et/ou de polycations au lieu d’ un composé unique pour chacun des deux types de
polyions (Leporatti et al. 2001; Hubsch et al. 2004). Dans ce cas, les différents
polyélectrolytes dans les mélanges sont incorporés simultanément dans la multicouche lors de
chague étape de dépdt successif. Les propriétés des films résultants sont alors modulables en
variant les proportions des différents polycations ou polyanions des mélanges en solution
(HUbsch et al. 2004).

Apres enfouissement de la protéine A dans un film multicouche de polypeptides cationiques
et anioniques, tous deux d énantiomérie d, une disparition compléte de I’ activité biologique
du film est observée contrairement a I’ activité inflammatoire importante obtenue avec des
films formeés des énantiomeres ¢ de ces mémes polypeptides (Jessel et al. 2003). L’ activité
biologique du film poly(lysine)-poly(acide glutamique) (PL-PGA) peut étre ainsi modulée
dans le temps en utilisant des mélanges d’ énantiomeres /¢ et d a différents ratios. Des films
multicouches de polyélectrolytes sont réalisés a partir d’ une solution composée d’ un mélange
polycationique de poly(¢-lysine), PL/, et de poly(d-lysine), PLd, et d’une solution composée
d’'un mélange polyanionique de poly(acide ¢-glutamique), PGA/, et de poly(acide d-
glutamique), PGAd. Le ratio //d des nombres de monomeres est identique dans les deux
solutions de polypeptides ainsi que le poids moléculaire de chagque espéce de polypeptides. Il
est démontré que I'activité cellulaire (production d'lIL-10 (interleukines 10) par des
monocytes) est induite par la protéine A seulement sur des films constitués a partir de

solutions contenant plus de 50 % d énantioméres ¢ et qu’'elle devient maximale quand la

composition des solutions dépasse 80 % en énantiomeres ¢ (Benkirane-Jessel et a. 2005).

Cependant, aucune corrélation n’'a été établie entre la réponse biologique et la composition
intrinséque du film en énantiomeres, qui semble ne pas suivre la composition des solutions.
En effet, dans le cas des mélanges, plusieurs éudes démontrent que la composition du film

multicouche de polyélectrolytes n'est pas similaire a celle des solutions de polyélectrolytes

162



Chap 111

utilisées. Ainsi Sui et Schlenoff ont construit des multicouches sensibles au pH en aternant le
PSS (poly(styrene sulfonate) et un mélange de PDADMA (poly(dialyldiméthylammonium))
et d'un copolymeére de diallyldiméthylammonium et d’'acide acrylique a faible pH. Ils ont

constaté une incorporation préférentielle du copolymere par rapport au PDADMA dans le
film (Sui and Schlenoff 2003). En utilisant un mélange polyanionique de poly(acide /-
lactique) (PLA) et de PGA/, Debreczeny et al. ont mis en évidence l'incorporation
préférentielle du PLA par rapport au PGA/ lors de la construction couche par couche
(Debreczeny et al. 2003).

Dans un film de type PAH-PSS/ADN simple brin, il a été prouvé que l'intégration de PSS
était favorisée quand les polyions étaient dissouts dans une solution de NaCl, mais qu’ une
augmentation de |’incorporation d’ ADN dans le film multicouche était obtenue avec une
solution d’ éthanol/eau (20/80 v/v) (Quinn et a. 2004).

D’autre part, une séparation entre deux molécules chirales: |’ acide ¢-ascorbique et I’ acide d-
ascorbique a été réalisée en utilisant comme membrane de séparation des films multicouches
composes de PL/-PGA/ ou de PLd-PGAd (Rmaile and Schlenoff 2003). Aucune sélectivité
n’a été obtenue si les multicouches sont formées uniquement de polyé ectrol ytes optiquement
inactifs. Ceci prouve que les films PL/-PGA/ ou PLd-PGAd ont des affinités différentes.
Dans ce paragraphe, nous nous intéresserons a la composition finale d'un film multicouche
construit & partir de solutions de (PLdy,PL /1) et (PGAdy,PGA/1), ol x est la proportion en
monomeres des énantiomeéres d. Le poids moléculaire de chaque polyélectrolyte est proche de
45000 Da.

Lefilm PL/-PGA/ est un film a croissance exponentielle en épaisseur ou les deux espéces de
polyélectrolytes diffusent " dans™ et " hors" du film (Lavalle et a. 2004a). La PL/ interagit
avec le PGA/ non seulement par des interactions électrostatiques mais aussi en formant des
structures secondaires de type feuillet B (Boulmedais et al. 2002). Ces structures se retrouvent
dans les films multicouches (PLd-PGA/),. Cependant I’ épaisseur de ces films évolue plus
lentement avec le nombre de paires de couches, n, que celle des films (PL/-PGA/), en
sachant que la PL/ et la PLd ont des poids moléculaires proches de 30000 Da environ
(Boulmedais et a. 2003). Ceci suggére une différence d'interaction entre la PL/ et le PGA/

comparativement au couple PLd et PGA/.
L’ objectif de I’étude présentée ci-dessous consiste a étayer cette hypothéese et a vérifier s'il

existe des affinités différentes entre les pol yél ectrol ytes selon leur chiralité.
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[11.4.2. Résultats obtenus par QCM-D

L’ évolution de I’ épaisseur des films PL-PGA en fonction de la composition des solutions de
polyéectrolytes en énantioméres ¢ et d est déterminée par QCM-D avec la méthode de
Voinova (Voinova et a. 1999). La figure 111.36 montre que I'épaisseur du film
(PGAdK,PGA 71.«-PLdy,PL71.5)s passe par un minimum situé ax = 0,5 et est maximale pour x =
0 et x = 1, Cest-adire pour des films constitués exclusivement d énantioméres ¢ ou d
respectivement (Benkirane-Jessel et al. 2005). Aingi, il Savére que I'épaisseur des films est
sensible a la composition des mélanges servant a les construire. L’ évolution de I’ épaisseur,
L(x), avec la teneur des solutions en énantioméres d peut étre grossiérement approximée par
une éguation du second degréen x :
L(X) =Lo+bx(x—1),

ou Lo est I’ épaisseur pour x =0 et x = 1, soit 70,4 nm, et b une constante (117 nm). Il peut étre
utile de souligner que la superposition d'une parabole symétrique par rapport a x = 0,5 aux
points expérimentaux repose implicitement sur les hypothéses que i) les interactions /-/ et d-d
sont de méme intensité (méme épaisseur en X = 0 et x = 1), ii) que les interactions ¢-d sont
différentes des interactions /-¢ et d-d (épaisseur minimale en x = 0,5) et iii) que |'épaisseur

correspondant a x devrait étre égale al'épaisseur correspondant a1 — x.
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Figurel11.36: Evolution de I’ épaisseur du film (PGAd,,PGA/,,-PLd,,PL41,)sen fonction dela teneur x en

énantiomer es d des solutions de mélanges de polyélectrolytes déter minée par QCM-D.

Tous les commentaires donnés ci-dessus rapportaient I'épaisseur a X, Cest-a-dire a une
caractéristique des solutions d'énantiomeres utilisées pour construire le film. 1l serait toutefois

plus intéressant d'établir la relation entre I'épaisseur des films et leur composition propre dont
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il est impossible d'affirmer a priori qu'elle est identique a celle des solutions. Il nous a donc

semblé opportun d’ examiner la composition des films en énantiomeéres ¢ et d en comparaison

de celle des solutions.

[11.4.3. Mesures par dichroisme circulaire

[11.4.3.1. Corréation entre lacomposition en énantiomeres des mélanges
et lacomposition du film multicouche

Le dichroisme circulaire est une technique de spectroscopie d’ absorption sensible au degré de
symeétrie d’un chromophore. Dans le cas des protéines, les chromophores sont les liaisons
peptidiques entre 190 et 250 nm.

Ici, le dichroisme circulaire (DC) permettra de déterminer la composition relative des films en
énantiomeéres ¢ et d (voir paragraphe 11.2.9.). En effet, la méthode des combinaisons linéaires

des structures pures permet la quantification des énantioméres présents au sein des
multicouches des polyélectrol ytes.

Selon lafigure 111.37, le spectre de DC d’ une solution d’ énantioméres d (x = 1) est symétrique
du spectre d’ une solution d’ énantiomeéres ¢ du méme polyélectrolyte (x = 0), quelle que soit la

nature du compose (PL ou PGA).

©-(b) 7, Polylacide glutamique) |
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Figure111.37: Spectres de DC (Ag) pour différentes valeurs de x dans une solution de (PLd,,PL 4.,) (a) ou

une solution de (PGAd,, PGAZ.,) (b) : x=0(®; x=0,12( xx=0,25( % x=0,33(W; x=0,5
(+); x=0,67 (V); x=0,75 (0); x=0,88 (A); x=1(0).
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Les spectres fs(x) des solutions mixtes se situent entre les deux spectres limites correspondant

ax=0etx =1 Ills peuvent étre exprimés par la combinaison linéaire des spectres des

solutions pures en /, soit f{(x = 0) et pures en d, soit f{(x = 1), suivant |’ éguation :
f(X)=01-a)f,(x=0)+c (x=1)

ou o est un parameétre comprisentre O et 1.

Selon les spectres de DC, les énantiomeéres /¢ et d ne semblent pas interagir dans les solutions

de polycations ou de polyanions ou leurs interactions sont suffisamment faibles pour ne pas

affecter les spectres.
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Figure111.38: Evolution du paramétre a en fonction de x pour les différentes solutions de polyélectrolytes.

@ correspond alasolution (PL /4, PLd,) etA correspond ala solution de (PGA/,.,, PGAd,)

L’évolution de a en fonction de x pour les solutions de PL et de PGA est présentée sur la
figure 111.38. La régression linéaire s adapte parfaitement aux résultats expérimentaux en

solution et conduit aa = X.
A lasuite de ces expériences de controle, les spectres de DC des films (PGAdy,PGA /1.«

PLdy,PL71.x)s ONt été mesurés (figure 111.39).
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Figure 111.39: Spectre de dichroisme circulaire de films (PGAd,,PGAZ,-PLd,,PL/¢.,)s pour différentes
valeursdex:x=0(0 et x=012( 4 x=025()¢x=0,33( wx=05(+); x=0,67 (V); x=
0,75 (0); x=0,88 (A); x=1 (o et)).

La encore, le spectre du film (PGAd-PLd)s ou x = 1 est symétrique du spectre caractérisant le
film (PGA/¢-PL/)g pour lequel x = O, et les spectres des mélanges se situent dans le domaine
délimité par les spectres des films exclusivement formés a l'aide d'énantioméres ¢/ ou d, que
nous appellerons " films purs™. Cependant les spectres de ces films ne peuvent sexprimer
seulement comme une combinaison linéaire des spectres relatifs aux solutions de PGA/ et de

PL? (ou de PGAd et de PLd). Cette observation est a relier a la formation de nouvelles
structures secondaires dans le film lors de la construction couche par couche. Il a été
démontré précédemment que les polyé ectrolytes PGA/ ou PL/ présentaient des structures en
coudes et des hélices a a pH = 7,4 et interagissaient entre eux en formant des feuillets
intermoléculaires et des hélices a (Boulmedais et al. 2003). Or, ces structures organisées
affectent les spectres de dichroisme circulaire entre 180 et 240 nm et sont mises en évidence
par DC. Ains, le DC permet par exemple de remarquer les changements drastiques de
structure durant le processus de repliement des protéines (Kelly and Price 2000). L’ apparition
de feuillets B suite a la construction du film multicouche PL-PGA et |la variation du taux
d’ hélices o expliquent le déplacement des extrema normalement observés en solution ainsi
que I’ apparition d'un signal avec un extremum vers A = 200 nm. (Figure 8 (Kelly and Price
2000)). Les extrema des spectres de DC dans les solutions devraient correspondre a la forme
en hélice a et se retrouvent ains décalés de A = 197 nm a A = 215 nm pour les films, ou
I’extremum résulte alors de plusieurs types de structures organisées (hélice a, feuillet j,

coudes...) et non seulement des hélices a. Cependant, le but de cette éude n’est pas de
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déterminer la composition exacte des films en hélices a, feuillets B et en structures aléatoires.
De plus, les peptides synthétiques sont en général de mauvais modeles pour définir un spectre
de référence pour une structure secondaire.
Pour les spectres de DC des films obtenus a partir des mélanges d énantiomeéres, une
combinaison linéaire des spectres des films purs en /, soit fm(x = 0), et purs en d, soit f(X =
1), et non plus des spectres des solutions, fy(x), peut étre utilisée pour gjuster les résultats
expérimentaux. L’intensité des spectres est proportionnelle a I’ épaisseur des films qui est
déterminée au préalable par QCM-D. Par conséquent, il faut introduire un facteur correctif
dans la relation linéaire. Les différents spectres peuvent donc se décrire par une somme
pondérée d’ une composante / et d’ une composante d :

f () =%‘)[(1—a) f (x=0)+oaf, (x=1)]
ou L(x) représente I'épaisseur du film correspondant a x (confére la parabole sur la figure
111.35 paragraphe 111.4.2.) et Lo |’ épaisseur pour X = 0 ou 1, soit 70,39 nm.
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Figure 111.40: Evolution du taux o d'énantiomeres d dans les films (PGAd,,PGA/;-PLd,,PL41,)s €N
fonction de x, la proportion d’énantioméres d présents dans les solutions de mélanges de
polyéectrolytes. La droite correspond & o = X. Les 2 symboles A et ¥ correspondent a 2
manipul ations indépendantes.

Lafigure 111.40 représente |’ évolution du parametre a (taux d’ énantiomeéres d dans le film) en
fonction de la proportion x en énantioméres d dans les solutions. La valeur de o tend a
s approcher de 0,5 quand un mélange d’ énantioméres est utilisé pour former le film. Plus
précisement, quand x> 0,5 aors 0,5 < a < X, et quand x < 0,5 on obtient 0,5> o > x. Lorsdela

construction du film multicouche de polyéectrolytes, il y aurait donc une tendance a la
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racémisation des énantioméres de polyéectrolytes, ce qui signifierait une incorporation
préférentielle dans le film de I’ espece qui est minoritaire dans les solutions.

En observant a nouveau la figure 111.39, on remargque que ce phénomene se traduit par une
forte diminution des aires sous les courbes (notées AUC) représentative des spectres de DC
des mélanges quand x croit de 0 a 0,12 ou décroit de 1 a0,88. Ainsi, des que x est différent de
1 ou O, la composition en énantioméres d'un film mixte tend a se rapprocher de celle d’un
film racémique auquel correspondrait idéalement un spectre plat d’ordonnée nulle sur la
figure 111.39.

Ces résultats pourraient expliquer les variations d activité biologique constatées avec des

films contenant la protéine A (Benkirane-Jessel et al. 2005). L’ activité des monocytes stagnait
malgré I’augmentation du taux d énantiomeres ¢, biodégradables, tant que le taux X

d énantioméres d en solution, restait supérieur 20,2 (figure 111.41).
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Figurelll.41; Sécrétion de TNF-a par les macrophages cultivés sur des films (PLd,,PL ¢,,-PGAd,,PGA/;.
Js-Protéine A-(PLd,,PL £1..-PGAd,PGAZ,.),-PL avec A) x=100%, B) x=50%, C) x=40%,
D) x=30%, E) x=20% et F) x=10%. Les cellules sont incubées 1, 2, 3, 4, ou 6 heures. Les
différents types de films sont : n=0, n=1, n=2, n=5, n=15, et n=20. La hauteur de chaque barre
correspond a I’ absorbance a 450 nm, moyenne de 2 manipulations indépendantes. Les barres

d erreur représentent |’ écart-type.
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La présente étude montre que la composition du film en énantiomeéres d tend a rester proche
de 0,5 jusgu’'a ce gque x devienne inférieur a 0,2. Le contenu en especes ¢/ dans le film
augmente sensiblement seulement quand x continue a tendre vers 0, ce qui permet la
dégradation du film par les monocytes et leur activation par la protéine A enfouie.

Une hypothese pour expliquer cette adsorption préférentielle pourrait étre que I'interaction
entre deux polyélectrolytes de nature énantiomérique opposee est plus forte que I’ interaction
entre pol yélectrol ytes de méme nature.

Nous alons maintenant vérifier si un phénomene d’ échange entre les deux énantiomeres d’un
méme polyélectrolyte existe et s celui-ci conduirait a une racémisation dans le film.
L’ échange découlerait alors d’'une différence d affinité dans un couple polyanion-polycation

selon la chirdité de ces molécules.

[11.4.3.2. Mise en évidence de |’ échange entre les énantiomeéres / et d de
PL et PGA

Pour mettre en évidence d'éventuels phénomenes d'échanges, des films PEI-(PGAdy,PGA /1.4~
PLdy,PL71.x)s Ou PEI-(PGAdk,PGA /1«-PLdy,PL71.4)s-PGAdK,PGA /1« Sont construits sur des
surfaces de quartz. Aprés avoir déterminé leur spectre en DC, les films sont placés dans des
solutions du méme polyélectrolyte que celui constituant la couche finale, mais d’ énantiomérie
opposée (ou égale lorsqu'il sagit d'une expérience " témoin "). La cinétique d’ échange est
déterminée sur une durée allant jusgu’ a 22 jours. Les mesures de DC permettent d’ obtenir les
spectres présentés sur lafigure 111.42.
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Figure I11.42: Cinétique d’échange de polyélectrolytes d’ énantioméries similaires ou opposées suivie par
dichroisme circulaire. Les films multicouches sont immergés dans une solution de
polyélectrolytes d’énantiomérie égale ou opposée a I'énantiomérie des polyélectrolytes
congtituant la couche terminae du film : (a) PEI-(PGAd-PLd)s immergé dans PL¢ (b) PEI-
(PGAd-PLd)e immergé dans PLd (comme témoin), (c) PEI-(PGA/¢-PL¢)s immergé dans PGAd et

(d) PEI-(PGAdy5,PGA (o 5-PLdys,PL (g 5)s-PGAd, s immergé dans PGAd.

Les aires sous les courbes (AUC) sont déterminées entre A = 205 et A = 225 nm, afin de
mettre en évidence d’ éventuelles différences engendrées par I’ échange et d’ éviter de prendre
en compte le spectre causé par la présence de feuillets B dont I’ extremum se situe en dessous
de 200 nm (figure 111.43 (a)).
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Diminution de I'AUC en pourcentage
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Figurelll.43:

Evolution des AUC de spectres de dichroisme circulaire (a) et de a (b) de films multicouches

immer gés dans des solutions de polyélectrolytes sur une durée de 22 jours. Les films sont de

type PEI-(PGAd,,PGA ¢1,-PLd,,PL?14)s SOit PLd, en couche terminale ou PEI-(PGAd,,PGA /(1 «-

PLd,,PL?1,)s-PGAd,,PGA/,, soit PGAd, en couche terminale.

Les contréles " témoin " ayant pour couche finale PLd immergée dans une solution de PLd
(figure 111.42 (b)) ou PL/ immergé dans une solution de PL/ restent stables d’ un point de vue

spectre de DC. Les AUC restent donc constantes. Par conséquent, les AUC pour ces
différentes conditions ne sont pas représentées figure 111.43 (a), celles-ci restant stables. Pour

les films PEI-(PGAdy 5,PGA /o 5-PLdy5,PL /o 5)5-PGAdy 5, le fait de les placer dans PGAd ou

PGA/ modifie peu I’alure du spectre de DC (et inversement avec PL /s en couche finale,
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trempé dans PL/ ou PLd) (figure 111.43 (a)). La valeur de a résultante ne varie pas de fagon
significative en 22 jours (figure 111.43 (b)).

Le fait de placer le film pur d terminé par PLd dans une solution pure de PL/ entraine une
diminution de I’AUC du spectre de DC du film pur d (figure 111.42 (a)). Pour des films purs /
terminé par PL/ et immergé dans une solution pure de PLd, une diminution est auss
observée. Cet échange se produit également dans le cas des polyélectrolytes PGA. Une
diminution des AUC est constatée lors de I'immersion de films dans une solution de
polyélectrolytes de chiralité opposée au polyélectrolyte constituant la couche terminale du
film. Par consequent, il existerait bien un échange de polyélectrolytes possible qui tendrait
vers une racémisation dans la composition énantiomérique des films multicouches de
polyélectrolytes.

Dans la figure 111.39, nous avons noté gqu’ un fort amortissement des AUC était induit par un
mélange en énantioméres avec x > 0,88 ou x < 0,12. Cependant, une détermination de o est
nécessaire afin d’ éviter des erreurs d'interprétation. En effet, une forte diminution de I’ AUC
observée sur les spectres de DC, de 72,5 % pour des films mixtes avec x = 0,88, et de 50,6 %
pour x = 0,12, correspond a une variation de o de 41,2 % ou 16,9 % respectivement (figure
111.40).

Ainsi a varie de 16 % suite al’ échange d’ énantiomeres d (x = 1) du film par des énantiomeres
¢ de la solution pendant 22 jours alors qu’il varie de 26 % si un film pur ¢ (x = 0) est immergé
dans une solution d énantioméres d pendant le méme temps (Figure 111.43 (b)). Ces
différences semblent significatives d’ un échange potentiel de polyélectrolytes chiraux mais
elles sont déterminées aprés un processus d’ échange de 22 jours alors qu’un film se construit
par étapes de 5 minutes généralement. Ces différences ne permettent donc pas de conclure
catégoriguement sur un réel échange des énantiomeéres vers une racémisation du film (d-d vers
(-d ou ¢-¢ vers (-d).

Néanmoins, ces premiéres expériences permettent de penser qu'un échange entre les
polyélectrolytes de chiralité opposée existe. Il y aurait donc une affinité plus élevée entre un
polycation d’une espece chirale et le polyanion de chiralité opposée comparativement a
I'affinité d'un couple avec la méme énantiomérie. Ces résultats doivent cependant étre

complétés et étayés, basés sur des études en DC sur les films mixtes en énantiomeéres.
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[11.4.4. Discussion et perspectives

Au stade actuel, nous avons uniquement réaliseé des expériences sur les films purs 7 et d ou
avec X = 0,5 pour étudier I’échange énantiomérique. En effet, nous espérions qu’un film
construit avec des énantiomeéres d et immergé dans une solution de polyélectrolytes ¢ nous
permettrait d’ observer de fortes variations comparables a celles des figures 111.39 et 111.40 des
gue x est différent de 1. Cependant, seules de faibles variations de a ont été mises en
évidence.

Selon nos résultats préliminaires, il y aurait pourtant une tendance vers un enrichissement
dans le film de I énantiomére minoritaire en solution, aboutissant a la racémisation en formes
¢ et d. Des échanges entre polyélectrolytes de méme nature mais de chiraité opposée
pourraient en étre a |’ origine. Ainsi, pour des films avec x = 0,5, a ne semble pas évoluer en
présence de solutions de PLd ou PL/, aors que a est modifié suite au contact prolongé des
films purs (x = 1 ou x = 0) avec des solutions de polyélectrolytes d’ énantiomérie opposée a
I’ énantiomérie des polyél ectrol ytes constituant 1a couche terminale des films.

Des expériences en dichroisme circulaire restent & mener sur des films mixtes en
énantiomeéres immergés dans une solution pure en énantiomeres opposés ou dans une solution
mixte pour confirmer ces premiers résultats. L’objectif serait de démontrer |’échange
préférentiel de polyéectrolytes selon leur chiralité afin d obtenir des films racémiques en
énantiomeéres /¢ et d. Cependant le phénomene est lent puisqu’il faut 22 jours d expérience
pour obtenir 16 & 26 % de variation sur a en partant d'un filmpuroux=oa=1oux=a=0. Il
faut noter que ce phénomeéne d’ échange n’ est donc pas comparable a celui qui alieu lorsde la
construction ou les dépots successifs se font en 5 minutes et ou une construction compl éte est
réalisée en 5 heures environ.

La QCM-D pourrait nous permettre d’ évaluer en temps rédl le phénoméne d’ échange lors de
la construction couche par couche de films mixtes en énantiomeres. Deux expériences seraient
a mener. Il faut réaliser la méme expérience d' échanges gqu'en DC sur des films mis en
contact avec des solutions de polyéectrolytes de méme nature mais d’ énantioméries opposés
que les polyélectrolytes placés en couche terminale. La détermination en QCM-D pourrait
consister en une augmentation de —Af/v, donc de la masse du film, suite a I’apport de
polyélectrolytes de charge et d’ énantiomérie oppose aux polyé ectrolytes déposés en couche

finale. En effet, s I’affinité entre les polyélectrolytes est tres différente, nous aurions aors
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nous seulement un échange mais aussi une masse de polyélectrolytes supplémentaire dans le
film.

D’autre part, il serait intéressant de déterminer les interactions différentes entre PL et PGA
selon leurs énantioméries égales ou opposées. Lors de la construction couche par couche, une
sélection directe des polyélectrolytes d’ énantioméries minoritaires en solution a lieu qui tend
vers une racémisation du film. De plus, selon lafigure 111.36, I” épaisseur du film, obtenue par
des expériences en QCM-D, est plus importanteax =0 et x = 1 quax = 0,5. L’ architecture
des films racémiques semble donc étre structurée différemment que celle des films purs. Les
interactions entre les polyél ectrol ytes d’ énantiomeéries opposees seraient plus fortes que celles
entre des polyélectrolytes de méme nature chirale et pourraient alors expliquer cette
différence de structuration. D’un point de vue énergétique, I'intégration de polyéectrolytes
d’ énantioméries opposes serait donc favorisée et aboutirait a une racémisation.

Des expériences de microcalorimétrie pourraient étre aussi envisagées afin de déterminer s
les changements d’ enthal pie lors de la complexation varient selon les polyélectrol ytes chiraux

placés en solution (Laugel et al. 2006).
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Chapitre IV : Les films multicouches comme biomatériaux pour I'ingénierie

tissulaire : induction du tissu osseux a partir de cellules souches et de facteurs

de croissance incorporés dans des films multicouches

Pemp munud yec'hed a ra vad d'un den klafiv.

(Cing minutes de santé font du bien au malade.)
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Chapitre IV : Les films multicouches comme biomatériaux pour I'ingénierie

tissulaire : induction du tissu osseux a partir de cellules souches et de facteurs

de croissance incorporeés dans des films multicouches

IV.1. Résultatsobtenuspar lestravaux précédents et objectifs

Lors de mon travail de thése, un autre projet consistait a améliorer la fonctionnalité de
biomatériaux implantables en leur conférant la capacité de stimuler leur environnement
biologique, c'est-&-dire en les rendant " bioactifs ", par I'intermédiaire de revétements
adaptés.

Les travaux entrepris au sein de I'unité INSERM 595 dirigée par J.-C. Voegel ont pour
ambition essentielle de développer des assemblages a activité anti-inflammatoire,
antibactérienne, anticancéreuse voire anti-métastasique destinés au recouvrement de
biomatériaux. La construction d'assemblages de polyé ectrol ytes représente une voie originale
dans le développement d’interfaces fonctionnalisées, une des thématiques principale actuelle
du laboratoire. Les assemblages de polyélectrolytes se construisent par adsorptions alternées
de polyélectrolytes de charges opposées (polycations et polyanions). Cette construction est
simple a réaliser et s adapte a n'importe quelle surface, quelles que soient la topologie et la
forme du substrat. Ces assemblages constituent une trame dans laguelle peuvent étre
incorporés des particules, des macromol écules, des protéines ou des peptides. Par exempleil a
été montré que des peptides couplés a la poly(/-lysine) et inclus ou exposés a la surface
d’ assembl ages de polyél ectrolytes conservent leur biofonctionnalité (Chlubaet a. 2001).
Gréce a cette technologie, I’activité proinflammatoire de la protéine A, une protéine
membranaire de staphylococcus aureus déclenchant la réaction inflammatoire mais ayant
auss d'autres activités biologiques (antitumorale, anticarcinogénique (Ray et al. 2000),
antifongique (Srivastava et a. 1997), antiparasite (Ghose et al. 1999)) a été conservée suite a
son enfouissement dans un assemblage de polyélectrolytes (Jessel et al. 2003). Le peptide a-
MSH a activité anti-inflammatoire conserve aussi son activité suite a I’intégration dans un
film multicouche (Benkirane-Jessel et al. 2004a; Schultz et al. 2005).

Cependant, toutes les molécules actives ne s'intégrent pas automatiquement dans un film
multicouche (molécules hydrophobes, apolaires...). Les cyclodextrines sont des molécules

organiques qui présentent dans ce cadre de nombreux avantages. (i) elles possedent une cavité
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hydrophobe qui peut encapsuler des molécules, (ii) on peut leur appliquer des modifications
chimiques sélectives et insérer des groupes fonctionnels variés tant au bord primaire qu’au
bord secondaire, et (iii) leur production peut se faire a I’ échelle industrielle (Fromming and
Szejtli 1994). Les cyclodextrines (CD) et leurs dérivés sont employés pour augmenter la
solubilité aqueuse, le taux de dissolution et la biodisponibilité des médicaments lipophiles.
Les CD ont une structure en tore avec ses groupements hydroxyles hydrophiles orientés vers
I’ extérieur. Ainsi elles présentent une surface hydrophile et une cavité interne hydrophobe ou
des principes actifs hydrophobes vont pouvoir se complexer. Les cyclodextrines forment donc
des complexes d’inclusion avec toutes sortes de molécules organiques et sont déa utilisées
pour la mise au point de systémes de transport et de solubilisation de médicaments, plus
précisément de molécules thérapeutiques peu solubles en milieu aqueux, avec des modes
d’ administration trés variés (Irie and Uekama 1999). La solubilité du Taxol est augmentée de
99000 fois par complexation avec des cyclodextrines (Loftsson and Brewster 1996). Plus la
solubilité de la molécule active dans |’eau est faible, plus |I’augmentation de la solubilité
relative suite a la complexation avec les CD est importante. De nombreuses formulations
pharmaceutiques contiennent des cyclodextrines dont le Mopral® (oméprazole, inhibiteur de
la pompe a protons) ou le Brexin® (piroxicam, un anti-inflammatoire).

L’utilisation des cyclodextrines ouvre de nombreuses perspectives dans le domaine
thérapeutique, notamment dans I’ éaboration dinterfaces bioactives utilisables en thérapie
génique et en diagnostic (O'Keeffe et a. 1997). Bien qu’'elles permettent d'encapsuler ou de
greffer en surface un facteur biologique actif et ainsi de le protéger et de le libérer de fagon
contrélée, les cyclodextrines n'ont jamais été utilisées dans des interfaces fonctionnalisées a
visee thérapeutique. Ce type d association devrait protéger les molécules bioactives d une
dégradation enzymatique rapide et, par conséquent, générer une réponse plus stable dans le
temps. Ces résultats prometteurs permettent, non seulement d envisager |’ application de cette
technique & la réalisation de revétements bioactifs, mais aussi, dans une certaine mesure,
d anticiper les complications médicales qui peuvent résulter de I'implantation d’un éément
exogene.

Dans le cadre des films multicouches de polyéectrolytes, il est donc envisageable d utiliser
les CD lors de la construction tout en profitant de leur fonction de complexant chimique. Un
dérivé de la B-cyclodextrine monocarboxylée sera utilisé dans cette éude noté cCD.

Du lipopolysaccharide bactérien (LPS) a déja été inséré dans des films multicouches PL /-

PGA aprés complexation avec de la B-cyclodextrine (Jessel et al. 2004). La présence de cCD
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permet la conservation de I’ activité inflammatoire du LPS qui seul interagit avec la poly(/-
lysine) et devient de ce fait inactif. De plus, le contréle de la vitesse d’ action de la protéine est
possible en enfouissant plus au moins le complexe dans la multicouche. Les cellules
atteignent plus ou moins rapidement la protéine et la sécrétion résultante en TNF-a. (Tumoral
Growth Factor-a), une cytokine pro-inflammatoire, est donc différée selon I’ endroit ou a été
placé le LPS. Une meilleure stabilité de la réponse dans le temps est ainsi obtenue.

De fagon similaire, le piroxicam, un anti-inflammatoire non stéroidien, conserve son activité
dans des films multicouches PL/-PGA gréace aux complexes piroxicam/cCD (Benkirane-
Jessel et al. 2004b) et une modulation de la réponse est réalisée en enfouissant |’ anti-
inflammatoire plus ou moins profondément dans le film multicouche. De I’ADN a auss pu
étre intégré et servir pour le transfert de génes. Le transfert se trouve potentialisé grace a
I’immobilisation de I’ ADN (Jessel et a. 2006). Enfin, un antagoniste du lipide A a é&té intégré
avec de lacCD pour créer un systéme qui antagonise |’ activité du LPS (Gangloff et al. 2006).
L’ utilisation de ces assemblages multicouches-cCD est tres prometteuse du fait de leur non
toxicité. De plus, leur structure permet d'associer des molécules actives soit par
encapsulation, soit par greffage covalent (multi-fonctionnalisation). Ce type d’association
devrait protéger les molécules bioactives d'une dégradation enzymatique rapide et par
conséquent générer une réponse plus stable dans le temps. Les objectifs spécifiques sont : (i)
de produire des polyélectrolytes ou des cyclodextrines fonctionnalises, par couplage covaent
des polyélectrolytes a un peptide anti-inflammatoire ou par encapsulation des médicaments
dans la cavité hydrophobe de la cyclodextrine ; (ii) d’incorporer ces constructions dans des
films de polyéectrolytes; (iii) de caractériser ces assemblages in vitro et in vivo selon le
médicament incorporé soit pour leur effet anti-inflammatoire, leur capacité a inhiber
I"invasion cellulaire tumorale ou encore I'induction de la différenciation cellulaire.

La mise au point de ces revétements bioactifs et |a maitrise de leur bioactivité pourraient alors
constituer un outil modulable et adapté aux exigences spécifiques de la plupart des matériaux
implantables. Du point de vue clinique, ces nouveaux matériaux devraient permettre une
diminution du taux d échec des implantations et une réduction du temps de guérison et
d’immobilisation des patients. Gréce a cette stratégie, les implants ne seraient plus seulement
utilisés comme support mécanique, mais également comme des systemes a libération

contrélée de médicaments (" drug delivery systems™).
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La régénération tissulaire s appuie en général sur trois facteurs: les cellules, les matrices et
les facteurs de croissance. Le contingent cellulaire peut aussi bien inclure des cellules
primaires, progeénitrices, voire des cellules souches. Les différents types cellulaires sont alors
évalués en termes de développement, de différenciation et de prolifération. Les matrices,
guant a elles, sont déterminantes, car elles doivent a lafois permettre la différenciation et une
prolifération structurée. D’ autre part, différentes macromolécules ont été utilisees seules et/ou
en association : le collagene, du poly(acide lactique) ou du poly(acide glycolique), voire
certains polymeéres biodégradables comme les acides hydrocinnamique ou lactique ou des
polysaccharides.

Il est cependant tres difficile de bien contréler les fonctions cellulaires uniquement par voie
physico-chimique par le biais du support ou de la matrice, et |’apport de facteurs de
croissance bio-inducteurs est souvent trés utile. Des facteurs tels que le facteur dérivé des
plaquettes (PDGF) (Gaissmaier et a. 2005), le facteur de croissance des hépatocytes (HGF)
(Bau et a. 2004) ou du fibroblaste (FGF-2) (Stevens et al. 2004) ont é&é employés pour
favoriser larégénération tissulaire.

L’ingénierie tissulaire consiste, par ces différents moyens, a faciliter la formation de
nouveaux tissus a partir de cellules différenciées voire de cellules souches adultes pour
remplacer idéalement des organes déficients ou inopérants, notamment le cartilage.

Vis-arvis des cellules résidentes, le biomatériau doit permettre a la fois I’ attachement, la
migration cellulaire a la surface puis a I'intérieur de la structure, puis la prolifération et la
différenciation cellulaires. Il doit également fournir un environnement propice au maintien du
phénotype cellulaire et a I'activité synthétique des cellules (Drury and Mooney 2003;
Goessler et al. 2004) tout en apportant si possible un effet biologique afin de permettre une
synthése matricielle accélérée et de bonne qualité. De ce fait, ce biomatériau doit répondre a
un cahier des charges strict : il doit étre non toxique, biocompatible, biodégradable, posséder
une bonne porosité et permettre une bio-intégration avec le tissu environnant. Au cours du
processus de réparation, le biomatériau devrait étre capable de se dégrader en méme temps
gue lamatrice se forme pour lui céder la place et finalement aboutir a une reconstruction d’un
néo tissu (sans traces résiduelles du biomatériau).

Plus spécifiquement, |’ os et le cartilage font partie des rares tissus du corps a ne pas pouvoir
se régenérer complétement. Ainsi |’ 0s ne se régénére pas suite a une |ésion traumatique large.
De plus, dans des conditions pathologiques telles un cancer ou |’ ostéoporose, une
reconstruction tissulaire s'impose (Hing 2004). A I'heure actuelle, la prothése orthopédique

reste le traitement majoritaire et les nombreux biomatériaux testés pour remplacer I’ os telles
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des échafaudages en soie (Meind et a. 2005), en apatite (Legeros et al. 2003), ou en
polymeéres synthétiques (Leiggener et al. 2006) sont limités au traitement de lésions peu
étendues (Hing 2004) voire a des régions subissant seulement de faible pression (Jagur-
Grodzinski 2006).

En ce qui concerne le cartilage, il présente de faibles capacités de régénération puisgu’il est
avascularisé (Buckwalter and Mankin 1997; Cancedda et al. 2003). Lors de maladies auto-
immunes, telles I'arthrose, ou la polyarthrite rhumatoide ou simplement suite au
vielllissement, les articulations se détériorent donc de maniére irréversible. Les traitements
courants servent a stopper la douleur, et/ou I'inflammation, mais jamais a réparer
I articulation.

Concernant le chondrocyte, cellule principale du cartilage, la culture 3D est une étape
majeure, indispensable pour maintenir le phénotype souhaité, puisqu’en monocouche, les
chondrocytes se dédifférencient et deviennent fibroblastiques (Lee et a. 2003).

Le biomatériau " échafaudage ", par son réle alafois structurant et bio-inducteur, permet non
seulement de former un réseau tridimensionnel dans lequel le chondrocyte pourra maintenir
son phénotype et synthétisser une matrice composée de collagenes de type |l et de
protéoglycanes (caractéristiques d’un cartilage hyalin), mais aussi de déposer des cellules
souches sur cette architecture avec la possibilité d’inclure des facteurs de croissance dans la
méme construction tridimensionnelle.

L’ingénierie tissulaire combinée aux échafaudages représente ici une avancée thérapeutique
majeure pour substituer les prothéses artificielles. Ainsi, des cellules sont placées dans ou sur
le matériau fonctionnalisé par des facteurs de croissance. Elles colonisent |a structure et, dans
un cas idéal, un tissu régenéré différencié se substitue a I’ échafaudage qui se sera décomposé
pendant le processus de guérison. Des nouveaux traitements consistent ainsi a injecter des
chondrocytes autologues sur des échafaudages 3D tel le Hyalograft® (Fidia Advanced
Biopolymers, Abano Terme, Italie) (Tognana et al. 2007). Cette autogreffe de chondrocytes
permet de guérir une articulation mais pose souvent des problémes d’ approvisionnement en
cellules autologues (Tay et al. 2004), de dédifférenciation, et de prolifération faible (Kuo et al.
2006).

Les cellules souches embryonnaires ou mésenchymateuses vont permettre de contourner ces
problémes car elles sont faciles a prélever, elles proliférent aisément et surtout elles peuvent
se différencier en de nombreux types cellulaires selon les facteurs de croissance ou des
substances actives définies (Mayhall et a. 2004).
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Pour reconstruire du cartilage par ingénierie tissulaire, des molécules actives peuvent aider a
la différenciation des cellules souches pour éviter les fibroses et/ou pour faciliter la guérison.
Le facteur TGF-B1 (Transforming Growth Factor-1) permet une différenciation des cellules
en chondrocytes (Park et al. 20074). Au niveau de I'os, la protéine BMP-2 (Bone
Morphogenetic Protein-2) a démontré une grande faculté a stimuler une croissance osseuse
(Woo et a. 2001; Lee and Shin 2007), I'os et le cartilage n’ayant pas la capacité de se
régénérer seul.

Au sein de ce laboratoire, différents types cellulaires ont dga été cultivés a la surface de
polyélectrolytes : en particulier une lignée ostéoblastique (SaOS-2), des ostéoblastes
primaires, des fibroblastes du ligament alvéolo-dentaire (PDL-Fs) et des monocytes (THP-1).
Sur de la poly(¢-lysine) (PL¢), de la poly(allylamine hydrochloride) (PAH), du poly(acide /-

glutamique) (PGAY), et du poly(styrene sulfonate) (PSS), les quatre types cellulaires sont
viables et ne montrent pas de variations phénotypiques (Tryoen-Toth et al. 2002).

L’idée de notre éude est de combiner les deux protéines BMP-2 et TGF-B1 et les cellules
souches embryonnaires gréce a la technologie des films multicouches de polyélectrolytes. Le
film multicouche va permettre de placer ces deux molécules en réserve dans le méme
environnement tout en fournissant une structure adhérente aux cellules. Des cellules souches
embryonnaires de souris vont étre cultivées sur les films afin de vérifier si les protéines sont
toujours actives malgré I’adsorption en observant I'induction de la formation osseuse en
fonction du temps. Ainsi on obtiendrait un nouveau biomatériau pour greffer des cellules

osseuses dans des zones ciblées a traiter.

1V.2. Résultats

Tout d'abord, une particularité de cette étude se situe dans la composition des films
multicouches de polyélectrolytes. En effet, le film (PL/-PGA/)1s est non adhésif pour les
corps embryonnaires. Le fait d’ échanger laPL/ dans les 5 derniéres paires de couches du film
par de la PL/ succinylée (PL/s) soit un film (PL/-PGA/)10-PL/-(PGA¢- PL/S)s favorise
I”adhésion des corps embryonnaires. La PL/s est un intermédiaire utilisé pour le couplage de
laPL/ ades protéines dont I’ angiotensine pour la rendre antigénique (Stason et al. 1967). Ce

polyélectrolyte est un polyanion avec une faible densité de charges.
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La construction couche par couche du film (PGA/-PL/s)s a été suivie en microbalance a
cristal de quartz afin de vérifier s'il y avait un dépdt de couches de polyélectrolytes a chague

étape (figure 1V.1).
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PLL-s 6 |-

Figure IV.1: Evolution en microbalance a cristal de quartz des fréquences nor malisées (-A(f)/v) lors de la
construction couche par couche d'un film (PL{SPGA{)s-PL{s-cCD. Les vaeurs sont
déterminées aprés le dépbt du polyélectrolyte ou de la cCD et un ringage avec la solution tampon
de NaCl 0,15M. Les variations sont déterminées a une fréquence de résonance de 15 MHz

(fréguence fondamentale de 5 MHz, v =3).

L’ augmentation de -A(f)/v en fonction de la couche terminale déposée lors de la construction
du film (PL/s-PGA/)s-PL/s-cCD démontre qu’il y a bien formation d' un film multicouche
avec une croissance en masse et en épaisseur de type linéaire (voir paragraphe 1.2.2.4.1.).
Pour expliquer la différence d’ adhésion rencontrée entre les films composés de PL/ ou de
PL/s, il est possible que le module d'Young de ces deux structures differe. En effet, une
augmentation du module d' Young au niveau du film composé de PL/s aboutirait a une
augmentation de |’ adhésion cellulaire en raison de la durotaxie (voir paragraphe 111.2.1.).
Suite a ces études préliminaires pour déterminer quel type de film multicouche est adhésif aux
cellules, nous avons testé quelle était la meilleure architecture pour induire I’ ostéogenese de
corps embryonnaires. Les corps embryonnaires D3 sont cultivés pendant 10 ou 21 jours sur
des films multicouches fonctionnalises avec BMP-2 et/ou TGF-f1 en présence d'acide
ascorbique et d'insuline.

La coloration au bleu Alcian marque de fagon spécifique en bleu les protéoglycanes acides
gui constituent le cartilage comme présenté figure V.2 (voir paragraphe 11.2.14.). Les
résultats montrent clairement une induction de I’expression chondrogénique au bout de 10

jours de culture.
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Figure 1V.2: Coloration au bleu Alcian pour marquer les protéoglycanes acides secrétés par les
chondrocytes dérivés des cellules souches. La présence de chondrocytes est estimée au

10°™ jour de culture des corps embryonnaires cultivés sur des films multicouches : sans
BMP-2 ni TGF-B1 (A) = (PL{-PGA()1o-PL(-(PGA(-PL(S)s, avec BMP-2 seule (B) = (PL¢-
PGA()o-PL¢-BM P2-PL(-(PGA (-PL (s)s, avec TGF-B1 et BMP-2 (C) = (PL(-PGA/)s-PL (-
cCD-T GFB1-cCD-PL(-(PGA(-PL )s-BM P2-PL(-(PGA(-PL(S)s, et (D) = (PL(-PGA()s-
PL/-BM P2-PL/-(PGA/-PL/¢)s-cCD-TGFp1-cCD-PL/-(PGA/¢-PL/S)s. L’observation est

menée avec un microscope & contraste de phase (20x).

Gréce ala coloration au bleu Alcian, il est mis en évidence que seule I’ architecture contenant
les deux protéines (figure 1V.2 C et D) permet d’ obtenir une coloration bleue donc une
différenciation des corps embryonnaires en chondroblastes. En absence de molécules actives
danslefilm (figure IV.2 A), les corps embryonnaires restent a un stade indifférencié. Enfin, s
seule la protéine BMP-2 (figure 1V.2 B) [ou le TGF-B1, données non montrées] est intégrée
dans le film, elle ne suffit pas a induire une différenciation des corps embryonnaires dérivés
des cellules souches. Il semblerait donc que la présence de BMP-2 soit nécessaire pour que le
TGF-B1 puisse agir et inversement. Ces deux facteurs ont donc un effet synergétique. Cet
effet n"avait jamais éé mis en évidence auparavant dans le cas de la fonctionnalisation des
films multicouches de polyélectrol ytes.

Lors du développement embryonnaire, le stade cartilage se poursuit par une minéralisation et
18me

donc une ossification de la structure. Le marquage Von Kossa au 217 jour de culture met en

évidence les structures minéralisées en noir (voir paragraphe 11.2.14.).
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Figure 1V.3: Coloration Von Kossa pour visualiser la différenciation en os des corps embryonnaires aprés
21 jours de culture sur un film multicouche non fonctionnalisé (A) = (PL/-PGA()o-PL(-(PGA(-
PL/s)s, ou fonctionnalisé par la BMP-2 et le TGF-B1 (B et C, deux zones différentes) = (PL /-
PGA()s-PL ¢-BM P2-PL (-(PGA (-PL ()s-cCD-T GFB1-cCD-PL /-(PGA(-PL(S)s.

La figure V.3 présente les résultats suite a la coloration au Von Kossa. Le film seul (figure
IV.3 A) n'induit pas la différenciation des corps embryonnaires en os comme déja démontré
auparavant puisgue les cellules n’accédaient méme pas au stade de cartilage. Seul le film
constitué des deux protéines (figure 1V.3 B et C) aboutit a des ostéoblastes exprimant de
I ostéocal cine minéralisée a partir des corps embryonnaires.

La commutation entre les cellules cartilagineuses et les cellules osseuses prend donc place
entre le 10°™ et le 21°™ jour de culture des corps embryonnaires seulement sur un film
contenant les deux protéines simultanément.

Pour vérifier cette hypothése, une analyse de I'expression de |’ ostéopontine, une protéine

spécifique des lignées ostéobl astiques est réalisée par immunocytochimie (figure 1V .4).

Figure1V.4: Immunocytochimie des cor ps embryonnair es avec |’ anticor ps anti-ostéopontine en paralléle
avec une coloration des noyaux cellulaires par marquage Hoechst. B et D Immunomarquage
pour les cellules exprimant I’ ostéopontine (en rouge), A et C : Coloration Hoechst (en bleu). Les
corps embryonnaires sont cultivés pendant 21 jours sur un film multicouche fonctionnalisé avec
TGF-p1 et BMP-2 (A et B) = (PL-PLGA)_-PtL-cCD-TGFp -cCD-PLL-(PLGA-P(L) -BMP -
PP,L-(PEGA-PELS)5 ou sans protéine (C et D) = (P{iLs—PEGA)lO-PEL-(PEGA-PP,LS)S.
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Les résultats d’immunocytochimie confirment les résultats précédemment obtenus avec la
coloration spécifique Von Kossa. Des ostéoblastes synthétisent de |’ ostéopontine apres 21
jours de culture seulement sur le film fonctionnalisé avec les deux protéines. L’ emplacement
d’ une protéine par rapport al’autre lors de |’ enfouissement ne semble pas avoir d’ importance
puisgue dans les deux cas la synthése d’ ostéopontine et une calcification apparaissent, deux
€éléments caractéristiques du phénotype ostéoblastique.

Ces résultats ont été confirmés par RTPCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction)
par une analyse non seulement de |’expression d'aggrécane et de collagene types Il,
molécules spécifiques du cartilage au bout de 10 jours de différenciation, mais auss par
I’expression de I'ostéopontine et de |’ ostéocalcine, molécules spécifiques de I'induction
osseuse au bout de 21 jours de différenciation (figure IV.5).

Marker ¢ B OISR

1000
500 | == -

100

1 ]2 34‘3”6 78 QIOHHIZISMW

10 days 21 days WT
of EB differentiation D2 ES cells

Figure IV.5: Analyse RT-PCR de I’expression de composants de la matrice extracellulaire. Les ARN sont
extraits des corps embryonnaires D3 différenciés sur les films multicouches fonctionnalisés avec
BMP-2 et TGF-B1 en présence d acide ascorbique et d'insuline aprés 10 ou 21 jours de culture
(respectivement lignes 1 a 5 et lignes 6 & 10) en comparaison avec des cellules souches
embryonnaires D3 " wild type " (lignes 11 a 15). Les amorces servent a cibler : I'Hypoxanthine-
Guanine Phosphoribosyl Transférase (HPRT) : H = 507bp (lignes 1, 6, 11); I’Aggrécane : AG =
270bp (lignes 2, 7, 12); le Collagéne type Il : CO = 432bp (lignes 3, 8, 13); I’ Ostéocalcine: OC =
370bp (lignes 4, 9, 14); et I’ Ostéopontine : OP = 460bp (lignes 5, 10, 15). Le géne de I'HPRT
correspond au " housekeeping gene" pour controler la qualité de la RT-PCR. L’AG et le CO sont

des marqueurs du cartilage alors que I’ OC et I’ OP marquent |a présence d' os.

186




Chap. IV

Nous avons aussi pu observer en microscopie a balayage une induction du réseau de collagéene
au bout de 10 jours de différenciation spécifique d’une induction chondrogénique (figure
1V.6).

Figure IV.6: Observations en MEB (microscopie électronique a balayage) de I'induction du cartilage
(induction de la synthése de collagéne) par des corps embryonnaires cultivés sur des films

(PL¢-PGA() -PL(-cCD-TGFp, -cCD-PL(-(PGA(-PL() -BMP -PL(-(PGA(-PL(S) (A: 20

um, B: 10 pm, C: 5 um, D: 2 um).

Par ailleurs, une observation en microscopie a transmission au bout de 21 jours de
différenciation montre clairement une minéralisation de ce réseau collagéne, une induction de
lavésicule del’ os et une présence d’ ostéoblastes signant I’ induction osseuse (figure 1V.7).

Ll & i’ -. =0 i

Figure IV.7: Observations en MET (microscopie éectronique en transmission) de I'induction osseuse sur
des corps embryonnaires cultivés sur des films (PL¢-PGA()s-PL/-cCD-T GFp,-cCD-PL¢-(PGA/-
PL/)s-BM P>-PL/-(PGA/-PL(S)s. A et C : Ossification visualisée en noir sur des fibres de

collagéne; B: Induction de vésicules osseuses; D: Visualisation d’ un ostéoblaste.
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Une observation importante est a discuter : la position des molécules dans la multicouche
n'est pas primordiale puisque s la position dans le film de la BMP-2 et du TGF-f1 est
inversée, les cellules se différencient toujours en chondrocytes puis en ostéoblastes. Etant
donné que les cellules ne distinguent pas les deux types de films en fonction du degré
d’ enfouissement, une hypothése serait que ces deux molécules sont libérées dans le milieu et
interagissent directement avec les cellules. Une autre possibilité est que ces principes actifs
peuvent diffuser au travers du film multicouche de fagon arentrer en contact avec les cellules
aux abords de la surface. Une troisiéme explication pourrait étre que les cellules forment des
pseudopodes et/ou dégradent le film multicouche pour aboutir a la couche protéique insérée
danslefilm.

Afin de pousser le raisonnement, les corps embryonnaires ont éé mis en contact avec le
surnageant des films fonctionnalisés. Aucune différenciation n'a été révélée suite a ce
traitement. Les corps embryonnaires ont aussi été cultivés avec les facteurs de croissance
libres dans le surnageant. Dans ce cas de figure, la différenciation est peu marquée en
comparaison a celle obtenue suite al’immobilisation des facteurs dans e film multicouche.
Les cellules rentreraient donc en contact avec les facteurs de croissance au travers des films
de polyélectrolytes ou en surface. L’ adsorption des protéines amplifie la réponse cellulaire a
ces facteurs. Néanmoins, le mécanisme d'interaction entre ces facteurs de croissance
incorporés dans le film multicouche et |les cellules reste a déterminer clairement.

Les protéines pourraient diffuser vers la surface du film et rentrer en contact avec les cellules
ayant formées des pseudopodes. L’ hypothése n'est pas a rejeter étant donné que la masse
moléculaire du BMP-2 est deux fois moins grande que celle de la PL/ (26000 Da en
comparaison de 50000 Da). Cependant, le TGF-B1 est déposé entre 2 couches de cCD et
semble donc difficilement pouvoir se comporter comme une espece diffusive. Par conséquent,
les cellules atteindraient les molécules au travers de la multicouche par formation de
pseudopodes et/ou dégradation du film. Elles seraient alors en contact avec le TGF-1
immobilisé au niveau d une couche précise du film et en méme temps en contact avec la
protéine BMP-2 qui aurait diffusé dans I'intégralité du film. Cette hypothese permet de
corroborer |' effet synergétique révélé dans cette étude ou les deux protéines doivent étre en

présence afin d’'induire I’ ostéogenese.
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1V.3. Conclusions et per spectives

Sur des films multicouches bioactifs formés de PL/, PGA/ et PL/s, les corps embryonnaires
se différencient en cellules du cartilage puis de I’ os gréace respectivement au TGF-B1 et ala
BMP-2 insérés dans le film. Il est mis en évidence un effet synergétique de ces deux
composés. En effet, s le film contient un des deux facteurs, il n’induira pas une
différenciation au niveau des corps embryonnaires.

Les applications de cet édifice contenant tous les éléments nécessaires pour la reconstruction
osseuse a partir de cellules souches sont nombreuses. En effet, les tissus cartilagineux et
0SSeuxX ne peuvent se régénérer entierement suite a une large Iésion. Les pathologies
entrainant des Iésions articulaires sont par exemple la polyarthrite rhumatoide, I’ arthrose ou
I’ ostéochondrite dissequante. Ce systeme induisant |’ ostéogenése pourrait étre envisage dans
le traitement de ces pathologies a la place de la pose d une prothése. |l faudrait cependant
réussir aarréter les cellules au stade du cartilage.

D’ autre part, des médecins suédois ont réussi areformer un nouveau cartilage en injectant des
cellules cartilagineuses directement dans I’ articul ation (greffe autogene) (Brittberg et al. 1994;
Peterson et al. 2003). Ce procédé thérapeutique pourrait étre amélioré grace aux films
multicouches puisque les cellules auraient alors une surface fonctionnalisée pour proliférer et
coloniser la zone a traiter et surtout pour se différencier spécifiqguement en présence des

facteurs de croissance en chondrocytes voire en ostéobl astes.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La construction couche par couche de films multicouches de polyélectrolytes présente de
nombreux avantages : la facilité de préparation, le contréle précis des structures, la capacité a
intégrer divers types de biomol écules en quantités modulables et en les maintenant actives.

Cette technologie encore trés prometteuse intéresse de nombreux domaines d’ application. Le
théme généra de cette these concernait les biomatériaux. Les multicouches de
polyéectrolytes ont permis de développer sur les surfaces de ces biomatériaux des réservoirs

de molécules actives diverses ainsi que des structures pour I'ingénierie tissulaire.

Quatre types d édifices fonctionnalisables ont été développés et étudiés au cours de nos
recherches pour créer des systémes a libération contrdlée de principes actifs. I1s se composent
toujours d'un film multicouche de polyélectrol ytes épais et fortement hydraté. Ce type de film
autorise la mise en réserve de molécules actives tres variables comme le diclofénac, le
Taxol®, la protéine A, ou le piroxicam (Le Guen et al. 2007), a des concentrations pouvant
étre tresimportantes. Il aains été démontré lors du dép6t de Taxol que la concentration finale
dans le film éait environ vingt fois plus élevée que la concentration en solution. Les
concentrations finales dans le film se révélent ainsi modulables selon la concentration de la
solution de dépét. De plus, la concentration dans le film en principes actifs peut dépendre du
nombre de paires de couche constituant le film, c'est-a-dire de I'épaisseur du film
multicouche, si la molécule diffuse dans I’intégralité du film (exemples avec le diclofénac et
le Taxol) au lieu de rester immobile au niveau de la couche de dépbt (protéine A).

Ces films réservoirs sont ensuite modifiés suivant différentes stratégies. Ils sont soit réticulés
chimiquement, soit recouverts par un film multicouche de polyélectrolytes non dégradables,
ou par une couche de polyester qui bloguent la diffusion des principes actifs vers le milieu
extérieur. Enfin une derniere stratégie a vise a utiliser des mélanges de polyéectrolytes

dégradables et non dégradables pour construire les films.

La premiére méthode pour former un réservoir a consisté a réticuler un film multicouche puis
a le fonctionnaliser. La réticulation permet d'améliorer la viabilité cellulaire sur des films
PL /-PGA ¢ normalement trop mous pour permettre |’ adhésion de certaines cellules puisqu’ elle

rigidifie la structure. Du diclofénac et du Taxol déposés aors sur ces films réticul és diffusent
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de fagon passive. Une libération lente pendant plusieurs dizaines d'heures des molécules de
diclofénac est ensuite obtenue et permet de conserver une activité anti-inflammatoire sur un
temps long. Le Taxol, agent antimitotique, induit la mort cellulaire sur un temps prolongé de
3 jours suite a son intégration dans le film multicouche réticulé. Grace a la réticulation des
films de polyéectrolytes, il est donc possible de modifier leurs propriétés mécaniques ainsi

que leur biodégradabilité et leur activité.

D’autre part, une barriere a la diffusion des polyélectrolytes et des molécules actives a été
formée en déposant un film multicouche synthétique non dégradable sur le film réservoir
dégradable. Selon le nombre de couches composant le film barriére, |’ accés des cellules au
Taxol placé dans le réservoir est modulé en termes de cinétique et la mort cellulaire est donc

controlée.

Une autre stratégie a consisté a utiliser une couche de polyester, le poly(acide ¢,d-lactique-co-
glycolique), PLGA, placée sur un film réservoir de Taxol. L’originalité de ce film de
polyester provient de la composition en polyesters. En effet, un mélange variable de PLGA de
haut et bas poids moléculaire est utilisé. Ces mélanges aboutissent a une dégradation variable
selon le ratio utilisé pour construire le film. Plus le mélange est constitué de PLGA de bas
poids moléculaire, plusil se dégrade rapidement en présence de cellules. Une fenétre d’ action
de 1 a7 jours est ainsi obtenue en fonction de la barriére utilisée. Le Taxol en réserve est
internalisé par les cellules a des temps différés grace a cette méthode.

Cet édifice pourrait étre testé in vivo dans des études futures. En effet, il est envisageable de
I"utiliser pour recouvrir des stents (prothéses vasculaires) et obtenir des stents libérant
localement des médicaments utilisés d§a couramment lors d'angioplasties. D’ autre part, il
serait intéressant de tester ces structures sous forme 3D. Ainsi des microparticules pourraient
étre réalisées a partir de différents mélanges de PLGA et libérer des molécules a des temps
variables. Ce systéme a libération contr6lée de molécules aurait pour avantage de maintenir
une concentration du principe actif dans la fenétre thérapeutique, c'est-a-dire en évitant
notamment des seuils toxiques. De plus, les concentrations atteintes localement seraient plus
élevées, augmentant |’ efficacité de la thérapie alors que les concentrations systémiques
seraient moins élevées que lors dinjections intraveineuses. Enfin les molécules instables
(protéines) et/ou rapidement métabolisées (temps de demi-vie court) seraient protégées contre
une dégradation précoce.
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Le dernier systeme testé pour moduler la réponse est constitué d’un film multicouche de
polyélectrolytes PL-PGA avec un ratio variable en énantioméres de forme ¢ et d. Les
premieres études permettent de penser gu'il existerait une interaction plus forte entre les
polyanions et les polycations de chiralité opposée. Un échange entre polyélectrolytes de
méme nature mais de chiralité opposée aurait aors lieu si I’ on place un film multicouche dans
une solution de polyélectrolytes de chiralité différente. Il y aurait donc une préférence vers
I’ obtention d’un film racémique plutét qu'un film pur en forme ¢ ou pur en forme d. Ces
expériences demandent a étre poursuivies en construisant des films mixtes et en les placant

dans des solutions pures en énantiomeres.

Une deuxiéme partie du travail de these a concerné le domaine de I'ingénierie tissulaire. Des
cellules souches embryonnaires sont amenées au stade de chondrocytes puis d’ ostéoblastes en
les cultivant sur un film contenant deux facteurs de croissance de la différenciation osseuse :
BMP-2 (bone morphogenetic protein-2) et TGF-B1 (transforming growth factor- f1). Le TGF-
B1 maintient son activité une fois inséré dans le film gréce a I’ utilisation de couches de f-
cyclodextrine monocarboxylée. La présence simultanée des deux facteurs de croissance dans
le film est nécessaire pour une différenciation en cartilage a 10 jours de culture et pour une
induction de la formation de I'os au bout de 21 jours. Un effet synergétique est mis en
évidence dans ces films multicouches bioactifs. Par cette structure composee d'un film
multicouche de PL, PGA et PL succinylée, et fonctionnalisée avec deux facteurs de
croissance, il est donc possible de reconstruire un tissu osseux a partir de corps
embryonnaires.

L’intérét maintenant est de tester le comportement de cet édifice in vivo chez la souris. Il
pourrait permettre d’améliorer la consolidation au niveau d'un os: fracturé lors de
I"implantation de broches ou dans I’ ostéoporose, ou encore |ésé suite a une maladie articulaire
telle I’ arthrose (avec des souris modéle). Dans ce cas, une implantation de cellules dans des

zones tres atteintes pourrait ainsi étre envisagée en palliatif, avant la pose d’ une prothése.
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