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Abbréviations et symboles

Polyélectrolytes

PLL : Poly(L-lysine)

HA : Acide hyaluronique

PSS : Poly(4-styréne sulfonate de sodium)
PAH : Chlorhydrate de poly(allylamine)

PDADMA : Chlorure de poly(diallyldiméthylammonium)

Polyélectrolytes fluorescents

PLLF"® : Poly(L-lysine) greffée a I'isothiocyanate dedtescéine
PLLR": pPoly(L-lysine) greffée & la rhodamine succinigiabter
PAHR": Chlorhydrate de poly(allylamine) greffé a la racune succinmidylester

PSSR - poly(4-styréne sulfonate de sodium) greffé ankthacryloxyéthyl-thiocarbamoyl
rhodamine B

Enzymes et substrats enzymatiques

AP : Phosphatase alcaline

APR": Phosphatase alcaline greffée a la rhodamindrsmidylester
AP™TC - Phosphatase alcaline greffée & I'isothiocyadatéiuorescéine
FDP : Fluoresceéine di-phosphate

FMP : Fluorescéine mono-phosphate

PNP : para-nitrophénylphosphate

PN : para-nitrophénol




Réactifs et solvants utilisés

SDS : Sodium dodecyl sulfate

HCI : Acide chlorhydrique

Tris : Tris(hydroxyméthyl)aminométhane
DMSO : Dimethylsulfoxyde

FITC : Isothiocyanate de fluorescéine

Rho : Rhodamine succinimidylester

Appareils et technigues utilisés

QCM-D : Microbalance a cristal de quartz avec giason
CLSM : Microscopie confocale a balayage laser

AFM : Microscopie a force atomique
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Introduction Générale

Les revétements de surface basés sur I'assembéageolcules en plusieurs couches
ou multicouches sont étudiés depuis les années. T83Dfilms sont notamment destinés au
recouvrement des matériaux pour leur conférer deprigtés de surface spécifiques. La
technique de Langmuir-Blodgett et la chimisorptart été les premiéres méthodes utilisées
pour réaliser des films multicouches. Cependarstteehniques sont limitées a I'utilisation de
certaines molécules organiques et ne permettend’phatenir des assemblages multicouches

stables et résistants.

Depuis les années 1990, une technique basée daolf#ion alternée de polyanions et
de polycations sur des surfaces solides a pernobtehir des films stables appelés
multicouches de polyélectrolytesuvant atteindre des épaisseurs de plusieursométres.

Le dépobt couche par couche des polyélectrolyteareprocédé trés simple a mettre en ceuvre
et s’applique sur tout type de substrat de divefseses. Depuis une dizaine d’années, ces
assemblages supramoléculaires suscitent une attesdnsidérable due a leur large potentiel
d’applications notamment en tant que revétementaptints, traitements de surface anti-
reflets pour l'optique, systemes de séparation d&cales et de nanofiltration, ou encore

membranes a haute résistance mécanique.

La fonctionnalisation des surfaces a toujours &tdedimportance primordiale dans de
nombreux processus industriels et en particuliersdé&mergence des Nanotechnologies.
Alors qu’une premiere génération de traitement uléase concerne des fonctionnalisations
stables ou inertes, une nouvelle génération detamehts actifs émerge aujourd’hui pour
donner dessurfaces adaptativesCes surfaces, généralement obtenues par greffage
polymeéres sur des substrats solides, ont pour dugplondre, réversiblement si possible, a
l'application de stimuli externes. La plupart desrfaces adaptatives déja développées
répondent aux variations de pH, de température rmore a des champs électriques. La
technologie multicouche suit une évolution siméair une nouvelle génération de
multicouches de polyélectrolytes répondant a difiés stimuli externes est en plein
développement actuellemer@es films sont congcus soit dans le but de dévelopies
matériaux fonctionnels ayant des propriétés physidmiqgues modulables (densité de
charges, propriétés viscoélastiques, propriétégumgs), soit dans le but de délivrer des
composeés actifs consécutivement a une variatiqrHjele température ou encore de lumiere.

Une autre classe de surfaces adaptatives concemélms « bio-intéractifs » a interaction
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ligand/récepteur faisant intervenir des processeigegonnaissance moléculaire. Ainsi, les
films peuvent étre rendus immuno-sensibles daradede reconnaissance antigene/anticorps

ou encore catalytiqgues dans le cas d'interactiapnee/substrat.

Le sujet de ma these s’inscrit dans ce domainesuidéaces adaptatives et mon travail a
consisté a étudier la réponse de films multicoucteegolyélectrolytes sous I'action de stimuli
mécaniques. L’objectif général a été de dévelopdes assemblages multicouches
fonctionnels a réponse biologique ou chimique, ea #’applications pour la libération de
molécules et la biocatalyse mécaniquement consdlenotre connaissance, seulement tres
peu de films adaptatifs répondant a un stimulusamiéce ont été rapportés jusqu’a présent,

en dépit du fait que ces stimuli présentent undyiatérét en termes d’applications.

Le chapitre 1 est consacré a I'état des travaux et des conmassasur les surfaces
adaptatives et bioactives a base de films multicesice polyélectrolytes. Nous décrivons le
développement de films multicouches bioactifs, epibles d’interagir avec un milieu
biologique (cellules, protéines) ainsi que des &udoncernant des films multicouches
répondant a différents stimuli tels que le pH, éanpérature ou le rayonnement. Nous
terminons cette revue bibliographique en soulign&émergence depuis peu, de films

polymériques répondant aux stimuli mécaniques.

Le chapitre 2 présente une description détaillée des produilsas, de la méthode
d’élaboration des assemblages multicouches démusédes feuilles élastomeres en silicone
ainsi que du dispositif d’étirement des échantsldNous décrivons également les techniques
de caractérisation utilisées (microscopie confqcamicroscopie a force atomique,

microbalance a cristal de quartz) pour analyseréobhantillons.

Le chapitre 3 correspond au premier chapitre des résultats emp@taux. Dans ce
chapitre, nous nous intéressons a la réponse thes fulticouches de polyélectrolytes
soumis a des stimuli mécaniques. Tout d’abord, npudsentons le comportement
fondamental de différentes multicouches de polyégdes sous étirement mécanique. Nous
montrons que les comportements viscoélastiquestgsntifférents d’un film a l'autre. Puis
ces multicouches de natures différentes sont cadebinentre elles pour former des
assemblages a multi-compartiments constitués dgestijouant le réle de réservoirs de
chaines de polyélectrolytes et d’autres jouanble de barrieres vis-a-vis de la mobilité de
ces chaines. Nous étudions alors l'ouverture deiguus barrieres de nature chimique
différentes, induite par I'étirement mécanique. rAlaue certaines barrieres d’épaisseur
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nanomeétriques se fissurent irréversiblement telmatériau vitreux sous l'action de la
contrainte mécanique, d’autres barrieres s’ouvetrge ferment réversiblement en formant
des nanopores sur toute la surface agissant agmme des nano-valves a commande

meécanique.

Le chapitre 4 correspond au second chapitre des résultats exgpdéaux. Dans ce
chapitre, nous étudions la construction de syst@amegmatiques réservoir/barriére a base de
multicouches de polyélectrolytes et d'une enzymaepthosphatase alcaline. Ces réservoirs
sont recouverts d'une strate barriere permettaenfduir I'enzyme et de masquer sa
réactivité. Nous montrons que I'application d’ulireéfhent mécanique sur ces systemes, en
présence du substrat en solution, permet de déaerda réaction enzymatique. Selon les

conditions de construction, cette réaction se pgtodait a lintérieur du réservoir par

ouverture de la barriére, soit a l'interface réegfharriere.

Les propriétés biocatalytiques des barriére8action interfacialesont alors étudiées en
détail sous contrainte mécanique. Nous montrong gst possible de contrdler de facon
réversible, l'activité catalytique de ces multicbes enzymatiques avec des forces
meécaniques. En effet, a partir d’un certain tautgere d’étirement, I'activité enzymatique de
tels systemes augmente progressivement avec fi@ireappliqué. De plus, au retour a I'état
non-étiré, le systeme présente a nouveau une tactarizymatique quasi-nulle qui ré-
augmente ensuite, bien que plus faiblement, losguiouvel étirement mécanique est
appligué. Nous envisageons d'interpréter la modardatde la biocatalyse, a travers
I’hypothese d’'un mécanisme de type « sites crypsgu consistant a I'exposition des sites
enzymatiques sous l'effet d’'une force mécaniqua kur ré-enfouissement lors du retour a

I’état non étiré.

En fin de manuscrit, demnnexesprésentent quatre travaux succincts menés ergaral
avec le sujet de these. Ces études s’intéresséamment a l'influence de I'étirement
mécanique sur la mobilité des chaines de polyélgtts dans un film multicouch@nnexe
1), a linsertion de protéines (albumine, phosphatasealine) dans différents films
multicoucheqgannexes 2 et 3¢t a la construction de membranes a base de poty@ltes et

de fibres de cellulos@nnexe 4)

-13 -



Introduction Générale

-14 -



CHAPITRE 1 : Revue Bibliographique

1.1 Introduction aux films multicouches de polyélectrdytes

1.1.1Principe de construction
1.1.2 Modes de croissance

1.1.3 Perspectives d'applications des multicouchég polyélectrolytes

1.2 Systemes multicouches bioactifs
1.2.1 Biofonctionnalisation et bioactivité
1.2.2Films a interaction ligand/récepteur
1.2.3 Films multi-compartiments : stockage et libé&tion de principes actifs

1.3 Films multicouches adaptatifs réepondant a différets stimuli

1.3.1 Films répondant au pH
1.3.2 Films répondant a la température

1.3.3 Films répondant aux rayonnements UV, VisibldR

1.4 Assemblages polymériques sous stimuli mécaniques

1.4.1Propriétés meécaniques des films multicouches

1.4.2 Films polymériques répondant aux stimuli méaaques
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1.1Introduction aux films multicouches de polyélectroytes

1.1.1 Principe de construction
Historique
Principe du dép6t couche par couche
Différentes méthodes de dépot

Nature du substrat

1.1.2 Modes de croissance
Croissance linéaire
Croissance exponentielle

Parametres influencant le mode de croissance

1.1.3 Perspectives d'applications des multicouchég polyélectrolytes

1.1.1 Principe de Construction
Historique

La préparation de multicouches constituées de qudes colloidales anioniques et
cationiques interagissant via des forces électiqsts avait déja été soulignée il y a quelques
dizaines d’années (ller 1966). Cette idée est temdens I'oubli, sans doute a cause du
manque de techniques expérimentales nécessairescpmctériser ces assemblages. Par
ailleurs, il était admis que le dépbt de substamigesharges opposées s’arrétait des que les
charges des especes cationiques avaient exacteompensé celles des especes anioniques.
Ce n’est qu'au début des années 1990 que les kaleaG. Decher ont véritablement mis en
valeur la méthode d’assemblage couche par couppégaée en particulier a des polymeres
chargés, ou polyélectrolytes. (Decher et al. 188&her 1997)

Principe du dép6t couche par couche

La méthode de dépdt couche par couche (LbL de @ Layer by Layer ») est
basée essentiellement sur les interactions éléatignses entre des especes anioniques et
cationiques qui sont adsorbées alternativement usursupport. Son principe est décrit
schématiquement dans Ilaigure 1.1. Un substrat chargé, par exemple, initialement

positivement est mis au contact d’'une solution dé/gnions pendant un temps donné
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(typiguement 10 min). Les polyanions s’adsorbent Isu surface et les molécules non

adsorbées sont éliminées par simple ringcage. Apigsage, la surface est chargée
négativement en raison d’'une surcompensation degetanégatives (Caruso et al. 1998;
Ladam et al. 2000). Par conséquent, lorsque letrailesst mis au contact d’une solution de
polycations, ceux-ci peuvent également interagactébstatiquement et s’adsorber sur la
surface. Cette adsorption est suivie d’une étapengage a l'issue de laquelle la surface est
chargée positivement en raison d'une surcompemsatie charges positives. La

surcompensation de charge aprés chaque dépotraisgéen évidence par des mesures du
potentiel zéta (Hoogeveen et al. 1996; Caruso.€t%8; Ladam et al. 2000) et constitue la

force motrice de la construction des films multicloses.

Polyanion

&
i
B |
o
S
w

Rincage

Figure 1.1. Principe de construction des multicouagts de polyélectrolytes Dans le cas illustré ici, le
substrat est chargé positivement en surface. Le pmaer dépdt consiste a plonger le substrat dans une
solution de polyanions (représentés en bleu) puisnusecond dépbt a le plonger dans une solution de
polycations (représentés en rouge) (Decher 1997).

Différentes méthodes de dépot

Deux méthodes de dépdbt permettent facilement dervde nombreux parametres de
construction tels que le nombre de couches dassdiablage, la force ionique, ou encore le
pH des solutions. La méthode classique de dépoicedl du procédé dimmersion en
solution, ou « dip-coating », qui consiste a tremige substrat alternativement dans les
solutions de polycations et de polyanions. Les tengp dépdts généralement employés sont
de l'ordre de 10 minutes. Une autre technique detda été étudiée en vue de former les
films plus rapidement. Il s'agit d’un procédé gaint un nébuliseur et qui consiste a pulvériser

les solutions de polycations et de polyanions r@étivement et la solution de ringage entre
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chaque couche. Des films poly(diallyldimethylammon)/poly(styréne sulfonate)
(PDADMA/PSS) en présence de solutions NaCl 1M oétaénsi construits (Schlenoff et al.
2000). Ces auteurs ont comparé ces films a celisééaar immersion et ont montré que les
spectres infrarouges ainsi que la perméabilitéianx étaient identiques. Ainsi, 'avantage de
cette méthode par rapport a la précédente estegtenps de dépot des solutions peut étre

réduit pour aboutir aux mémes résultats.

Nature du substrat

Les supports les plus souvent utilisés sont defaces planes ou des particules
sphériques colloidales, de nature minérale, métalliou organiquéTableau 1.1). Des
surfaces élastomeéres telles que le silicone ou(giohgthylsiloxane) (PDMS) permettent
également le dépbt de films multicouches. Comme pleunombreux substrats organiques
non chargés en surface, des interactions de typedeaWaals assurent vraisemblablement

I'adsorption de la premiére couche de polyélectesysur ce support.

Nature chimique | Surfaces planes Particules sphérigs
Minérale Lame de verre (Decher 1997) Carbonate de calcium
Quartz (Lvov et al. 1997) (Sukhorukov et al. 2004)
Métallique Titane fritté (Vautier et al. 2003) Nanobilles d’or
Silicium (Dubas and Schlenoff 2001) (Schneider and Decher 2004)
Organique Polyéthyléne (Green and Sadrameli 2004) Microsphéres de polyester
(Muller et al. 2003)

Tableau 1.1. Nature des substrats utilisés pour cetruire des films multicouches de polyélectrolytes.

1.1.2 Modes de croissance

Depuis une dizaine d’années, des travaux ont manili¢ existait deux modes de
croissance tres différents : la croissance ditéalire et la croissance dite exponentielle. On
entend par croissance la variation de I'épaisseufilch formé en fonction du nombre de

couches déposéesigure 1.2).

-18 -



25C

20C

15C

10C

Epaisseurd (nm)

%

5C

PEI1 2 3 4 5 6 7 8 9 1C

Nombre de paires de couches

Figure 1.2. Evolution de I'épaisseud d'un film (o) PEI/(PGA/PLL) , et d'un film (O) PEI/(PSS/PAH), en
fonction du nombre de paires de couches déposées suivie par spectroscopie optique par guidénde
(Lavalle et al. 2002). Le sigle PEI correspond a pdéthylene imine), PGA a poly(acide L-glutamique),
PLL a poly(L-lysine), PSS a poly(styréne sulfonategt PAH a poly(allylamine).

Croissance linéaire

Ce type de films est caractérisé par une épaisgguaugmente proportionnellement
avec le nombre de couches déposées. Le systemg@ljybdynine)/poly(styrene sulfonate)
(PAH/PSS) est I'exemple le plus largement étudiés Bnalyses par réflectométrie des rayons
X et réflectivité des neutrons, réalisées sur diessfconstruits avec des polyélectrolytes
deutérés, ont mis en évidence I'existence d’'unetire relativement stratifiee (Decher 1997;
Losche 1997). En effet, les résultats ont montr@ dans les films PAH/PSS, les couches de
polyélectrolytes ne pénétrent que les couches adfes constituant ainsi une structure
pseudo-stratifiée avec un désordre local baptifiézzy layers spar Decher (Decher 1997).
D’autres couples de polyélectrolytes se caractéripar une croissance linéaire comme les
films poly(allylamine)/poly(acide acrylique) (PAHAR) (Shiratori and Rubner 2000) ou
encore poly(diallyldimethylammonium)/poly(styrendfenate) (PDADMA/PSS) (Dubas and
Schlenoff 1999).

Croissance exponentielle

Bien que I'épaisseur d’un grand nombre de filmstimoliches croit selon le mode

linéaire, il existe des films dont la croissance egonentielle avec le nhombre de couches
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déposées. Certains travaux expliquent ce phénopemnene augmentation de la rugosité de
la surface au fur et a mesure de I'élaboration fdes (Ruths et al. 2000). En effet, une
augmentation de la rugosité accroit l'aire de |Hame d’adsorption et donc la quantité de
matériel qui peut s’y adsorber. D’autres étudestgmbr sur les systemes (poly(L-
lysine)/poly(acide-L-glutamique)) (PLL/PGA) et (p@lL-lysine)/acide hyaluronique)
(PLL/HA) ont décrit également une croissance exptake de ces films multicouches
(Picart et al. 2001; Lavalle et al. 2002; Picartabt2002). L'épaisseur de ces films peut
atteindre un a plusieurs micromeétres apres le d€pde vingtaine de paires de couches. De
telles épaisseurs permettent d’utiliser la techeida microscopie confocale a balayage laser
pour visualiser la section verticale des films apresertion d’un polyélectrolyte fluorescent
lors de I'élaboration du film. Ainsi, la croissanegponentielle a pu étre expliquée par un
phénomene de diffusion d’au moins un des polyéges au sein de toute la section du
film. Le mécanisme de construction associé a lausldn est schématisé sur Fégure 1.3

dans le cas du systeme PLL/HA et est décrit dapanggraphe qui suit.
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Figure 1.3. Mécanisme de construction d’un film mulcouche a base de poly(L-lysine) (PLL) et d’acide
hyaluronique (HA) qui suit un régime de croissancexponentiel. (Lavalle et al. 2004)
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Le film multicouche PLL/HA, terminé par une coudate polyanions HA (A), est mis
au contact de la solution de polycations PLL (B@s@erniers vont a la fois se complexer
avec I'exces de charges négatives en surface, mamdu la formation d’'une nouvelle couche
chargée positivement, mais aussi diffuser a lietérdu film en formant un réservoir de
polycationslibres (C). Lors de la phase de ringcage, la solution dgcations est remplacée
par le milieu tampon pur et seule une partie dégcptons libres du film diffuse hors de la
multicouche (D). La capacité du film a stocker yagtie des chaines de PLL s’explique par
'excés de charges positives a la surface du fii crée une barriere de potentiel
électrostatique empéchant la diffusion hors du filenla totalité des polycations. Lorsque le
film est ensuite mis au contact de la solution dé/amions, ceux-ci se complexent avec
I'exces de charges positives en surface et chamgesitle signe de la barriere de potentiel qui
devient négatif (E). Les polycations libres condimgéalablement dans le film diffusent alors
vers I'extérieur sous l'effet de cette force marmour former de nouvelles couches. Au cours
de ce seul dépbt, le processus se répeéte jusquisedpent du réservoir de polycations (F). La
masse des couches formées est proportionnellgualaité de polycations libres restant dans
le film apres la phase de rincage. En premiére cximation, cette quantité est

proportionnelle a I'épaisseur du film, ce qui con@uune croissance de typeponentiel.

Parametres influencant le mode de croissance

Des parametres expérimentaux comme la force iorogua température ont un effet
tres important sur le mode de croissance des fihmsicouches de polyélectrolytes. Les films
poly(diallyldimethylammonium)/poly(styrene  sulfoeat (PDADMA/PSS) illustrent

particulierement bien ces influences.

Certains auteurs ont ainsi observé par microscapierce atomique une différence
significative de morphologie, d’épaisseur, et dgosité pour des films PDADMA/PSS
lorsque le taux de sel est augmenté. La croissdrectels films passe notamment d’'une
croissance linéaire, a une croissance qualifiéesulger linéaire jusqu’a atteindre une
croissance réellement exponentielle sous I'augntientde la force ionique (McAloney et al.
2001) Figure 1.4).

Récemment, l'influence du changement de la temyéraur la construction de films
PDADMA/PSS a été étudiée par microbalance a crigatjuartz (QCM). (Salomaki et al.
2005). A 45 °C ce film présente une croissance eaptielle avec le nombre de couches
déposées mais lorsque la température est descar2kiéC, le régime devient linéaire. Si la

température repasse a 45 °C, on retrouve un régxmeanentie(Figure 1.5).
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Figure 1.4. Evolutions de l'absorbance ai = 217 nm (maximum d'absorption de PSS) par
spectrophotométrie UV/visible lors de la constructin d'un film (PDADAMA/PSS), pour différentes
concentrations molaires en NaCl (McAloney et al. Z11).
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Figure 1.5. Evolution de la croissance d'un film (BADMA/PSS), suivie par microbalance a cristal de
quartz en fonction de la température des solutionde polyélectrolytes. Le graphique représente I'évation
de la partie imaginaire de I'onde acoustique, reprgentative de I'incrément de masse de polyélectrobs
apres le dép6t de chaque nouvelle paire de couchéSalomaki et al. 2005).
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1.1.3 Perspectives d'applications des multicouchds polyélectrolytes

Un des avantages des multicouches de polyéle@mlgst la maniére dont on peut
modifier leurs propriétés en ajustant certains mpa&tees commela nature des
polyélectrolytes, la force ionique, le pH ou enclaréempérature. Les propriétés modulables
sont entre autres, I'épaisseur, la rugosité, lapabilité, les propriétés mécaniques ou encore
la charge de surface. La réponse de tels assersbéages stimuli extérieurs dans le but
d’obtenir des surfaces actives sera notammenttéisqar la suite. La facilité de construction
et la simplicité de mise en oeuvre des films maliches de polyélectrolytes a généré une
evolution rapide des connaissances dans ce domigisieque le développement d’'une grande
diversité de systemes fonctionnels. Ces assemblagiggamoléculaires permettent
aujourd’hui d’envisager de nombreuses applicatigpedentielles balayant un champ

technologique tres large allant des matériaux irirjues aux nanobiotechnologies.

Des exemples d’applications sont :

- Le traitement anti-refletsle verres optiques par des films PAH/PAA pour tiemiles
phénomeénes de réflexion lumineuse sur les lunddsescrans d’ordinateurs ou encore pour

augmenter le rendement des cellules photovoltaii#er et al. 2002);

- De nouvelles diodes organiques électroluminesce(@<£D) a base de films polg{
phénylenevinyléne/poly(acide méthacrylique) (PPVA)Mavec des propriétés éléctro-
optiques (caractéristiques courant-tension et lestance-tension) modulées par la position

d’'une couche de montmorillonite dans I'édifice (Eecand Decher 2001);

- De nouveaux matériaux composites a haute résistameeanique constituées de films
PDADMA/montmorillonite ou des briques d’argile (ntororillonite) de taille nanométriques
("nanobriques") sont reliées entre elles par de$negs de PDADMA jouant le rdle de ciment

entre les plaquettes minérales (Tang et al. 2003);

- Des procédés de séparation et de nanofiltrateorec le développement de nouvelles
membranes sélectives aux ions a base de filmscoutthes de polyélectrolytes (Kotov et al.
1998; Liu and Bruening 2004; Miller and Bruening)al,

- Des films minces alimentaires protectedéposés au fond des bacs a légumes pour piéger
les traces d’éthylene gazeux qui se liberent déssfet legumes en voie de décomposition.
Ces films ont déja été commercialisés au Japon s sleu nom "Yasa Sheets"

(http://lwww.phschool.com/science/science news/agithyered approach.himi
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Les films multicouches présentent également de neuses applications potentielles
dans le domaine des biomatériaux. En effet, le dé&m tels revétements a base de
polyélectrolytes biocompatibles sur la surface dimplant peut conduire a une meilleure
intégration dans les tissus environnants. La gjiatéctuelle s’oriente de plus en plus vers la
conception de revétements bioactifs c’est a diexawne activité biologique en surface. Il est
possible de conférer une telle propriété en foncisant I'architecture multicouche par

insertion de facteurs biologiques présentant degri@tés spécifiques et/ou thérapeutiques.
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1.2 Systemes multicouches bioactifs

1.2.1 Biofonctionnalisation et bioactivité
Insertion de molécules biologiques par simple dép6t

Insertion de molécules biologiques par greffageatemt

1.2.2Films a interaction ligand/récepteur
Films immuno-sensibles
Films a interaction cellule/protéine

Surfaces biocatalytiques

1.2.3 Films multi-compartiments : stockage et lib&tion de principes actifs
Réservoirs et Barrieres

Dégradation de barriéere et libération contrélém milieu physiologique

1.2.1 Bio-fonctionnalisation et bioactivité

Les films multicouches peuvent étre fonctionnalis®ét par simple insertion de
molécules biologiques (telles que des protéined,Ad2N, des agents thérapeutiques) a un
certain niveau de la construction, soit par greffagvalent du facteur biologique sur une

chaine de polyélectrolyt&igure 1.6).

A B
Protéine chargée P Peptide

1 |
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§55 =
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Figure 1.6. Schémas illustrant la fonctionnalisatio de films multicouches de polyélectrolytes (A) sbpar
intégration directe dans le film de macromoléculediologiques (protéines) au cours de la séquence de
dépot (Lvov et al., 1996), (B) soit par enfouisseme d’'un principe actif greffé sur une chaine de
polyélectrolyte (Chluba et al. 2001)
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Insertion de molécules biologiques par simple dép6t

Les interactions intermoléculaires favorables entmrtaines protéines et les
polyélectrolytes permettent I'insertion des progésirau sein des films multicouches durant
leur élaboration. Ces interactions, tres variéésultent de forces de Van der Waals, de
liaisons hydrogenes, de forces électrostatiquabeiftets hydrophobes. Afin que les protéines
restent actives, il est important d'éviter leur aémation dans le film. Leurs propriétés
biologiques spécifiques sont reliées a la structetred I'organisation des séquences de
polypeptides dans l'espace et leur dénaturatiomlteéssouvent de modifications de la
structure secondaire et/ou tertiaire. Des analpsesspectroscopie infrarouge a transformée
de Fourier ont montré la conservation de la strmeciecondaire de protéines (telles que le
fibrinogéne, I'albumine ou le lysozyme) inséréesslées architectures de polyélectrolytes
(Schwinté et al. 2001). Par ailleurs, il a été mdrque des enzymes, comme la glucose
oxydase ou encore la glucoamylase insérées danfines conservent toute leur activité

enzymatique (Onda et al. 1996).

Outre les protéines, d’autres bio-macromoléculesnme I'ADN, peuvent étre
incorporées dans les films. En effet, ’TADN changégativement peut se substituer a un
polyanion, qui en association avec de la PLL, cdnduun film multicouche PLL/ADN
(Sukhorukov et al. 1996). Une telle surface permme¢ transfection directe de cellules
ensemenceées sur le film (Shi et al. 2002).

Figure 1.7. Structure moléculaire du paclitaxel ouraxol.

Il est également possible d’insérer librement dedéoules thérapeutiques dans les
films multicouches de polyélectrolytes. En effatsdilms PLL/HA ont trouvé une application
spécifigue comme réservoir de molécules anticansése (Vodouhé et al. 2006). Le

paclitaxel (ou Taxol) Figure 1.7) est une molécule utilisée en chimiothérapie pour so
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activité anti-proliférative dans le traitement dancer du sein et des ovaires. Dans ce travail,
les auteurs ont montré que la dose de Taxol ingkaBe le film est completement modulable
et que lactivité¢ de la molécule reste stable ames insertion. La viabilité de cellules
cancéreuses ensemencees en surface peut alorédétite de 80 % indiquant l'efficacité de

tels films a visée thérapeutique.

Insertion de molécules biologiques par greffage calent

Une autre voie de bio-fonctionnalisation consisteinalure dans I'architecture
multicouches, un polyélectrolyte modifié par coggacovalent avec une molécule d’'intérét
biologique, par exemple un peptideatMSH (a-melanocyte stimulating hormone) est une
hormone peptidique anti-inflammatoire qui a étéomporée avec succes dans des films
multicouches PLL/PGA. L’hormone est couplée de facovalente a la poly(L-lysine) par
conjugaison a travers la formation d’'un pont diks@ et conserve une activité similaire a
celle de I'hormone libre. Tout d’abord, la PLL estuplée a l'aide d'un bras espaceur
(Figure 1.8) comportant une fonction di-sulfure: le 3-(2-pyidithio) propionate de
succinimidyle (SPDP, Sigma). Ensuiteg-MSH est ajoutée et les fonctions thiols de ce
peptide réagissent par une réaction d’oxydoréductio coupant le pont di-sulfure des bras
espaceurs greffés sur la PLL et en formant un rexuvgont di-sulfure avec I'hormone

peptidique.

@L,\Agj

Figure 1.8. Structure moléculaire du 3-(2-pyridyldihio) propionate de succinimidyle (SPDP) utilisé
comme bras espaceur reliant la PLL et l'a-MSH. Le groupement succinimidyle ester électrophd permet
le greffage de la PLL par attaque des fonctions amées nucléophiles. Le pont di-sulfure est réduit pales
groupes thiols de I'a-MSH pour former un nouveau pont di-sulfure entre lhormone et le bras espaceur.

Les premiers travaux dans ce domaine ont permialdér la réponse de mélanocytes
(cellules de mélanomes) mis au contact de films/PGA comportant plusieurs couches de
PLL couplées a I'hormone peptidique (PktMSH) (Chluba et al. 2001). Les auteurs ont
montré qu’il était possible de moduler I'activitélialaire induite par le peptide (production
de mélanine) sur des échelles de temps courtsuantj sur la profondeur d’enfouissement du
peptide dans le film.
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1.2.2 Films a interaction ligand/récepteur

Cette partie vise a décrire plusieurs exemples ildes fsusceptibles d'établir une
reconnaissance moléculaire. Les films multicoucltss polyélectrolytes peuvent étre
fonctionnalisés par des ligands protéiques commseadgcorps, des protéines de signalisation
ou encore par des enzymes pour envisager une tei@ation de type ligand/récepteur avec

respectivement des antigenes, des cellules ouedesrsubstrats enzymatiques.

Films immuno-sensibles

L’interaction anticorps—antigéne est particuliereme concernée lors du
développement des dispositifs de biodétection énissrs). Ainsi, des anti-immunoglobulines
(anti-IgG) ont été immobilisées au sein de multatms composées de (PAH/PSS) pour
former des films (PAH/PSS)/(anti-IgG/PSS) (Carusalel1997). Les auteurs ont montré que
I'activité immunologique des anti-IgG était maintenaprées leur insertion a l'intérieur de tels
assemblages. La reconnaissance moléculaire spéciig ces films immunosensibles par des
immunoglobulines 1gG a été étudiée par microbalanceistal de quartz et les résultats ont
montré que la sensibilité de tels films augmerdaifacon proportionnelle avec le nombre de

couches d’anti-lgG déposées.

L’approche immunologique est également envisagés tes thérapies concernant la
lutte contre le cancer, en utilisant des anticagps se fixent de fagon spécifique sur des
marqueurs cellulaires associées aux tumeurs. Alasimicro-capsules creuses composées de
(PAH/PSS), ont été fonctionnalisées en surface alex anticorps HuA33-Ab se liant
spécifiguement sur les glycoprotéines transmemimesaHuA33-Antigen, récepteurs de
cellules cancéreuses colorectales. Ces microcappuésentent une grande efficacité et une
trés haute sélectivité dans le ciblage des celtdeséreuses (Cortez et al. 2006).

Films a interaction cellule/protéine

L’étude de linteraction cellule/protéine est edsdle pour le développement de
matériaux bioactifs destinés a étre mis au cordacamilieu vivant. Il a été montré que des
cellules de types monocytes peuvent communiquec ave protéine de signalisation, la
protéine A, enfouie au sein de films multicouchdsséel et al. 2003). La protéine A a été
insérée dans des films multicouches PLL/PGA pus menocytes ont été ensemencés a la
surface de [larchitecture. L’interaction celluled¥ine A et la réponse cellulaire
correspondante ont été mises en évidence en sui@aptoduction d’'une cytokine pro-
inflammatoire, le TNFs (tumor necrosis factor) sécrété par la cellules baiteurs de ce
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travail ont également visualisé cette interactian mmicroscopie confocale a balayage laser.
Pour cela, le film constitué de vingt paires de otms (PLL/PGA) est marqué en vert
fluorescent suite & l'insertion de chaines de BELqui diffusent dans tout le film et est
fonctionnalisé avec la protéine A marquée en rapgetéine A-Texas Red, PR) (Figure
1.9).

cellule
récepteur

protéine

ligand
PE (llgand)

Figure 1.9. (A) Schéma de l'interaction cellule/prtéine enfouie a l'intérieur d’'un film multicouche. (B)
Images en microscopie confocale de monocytes mis aontact d’un film PEI/(PLL/PGA)/PA ™/
(PGA/PLL) 1¢/(PGA/PLL ™) pendant 120 min. Image du haut : observation delsection du film avec les
canaux vert et rouge. La bande verte correspond afilm multicouches. Image du bas : observation de la
section du film avec le canal rouge seulement.

La protéine A est localisée au niveau de sa coueheépdt initial et les cellules
initialement non fluorescentes présentent un maegu#uorescent rouge aprés 2 h
d’ensemencement, indiquant linteraction et lintdisation avec la protéine A. Des
dégradations locales du film apparaissent égalemesthablement suite a I'action d’enzymes
spécifiqgues sécrétées par les cellules susceptitdesouper” les liaisons peptidiqgues des

chaines de poly(L-lysine) ou bien de poly(acideHit@mique).

Surfaces biocatalytiques

L’activité spécifique des enzymes vis a vis de lsubstrat constitue un axe de
recherche attractif pour développer des biodétextda molécules, des multi réacteurs a
cascade de réactions, des nano-colloides biodgtadgt ou encore des membranes auto-

supportées a activité enzymatique.

Ainsi, des biodétecteurs spécifiques de moléculegddopéroxyde, de fructose et de
méthanol ont été concus a partir de films contedastcouches de peroxydase, de fructose
déshydrogénase et d'alcool oxydase (Narvaez eR(dl0). De plus, lincorporation de

plusieurs enzymes dans les multicouches permet astraire de veéritables réacteurs
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enzymatiques a cascades réactionnelles. En effetcaliches moléculaires de glucoamylase
(GA) et de glucose oxydase (GOD) ont été déposédks aiveaux différents dans des films
PEI/PSS pour constituer des multicouches [(PEI/FEEI/GOD)/(PEI/PSS)
/(PEI/GA)/PEI] construites sur une membrane d'ultrafiltrati®nda et al. 1996(Figure
1.10). Par contact du film avec une solution aqueuse damila GA placée en haut de
'assemblage décompose l'amidon en glucose quugdiffvers le bas du film et la GOD
convertit cette molécule en gluconolactone et enxyele d’hydrogéne. Ces deux molécules

sont alors récupérées par ultrafiltration.
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Figure 1.10. Processus enzymatique séquentiel dams film multicouche a base de glucose oxydase (GOD)
et de glucoamylase (GA) (Onda et al. 1996).

De nombreux travaux s'intéressent au développententparticules colloidales
présentant une activité enzymatique. Par exempkepib-colloides résultant de I'assemblage
de multicouches PDADMA/PSS et d’'uréase déposéedesispheres de latex de 500 nm de
diamétre ont été préparés en tant que nanoréacatellwgdaux pour catalyser I'hydrolyse de
'urée en dioxyde de carbone et en hydroxyde d’amiom (Lvov and Caruso 2001). Ces
auteurs ont montré que l'activité catalytique ds bé-colloides était proportionnelle au

nombre de couches d’'uréase intégrées dans I'actimiee

Des surfaces planes peuvent aussi étre envisagéase surfaces biocatalytiques.
Ainsi, des membranes a base de films PLL/HA fomctadisées avec de la phosphatase
alcaline ont pu étre détachées de leur substrat potenir des membranes enzymatiques
autosupportées (Lavalle et al. 2005). Dans ce itravast a noter que la réticulation chimique
entre les polyélectrolytes a permis d’améliorecdhésion de la membrane permettant ainsi

son détachement du support.
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1.2.3 Films multi-compartiments : stockage et libétion de principes actifs
Réservoirs et Barrieres

Certaines couches a base de polyélectrolytes, ieypas minérales ou de polyméres
organiques ont la propriété de se comporter comnee harriere vis-a-vis de la diffusion
d’ions ou de molécules dans un film multicouches.ddemple de barriere a été présenté par
Glinel et coll. Des particules de cire déposées a 25°C sur un(RiH/PSSYPAH forment
ensuite a 60°C une couche hydrophobe empéchaldnmtat la diffusion de molécules d’'eau
a l'intérieur du film Eigure 1.11). Ce type de systeme est intéressant pour liidetrée

d’eau, d'ions ou de médicaments hydrophiles.

(A) HzO (B) H;O
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Figure 1.11. (A) Représentation schématique d’'un film (PAH/PSSJPAH sur lequel des particules de cire
représentées en rouge ont été déposées a 25°C.Ap)es passage a 60°C les particules forment une athe
imperméable aux molécules d'eau (Glinel et al. 2094

L’insertion au cours de la construction, d’'une euptlsieurs couches barrieres permet
d’élaborer des systemes stratifiés constitués dgpadiments ou chaque compartiment peut
contenir une molécule de nature différente. Toutl@ang de ce manuscrit, les termes
“réservoir" ou "compartiment" auront la méme sigaifion et seront utilisés en tant que

synonymes.

Récemment, au Laboratoire de Biomatériaux de I'UMBI5 INSERM, des systemes
a multi-compartiments basés sur des multicouchegotiglectrolytes ont été construits par
I'alternance de films a croissance exponentiell&/PIA avec des films a croissance linéaire
PSS/PAH (Garza et al. 2004). Les films linéairds tpie PSS/PAH sont fins (épaisseur de
l'ordre d'une dizaine de nanometres apres le dipa0 paires de couches), rigides, avec une
structure assez stratifiée et une faible mobiligs dhaines de polyélectrolytes. Les films
exponentiels comme PLL/HA sont plut6t épais, dduexsimilaire a celle d'un gel et une
partie des polyélectrolytes qui le constitue samteiment mobiles. Les auteurs de ce travalil

ont montré qu’un film PSS/PAH intercalé entre deoxnpartiments PLL/HA se comportait
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comme une véritable barriere en empéchant la diffudes chaines de polyélectrolytes d’un

compartiment a l'autrérigure 1.12)

:+(PLL/HA)30/PLLFITC = compartiment 3
4—— (PAH/PSS),, = barriére 2

} (PLL/HA);, = compartiment 2
—— (PAH/PSS),, = barriére 1

(PLL/HA)4,/PLLFITC/HA = compartiment 1

Figure 1.12. Observation en microscopie confocaleeda section erz d'un film (PLL/HA) so/PLL " TC/HA/
(PAH/PSS)y/(PLL/HA) 3o(PAH/PSS)y/(PLL/HA) 3/PLL™ (3 compartiments séparés par 2 barriéres).
La PLLFT correspond & de la PLL couplée de facon covalensec un marqueur vert fluorescent : la
fluorescéine isothiocyanate (FITC). La ligne en patillés blancs correspond a la position de la lamig de
verre.

Ces multi-compartiments permettent d’envisagereletbppement de films composeés
de plusieurs réservoirs stockant des principe$santi des macromolécules biologiques. Ces
systemes polymériques sont d’autant plus intérésssiils permettent une libération des
principes actifs mais ceci requiert I'ouverture laudégradation de la barriere de facon

contrblée.

Dégradation de barrieres et libération contrdlée emilieu physiologique

Pour des applications biomédicales, la dégradaktiola barriére suite a l'incubation de
cellules sur ces films est envisageable. Cependanété montré que les barriéres constituées
de couches a base de (PAH/PSS) n’étaient pas a@dgeadoar des cellules de moelle osseuse,
en particulier par les monocytes malgré leur gracajeacité de phagocytose (Garza et al.
2005). Un autre systeme a été alors proposé otcomehe de polymére biocompatible et
hydrolysable utilisée comme barriére, le co-polest'acide lactique et glycolique
(poly(lactic-co-glycolic) acid, PLGA) a été déeposgtre deux réservoirs PLL/HA (Garza et
al. 2005). Le dépot sur les multicouches de cemete solubilisé dans le chloroforme se fait
soit par la méthode dite de "solvent casting" gait nébulisation. L'ensemble du film se
comporte comme un systeme réservoirs/barriere dmpéda diffusion de molécules libres
comme la PLL d’'un réservoir a l'autrBigure 1.13).Les auteurs ont mis en évidence que des
cellules de moelle osseuse dégradent la barrieRL&GA en quelques jours et peuvent ainsi
avoir acces aux molécules contenues dans le réssous-jacent, dans ce cas des molécules
de poly(L-lysine) marquées par la fluorescéine himmyanate (FITC), un fluorophore

émettant dans le vert.
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15um

Figure 1.13. Observation en microscopie confocaleedla section enz d'un film (PLL/HA) s/PLL ™™/

PLGA/(PLL/HA) 3/PLLR"™ (2 compartiments séparés par 1 barriére de PLGA). & PLLR™ correspond a
de la PLL couplée de facon covalente avec un marquierouge fluorescent : la rhodamine (Rho). La ligne
en pointillés blancs correspond a la position de llamelle de verre.

Une solution permettant la libération contrélée rdelécules bioactives en milieu
physiologique repose sur la construction de filmsilticouches hydrolysables. Des
assemblages de ce type ont été réalisés a partirpilycation de type polff{amino ester)
dégradable par hydrolyse des fonctions ester atmblyanion non dégradable. Ce polyanion
peut étre lui méme le facteur biologique ou biepalt correspondre a un polyélectrolyte
portant la molécule active. Des travaux ont monueé de tels assemblages présentent une
erosion graduelle sous conditions physiologiquesjuepermet par la suite la libération
séquentielle de polyanions fonctionnels tels ga®N ou I'hnéparine Figure 1.14)(Vazquez
et al. 2002; Wood et al. 2006).

[+ * F + T ¥ |
[ |
[F = F F F F ¥

Construction NN §

[ |
I e
Substrat Multicouches

Hydrolyse et libération du composé

Figure 1.14. Schéma de la construction d'un film dgradable par hydrolyse Le film est composé d'un
polycation dégradable, un polyB-amino ester) et d’'un polyanion biologique (tel qué ADN ou I'héparine)

non dégradable dans le milieu utilisé, qui interviet pour maintenir l'intégrité du film et également en tant
gue composé actif destiné a étre libéré (Vazquezat 2002; Wood et al. 2006).
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1.3 Films multicouches adaptatifs réepondant a diffeents stimuli

1.3.1 Films répondant au pH
Dissolution de films
Perméabilité contrélée par micro/nanoporosité

Membranes a sélectivité ionique bi-polaire

1.3.2 Films répondant a la température
Par transition vitreuse

Utilisation de copolymeéres a blocs hydrophiles-loydrobes

1.3.3 Films répondant aux rayonnements UV, VisibldR
Modulation de la perméabilité par une réaction giadtimique
Libération d’un principe actif par effet plasmon sierface

Dans cette partie, nous nous intéressons a deteseétudes concernant les films
multicouches répondant a différents stimuli. Cgmnéses induites sont caractérisées par des
changements de propriétés physico-chimiques das filulticouches. Ces films présentent en
effet un grand intérét pour réaliser des surfaoestionnelles adaptatives. Nous avons choisi
de présenter des exemples répondant a trois stiraaliétudiés : le pH, la température et la

lumiére.

1.3.1 Films répondant au pH

Dans le cas des films multicouches de polyéledieslyontenant des polyacides ou
des polybases faibles, la distribution de chargjs@rieur du film peut étre modulée par le
pH du milieu environnant. De méme pour les filmssédsa sur des liaisons hydrogéne
constitués de polyacides faibles, la distributi@nlidisons hydrogénes peut également étre
modifiée par une variation de pH. Cette redistidoutdes liaisons intermoléculaires entraine
différents effets macroscopiques sur la structoraroe la dissolution, la formation de pores

uniformément distribués sur toute la surface owente gonflement du film.
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Dissolution de films

Des films multicouches a liaisons hydrogéne ontptapriété de se dissoudre
complétement sous l'effet d'une augmentation de BH.effet I'ionisation des fonctions
acides de 'assemblage en groupes carboxylatesimai’ effondrement du réseau de liaison
hydrogenes, stable a bas pH. Ainsi, des films doiést de poly(ethyléne oxyde)/poly(acide
methacrylique) (PEO/PMAA) et de poly(N-vinylpyrrdbne)/poly(acide methacrylique)
(PVPON/PMAA) commencent a se disloquer a des pHeas/ement voisins de pH = 4.6 et
pH = 6.9, puis se dissolvent complétement pourpdesupérieurs a ces valeurs (Sukhishvili
and Granick 2000; Sukhishvili and Granick 2002).

Permeéabilité contrdlée par micro/nanoporosité

La formation de pores induits par une variationptiea été expérimentalement mise
en évidence aussi bien pour les films multicouctiespolyélectrolytes construits sur des
supports plans (Mendelsohn et al. 2000) que paucdpsules creuses. Ainsi, la nanoporosité
induite réversiblement par le pH dans les parossod@sules a base de films PSS/PAH permet
de concevoir des capsules a perméabilité cont{@datpov et al. 2002), (Sukhorukov et al.
2004). En effet, lorsque le pH est inférieur a @&, paroi des capsules s’ouvre par
augmentation de la taille des pores permettantffiastbon de macromolécules de dextrane a
I'intérieur de la capsule. Lorsque le pH est supéria 8.2, les pores de la paroi se referment,
empéchant le passage des macromolécules de defiignee 1.15)

L’existence d’une telle nanoporosité réversiblemeontrolée par le pH a été
egalement démontrée avec des films PAH/PAA (Hileal. 2002). Les auteurs de ce travall
ont prouvé que de tels assemblages nanostructtiiéésucomme revétement de surface sur
des verres optiques présentaient des propriétéséfiathissantes remarquables réduisant la

lumiére réfléchie de 8 % a 0.1 %.
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closed capsules

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figure 1.15. Observations par microscopie confocalde la perméabilité de capsules creuses composées d
(PSS/PAH), vis-a-vis de molécules de dextrane-FITC (masse ragk 77 000 g/mol). Ouverture a pH=3.5 et
fermeture a pH=10.0 des capsules (Antipov et al0@2).

Membranes a selectivité ionique bi-polaire

Récemment, Park et coll., ont montré que la coastnu de films multicouches a base
de polyélectrolytes partiellement couplés a la bph£none (BP), PAA-BP/PAH-BP, suivie
d’une réticulation photochimique entre ces groupeméenzophénone, permettait d’obtenir
des membranes trés résistantes et d'une grandéétir une trés large gamme de pH (Park
et al. 2004). La composition en groupes ionisab®des carboxyliques et amines du film a
pu étre facilement modulée par variation de pH @ttant ainsi I'obtention d’'une membrane
ionique bi-polaire par passage d'un excés de cbangesitives (dles aux groupes
ammoniums) a un exces de charges négatives (dRega@upes carboxylates). Les auteurs de
ce travail ont démontré que ces assemblages amistit des membranes sélectives aux ions,
avec une sélectivité aux anions lorsque I'on seeptians un milieu extérieur de faible pH et

aux cations lorsque I'on se place dans un milieéreur de pH élevé.
1.3.2 Films répondant a la température

Par transition vitreuse

La température influence I'état de la matiere déstuel se trouvent les films
multicouches de polyélectrolytes. En effet, I'étuder comportement thermique de
microcapsules a base de PDADMA/PSS a permis deanett évidence une transition de
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phase pour une température d'environ 35°C : orepalsss d’'une phase de nature vitreuse a
une phase gel de type liquide visqueux (Muelleale005). D’un point de vue moléculaire,
cette transition de phase vitreuse se traduit par forte augmentation de la mobilité des
chaines de polymeres au sein de la capsule. Cesiraubnt mesuré des grandeurs
viscoélastiques qui seront discutées par la db#eplus, la nature du polyélectrolyte déposé a
la surface de la capsule influence énormément demmportement thermique (Kéhler and
Mohwald 2006). En effet, sous I'action de la chaldes capsules se terminant par PSS se
contractent (le rayon diminue) avec une forte augat®n de I'épaisseur de la paroi, alors

gue les capsules se terminant par PDADMA se dilgfgure 1.16).

50 °C 4 20 min 50°C 4 20 min

Figure 1.16. Effets de la température sur des caplas creuses a base de films multicouches
PDADMA/PSS. A) Capsules se terminant par PSS : eff de contraction, B) Capsules se terminant par
PDADMA : effet de dilatation (Kdhler and Méhwald 2006).

Ces effets sont notamment attribués a des interactie surface entre le solvant
(milieu tampon) et les chaines polymeres tres rasbdl haute température. Les chaines de
PSS possédant des groupes aromatiques n’ayant 'jpdsradtions favorables avec les
molécules d’eau du milieu (effet hydrophobe), lenportement thermique de la capsule se
traduit par un effet de contraction due a une msation de la surface polymére-eau. Par
contre, les chaines de PDADMA étant trés chargéesudace et pas trés hydrophobes, le
comportement thermique de la capsule se traduitupar expansion de la capsule pour

minimiser la répulsion électrostatique entre lesarghs positives de la surface. Ces
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observations suggerent que l'augmentation de lpdéeature permet d’accroitre la fluidité de

la capsule et donc sa capacité a se déformer.

Utilisation de copolyméres a blocs hydrophiles-hyamphobes

Le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) est un poigre thermosensible soluble
en milieu aqueux a basse température, mais ingkubldessus d’'une température critique
(lower critical solution temperature LCST) vers<®2 A cette température, le polymére subit
une transition de phase réversible en expulsanht#décules d’eau solvatant initialement les

monomeres.

Des films multicouches de polyélectrolytes thernmsigdes ont été fabriquées a partir
de copolymeres chargés contenant le poly(N-isopagspylamide) : PSS-co-PNIPAM et
PAH-co-PNIPAM. L'étude de la quantité d’eau dansillm en fonction de la température a
mis en évidence l'existence de deux transitiongliese, microscopique et macroscopique
respectivement a 33°C et 45°C (Jaber and Schl@®®5). Sous I'action du chauffage, prés
de 50% de la quantité d'eau contenue initialemeanisdle film est expulsée de facon
réversible. Une application prometteuse de telemabtages thermosensibles concerne la
libération de médicaments par changement de tetopérapar exemple en réalisant le
chargement d’un principe actif dans le film a 26CGen provoquant sa libération spontanée
en le placant dans un milieu physiologique a 37&i@si, des microgels constitués de poly(N-
isopropylacrylamide-co-acide acrylique) (PNIPAM-E&A) et de polyallylamine (PAH) ont
été chargés par un médicament utilisé en chimiaghér la doxorubicine. Par déclenchement
de pulses thermiques entre 20 et 50°C, ce médidamen étre libéré de facon contrdlée
(Serpe et al. 2005).

1.3.3 Films répondant aux rayonnements UV, VisibldR
Modulation de la perméabilité par une réaction phobchimique

Des réactions photochimiques peuvent étre utilis®és pour augmenter, soit pour
diminuer la perméabilité de capsules creuses a Basmulticouches de polyélectrolytes.
Ainsi, le Rouge Congo, molécule photosensible gauétisé comme un des constituants de la
paroi de capsules creuses formées par I'associd@oiims PSS/PAH et PDADMA/Rouge
Congo. Sous l'action de la lumiere visible, le Reugongo est éliminé de la paroi de la
capsule la rendant perméable vis-a-vis d’'une magiécule comme le dextrane (Tao et al.
2001).
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Inversement, il est possible de diminuer la perntiéalde la paroi des capsules
creuses par réticulation photochimique. Sous becti’'un rayonnement UV, les interactions
électrostatiques faibles entre des chaines de réisine et de poly(styréne sulfonate)
constituant la capsule, sont converties en liaismmglentes, renforcant ainsi sa cohésion
(Zhu and McShane 2005). Ces auteurs ont montrd qtéit possible d’encapsuler une
enzyme, la glucose oxydase, tout d'abord par ddfusa travers la paroi de la capsule
perméable. Ensuite, une irradiation des particylas rayonnement UV rend la capsule
impermeéable et conduit & I'emprisonnement de I'erezya l'intérieur de celle-qiFigure
1.17)

LEL
Assembly

Core dissolution

Enzyme
penetration

Figure 1.17. Diagramme schématique illustrant I'enapsulation par réticulation photochimique de la
glucose oxydase dans des micro capsules a base ibfesf diazorésine/poly(styrene sulfonate) (DAR/PSS)
(Zhu and McShane 2005).

Libération d’un principe actif par effet plasmon de surface

La conversion d'un rayonnement en chaleur par desparticules métalliques permet
d’envisager de nombreuses applications pour ladtmn controlée de principes actifs par
pulses lasers. En effet, des nanoparticules d’od’'angent incluses dans les parois des
capsules ont la propriété d’absorber fortementefgie du rayonnement IR et de la restituer
au milieu sous la forme d’échauffement local en@at la dégradation voire la rupture des
capsules (Skirtach et al. 2004; Angelatos et ad520L utilisation d’un tel rayonnement est
particulierement attractive dans le cas d’applaei biomédicales en raison de la faible
absorption du rayonnement IR par la plupart desusishumains. Des macromolécules
biologiques comme le dextrane ont été encapsuléss dles microcapsules creuses

composeées d’'un assemblage de couches de (PSS/PAeinanoparticules d’or. Sous l'effet
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de pulses laser courts émis dans un rayonnemeptoéhe, le dextrane a pu étre libéré par
désintégration de la capsul&igure 1.18) suite a l'effet plasmon des particules d'or
(Angelatos et al. 2005).

)

Pulse IR

Figure 1.18. Schéma d’une capsule a base de multimhes PAH/PSS et de nanoparticules d’or (en rouge)
chargée en macromolécules de dextran-FITC (en vert) La libération a distance de la macromolécule
encapsulée est réalisée par dégradation de la coliiphoto-activable en utilisant des pulses courtde
rayonnement laser dans I'IR proche (Angelatos et ak005).

Ce travail s’inscrit notamment dans le développdméa nano/microcapsules a visée

thérapeutique pour la vectorisation de médicamesrs des cellules cancéreuses.
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1.4 Assemblages polymériques sous stimuli mécanigue

1.4.1 Propriétés mécaniques des films multicouches
Des propriétés mécaniques tres variables
Interprétation moléculaire des propriétés mécangjue

Facteurs influencant la mobilité des chaimespolyélectrolytes

1.4.2 Films polymériques répondant aux stimuli méaaques
Surfaces a mouillabilité/hydrophobicité réversibarhcontrélées
Surfaces a gradients moléculaires

Libération contrélée de molécules sous contrainéeanique

1.4.1 Propriétés mécaniques des films multicouches

La connaissance des propriétés mécaniques desrfilificouches de polyélectrolytes
est d’'une importance primordiale en vue d’applmadi notamment dans le domaine des
membranes auto-supportées ou encore dans le dpeelept de surfaces adhérentes aux

cellules.

Des propriétés mécaniques tres variables

Les films multicouches de polyélectrolytes existentempérature ambiante dans
différents états de la matiere, ce qui leur conte propriétés mécaniques tres diverses. De
nombreux films consistent en des gels viscoélastiga'est-a-dire des matériaux mous ayant
a la fois un comportement de type fluide visqueaxactérisé par la viscositg et un
comportement de matériau solide élastique caraét@ar le module élastique E (ou module
d’Young) qui quantifie la contrainte surfacique esgaire a déformer le matériau dans son
domaine élastique. Ainsi les films PLL/HA présentls caractéristiques d’un liquide avec
une forte viscosité égale a environ 0.1 poiseyeart et al. 2001) et un faible module
élastique de l'ordre de quelques kilopascals (Sdenect al. 2006). De méme, les films
PLL/PGA possedent les caractéristiques de geloéiastiques (Kulcsar et al. 2005). Il est
méme possible de réaliser des films multicouchespalgélectrolytes avec une réponse
purement élastique par réticulation chimique ed#e chaines de polyélectrolytes dans des
films PLL/HA en utilisant de I'éthyl-diméthylaminoppyl-carbodiimide (EDC) comme agent

de réticulation en présence de N-hydroxysulfosuctde (NHS) jouant le role de catalyseur
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(Collin et al. 2004). Enfin, d’autres films possaten état de la matiere proche d'un état
solide ou vitreux, tels que les films PSS/PAH (ksalcet al. 2005); (von Klitzing 2006).

Les parameétres mécaniques sont obtenus a padiff@entes méthodes expérimentales :

- Détermination du module élastique et de la résistamécanique uftimate tensile
strenghj par traction de membranes autosupportées caofssitude multicouches
(Mamedov et al. 2002; Tang et al. 2003)

- Mesure du module élastique par des courbes d’'iatlenten utilisant une pointe d’AFM
ou une particule sphérique colloidale déposéeaointe du cantilever (Mermut et al.
2003; Schneider et al. 2006)

- Mesure du module élastique de capsules constilgesulticouches de polyélectrolytes
par différence de pression osmotique (Gao et &l12Gao et al. 2001)

- Acces a la viscosité et au module élastique paopieéométrie en mesurant le module de

cisaillement complexe (G = G'+iG”), déterminé ergime fréquentiel (Collin et al. 2004)

La détermination des modules élastiques a pu éalisée pour de nombreux films
multicouches assemblés sur une surface plane i laoforme de capsules creuses. Ces

résultats sont resumeés dans le tableau su{Vatieau 1.2) :

Films multicouches Module Méthode et référence

élastique (MPa)

PLL/HA 0.01 Courbes d’indentation AFM

Films plans (Schneider et al. 2006)

PLL/HA réticulés avec 0.1-0.5 Courbes d’indentation AFM (Schneider
EDC/NHS, et al. 2006), Piezo-rhéométrie (Collin et
Films Plans al. 2004)

PDADMA/PSS 10-100 Systeme d’analyse micromécanique
Films Plans (Jaber and Schlenoff 2006),

Capsules Différence de pression osmotique sur

des capsules (Gao et al. 2001)
PAH/PSS 500 Déformation de capsules par AFM

Capsules creuses (Gao et al. 2001)

Tableau 1.2. Modules élastiques (modules d'Youngkedlifférents films multicouches de polyélectrolytes

La résistance mécanique des films multicouches diyéfectrolytes peut étre

largement améliorée soit par réticulation chimigmére les chaines de polyélectrolytes, soit
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par insertion d’agents rigidifiants. Ainsi, des ni@anes de type « briques et mortier », de
structure similaire a la nacre, ont été construgtggrtir de chaines de PDADMA jouant le
rble de ciment entre des nano-plaquettes de moitiomite (Tang et al. 2003). Ces
assemblages possedent une résistance mécaniquee mtes matériaux plastiques les plus
durs. De méme, des membranes extrémement solioiégu@s par 'assemblage de PEI et de
nanotubes de carbone (SWNT), possédent une résstag@canique voisine de celles de
céramiques ultradures (Mamedov et al. 2002). Ldésuvs des résistances mécaniques sont

rassemblées dans le tableau suiy&ableau 1.3) :

Assemblages polymeériques ou matériaux| Résistance ca@ique (MPa)
(Ultimate tensile strength)
Films PEI/PAA 1-10 (Mamedov et al. 2002)
Films PDADMA/argile 50 (Tang et al. 2003)
Plastiques industriels durs 20-70 (Mamedov et al. 2002)
Nacre 150 (Tang et al. 2003)
PEI/SWNT 200 (Mamedov et al. 2002)
Céramiques ultra-dures 300 (Mamedov et al. 2002)
Nanotubes de carbones (SWNT) 20 000-50 000 (Mamedov et al. 2002)

Tableau 1.3. Résistance mécaniqu@iltimate tensile strenghtde différents assemblages moléculaires et
supramoléculaires (Mamedov et al. 2002; Tang et a2003).

Interprétation moléculaire des propriétés mécaniqus

Les propriétés mécaniques des films multicouches padyélectrolytes sont
directement reliées a la mobilité des chaines dgélsatrolytes au sein du film. En effet, les
chaines de polymeres ne sont pas systématiqueigéas fpar attraction électrostatique et il
existe un certain degré de mobilité qui dépendadedture de I'assemblage. De nombreux
travaux ont concerné la mesure des coefficientdiffiesion des chaines de polyélectrolytes
pour des films multicouches a croissance linéairexponentielle. Par exemple, le coefficient
de diffusion des chaines de polyméres dans des &leroissance linéaire tels que PAH/PSS,
a été estimé & moins defa@nt.s* (R. von Klitzing 2006) indiquant pour ces filmsreux
une trés faible mobilité des chaines de polyélgats, alors que celui de films a croissance
exponentielle PLL/HA a été estimé & des valeurspriza entre 18 et 10 cnf.s* (Richert
et al. 2004; Picart et al. 2005) indiquant pour fiess viscoélastiques une trés forte mobilité

des chaines.
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La dynamique moléculaire des chaines de polyélgtds résulte notamment de la
compétition énergétique entre [lattraction éledatique et I'agitation thermique. A
température fixée (température ambiante), les @rE® mécaniques dépendent donc de la
force d’interaction électrostatique s’exercant enés polycations et les polyanions dans le
film. Laugel et al., ont mis en évidence une relatentre le mode de croissance des films
multicouches de polyélectrolytes et I'enthalpie abenplexation relative a la formation des
complexes polycation/polyanion dans le film (Laugélal. 2006). Des films a croissance
linéaire, comme PAH/PSS, présentent un processuasrdplexation fortement exothermique
traduisant une forte attraction électrostatiquereentes chaines de polyélectrolytes.
Inversement, des films a croissance exponentielience PGA/PLL se caractérisent par un
processus de complexation endothermique conségdanue faible attraction électrostatique.
Cette étude montre une corrélation entre le degssdciation des chaines de polyélectrolytes
et le mode de croissance des films multicouchegatiglectrolytes. Elle suggére également
que les propriétés mécaniques des films multicauce polyélectrolytes dépendent
largement de la cohésion électrostatique de |'abkage.

Facteurs influencant la mobilité des chaines de pgdlectrolytes
Influence de la force ionique

Différents facteurs influent sur la mobilité desatifes dans un film multicouches de
polyélectrolytes. Ainsi la diffusion inter-chainestre les couches d’un film pseudo-stratifié
PDADMA/PSS sous l'effet de la force ionique a étisanen évidence par réflectivité des
neutrons (Jomaa and Schlenoff 2005). La force imigermet notamment de contréler le
degré d’association entre les chaines de polyélgtds. En effet, plus le taux de sel est
important et plus les contre-ions ont tendance @néer les charges des chaines de
polyélectrolytes. Ceci affaiblit la force de laisian électrostatique entre les polycations et les
polyanions et par conséquent accroit la mobilite deines de polyélectrolytes. D’'un point
de vue macroscopique, l'augmentation de la mobiiés chaines avec la force ionique
entraine une diminution du module élastique du .filmber et Schlenoff ont étudié le
comportement viscoélastique de films PDADMA/PSS ges cycles d’étirement mécaniques
(Figure 1.19) et ont mis en évidence l'influence du taux de se&lla valeur du module

élastique de ces assemblages (Jaber and Schl©06if. 2
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Figure 1.19. (A) Courbes de contrainte-déformationobtenue par des cycles d'étirement sur des films
PDADMA/PSS pour différentes concentrations de NaClLes courbes obtenues correspondent du bas vers
le haut a des concentrations de @), 0.2 @), 0.4 (x), 0.6 &), 0.8(*) et 1M (o et @) en NaCl. (B) Evolution
du module élastique en fonction du taux de NaCl. lssmodules élastiques ont été obtenus a partir des
courbes de gauche (Jaber and Schlenoff 2006).

Influence de la température

La température influence aussi les propriétés eisstiques des films multicouches.
Par exemple, Mueller et al, ont montré que le medlhstiqgue de capsules creuses a base de
multicouches PDADMA/PSS était divisé d'un factevoghe de 100 passant de 100 MPa a 1
MPa, par simple chauffage (Mueller et al. 2005). faih cette diminution importante du
module d’Young est attribuée a une transition dasphvitreuse se situant vers 35°C faisant
passer le film initialement vitreux a températungbéante a un état beaucoup plus mou pour
des températures supérieures, se traduisant paramtrte augmentation de la mobilité des

chaines par agitation thermique moléculaire.

1.4.2 Films polymérigues répondant aux stimuli méaaques

Dans cette partie, nous nous intéressons a laipiésierd’assemblages polymériques
et moléculaires utilisés comme films mécaniquemactifs, c'est-a-dire, répondant sous
'action de stimuli mécaniques par la modificatiale leurs propriétés physiques ou
chimiques. Une action mécanique (de type étirenoentelaxation) permet notamment de
moduler le caractere hydrophile ou hydrophobe, rdercdes gradients moléculaires sur une
surface ou encore de libérer des principes actifgtenus dans la matrice polymérique

constituant le film.
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Surfaces a mouillabilité/hydrophobicité réversiblenent controlées
Des surfaces hydrophiles aux surfaces hydrophobes

Récemment, un nouveau type de surface basé sépéi direct de multicouches de
polyélectrolytes sur des feuilles de silicone, anpgs de passer réversiblement d'un
comportement surfacique hydrophile a une componéems@facique hydrophobe, par simple
étirement mécanique longitudinal du substrat deosie (Hemmerle et al. 2005). Un
polyélectrolyte hydrophobe, le Nafion a été utilsxur construire des assemblages formés de
films multicouches poly(allylamine)/Nafion (PAH/Nakn tant que strate hydrophobe et
poly(allylamine)/poly(acrylic acid) (PAH/PAA) en ria que strate hydrophile. L'angle de
contact d’un film PEI/(Naf/PAH)Naf/(PAH/PAA), a été mesuré au cours de plusieurs cycles
d’élongation/rétraction successifs et a conduiea whleurs alternant réversiblement entre 57
et 100° lorsque l'on passe d'un état non-étiré atainétire (taux d'étirement de 2(Ejgure
1.20) Cette observation s’explique notamment par I'exjan en surface de la strate

hydrophobe Naf/PAH sous étirement et son ré-engenirent lors du retour a un état de repos

(rétraction).
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Figure 1.20. A gauche: Courbe représentant I'évotion de Il'angle de contact durant les cycles
d’élongation/rétraction pour une multicouche (PEI/Naf)/((PAH/Naf)/(PAH/PAA),. La valeur de 1
correspond a I'état non-étiré et la valeur de 2.2 #état étiré (d'un taux égal a 2.2 fois la longueuinitiale
du substrat de silicone). A droite : Schéma de latrsicture supposée stratifiée d'un tel film : les bades
vertes et jaunes correspondent a (PEI/Naf), les bdes rouges et vertes a (PAH/Naf) et les bandes raset
bleues a (PAH/PAA) (Hemmerle et al. 2005).

Surfaces superhydrophobes a base de monocouchasimément assemblées

Les propriétés hydrophobes des matériaux peuvealerdgnt étre améliorées en
couplant des molécules organiques par liaison eowl aux surfaces. La manipulation
meécanique des sites de greffages de ces moléautesnssubstrat élastomere fournit un

moyen de fabriqguer des monocouches mécaniqguemsainbtées avec des propriétés super
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hydrophobes. Ainsi, Genzer et Efimenko ont montodl ¢gtait possible d’augmenter la
densité surfacique de chaines perfluoroalcanes sne surface élastomere de
poly(diméthylsiloxane) (PDMS) par une simple matition mécanique du substrat (Genzer
and Efimenko 2000). La méthode pour fabriquer dedeurfaces est présentée suFrigure

1.21décrite dans le paragraphe qui suit.

Lorsque la surface de PDMS est soumise a un étiremécanique, d’une €longation
AX, le nombre de points de greffages hydroxyles pegaun traitement UV/Ozone (UVO) sur
la surface de PDMS est augmenté par rapport & héta-étiré (suite a une augmentation de
I'aire du substrat de PDMS). Les chaines de perdlloanes sont alors greffées sur la surface
étirée par réaction chimique entre ces fonctiondrdwyles présentes en surface et des
trichlorosilanes semi fluores F(@HCH,)«SiCl; noté FyHx. Lorsque la surface est relaxée a
son aire initiale, la diminution de laire de I'étamére par rétraction entraine une
augmentation de la densité surfacique de chaingsediioroalcanes. L'angle de contdct
d'une goutte d’eau déposée en surface du sulzsttd, mesuré en fonction de I'élongation
pour deux types de perfluoroalcanes F6H2 et F8tihs les deux ca8,varie de 100° pour
Ax=0 (surface avec greffage réalisé sans étiremgerit30° pour un greffage réalisé sur un
substrat soumis a une élongatior > 95%. Cette méthode simple a I'avantage majeur de
pouvoir augmenter I'angle de contact d'une surfiagdrophobe semi-fluoré de plus de 30°,

permettant la réalisation de surfaces super hyaiogsh

| Poms | 4

A B

Figure 1.21. lllustration schématique des étapes pmettant la formation de surfaces super hydrophobes
(A) Feuille de PDMS non étirée. (B) Etirement mécague d’'une feuille de PDMS d’une élongation dex.

(C) L'exposition a un traitement UVO produit des sufaces de PDMS hydrophiles composées
majoritairement de groupes hydroxyles. (D) Les moléules FyHx sont déposées en phase vapeur sur ce
substrat étiré et forment une monocouche auto-assdiée organisée. (E) La contrainte est relaxée et la
surface retourne a son état initial ce qui a pour @enséquence de former une monocouche de molécules
assemblées trés dense. Les images en dessous deushachéma correspondent a la morphologie des
gouttes d’eau étalées sur chacune des surfaces. ii@&r and Efimenko 2000)
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Surfaces a gradients moléculaires

Alors que la plupart des applications font inteivedes surfaces qui sont
chimiguement homogénes, d’autres cas nécessitatilishtion de surfaces constituées de
régions chimiguement hétérogenes. De telles swfammt notamment utiles pour des
procédés de lithographie ou encore des dispositEenettant de diriger des liquides
(microfluidique). De multiples surfaces a gradiemtsiéculaires ont été développées au cours

de ces derniéres années.

Une nouvelle stratégie pour générer des substratec ades propriétés
physicochimiques dépendant de la position (X,y)l@wurface consiste a utiliser la technique
précédemment décrite de monocouches mécaniquemssemhblées. Des gradients
moléculaires a 2 dimensions ont été réalisés erbic@mt I'étirement inhomogéne d’une
feuille de silicone (PDMS) et le dép6t uniforme janosilanes lors de I'étirement (Genzer et
al. 2003). Les feuilles de silicone ont été décespsous des formes non conventionnelles et
uni-longitudinalement étiréggigure 1.22.a et b) La distribution des contraintes locales sous
étirement a été cartographiée sur ces deux édbastién utilisant un logiciel de simulation
adéequat. Les résultats pour ces 2 échantillonsmmontrés sur l&igure 1.22.¢ les zones les

plus étirées correspondant aux zones les plus gsmbr

unstretched stretched
Echantillon 1

Figure 1.22. Photographies de feuilles de PDMS figé dans un dispositif d’étirement avant étirement&)
et aprés une élongation uni-axiale de 40% (b). Deugéométries d’échantillons ont été utilisées. (c)
Distributions des contraintes mécaniques locales lcallées par simulation pour des feuilles de PDMS
étirées avec des géométries correspondant aux échihons 1 et 2. Les régions les plus sombres surse
représentations correspondent aux zones de plus fes tensions mécaniques (Genzer et al. 2003).
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Des gradients moléculaires de perfluoroalcanes FEGHEFR),(CH,)SiCl;) ont été
créés en réalisant des monocouches mécaniquemesgmizlés comme indiqué
précédemment. A |'état étiré, les échantillons D& ont tout d’abord été traités aux UVO
puis ils ont été recouverts d’une couche dense gemode F8H2 sur la surface avant d'étre
relaxés. La spectroscopie d’absorption aux rayongexhnique NEXAFS) a été utilisée pour
mesurer la concentration surfacique en moléculgsedéioroalcanes F8H2 par la mesure des
intensités des signaux relatifs aux excitationstédaiques des liaisons Carbone-Fluor (C-F).
Ces données ont été normalisées en utilisant umegure standard. Dans Figure 1.23
cette intensité normaliségrlest représentée en fonction de la position (yy)assurface des
deux échantillons. Les régions les plus sombregspondent aux régions avec les plus fortes
concentrations en liaisons C-F et le ratio entserégions les plus et les moins concentrées est
environ de 1.3 pour les deux échantillons. Pluscifpéement, pour I'échantillon 1, la
concentration en fluor est la plus grande au mila I'échantillon contrairement a
'échantillon 2 ou elle est la plus grande sur besds du substrat. La comparaison des
Figures 1.22.c et 1.23permet de conclure que les régions avec lesfpitess concentrations
en molécules F8H2 (a I'état relaxé) correspondent @egions soumises aux plus fortes
contraintes locales sous étirement. Cette métharsapermis la construction de surfaces a

gradients moléculaires.

Echantillon 2

Figure 1.23. Cartographie de lintensité des signaurelatifs aux liaisons C-F enregistrés pour les 2
échantillons aprés greffage des molécules F8H2 sia surface étirée et relaxation de la surface. Les
régions les plus sombres correspondent aux régioasec la plus grande intensité en signal relatif afiuor.
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Libération contrélée de molécules sous contrainte écanique

Le corps humain étant intrinséquement sujet a debneuses contraintes mécaniques
au niveau des muscles (étirements longitudinauxs drticulations (déformations ou
torsions), ou encore des arteres (étirements latigiaux et radiaux), la libération contrblée
de principes actifs par stimuli biomécaniques est sujet permettant denvisager de

nombreuses applications bio-médicales.

Ainsi, la libération de protéines par un implantlypeérique biodégradable a été
étudiée sous l'action de contraintes mécaniquesiqeys (Arm and Tencer 1997). Deux
protéines modeles, I'albumine bovine (BA) et layfisine-inhibiteur" (TI) ont été enfouies
dans des implants cylindriques a base de co-pelyedtacide lactique et glycolique
(poly(lactic-co-glycolic) acid, PLGA). Ces matricemt été soumises a des déformations
cycligues de 720 cycles par jour pendant 2 semaibes auteurs ont montré que la
déformation mécanique cycligue avait comme effet ciléer des microfissures et des
micropores sur toute la surface de l'implant. Lexrapores se situent dans les zones
soumises aux plus faibles contraintes mécaniques gue les microfissures se situent dans
les zones soumises aux plus fortes tensions. Hségalement mis en évidence que la
libération des protéines en solution était d’autphts importante que I'amplitude de la
déformation était forte. Ces auteurs ont ainsi méote possibilité de libérer des substances

thérapeutiques par des actions mécaniques de &parthtion ou étirement.
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2.1 Matériels, construction et étirement des échaiibns

2.1.1 Solutions de polyélectrolytes, enzymes et rdolles substrats
Solutions de polyélectrolytes

Les polyélectrolytes utilisés pour construire ldés$ multicouches sont dissous dans
une solution aqueuse de chlorure de sodium (Na&pgrée avec de I'eau ultra-pure (de
résistivité¢ 18.2 M.cm, systeme Milli-Q-plus, Millipore) et tamponnéevec du tris-
(hydroxyméthyl) aminométhane (tampon Tris 10 mM/N&CL5 M). Les solutions de
polyélectrolytes sont réalisées a une concentratiofh mg.mL* et le pH de ces solutions est
ajusté a 7.4 avec des solutions concentrées deeH@¢ NaOH. Legableaux 2.1 et 2.2

récapitulent les polycations et les polyaniongsg.

Nature du Structure Mw pKa Fournisseur
polyélectrolyte / moléculaire (g/mol)
Notation
Poly(L-lysine) CT 55700 10.5 Sigma-Aldrich
."(,C\.\‘\‘CH/I‘.PQ.F1
PLL
HN' gy
Poly(diallyldiméthylam ol 200 000 / Sigma-Aldrich
monium) -
: 350 000
PDADMA S
H.C" 'CH;
Poly(allylamine) 70 000 9.0 Sigma-Aldrich
PAH n
NH; Cl

Tableau 2.1. Polycations utilisés
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Nature du Structure moléculaire Mw pKa Fournisseur
polyélectrolyte / (g/mol)
Notation
Acide Hyaluronique GO0 CHyOH 420 000 2.9 Bioiberica
0 0
HA A B 0,
o Lifecore
OH NHCOCH, Biomedical
Poly(sodium 4- ,(CH:H ,} 70 000 / Sigma-Aldrich
styrene sulfonate) o
PSS
0=—5—0 Na
!

Tableau 2.2. Polyanions utilisés

Polyélectrolytes fluorescents

Pour les expériences de microscopie confocale aybgé laser, des polyélectrolytes
fluorescents ont été employés. Ces polymeéres daigcommerciale ou préparés au
laboratoire ont été marqués par couplage covaleet ales sondes fluorescentes, la
fluorescéine isothiocyanate, verte fluorescente ITQEF longueur d'onde d'absorption
A = 488 nm/d'émissiol. = 520 nm) ou encore la rhodamine succinimidyl resteuge
fluorescente (Rho, longueur d'onde d'absorptien570 nm /d'émissioh = 595 nm) Figure
2.0).

CH.CH,.).N
( 3 2}2 S —r—Ni
[ R W ] A
gty P
/ , I
I Y
{. i 3
AN i |
RN | N
A

I
1 . |1 o
SOENH{CH2}5-‘C-D'N _/A—Dgx_ PN e __,_,/H.%_
o]
Figure 2.1. Structures moléculaires des sondes fliegscentes greffées de facon covalente sur les

polyélectrolytes. A gauche, la rhodamine succinimid ester (excitationl = 570 nm/émissiork. = 595 nm).
A droite, la fluorescéine isothiocyanate (excitatiod = 488 nm/émissiorh = 520 nm).
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Le couplage de ces sondes fluorescentes avec tgdeptrolytes comme la poly(L-
lysine) (PLL) ou encore la poly(allylamine) (PAHtebtenu par I'attaque nucléophile de ces
polyamines sur le carbone électrophile du groupé¢hiscyanate de la FITC ou du groupe
ester de la rhodamine succinimidyl ester, il erultésla formation d’'une liaison covalente
reliant la sonde fluorescente et le polyélectroliges caractéristiques de ces polyélectrolytes
notés PLE™, PLLR™ PAHTC et PAH™, sont données dans fableau 2.3 La poly(L-
lysine) et la poly(allylamine) marquées a la flisméine isothiocyanate (PETS, PAHTTC)
ont été obtenues commercialement (fournisseur Sigahars que le marquage de ces
polyélectrolytes avec la rhodamine succinimidykeest été réalisé au laboratoire. Pour cela,
une quantité appropriée de PLL est dissoute damssofution de carbonate de sodium
(NaCOs) (0.1 M, pH = 8.5) & 1 mg.mb Parallélement, la rhodamine succinimidyl ester
(Rhodamine ReW'-X, Molecular Probes) est dissoute dans du dimégwfoxyde (DMSO) a
une concentration de 2 mg.mMLLes deux solutions sont mélangées avec un ragpottmg
de rhodamine pour 50 mg de PLL (stoechiométrie Rhio/~ 1/1) a température ambiante
durant 2 heures sous agitation douce. Le polyélgter marqué PLE™ est finalement purifié
par dialyse (Cut off 12000-16000 g/mol, Membra-T#, Viskase Companies, USA) contre
de I'eau pendant plusieurs jours en changeantigkgaient I'eau du dialysat. L’absence de
rhodamine libre dans le dialysat est vérifiée auyenod'un spectrometre UV/visible
(Hermanson 1996). Un protocole similaire pour lategse de PARI® a été réalisé.

En ce qui concerne le poly(styréne sulfonate) m&rgua rhodamine (P8%), la
stratégie de couplage est différente. Le P38 été synthétisé suivant le protocole suivant :
2.5 mmol de monomeéres de 4-styréne sulfonate deamo@S, Sigma,) sont dissous dans 7.5
mL d’eau ultra-pure. Puis une solution de methasyéthyl-thiocarbamoyl-rhodamine B
(MRho, Polysciences, Allemagne) a 0.0125 mmol damsL de méthanol, est ajoutée a la
solution précédente de SS, obtenant un rapportiradi#Rho/SS de 0.5 %. Ce mélange est
maintenu sous agitation pendant une heure soussplrae d'azote. Puis 25@ d'une
solution aqueuse de tetra-méthylethylénediamineEDK, Sigma) a 0.1 M et 250L d'une
solution aqueuse de peroxo-disulfate d’ammoniumHgpE,0g, Sigma) a 0.05 M sont
ajoutés au milieu réactionnel sous atmosphére tBazdin d'initialiser la réaction de
polymérisation. La solution, maintenue sous atmespl’azote, est chauffée a 40 °C pendant
4 heures puis refroidie a température ambiante grentR heures sous agitation. La solution
finale est dialysée pendant une semaine contriede ét finalement lyophilisée pour donner
un solide rouge fluorescent de F&gDahne et al. 2001).
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Polyélectrolytes fluorescents Fournisseur Mw (g/mol) pKa
Notation ou méthode de couplage

Poly(allylamine) marquée a laSigma-Aldrich 70 000 9.0

fluorescéine isothiocyanate
Taux de substitution : 1-2 %
PAHTC FITC par allylamine.

Poly(L-lysine) marquée a la| Sigma-Aldrich 70 000 10.5
fluorescéine isothiocyanate
Taux de substitution : de 0.3

PLLFT® a1 % FITC par lysine.
Poly(allylamine) Réaction de couplage avecjla 70 000 9.0
et Poly(L-lysine) rhodamine succinimidyl (PAHRM)
marquées a la Rhodamine| ester Red"-X (Molecular
Probes) 10.5
PAHRM et pPLLR" (PLLRM)

Purification par dialyse

Caractérisation par
spectroscopie UV/Vis et
Fluorimétrie

Poly(styrene-sulfonate) | Réaction de polymérisation Non /
marqué a la Rhodamine renseigné
Purification par dialyse

ps&he

Caractérisation par
spectroscopie UV/Vis

Tableau 2.3. Polyélectrolytes fluorescents utilisés

Solutions d’enzymes

Pour la construction des films multicouches enzymuats, la phosphatase alcaline
(notée AP, alkaline phosphatase, Sigma-AldrichPB24 a été utilisée. Elle a été dissoute a
une concentration de 1 mg.Mkelon les mémes conditions indiquées précédemrzenp6n
Tris 10 mM/NaCl 0.15 M, pH = 7.4).
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Enzymes marquées par un fluorophore

Pour la visualisation de la phosphatase alcalinenienoscopie confocale a balayage
laser, les sondes fluorescentes FITC et Rho ontgétéfées sur cette enzyme. De la
phosphatase alcaline marquée a la rhodamine (n&BE89), a été obtenue en couplant
I'enzyme (AP) dissoute & 10 mg.midans une solution de p&O; (0.1 M, pH = 8.5) avec la
rhodamine succinimidyl ester (Rhodamine REX, Molecular Probes) dissoute dans du
DMSO (diméthylesulfoxyde) & 10 mg.nL Nous avons utilisé un ratio de 1 mg de
rhodamine pour 10 mg d’enzyme (stoechiométrie RRofALO/1). Ces deux solutions ont été
mélangées sous agitation magnétique a tempéramii@ate pendant 1 heure. AP a été
purifiée par dialyse pendant plusieurs jours didénce de rhodamine libre dans la solution a
été vérifiée par spectroscopie UV/visible. Un poole similaire pour AP™ a été utilisé en
couplant la phosphatase alcaline avec la fluoreseéothiocyanate (FITC Isomer |,
Invitrogen) et I'absence de FITC libre dans la Solu a été vérifiee par spectroscopie

UV/visible puis par fluorimétrie.

Molécules substrats enzymatiques
Para-nitrophénylphosphate (PNP)

L’activité enzymatique de la phosphatase alcaliggéasuivie par incubation des films
multicouches enzymatiques dans une solutiop-dirophényl phosphate (PNRjigure 2.2)
a 5 mg.mLC* dans le tampon Tris 10 mM/NaCl 0.15 M (pH = 8.5). éifet, sous I'action de
cette enzyme, Ig-nitrophényl phosphate (PNP) s’hydrolyse nitrophénol (PN) et en un
ion phosphate. Le PN produit par la réaction enziua est alors détecté en solution en
mesurant I'absorbance a une longueur d’onde derdi®Fmaximum d’absorption) a I'aide

d’un spectrophotometre UV/Visible.
Fluorescéine di-phosphate (FDP)

L’activité de la phosphatase alcaline a égalemgnin&surée par incubation des films
multicouches enzymatiques dans une solution dedfogine di-phosphate (FDP, Invitrogen,
F-2999) & 100 pg.mtdans le tampon Tris 10 mM/NaCl 0.15 M (pH = 7.43. fluorescéine
di-phosphate (FDP)Hgure 2.2) est un substrat incolore et non fluorescent gehtzsphatase
alcaline qui permet, aprés transformation enzymatign fluorescéine, une plus grande
résolution de détection que le PNP. L’hydrolyse yematique séquentielle des deux
substituants phosphates de la FDP fournit d’abcedla fluorescéine mono-phosphate

faiblement fluorescente suivie de la fluorescéimeiment fluorescente (excitation/émission
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490/515 nm). Notons que les solutions de FDP a#bsprésentent un faible bruit de fond de
fluorescence da principalement a la fluorescéinmavghosphate ou bien a la fluorescéine
initialement présente en faible quantité dans telpit commercial. Au cours de la réaction
enzymatique dans les films multicouches, la vamatie fluorescence est alors visualisée par
microscopie confocale et la mesure relative dedisité de fluorescence est possible en
utilisant le microscope confocal en tant que flo@ire. Ainsi, le microscope confocal a
permis la détection de I'activité enzymatique dpHasphatase alcaline.

Figure 2.2. Structures moléculaires des deux subsits enzymatiques (utilisés) de la phosphatase alied.
A gauche : lep-nitrophényl phosphate (PNP), & droite : la fluoreséine di-phosphate (FDP).

2.1.2 Construction des échantillons
Nature des substrats de dépot utilisés

Pour des études préalables sans étirement mécadegitamelles de verre (a base de
silice) chargées négativement en surface (dianig&renm, VWR) ont été utilisées comme
substrats des films multicouches de polyélectrslytdles présentent une faible rugosité et
leur transparence permet les observations opticgigsii en fait de trés bons supports d’étude.
Les résultats obtenus sur le verre sont facilenr@amsposables a d'autres surfaces car les
films multicouches de polyélectrolytes, aprés Ipaléde quelques couches, possedent des
caractéristiques de construction indépendantesuldstrat (Ladam et al. 2000). Les lamelles
de verre sont préalablement nettoyées a I'aideedsofution de SDS 0.01 M (10 min, au bain-
marie), rincées a l'eau puis trempées dans ungsolle HCI 0.1 M (10 min, au bain-marie).

Enfin, elles sont rincées abondamment a 'eaudtéss sous flux d’azote.

En ce qui concerne les expériences d’étirement migua, des feuilles de silicone,
non chargées en surface, d'épaisseur 254 um (lsseur, Specialty Manufacturing Inc. SMI,
Saginaw, Michigan, USA) ont été utilisées commestualts élastomeériques. Ces feuilles de

silicone, découpées en surface carrées deIBmnt sont plaquées sur des lamelles de verre
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carrées de méme surface, de facon a pouvoir legpolanaisément et les maintenir sur un
portoir lors de la construction des échantillonde€Esont nettoyées préalablement avec de

I'éthanol (quelques minutes) puis rincées abondamiaesc de I'eau.

Construction des assemblages multicouches

Pour la réalisation de films contenant un nombexé&lde couches, I'opération de
dépdt sur les substrats précédents est programniiéalé d’'un bras automatisé (Dipping
Robot, Riegler et Kirstein, GmbH, Berlin, Allemagr(€igure 2.3. Les substrats maintenus
sur ce bras robot sont séquentiellement plongés E&nsolutions de polyélectrolytes et de
rincage. lls sont tout d’abord immergés dans latemi de polycations (10 min.) puis sont
rincées (10 min.) avec une solution de rincagetigea a la solution de dissolution des
polyélectrolytes. Ils sont ensuite plongés darsolation de polyanions et rincés en suivant le
méme protocole que pour le dépdt des polycatiors. dpérations d'immersions successives
sont répétées jusqu’a I'obtention du nombre de ltesisouhaité. En ce qui concerne les films
fonctionalisés avec l'enzyme, la phosphatase akdlinarquée fluorescente ou non) a été
adsorbée dans le film pendant 30 minutes a unaicerttape de la construction puis une

étape de rincage a été réalisée pendant 10 min.

Figure 2.3. Construction des films multicouches adide du bras automatisé (Dipping Robot, Riegler et
Kirstein, GmbH, Berlin, Allemagne)

2.1.3 Dispositif d’étirement

Un dispositif d’étirement réalisé au laboratoirermet d’étirer de fagon longitudinale
les films multicouches solidaires de leur subsétastomérique en silicone, directement sous
le microscope confocaF{gure 2.4). Le degré d’étirement (%) est défini par le parametr

a = (I-lo)/lo ou b et | correspondent respectivement aux longueltsla et étirée de la
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feuille de silicone.Le mouvement d'étirement est réalisé par un motectrique de
précision & une vitesse de 0.74 nimFoutes les expériences d’étirement ont été Eesis

température ambiante dans des conditions liquides

Figure 2.4. Dispositif d’étirement adapté sur un cdre-platine de microscopie (confocale ou a épi-
fluorescence). L’échantillon (film multicouches satlaire du silicone indiqué par la fleche blanche) & fixé
sur le dispositif et son étirement est réalisé adide d’un moteur électrique alimenté en courant cotinu.

Pour déterminer les contraintes locales d’étirenapyliquées lors d’'un étirement
macroscopique donné, des expériences de photobtathont été réalisées sur une feuille
de silicone recouverte de PT[C. Ces expériences ont consisté & photoblanchir dengs
rectangulaires de dimensions ¥5120 um?® par application d'un faisceau laser de forte
puissance & = 490 nm permettant I'extinction de la fluorescemnerte a l'intérieur de ces

zones Figure 2.5.9.

Figure 2.5. Expériences de photoblanchiment réalisé sur une feuille de silicone recouverte de PEI’®
permettant la mesure des contraintes locales d'é#ment. A gauche (a), silicone non étiré, a droiteb)
étirement macroscopique de 100%.




Un étirement régulier a été appliqué et les déftiona et écartements de ces deux
rectangles ont été mesurées. Pour un étiremenbstpique de 100%-igure 2.5.b), nous
avons mesuré un effet d’allongement de 80% suiladirection de I'étirement et un effet de
compression d'un facteur de 15% suivant la direcperpendiculaire. Pour la suite de nos
expériences, nous parlerons toujours de I'étiremeadroscopique tout en ayant a I'esprit les

étirements locaux.

2.2 Méthodes de caractérisation et d’analyse

2.2.1 Microscopie confocale a balayage laser
Phénomene de Fluorescence

La fluorescence est la propriété d'une moléculebsodber un photon, puis a le
réémettre a une longueur d’'onde plus élevée (Dmagra de Jablonskkigure 2.6). Soumise
a une excitation lumineuse de longueur d’onde denk&molécule fluorescente est portée
dans un état vibronique excité; (S A température ambiante, la conversion interngadne
une perte partielle de I'énergie absorbée par atilax vibrationnelle et la molécule se
retrouve a un état excité moins élevé en énergie (8 retour de la molécule a son état
électronique fondamental {)Sest associé a une libération d’énergie luminghse faible que
'énergie associée a l'excitation lumineuse ce gai traduit par une longueur d'onde

d’émission supérieure a la longueur d’onde d’absomgDéplacement de Stockes).

S/

— .

hVEH lr"lx h\r"EM @)

s h 4

Figure 2.6. Diagramme de Jablonski. La molécule florescente initialement a I'état fondamental &
absorbe de I'énergie lumineuse (1) et se retrouvel&tat excité §'. Lors de la désexcitation, la molécule
perd d’abord de I'énergie par conversion interne (2 (vibrations, chocs moléculaires) et se retrouve l&état
excité d’'énergie inférieure $ puis subit une transition électronique de I'état $a son état stable §(3).
Cette transition libére de I'énergie sous forme luimeuse a une longueur d'onde plus élevée que la
longueur d’'onde d’excitation (car I'énergie d’émisgon est plus faible que celle d’excitation).
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Sondes fluorescentes

Les sondes fluorescentes sont des molécules mtagint petites pouvant étre couplées
de fagon covalente a différents polyélectrolytesymcromolécules biologiques. En raison de
leur large rendement quantique de fluorescencesdedes fluorescentes peuvent fournir une
tres grande sensibilité de détection et permetiemgerie d’especes moléculaires présentes
dans les films multicouches de polyélectrolytes das techniques de microscopie de
fluorescence telle que la microscopie confocalalayage laser.

Principe de la microscopie confocale a balayage ks

Le principe général de la microscopie confocalééapéoposeé par Minsky (1957). Il
s’agit de diriger un faisceau laser sur un poirtci@ (point focal) de I'échantillon a l'aide
d’'un microscope a épi-fluorescence. Cependantajettdu faisceau laser dans I'échantillon
génere de la fluorescence en dehors du plan fBaal: éliminer cette fluorescence parasite,
un trou de filtrage appelé pinhole (« trou d’aiguib) est placé en amont du détecteur et ne
laisse passer que la lumiere en provenance du foaalt(Figure 2.7). L'image ainsi obtenue
présente un bon rapport signal/bruit.

Photomutiplicateur

Plan image o —n— Trou d'aiguille (pinhole)

! \
;’ f'\ 1 Lentille
g il
irgir i = i 44
dichraoique ;’ "F J " / =
f |
.';;I-'f Diaphragme

_ Lentille de I'objectif

Dessus du plan focal
Plan focal
Dessous du plan focal

Figure 2.7. Schéma de principe d'un microscope coméale a balayage laser. La source laser est condéas
par I'intermédiaire d’'une premiére lentille, d’'un miroir dichroique et de I'objectif en un point focal. La
fluorescence émise par I'échantillon est ensuite ceeillie par un photomultiplicateur. Pour éliminer la

fluorescence parasite (ligne en pointillé), le trowe filtrage (pinhole) est disposé au niveau du plaimage
de 'objectif.
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Le balayage de I'échantillon par le laser, en fmint (x,y) de la surface fournit une
image du plan focal. Ce balayage dans le plan twtét est obtenu a l'aide de miroirs
motorisés disposés sur le trajet optique du ldaur le balayage vertical (en z), I'objectif est
monté sur un moteur piézo-€électrique. Il est ghasisible d’obtenir des images en provenance
de différents plans focaux de I'échantillon et aide reconstituer une structure en trois
dimensions avec une résolution latérale et normespectivement de 0.16n et 0.5um pour
un objectif ayant une ouverture numérique de 1.Auglisation d'une longueur d’onde de
500 nm. Cette caractéristique est particulierematéressante pour étudier la structure
normale des films multicouches épais (micrométriesn milieu aqueux. La configuration la
plus courante est le mode réflexion que nous awdilisé pour I'observation des films
multicouches. Dans ce mode, la méme lentille séataliser la source et a faire I'image sur le

détecteur.

Reconstitution d'images

Le faisceau laser se déplace par lignes pour imaggslan (x,y). La platine porte-
objet, support de I'échantillon (lame de verre euilfe de silicone fixée dans le dispositif
d’étirement), est également déplacée en z d’'urfipasonstant Az). Une image numérique
des plans (x,y) du film est prise successivement pbaque paaz et 'utilisation du pinhole
(« trou d’aiguille ») permet d'imager un plan dorere éliminant les contributions des zones
situées en-dessus et en-dessous de ce plan. Linratpmensionnelle peut alors étre
reconstituée et I'objet peut étre visualisé pandhes, sous différentes vues a l'aide du

logiciel Zeiss LSM Image BrowsgFigure 2.8)

Les lasers les plus couramment utilisés sont :
- Laser Argon contenant trois raies : 459 nm, 483(bleu) et 514 nm (bleu-vert),
- Laser Hélium Néon | : 543 nm (vert),

- Laser Hélium Néon II: 633 nm (rouge).

Procédure

Au cours des expériences de microscopie confocalas avons utilisé les raies
d’excitation a 488 nm fournie par le laser Argortelte & 543 nm fournie par le laser Hélium
Néon |. Le microscope confocale utilisé (Institet Biologie Moléculaire des Plantes, CNRS,
Strasbourg) est de type LSM 510 (Zeiss), montéusumicroscope AxioVert 100M (Zeiss)
associé aux lasers Hélium/Néon et Argon. Pour liserales films multicouches de

polyélectrolytes, les polyélectrolytes sont couplésec des sondes fluorescentes,
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généralement la fluorescéine isothiocyanate (FIXCitation 488 nm/émission 520 nm) ou

bien la rhodamine (Rho excitation 570 nm/émissi®h Bm).

Projection gauche Projection droite
X ; I Az

;Cu upe
'transwarsn

o
/

somme des plans x-y

Figure 2.8. Principe de reconstitution d'images eB8D. Une image numérique (x,y) est réalisée a difféntes
hauteurs en z avec un pas de déplacement consta# et I'image en 3 D est reconstituée par la sommed
ces plans. On peut alors accéder aux coupes transsa&es suivant les plans verticaux (xz) et (yz). La
résolution verticale du microscope confocale dépende la longueur d'onde utilisée et se situe aux
alentours de 500 nm.

Sur les films multicouches dont I'un au moins de$y@lectrolytes diffuse a travers
'ensemble de la construction, le dép6t d’'un padgélolyte marqué permet de visualiser
l'intégralité du film (Figure 2.9). Ainsi, pour obtenir un marquage complet du filka,
polyélectrolyte est déposé en couche terminale gp@ndine dizaine de minutes. Le
microscope confocal utilisé disposant de plusidasers, il est possible de co-marquer les
films multicouches a l'aide de deux sondes fluoeeses différentes.

Figure 2.9. Coupe verticale (en z) d'un film multiouche (PLL/HA)g/PLL ™™ construit sur une lamelle de
verre et observé par microscopie confocale avec wijectif X 40. La bande verte correspond a la diffsion
de la PLL™'™® a travers tout le film et permet de mesurer I'épaiseur du film, ici environ 14.5um.
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2.2.2 Microscopie a force atomique

bY

La microscopie a force atomique (AFM, Atomic Fordéicroscopy) est une
microscopie a champ proche développée dans leear880 avec la microscopie a effet
tunnel (Binnig et al., 1982). L’AFM est une variarde la microscopie a effet tunnel destinée
a l'observation de la topographie des surfaces aoowtuctrices (Binnig et al., 1986). Le
principe consiste a balayer la surface de I'écHantavec une pointe trés fine (jouant le role
de sonde) et a détecter les interactions entre pethte et la surface. L’AFM est ainsi utilisée
pour imager les surfaces biologiques avec une utisol latérale (dans le plan (x,y)) de
I'ordre de la dizaine de nanomeétres et une réswiutormale (en z) de I'ordre de I'’Angstrom.
Les évolutions des techniques AFM ont permis notaninia cartographie de différentes
propriétés mécaniques (Burnham et al., 1990), stettiques et magnétiques (Martin et al.,
1988).

Systéme
de contréle

Electronique
de régulation

- Pointe intégrée
au levier

Tubes piézoélectriques

Figure 2.10. Schéma d'un microscope a force atomiguL’échantillon est fixé sur le tube piézo-électgue.
La pointe du cantilever (ou levier) est approchée al la surface. Les interactions entre la pointe el
surface génerent une déflection du cantilever quist mesurée optiquement. Un faisceau laser est réfté
par I'extrémité de la pointe sur une photodiode. Latension mesurée par la photodiode indique la
déflection du cantilever.

La technique consiste a balayer la surface de di@ilon avec une sonde qui
correspond généralement a une fine pointe de eittarsilicium (SiN4) montée a I'extrémité
d’'un levier de constante de raideur con(laigure 2.10) 'ensemble formant le micro-levier
ou cantilever L’échantillon est fixé sur un tube piézo-éleatieg3D ce qui permet un
mouvement dans les 3 directions de l'espace. Larsbalayage, les interactions inter-
moléculaires de Van der Waals de la sonde aveatface géneérent la déflection du
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cantilever. Pour mesurer la déflection, un faiscémser est focalisé sur I'extrémité du
cantilever (zone réfléchissante) et est réfléchiume photodiode a quatre cadrdRggure
2.10) La différence de potentiels entre les différeqtmdrants indique avec précision la
déflection du cantilever. Cette méthode de mesarkadiéflection présente I'avantage de ne
détecter que les variations angulaires du cantilelze revanche, ce type de mesure est
sensible a la dérive thermique et nécessite undeaitgitente avant I'obtention d’'un signal
stable. La déflection est reliée a la forEg éxercée sur la pointe par la loi de Hooke :

F = -k Ad (2.22-1)

aveck.la constante de raideur du cantilevedt la déflection du cantilever.

Imagerie AFM

L’'image en AFM est obtenue par la mesure de laedéin du cantilever en chaque
point (x,y) de la surface ce qui permet d’avoir éx@ la topographie de I'échantillon.
Differents modes ont été développées afin de capbger et de quantifier les propriétés
physicochimiques de la surface : modes contact;cootact et tapping (oscillant). Dans ce
qui suit, nous nous intéresserons a l'imagerie etencontact et en mode tapping.

Mode contact

Dans ce mode, la pointe est maintenue en contaat kavsurface de I'échantillon,
généralement avec une force constante de I'ordrE0deN. Une boucle de rétroaction ajuste
en permanence la position ende I'échantillon & I'aide du déplacement de la cégae
piézo-électriqugFigure 2.10) Le déplacement vertical (en z) du tube piézotatpe en

fonction de la position (x,y) donne alors 'imaggdographique de la surface.

Mode tapping

Dans ce mode, le cantilever oscille a sa fréquetec@ésonance avec une certaine
amplitude et la pointe interagit périodiquementcaige surface. Il est particulierement bien
adapté pour imager des échantillons mous car iliréel risque de dégradation de la surface.
L’étude de la variation d'amplitude et du déphasagiee le signal fréquentiel appliqué et
celui détecté a la photodiode permet de remontert@pographie des échantillons ainsi qu'a

I'obtention des images de phase.

Procédure

La réalisation des images topographiques est affecsur un appareillage Nanoscope
llla (Veeco, Santa Barbara, CA) avec des pointearpidales montées sur des cantilevers de
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constante de raideurs variab[@sgure 2.11) Les observations des films ont été réalisées en
mode contact a une fréquence de balayage d’endrétz en utilisant des cantilevers de
raideurs 0.03 N.i (Modéle MSCT-AUHW, Veeco) et en mode tapping eilisant des
cantilevers de raideurs 0.05 N'rrde fréquence de résonance 150 kHz (Modéle MPB(L21

Veeco, Santa Barbara, CA).

Contilever P
:E’ D
A= ——
E—5 B
=/ A

poirite pyramidale (5iM,)

Figure 2.11. Schéma d'un support de cantilevers aontes pyramidales de constantes de raideur
différentes (Modele MSCT-AUHW, Veeco). Généralementseuls les cantilevers C et D sont utilisés pour
l'imagerie.

2.2.3 Microbalance a cristal de quartz
Principe général

La technigue de microbalance a cristal de quart€M est utilisée depuis de
nombreuses années pour contrdler les dépodts daemuretalliques sur des supports solides.
Son principe repose sur les propriétés piezo-élges du cristal de quartz. En effet le quartz
est un matériau qui se déforme sous I'applicationel différence de potentiels électriques et
réciproquement une contrainte mécanique entradp@dirition d’'une polarisation a ses bords.
Le cristal se présente sous la forme d’'un disquewietz de 0.3 mm d’épaisseur environ,

entouré de deux électrodes en or, 'une d’entesatant recouverte de siligeigure 2.12).

-:'_—-_:—. Si0a

- —
Quartz

M I':IL‘L‘“'UdC.‘; en or
y A

Figure 2.12. (a) Schéma de principe d'un cristal dguartz entouré par deux électrodes en or et recoevt
d’'une couche superficielle de Si@ La différence de potentiels appliquée entre ledettrodes induit une
contrainte de cisaillement sur le cristal perpendialairement au champ électrique appliqué. (b) Photalu
cristal de quartz. Le film est déposé sur une desdx faces en or constituant les deux électrodes.
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En appliquant une difféerence de potentiel entredesx faces, un mouvement de
cisaillement pur est induit. Si la face infériedle la lame est fixée sur un support immobile,
la face supérieure subira un mouvement de traoslatiorizontal se traduisant par des
oscillations mécaniques. En premiéere approximatiensemble du systeme est équivalent a
un oscillateur harmonique. La difference de po&tnéippliguée entre les électrodes est
équivalente a une force mécanique extérieure gppkgue sur l'oscillateur. Cet oscillateur
harmonique est caractérisé par sa fréquence deadsd; :

A 2.23-1)

"2\ M

ou M représente la masse de l'oscillateur (le cristajudatz) ek sa constante de raideur. En
déposant une masse d'un matériaur << M) sur la lame de quartz, la masse totale de

l'oscillateur est alors égalevd-m et la nouvelle fréquence de résonahdevient :

=1 |_K = fl1-" (2.2.3-2)
21\ M +m 2M

Ainsi, le dép6t d'une massed’'un matériau sur la lame de quartz conduit adifiérence de

fréequence de résonance donnée par la relation :

Af=f-f =_M__m (2.23-3)
oM C

ou C est une constante caractéristique de la lame altzgappelée constante de Sauerbrey :

C:%ﬂ (2.2.3—4)

r

Le principe de la microbalance a cristal de questzsiste a mesurer cette variation de

fréequence de résonandd apres le dépot d’'un matériau de masse m et peromet davoir

accés a la masse déposée par unité de surfacere@récision proche du ng.émDe plus,
une telle lame de quartz peut non seulement étse ren résonance a sa fréquence
fondamentale (noté@, mais également & toutes ses harmoniques imp@jrest ou v est un
entier impair positif). A chague harmonique corsira aussi un changement de fréquence

de résonance consécutif au dépbt de matiareseta relié af, par la relation de Sauerbrey :

m=—c 2 (2.2.3-5)
Vv
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Cette relation s'applique de facon approchée, @pdt de matériau en milieu liquide
(Rodahl and Kasemo 1996), mais toujours pour dess ffins, rigides et uniformes. Or, les
films multicouches étudiés tels que PLL/HA sonsthydratés et possédent généralement un
comportement semblable a celui d’'un gel ou d'unidig visqueux lorsqu’ils deviennent
épais. La relation de Sauerbrey n’est alors plydicgble et un autre modele qui tient compte
des propriétés viscoélastiqgues des films multiceachst utilisé. Les récentes évolutions
techniques ont permis l'acquisition d’un nouveauapzetre expérimental : le facteur de
dissipation visqueuse noté D (d’ou le nom de I'appa QCM-D) qui est lié aux propriétés
viscoélastiques du film déposé. Une analyse deligwn des fréquences et de la dissipation
a été réalisée a partir du modele proposé par Waiabal. (Voinova et al. 1999). Ce modéle
a été étendu par le Dr B. Senger (Inserm Unité 88%)données issues des mesures réalisées
avec l'appareillage de QCM-D (Q-Sense). Le prograntatermine ainsi I'évolution de
I'épaisseur sur plusieurs centaines de nanomeinssque la viscosité et le module élastique

pour des films multicouches de polyélectrolytesa@d et al. 2004).

Fonctionnement de la QCM-D

L’'appareil que nous avons utilisé est de marquee@s8 (Q-Sense AB, Goéteborg,
Suede) de type QCM-D301. Il comporte une chambmaesure thermostatée par un systeme

Pelletier et une unité électronique interfacée andmateurFigure 2.13)

Figure 2.13. Photographie de I'appareillage de QCM> comprenant une chambre de mesure thermostatée
et une unité électronique interfacée a un ordinatau

Cet appareil fonctionne sur le principe suivanh:générateur de fréquence excite le
cristal de quartz avec une tension sinusoidale rdgquéncef;. Cette fréquence prend

successivement la valeur de la fréquence fondameesearésonance de la lame (5 MHz) et de
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ses harmoniques (15, 25 et 35 MHz). L'excitationcdistal est imposée sur une durée trés
breve (quelquess). Apres l'arrét de I'excitation, pour chaque mémace ¢=1, 3 ,5 ,7) le
cristal oscille librement a une fréguence de résoagroche de la fréquence d’excitation du
cristal. Ces oscillations mécaniques généerent dedlagions électriques aux bords du cristal,
qui sont enregistrées et traitées informatiquentees. oscillations sont amorties, comme cela
est représenté sur l&igure 2.14 La constante d’amortissement est inversement
proportionnelle au temps de relaxation du cristages son excitation et elle est reliée au
facteur de dissipation visqueuBedu systeme. En effet, 'amortissement du signaldésa
I'énergie dissipée dans la lame, mais surtout darfdm et dans le fluide au contact de la
lame. En QCM-D, les grandeurs que I'on mesure kofrequence de résonance et le facteur
de dissipation visqueuse D (déterminé via la caristd’amortissement) pour les 4 fréquences
d’excitation (5, 15, 25 et 35 MHz). Cette dissipatrenseigne en principe sur les propriétés

viscoélastiques des films.

Excitation Relaxation

(f=fo MHz)  (£= (f-A flu MHz; D)

Wil

Amplitude

Temps o

Figure 2.14. Amplitude des oscillations du cristaén fonction du temps lors d'une expérience en QCM-D
Premiére phase (jusqu'a §) : excitation du cristal a sa fréquence de résonae. Seconde phase (t )t
étude de la relaxation du cristal avec obtention dé&a nouvelle fréquence de résonance (f' = fAf) et du
facteur de dissipation visqueuse (D) relié a la cstante d’amortissement.

Protocole expérimental

Les cristaux utilisés sont du type QSX 303 (Q-Sgn#s sont recouverts d’'un film de
SiO; de 100 nm d’épaisseur et ils possedent une fréeguamdamentale de résonance a 5
MHz et des harmoniques a 15, 25 et 35 MHz. Avaatak expérience, le cristal est nettoye

in situ, avec une solution de Hellmanex a 2% pendant wmi-deure a température
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ambiante. Il est ensuite rincé avec une solutiorH@ 0.1M puis lavé a I'eau et séché a
l'azote. La construction d’un film multicouche delyglectrolytes se fait dans la chambre de
mesure de I'appareil QCM-[Figure 2.15)ou se trouve le cristal de quartz. Tout d’abord, on
injecte 1.5 mL de la solution de polycations (I@mort ayant une charge négative) dans un
circuit thermostaté appelé T-Loop. Ce systeme declbo(Loop) permet de réguler trés
précisément la température des solutions (fixég°&€Ravant leur injection dans la cellule de
mesure, afin d'éviter les instabilités thermiqueswksure. Aprés 2 minutes, 0.5 mL de cette
solution sont mis en contact avec le cristal dansellule de mesure et laissés 8 minutes au
repos. L'opération est répétée avec la solutiomimgage (0.15 M de NaCl ou,B) puis la
solution de polyanions est injectée de fagon simildes étapes d’injection et de rincage sont

poursuivies jusqu’a obtenir le nombre de couchesdwo

Sortie de Valve de
T-loop contréle
Sortie de la
chambre
contenant
\ % i= cristal
L1

T—|oop Cristal

Figure 2.15. Schéma de la chambre de mesure de lf@reil QCM-D. Le liquide est injecté dans un
systeme de boucles (T-Loop) utilisé pour la régulein de température. La valve de contréle permet
d’injecter le liquide dans la chambre de mesure thenostatée contenant le cristal de quartz ou bien
d’écouler le liquide a I'extérieur (sortie de la Tioop).
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CHAPITRE 3 : Films multicouches de
polyelectrolytes répondant aux stimuli

mecaniques

3.1 Résumé

3.2 Article 1

D. Mertz, J. Hemmerlé, F. Boulmedais, J.-C. Voegel, P. laeyd&. Schaaf,
«Polyelectrolyte Multilayer Films under Mechanictretch» Soft Matter, 2007,
3, 1413.

3.3 Article 2

D. Mertz, J. Hemmerlé, J. Mutterer, S. Ollivier, J.-C. Veked. Schaaf, P. Lavalle,
«Mechanically Responding Nanovalves Based on Raliyelyte Multilayers»,
Nano Letters, 2007, 7, 657.

3.4 Résultats complémentaires
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Chapitre 3 : Films multicouches et stimuli mécaniqa

3.1 Résumé

Dans ce chapitre, des multicouches de polyéleda®lgnt été utilisées pour concevoir
des films répondant a des stimuli mécaniques. &ailrreprésente une premiere étape vers le
développement d’assemblages supramoléculairesangépchimique ou biologique induite
par contrainte mécanique. En particulier, les apgibns visées sont des dispositifs a
libération contrdlée d’agents bio-actifs telles glés molécules thérapeutiques, des protéines

ou des polysaccharides.

La premiére partie de ce travail a consisté a étystr microscopie confocale et par
microscopie a force atomique, la réponse mécangpes un étirement longitudinal, de trois
films multicouches différents : poly(L-lysine)/aeid hyaluronique (PLL/HA), poly(allyl-
amine)/poly(styréne sulfonate) (PAH/PSS) et pobi(gidimethylammonium)/poly(styréne
sulfonate) (PDADMA/PSS), directement déposés sarfdailles de silicone. Sous étirement
en phase liquide, alors que les films composés @ep&@res de couches PLL/HA et
PDADMA/PSS (notés respectivement (PLL/HA)et (PDADMA/PSS);) ne présentent
aucune fissure a leur surface indiquant leur caractiscoélastique, les films (PAH/P&S)
ont manifesté un comportement de type matériausewit fragiles, avec l'apparition de
microfissures a leurs surfac&3es fissures apparaissent uniformément sur towarface et
sont orientées en moyenne perpendiculairement dirdation de I'étiremen{Figure 3.1)
Une fois les films (PAH/PS&ramenés a I'état non-étiré, ces fissures se rappnienais ne

se referment pas.

Figure 3.1. Images de microscopie a force atomiqu@FM) représentant le comportement d'un film
(PAH/PSS)ysous un étirement mécanique de 100%, (a) a I'étabn étiré, (b) a I'état étiré, (c) au retour a
I'état non étiré. La fleche noire indique la diretion de I'étirement qui sera toujours identique parla suite.
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Dans une deuxiéme partie, nous avons étudié le adempent sous eétirement
mécanique, de systéemes multicouches de type «oddbarriére » obtenus par I'association
de films jouant le rdle de réservoirs (PLL/HA) &t barrieres (PAH/PSS ou PDADMA/PSS).
Une barriere est soit déposée sur un réservoir PALdu soit enfouie entre deux réservoirs
PLL/HA. Nous avons tout d’abord vérifié que lesii PDADMA/PSS se comportaient
comme des barriéres vis-a-vis de la diffusion deirés de PLL'® comme cela avait été
montré avec les films PAH/PSS dans des travauxianté. Nous avons alors comparé le
comportement sous étirement mécanique de ces gpes tle barrieres et deux réponses tres

différentes ont été observées.

En ce qui concerne les barrieres PAH/PSS, noussataut d’abord construit des
systemes réservoir/barriere de type (PLL/H@®AH/PSS),  puis des bi-réservoirs de type
(PLL/HA)/(PAH/PSS)/(PLL/HA),. Pour ces deux structures, dés I'application daible
étirement, la strate barriere se fissure comme @atémau vitreux avec la formation de
fractures de taille micrométriques sur toute l'ifdaee (Figure 3.2) Une fois ces systémes
ramenés a I'état non-étiré, ces fissures se rapprmanais ne se referment pas comme cela

était le cas pour les films PAH/PSS.

Figure 3.2. A gauche (a et b), images (x,y) de mascopie confocale (CLSM) de systémes
(PLL/HA) /(PAH/PSS), (réservoir/barriere) sous un étirement mécanique de30% représentant les
fissures formées a la surface de la barriere. La diinution des temps de dépbts des polyélectrolyte da
barriere (PAH et PSS) permet d’obtenir des fissuresnoins étendues (b). A droite (c et d), sections,&X
CLSM représentant un film (PLL/HA) s/PLL R"/(HA/PLL)/(PSS/PAH)sy/(HA/PLL) sfHA/PLL P (deux
réservoirs séparés par une barriere) (c) a I'état on étiré, (d) sous un étirement mécanique de 40%a
fleche blanche indique la diffusion de chaines del® "™ d’un réservoir & I'autre & travers une fissure.

Ensuite, nous nous sommes intéressés a des bauPBARDMA/PSS, plus « souples »
d’'un point de vue mécanique que les barrieres PAB/Mous avons construit des systemes
réservoir/barriere de type (PLL/HAJPDADMA/PSS), et leur réponse sous contrainte
mécanique a été étudiée. Les observations en rapisconfocale et en microscopie a force

atomique ont montré que les barrieres PDADMA/PSSendissuraient pas sous étirement
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comme les barrieres PAH/PSS, mais qu’elles s’oemtaen formant des nanopores dont les
tailles varient de quelques dizaines a quelquesaitess de nm(Figure 3.3) Nous avons
montré que ces nanopores se forment a des taiguestd’étirement qui dépendent de fagon
croissante avec le nombre de couches constitudrdartéere. Par ailleurs, ce mécanisme est
réversible, c'est-a-dire que les pores se referetdatbarriere redevient imperméable lorsque
le film est replacé a I'état non-étiré. En effateufois le systéme relaxé au retour a I'état non-
étiré, I'ajout d’une solution de PLL’® a permis de confirmer que la barriére devenait &
nouveau imperméable aux chaines de 'PEL De plus, il apparait que la fermeture de ces
nanopores est liée a un processus de relaxatioamg@e faisant intervenir des oscillations
gui s’amortissent sur une certaine durée, au nideawouches composant la barrigrigure
3.3). Ainsi, ces propriétés nous indiguent la posgéipour ces systemes polymériques de

jouer le role de nano-valves a commande mécanique.

Retour, t=0

Retour, t =30 min

Figure 3.3. (a) Image AFM de nanopores formés sural barriere d'un systéme réservoir/barriére
(PLL/HA) 3/PLL/(PSS/PDADMA)s sous un étirement de 100%, (b) Image (x,y) CLSM repsentant le
phénoméne de relaxation de la barriere d'un systémeréservoir/barriére (PLL/HA) so/PLLR"Y
(HA/PLL)/(PSS/PDADMA) 5 au retour a I'état non-étiré, (c et d) sections véicales (x,z) CLSM illustrant
la cinétique de relaxation des oscillations de ladoriere entre t=0 (c) et t=30 min (d).

En ce qui concerne les systémes bi-réservoirs, /(fPA)./(PDADMA/PSS)/
(PLL/HA), I'application d’'un étirement mécanique a permisidelencher de facon contrdlée
la diffusion des chaines de PLL d’un réservoir FHA/a l'autre(Figure 3.4). La présence de
nanopores dans la barriere PDADMA/PSS, a l'interfantre les deux réservoirs PLL/HA, a
€galement été observée par microscopie confocakep@res sont probablement a 'origine de
la perméabilité de la barriere sous étirement mgoanet par conséquent de la diffusion des

chaines de PLL d’un réservoir a 'autre.

-78 -



Figure 3.4. Images CLSM dun systtme bi-réservoirs (PLL/HA) sf/PLL R"/(HA/PLL)/

(PSS/PDADMA)/(HA/PLL) sfHA/PLL 7' (deux réservoirs séparés par une barriére), sousuétirement
mécanique de 90%. A gauche : sections (x,z) représant la diffusion des chaines de PLL'® et de PLLR™
a travers la barriere PDADMA/PSS (a) at =0, (b) & = 8h. A droite (c) : image (x,y) a l'interface atre les
deux réservoirs représentant les nanopores formésads la barriéere.
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Article 1 (SUPPORTING INFORMATION)

Quartz Crystal Microbalance (QCM)

The build up process of the multilayered films wasnitoredin situ by quartz crystal
microbalance-dissipation using the axial flow chemiQAFC 302 (QCM-D, D300, Q-
Sense,Go6tenborg, Sweden). The QCM technique censistmeasuring the resonance
frequency 1) and the dissipation (D) of a quartz crystal ineiby polyelectrolyte adsorption
on the crystal, in comparison with the crystal amtact with the rinsing solution. The crystal
used here is coated with a 50 nm thick Sin deposited by active sputter-coating. The
quartz crystal is excited at its fundamental freguye(5 MHz), and the measurements are
performed at the first, third, fifth and seventredenes (denoted &3 corresponding to 5, 15,
25 and 35 MHz, respectively. Changes in the resmmérequencyAf, and in the dissipation
factor, AD, during each adsorption step are measured. A ishif can be associated, in first
approximation, with a variation of the mass adsdreethe crystal. To characterize the film at
a given step, only the frequencies and dissipatibnise end of the rinsing steps following the
exposure to either polycation or polyanion wereestainto consideration. The measurement
methodology has been addressed in detail elsevaineres applied in the present work (Picart
et al. 2001).

200
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Figures S1. Quartz Crystal Microbalance (QCM) meastements monitoring the changes in the
normalized frequency shifts Af/iv at 5 MHz (0), 15 MHz (), 25 MHz ( ) and 35 MHz @) during the
build-up of (PDADMA/PSS)s/PDADMA multilayer films on a SiO, crystal.
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Chapitre 3 : Films multicouches et stimuli mécaniqa

Figures S2. Confocal laser scanning microscopy (CI\N§ (x,y) images of three different polyelectrolyte
multilayers deposited on bare silicone sheets and bserved at the non-stretched state
(PLL/HA) 5y/PLLF™ film (a), (PDADMA/PSS)y/(PDADMA/PSS™™) film (b), (PAHTTC/PSS), film (c).
Image sizes are 7477unt.

©000000000000000000000000000000000000000000000000

Figure S3. Confocal laser scanning microscopy (CLSM section (x,z) image of a) (PLL/HA)g
IPLLR"/(HA/PLL)/(PSS/PAH)s multilayer film and b) (PLL/HA) 3o/PLL *"/(HA/PLL)/(PSS/PDADMA) s
multilayer film deposited on a silicone sheet androught in contact with a PLLF™®
are performed in both the green and the red channslat the non-stretched state. The dotted line indites
the interface between the silicone sheet and the ftilayer film, whereas the dashed line locates thkarrier
on top of the PLL/HA compartment. Image sizes are 15x32 unt.

solution. Observations
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Article 2 (SUPPORTING INFORMATION)

|. Experimental section

Materials

Poly(L-lysine) (PLL, Mw = 5.5%10" Da), poly(sodium 4-styrenesulfonate) (PSS, Mw
= 7.0x10" Da), poly(diallydimethylammonium chloride) (PDADMAw = 2.0-3.5%10° Da)
were purchased from Sigma (St. Quentin Fallaviean€e), and hyaluronic acid (HA, Mw =
4.0x10° Da) from Biolberica (Barcelona, Spain). Polyelebtre solutions were prepared by
dissolution of adequate amounts of polyelectrolypevders (or by dilution of commercial
solution for PDADMA) in 0.15 M NaCl solution (pH &.5). The final concentrations of the
polyelectrolyte solutions were 1 mg.mLAIll solutions were prepared using ultrapure water

(Milli Q-plus system, Millipore) with a resistivitgf 18.2 M2 cm.

Fluorescently labelled polyelectrolytes

Fluorescein isothiocyanate labelled poly(L-lysifBLL™™®, Mw = 3.0-7.6:10* Da),
was obtained from Sigma (St. Quentin Fallavierneeg. Rhodamine Red™-X, succinimidyl
ester (Invitrogen, France) was coupled to PLL. Aprapriate amount of PLL (1 mg.rt).
was dissolved in a N&0O; solution (0.1 M, pH = 8.5). Rhodamine (Rho) at §.mL™" was
dissolved in DMSO (dimethylsulfoxyde). We used @oraf 1 mg of rhodamine for 50 mg of
PLL. The solutions were gently mixed at room terapee during 2 h. PLT" was purified
by dialysis during 3 days, and then the absendeeefrhodamine in the solution was checked

by UV spectroscopy (Hermanson 1996).

Build-up of Polyelectrolyte Multilayers

Multilayers were built with an automated dippingot (Riegler & Kirstein GmbH,
Berlin, Germany) on silicon sheets of 254 um th{8pecialty Manufacturing Inc. SMI,
Saginaw, Michigan, USA). Silicon sheets of £818 mnf were previously cleaned with
ethanol and then extensively rinsed with wateic&il substrates were first dipped in a PLL
solution (polycation) for 10 min. Then, a rinsirtgswas performed by dipping the sheets for
5 min in 0.15M NaCl solution. The polyanion (HA) svthen deposited in the same manner.
The build-up process was pursued by the alterndegabsition of PLL and HA. After
deposition ofn bilayers, the film is denoted (PLL/HA)The same method was applied for
PSS (polyanion) and PDADMA (polycation) depositiolesading to (PDADMA/PSS)
multilayers. The dye-conjugated polyelectrolytesevadsorbed in the same way at a certain

stage of the build-up process.
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Stretching device

A homemade stretching device allowed to elongateosi substrates in the
longitudinal direction directly under the confoealcroscope up to a stretching degtée=
2.3. The stretching motion is achieved by a prenistlectric motor at a velocity of 0.74

mm.st

Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)

Confocal laser scanning microscopy (CLSM) obseovatiwere carried out with a
Zeiss LSM 510 microscope usingxd0 (Zeiss Achroplan) objective and with 0.4 [zm
section intervals. FITC fluorescence was detectied excitation ak. = 488 nm with a cut-off
dichroic mirror of 488 nm and an emission band-péies of 505-530 nm (green emission).
Rhodamine fluorescence was detected after exaitatia = 543 nm, dichroic mirror of 543
nm, and an emission long pass filter of 585 nm @mdission). Virtual vertical sections can be
visualized, hence allowing the determination of tthiekness of the film. All the experiments
are performed in liquid condition (NaCl 0.15 M, pH6.5), and the multilayer films were

never dried.

Atomic Force microscopy (AFM)

Atomic force imaging was performed using a D300hd&zope llla (Veeco, Santa
Barbara, CA). The apparatus operated in the tappiode in dry condition. Cantilevers, with
a spring constant of 0.05 N'hand a resonant frequency of 150 kHz ending wilieon tip
were used (Model MPP 12100, Veeco, Santa Barbap, C

Quartz Crystal Microbalance (QCM)

The build up process of the multilayered films waanitored in situ by quartz crystal
microbalance-dissipation using the axial flow chemQAFC 302 (QCM-D, D300, Q-Sense,
Gotenborg, Sweden). The QCM technique consistsaasuring the resonance frequeny (
and the dissipation (D) of a quartz crystal indudsd polyelectrolyte adsorption on the
crystal, in comparison with the crystal in contah NaCl solution. The crystal used here is
coated with a 50nm thick Spdilm deposited by active sputter-coating. The tparystal is
excited at its fundamental frequency (5 MHz), ahd measurements are performed at the
first, third, fifth and seventh overtones (denotesi) corresponding to 15, 25 and 35 MHz,
respectively. Changes in the resonance frequexfcgnd in the dissipation factakD, during
each adsorption step are measured. A shififican be associated, in first approximation,
with a variation of the mass adsorbed to the cty$ia characterize the film at a given step,
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only the frequencies and dissipations at the entlefinsing steps following the exposure to
either polycation or polyanion were taken into ¢degtion. The experimental dataf @and
AD) can be analyzed in the framework of the modektsed by Voinova et al. (Voinova et
al. 1999). Under the hypothesis that the film if@anogeneous and isotropic viscoelastic
layer, a unique series of thickness valukss derived fromAf/v andAD corresponding to =

3, 5, and 7. The measurement methodology has bddnessed in detail elsewhere and is

applied in the present work (Picart et al. 2001).

[I. Control of film build-up with QCM
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Figure SI. QCM measurements monitoring the changes) in the frequency shiftsAf and b) in the
dissipation shifts AD at 15 MHz (@), 25 MHz @) and 35 MHz (©) during the build-up of
(PLL/HA) 5/PLL/(PSS/PDADMA)s/HA/(PLL/HA) 3 multilayer films. ¢) Evolution of the film thickness
determined from the frequency changes and the digstions measured at 15, 25 and 35 MHz by using the
model of Voinova et al.

One observes that the thickness of the (PLLAHA)L film decreases during the
deposition of the first PSS/PDADMA bilayer. Thisnche due to a rearrangement of the
(PLL/HA)s/PLL film when the nature of the polyelectrolytegpdsited on top of the
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multilayer is changed. Such rearrangements coulthbeconsequence of a change of the
charge density on top of the film. It could also duge to a strong interaction of PSS and
PDADMA respectively for PLL and HA. Some of thedeams from the film beneath the
barrier could thus be attracted towards the fiSEFPDADMA layer, leading to a thinning
and densification of the (PLL/HAPLL film below. These explanations are howeveryonl
speculative and would need an entire study to bdircoed which is, however, out of the
scope of this paper. Finally, from the evolutiontbé film thickness with the number of
deposition steps one deduces that the thicknessment per PSS/PDADMA bilayer is 14
nm so that, for example, a (PSS/PDADMBarrier has a total thickness of 70 nm.

lll. Confocal image of a PSS/PAH barrier under streching

Figure Sll. Confocal Laser Scanning Microscopy topview (x,y) image in the red channel of a
(PLL/HA) 3PLL/(PSS/PAH),/PSSR™ multilayer film (one compartment capped with a barier)
deposited on a silicone sheet. The silicone sheethawthe multilayers is stretched atl/l, = 1.1. PS¥R
correspond to PSS chains labelled in red with metlmayloxyethyl thiocarbamoyl rhodamine B. The
labeling of PSS with with methacryloxyethyl thiocabamoyl rhodamine B is described elsewhere (Vodouhé
et al. 2006). Image sizes are 230x2gM°.
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Chapitre 3 : Films multicouches et stimuli mécaniqa

3.4 Résultats complémentaires

A. Test d’adhésion des polyélectrolytes sur silicen

20um 20um

Figure RC1. Images de microscopie a épi-fluorescemaeprésentant I'adhésion de trois différentes paés
de couches de polyélectrolytes sur une feuille déicone. (a) (PSS/PAK™), (b) (PAHR"/PSS), (c) (PLL™
/IPSS). Ces images montrent que des polyélectrolgteels que PAH et PLL qui sont des polyammoniums
s'adsorbent uniformément sur toute la surface du $icone pourtant non chargée (b et c) alors que eSS
ne recouvre pas la surface de fagon homogéne enrf@nt des ilots répartis non-uniformément (a). On
attribue ces différences d'adhésion a des différems d'interactions intermoléculaires (de type Van de

Waals) a l'interface entre ces polyélectrolytes éé poly(diméthylsiloxane) constituant le silicone.

B. Influence de la déshydratation sur la viscoélasiité des films PDADMA/PSS

Figure RC2. Images de microscopie confocale (x,y)eprésentant la déshydratation d'un film
(PDADMA/PSS™),, sous un étirement de 100%. (a) Le film est en m#u liquide, il présente un
comportement visco-élastique, (b) et (c) le film eséché, la formation de fractures géométriques est
observée sur toute la surface indiquant le caracter vitreux des films PDADMA/PSS lorsqu'ils sont
déshydratés. La quantité d'eau dans ces films sengbldonc influencer fortement leurs propriétés

mécaniques.
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C. Construction des barrieres PSS/PAH sur les filmPLL/HA

Aiout de PS¢

Figure RC3. Sections verticales (x,z) de microscapconfocale représentant la construction d’'une barere
(PSSIPAH'™®)s sur un film (PLL/HA) 3/PLLR"/(HA/PLL). (a) Film (PLL/HA) so/PLLR"/(HA/PLL), (b)
Ajout de PSS pour former le film (PLL/HA)zo/PLLR"/(HA/PLL)/PSS et (c) Film réservoir-barriére
(PLL/HA) 3/PLLR"/(HA/PLL)/(PSS/IPAH™™);. Dés l'ajout de PSS sur le film (PLL/HA}y/PLLR"Y
(HA/PLL), la surface du film se concentre trés forement en PLLR™ (b), ceci est attribué & I'existence

d’une forte affinité chimique de complexation entreles chaines de PLL et de PSS.

D. Relaxation des barrieres PDADMA/PSS dans des sgmes bi-réservoirs

Figure RC4. Sections verticales (x,z) de microscapi confocale d'un systéeme bi-réservoirs :
(PLL/HA) 3/PLL ™™ /(HA/PLL)/(PSS/PDADMA) §/(HA/PLL) 5fHA/PLL R (a) & I'état non-étiré, (b) a
I'état étiré de 80% apres quelques heures, (c) aetour a I'état non-étiré, dans les premiéres minws lors

de la relaxation mécanique de la barrieres.
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Chapitre 3 : Films multicouches et stimuli mécanigqs
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CHAPITRE 4 : Multicouches enzymatiques a

biocatalyse controléee

4.1 Systemes enzymatiques réservoir/barriére a pegnbilité contrélée

4.1.1 Résumé
4.1.2 Projet Article 3

D. Mertz, J. Hemmerlé, J.-C. Voegel, P. Schaaf, P. Lavdilajneable
Permeability of Enzymatic Reservoir/Barrier Systaviede of Polyelectrolyte

Multilayers”, in preparation.

4.2 Application a la biocatalyse réversiblement madée

4.2.1 Résumé

4.2.2 Projet Article 4
D. Mertz, C. Vogt, J. Hemmerlé, J.-C. Voegel, P. Lavalle SBhaaf,'Cryptic
Site Surfaces Inspired by Mechanotransduction Rmetefor Biocatalysis
Modulation”, in preparation.

4.3 Résultats Complémentaires

4.3.1 Détermination des conditions expérimentalegptmales

4.3.2 Systémes a réservoirs de molécules substratair la détection enzymatique
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Dans ce deuxieme chapitre de résultats expérimentaus nous sommes intéresses a
construire des assemblages multicouches fonctimd@sapar une enzyme, dans le but de
développer des systemes a propriétés biocatalgigoetrélées par des stimuli mécaniques.
La phosphatase alcaline (notée AP), qui joue ur kdblogique important, a été choisie
comme enzyme modele. Cette enzyme catalyse, selprogessus appelé déphosphorylation,
les réactions d’hydrolyse des groupements phosphaptésents dans de nombreuses
molécules et macromolécules biologiques (tellesdpgenucléotides ou des protéines).

Dans une premiére partieh@pitre 4-1), nous présentons la construction de systémes
enzymatiques réservoir/barriere construits a patér films PLL/HA jouant le rble de
réservoirs d’enzymes et de films PDADMA/PSS joukntdle de barrieres (empéchant la
diffusion de molécules de la solution vers cesr@sis). Nous montrons qu'il est possible de
contrbler la perméabilité de ces barrieres PDADMB®Pet d’obtenir ainsi des barrieres
impermeéables aux molécules substrats de I'enzynagplication d’'un étirement mécanique
sur ces systemes, permet selon les conditions dstraation, de déclencher une réaction
enzymatique soita l'intérieur du réservoir (réaction intra-réservoir), soi linterface

réservoir/barriere(réaction interfaciale).

Dans la deuxieme partiehapitre 4-2), nous nous focalisons sur ces barriédes
réaction interfaciale Nous montrons qu'’il est possible de contrbler fdgon réversible
I'activité catalytigue de ces multicouches enzymads avec le degré d’étirement mécanique.
Nous envisageons d’interpréter la modulation déitecatalyse, a travers I'hypothése d’un
mécanisme de type « sites cryptiques » consistédak@osition des sites enzymatiques sous

I'action de I'étirement mécanique et a leur ré-eigeement lors du retour a I'état non étiré.

Dans la troisiéme partielfapitre 4-3), nous présentons des résultats complémentaires
a ce travail. Tout d’abord, nous détaillons le déwpement de certaines conditions
expérimentales ayant permis la réalisation deesyst réservoir/barriere précédents, utilisés
dans les parties 4-1 et 4-2. Puis, nous présentnasstratégienversede celle qui a été
présentée dans ces parties en fonctionnalisantéssrvoirs PLL/HA par une molécule
substrat de I'enzyme, au lieu de la phosphatasdirsdc Nous montrons que ce systeme
répond sous l'action d’'une force d’étirement mégaaj en émettant un pulse de lumiere
fluorescente due a la réaction enzymatique, lorstpiéa phosphatase alcaline est présente

dans le milieu.
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4.1 Systéemes enzymatiques réservoir/barriére a pegéabilité contrélée

4.1.1 Résumé

Dans cette partie (chapitre 4-1), nous présent@nscdnstruction de systemes
enzymatiques réservoir/barriere a base de multieariade polyélectrolytes (PLL/HA et
PDADMA/PSS) et de phosphatase alcaline (notée A&3.films PLL/HA sont utilisés en
tant que réservoirs enzymatiques d’AP et ils seabuverts par des films PDADMA/PSS qui
jouent le réle de barriere empéchant la diffusi@nndolécules (polyélectrolytes, molécule

substrat) de la solution vers l'intérieur du résarv

En utilisant la microbalance a cristal de quart£{Q, nous montrons tout d’abord
que I'AP se dépose en grande quantité dans urPiilldHA. L'emploi d’APR" (AP marquée
par de la rhodamine) couplée et purifiée au lalbogta permis de mettre en évidence par
microscopie confocale (CLSM) une distribution homog de I'enzyme dans I'ensemble du
film PLL/HA. Ces expériences montrent ainsi quefiless PLL/HA constituent de véritables
réservoirs enzymatiques chargés en AP.

Des expériences par spectrophotométrie UV/Vis aét menées pour mesurer
I'activité catalytique en solution de tels résers@nzymatiques. Pour cela, nous avons utilisé
une molécule substrat, le para-nitrophénylphosp(RiéP) dont la conversion enzymatique
donne le para-nitrophénol (PN) qui absorbe dansplectre UV/visible ah = 405 nm.
L’activité catalytique a l'intérieur du réservoir guant a elle, été détectée par CLSM en
utilisant de la fluorescéine di-phosphate (FDP)e @utre molécule substrat de I'enzyme.
Cette molécule non fluorescente donne, par la agsiore enzymatique, un produit fortement
fluorescent, la fluorescéine, détectable par deshnigues utilisant le phénoméne de

fluorescence (telles que la microscopie confocal&adluorimétrie).

Ensuite, nous avons déposé des films PDADMA/PSS dairtels réservoirs
enzymatiques pour former des systemes multicouctvet®s homogenes : (PLL/HAYPLL/
APR"Y(PLL/HA):5/(PDADMA/PSS}. Alors que les films PDADMA/PSS jouent le role de
barriére vis-a-vis de la diffusion de chaines de.PL (comme cela a ét¢ montré dans le
chapitre 3), nous observons que ces films sont tmpent permeéables aux petites
molécules substrats comme la FDP qui peuvent dtieile réservoir et se transformer en
fluorescéine par conversion enzymatique. Cette rghen montre que la barriére

(PDADMA/PSS)} posséde une perméabilité précise, n'autorisantpdesage que des
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molécules de tailles réduites. Nous suggéronsdterce de pores ayant une certaine taille

d’exclusion dans les barrieres PDADMA/PSS pourrprigter cette perméabilité.

Dans le but de diminuer la perméabilité de ces lvesiqdPDADMA/PSS) et ainsi
d’empécher la diffusion des molécules de FDP versrdservoir enzymatique, deux
parametres expérimentaux intervenant dans la catistn ont été étudiés : le nombre de
couches et la cinétigue de dépdt des polyélecaslpDADMA et PSS constituant la barriere.
Nous montrons qu'il devient possible de constrdies barrieres impermeéables vis-a-vis des
molécules de FDP, soit en augmentant le nombresughes de la barriere, soit en diminuant

le temps de dépbt des polyélectrolytes constitoetté barriere.

Deux systémes réservoir/barriere initialement nermgables a la FDP, premier
systémeconstruit avec un grand nombre de couches (PDADNSS) déposées avec un
temps d’adsorption t habitu¢h= 10, t= 4 min.)et unsecondsystémeconstruit avec un
nombre habituel de couches (PDADMA/PS8¢posées avec un temps court d’adsorption t
(n=5, t=1 min.) ont été réalisés et soumis a un étirement méganignné. Les observations
effectuées en microscopie confocale montrent qus b deux cas, la réaction enzymatique
est induite suite a I'application de I'étirementgagique mais donne lieu a deux phénomeénes
différents. Alors que [l'application de ['étiremennécanique déclenche la réaction
enzymatique &intérieur du réservoirpour lepremier systeme cette réaction se produit a
l'interface barriére/solutionpour le second systemeCette différence de comportement
résulte probablement de deux mécanismes différatdass que le premier mécanisme semble
étre relié a une augmentation de la taille d’exolugsles pores de la barriére sous contrainte
mécanique (permettant ainsi la diffusion compléts dholécules de FDP a lintérieur du
réservoir), le second mécanisme semble étre rgadiséne augmentation de I'exposition des

sites enzymatiques sans modification de I'imperriiéalle la barriére.
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4.1.2. Projet Article 3

“Tuneable Permeability of Enzymatic Reservoir/Barrsystems Made
of Polyelectrolyte Multilayefs

1. Introduction

Polyelectrolyte multilayer (PEM) films functionaéid with enzymes and able to
maintain bioactivities, constitute an attractiveaarch field in order to develop biosensors
(Narvaez et al. 2000), multi-reactor systems wabkoades of reactions (Onda et al, 1996) or
biocatalytic nanobiocolloids (Lvov and Caruso 20@R¢cently, our group has described the
incorporation of alkaline phosphatase in exponéntigrowing polyelectrolyte multilayers
like poly(L-lysine)/hyaluronic acid (PLL/HA) or pw{L-lysine)/poly(glutamic acid)
(PLL/PGA) and showed that enzyme activities werentatgned (Derbal et al. 2003; Lavalle
et al. 2005).

In this article, we address the design of enzymaservoir/barrier systems made of
polyelectrolyte multilayer films. Alkaline phosplaae (AP) constitutes an adequate model of
enzyme to investigate the validity of these systeWs show that AP is homogeneously
distributed within a poly(L-lysine)/hyaluronic aci(PLL/HA) reservoir, with a constant
catalytic activity (measured in solution) over aadt a period of 24 hours. This PLL/HA
enzymatic reservoir is capped with poly(diallydimgammonium)/poly(styrene sulfonate)
(PDADMA/PSS) multilayers acting as barriers towatius diffusion of macromolecules such
as PLL. We demonstrate that by adjusting experieigrarameters such as the number of
layers and the adsorption times of the polyelegtesl constituting the PDADMA/PSS
cappings, it becomes possible to tune the permsabilthis capping towards low molecular
weight enzymatic substrates such as fluorescephdsphate (FDP) molecules. Thus, these
new designed polymeric systems bear catalytic ii¢tirat can be switched off by the use of
an impermeable barrier blocking the permeationnaiymatic substrates. This work opens the
route to catalytic systems responding by openimghiarrier in response to external stimuli.
We report here the application of a mechanicaktdtneg on the films to render the barriers

permeable and to trigger enzymatic reactions.
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2. Materials and Methods

2.1. Materials

Poly(L-lysine) (PLL, My = 5.57x 10* Da), poly(sodium 4-styrenesulfonate) (PSS, M
= 7.0x 10 Da), poly(diallydimethylammonium chloride) (PDADMA,, = 2.0-3.5x 10° Da)
were purchased from Sigma (St. Quentin Fallaviesn€e), and hyaluronic acid (HA, M
4.0x 10° Da) from Biolberica (Barcelona, Spain). Polyelebtre solutions were prepared by
dissolution of adequate amounts of polyelectrolypevders (or by dilution of commercial
solution for PDADMA) in 0.15 M NaCl/10 mM Tris (8{(hydroxymethyl)aminomethane)
solutions (pH = 7.4). The final concentrations lod polyelectrolyte solutions were 1 mg/mL.
All solutions were prepared using ultrapure wakill{ Q-plus system, Millipore, Molsheim,
France) with a resistivity of 18.2 Mcm.

For films functionalized with enzymes, alkaline gpbatase (noted AP, Sigma-
Aldrich, P-4002, St Quentin Fallavier, France) vaéso dissolved in a 0.15 M NaCl/10 mM
Tris (tris(hydroxymethyl)aminomethane) (pH = 7.4)ffler at a concentration of 1 mg.mL
Rhodamine labelled alkaline phosphataseAPwas obtained by coupling the enzyme (AP)
dissolved at 10 mg.mt.in a NaCO; solution (0.1 M, pH = 8.5) with the red fluorestelye
Rhodamine Red™-X, succinimidyl ester (Invitrogenrari€e) dissolved in DMSO
(dimethylsulfoxyde) at 10 mg.mt We used a ratio of 1 mg of rhodamine for 10 mg of
enzyme. These two solutions were gently mixed amréemperature during 1 h. BB was
purified by dialysis during 3 days (Cut Off 12006000 g/mol Membra-Cel TM, Viskase
Companies, Darrien, lllinois, USA), and the abseot&ee rhodamine in the solution was
checked by UV spectroscopy. A similar protocol wasd for labelling alkaline phosphatase
with the green fluorescent dye fluorescein-5-ismtiianate (FITC Isomer |, Invitrogen)
leading to AP® and the absence of free FITC in the solution whscked by UV

spectroscopy and by fluorimetry.

Rhodamine Red™-X, succinimidyl ester was also aawly bound to PLL. The
appropriate amount of PLL (1 mg.mLwas dissolved in a N&O; solution (0.1 M, pH =
8.5). Rhodamine (Rho) at 2 mg.fhiwas dissolved in DMSO. We used a ratio of 1 mg of
rhodamine for 50 mg of PLL. The solutions were bentixed at room temperature during 2
h. PLLR™ was purified by dialysis during 3 days, and thea absence of free rhodamine in
the solution was checked by UV spectroscopy (Hesmari996).
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2.2. Build-up of polyelectrolyte multilayers

Multilayer films were built with an automated dipgi robot (Riegler & Kirstein
GmbH, Berlin, Germany) on silica slides (12 mm déen, VWR International, Strasbourg,
France) or on silicone sheets, 254 um thick (SggcManufacturing Inc. SMI, Saginaw,
Michigan, USA). Silica slides were pre-treated wgdh10 mM SDS solution for 15 min
followed by HCI 0.1 M for 15 min and then rinsedhvpure water. Silicone sheets 0f188
mnY were previously cleaned with ethanol and then resitely rinsed with water. These
substrates were first dipped in a PLL solution¥0rmin. Then, a rinsing step was performed
by dipping them for 5 min in a 0.15 M NaCl/10 mMidg'solution. The polyanion HA was
then deposited in the same manner. The build-upgess was pursued by the alternated
deposition of PLL and HA. After deposition obilayers, the film is denoted (PLL/HA)The
enzyme alkaline phosphatase (fluorescently labedledot) was deposited on the PLL/HA
film during 30 min. at a given stage of the builgl-process and then a rinsing step was
performed for 10 min. The capping layers (PDADMA&Svere deposited on the enzymatic
PLL/HA reservoir according to the same layer-byelaprotocol. Three different adsorption
times for PDADMA and PSS polyelectrolytes were extpvely achieved : 1 minute (short
time), 4 minutes (usual time), and 10 minutes (lange). The suitable adsorption time will

be specified in the text if it corresponds to shosual or long time (1, 4 or 10 min.).

2.3. Quartz Crystal Microbalance (QOM

The build up process of the multilayered films wasnitoredin situ by quartz crystal
microbalance-dissipation using the axial flow cham@QAFC 302 (QCM-D, D300, QSense,
Gotenborg, Sweden). The QCM technique consistsezfsuring the change of the resonance
frequency Af) and the dissipationAD) of a quartz crystal induced by polyelectrolyte
adsorption on the crystal, in comparison with thestl in contact with the rinsing solution.
The crystal used here is coated with a 50 nm t&i& film deposited by active sputter-
coating. The quartz crystal is excited at its fundatal frequency (5 MHz), and the
measurements are performed at this frequency. @sangthe resonance frequengy, and
in the dissipation factorAD, during each adsorption step are measured. A ishiff can be
associated, in first approximation, with a variatiof the mass adsorbed to the crystal. To
characterize the film at a given build-up stepydhk frequencies and dissipations at the end
of the rinsing steps following the exposure to @itpolycation or polyanion, were taken into
consideration. The measurement methodology has &ee@mressed in detail elsewhere and is
applied in the present work.
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2.4. Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)

Confocal laser scanning microscopy (CLSM) obseovatiwere carried out with a
Zeiss LSM 510 microscope using<ad0 objective (Zeiss Achroplan) with 0.4 pmsection
intervals. FITC fluorescence was detected afteirtatxan atA = 488 nm with a cut-off
dichroic mirror of 488 nm and an emission band-piigs of 505-530 nm (green emission).
Rhodamine fluorescence was detected after exaitatia = 543 nm, dichroic mirror of 543
nm, and an emission long pass filter of 585 nm @mdission). Virtual vertical sections can be
visualized, hence allowing the determination of tthiekness of the film. All the experiments
are performed in liquid condition (0.15 M NaCl/1Qvinlris, pH = 7.4) and the multilayer

films were never dried.

2.5. Measurement of enzymatic activity

The alkaline phosphatase activity of the enzymatidtilayer films deposited on glass
slides or silicone sheets was detected by usingdifferent enzymatic substrate molecules :
p-nitrophenylphosphate (PNP, Sigma Aldrich, P-474%)d fluorescein di-phosphate,
tetraammonium salt (FDP, Invitrogen, F-2999).

P-nitrophenylphosphate (PNP) is used to measureetimymatic activity of the
biocatalytic multilayer in solution. The PNP sobuti(200 pL) at 5 mg.mttin 0.15 M NaCl/
10 mM Tris buffer (pH = 8.5) is brought in contagith the film and the formation of p-
nitrophenol (PN) and a phosphate ion by enzymaticversion of PNP, is followed by
spectrophotometry UV/Vis at = 405 nm corresponding to the maximum absorptiothe
PN.

Fluorescein di-phosphate, tetraammonium salt (FDRitrogen, F-2999) solution

(200 pL) at 100 pg.mttin 0.15 M NaCl/10 mM Tris buffer (pH = 7.4) is usaxldetect the
enzymatic reaction within the biocatalytic multéayand also to measure the enzymatic
activity in solution with a higher detection thalP. Fluorescein di-phosphate (FDP) is a
colorless and nonfluorescent alkaline phosphatagsstste. The sequential enzymatic
hydrolysis of the two phosphate substituents yieldskly fluorescent fluorescein mono-
phosphate followed by strongly fluorescent fluoeesdexcitation/emission = 490/515 nm).
This fluorescence was then visualized by the caifosicroscope and the measure of the
fluorescence intensity was possible by using thefamal microscope as a fluorimeter.
Thereby, the confocal microscope allowed the visadibn and the detection of the
enzymatic activity even if a background fluoreseeimé FDP solutions is primarly due to
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fluorescein mono-phosphate or fluorescein initigligsent at low quantity in the commercial

product.

2.6. Stretching device

A homemade stretching device allowed the elongatiosilicone substrates directly
under the confocal microscope (Mertz et al. 200he stretching degree (%) is defined by
the parameten = (I-lp)/lp wherely and| correspond respectively to the initial and to the
stretched length of the silicone sheet. The stiegcimotion is achieved by a precision electric
motor at a velocity of 0.74 mnitsAll the stretching experiments were performedrabient

temperature in liquid conditions.

3. Results and discussion

3.1 Design of enzymatic reservoir/barrier systems

PLL/HA enzymatic reservoirs

The buildup process of PLL/HA multilayer films atlte embedding of the enzymes
was monitoredn situ by QCM (Figure 1). Alkaline phosphatase (AP) is negatively charged
at pH = 7.4 and was thus deposited on a PLL eniilmg(PLL/HA) s/PLL]. The results and
the kinetics of AP adsorptiofsee insert of Figure 1)xlearly indicate that a huge amount of
enzyme was deposited on or within the film. Thessgjuent depositions of (PLL/HA) layers
indicate a regular shift inAf/v proving that the film still grows and that the gme can be
embedded. Incubation of the enzyme during the se@liedeposition of the multilayer can

lead to two different mechanisms :

)] Adsorption of a single enzyme layer as it was thgecfor protein A deposited in
poly(L-lysine)/poly(L-glutamic acid) film (Jessel al. 2003) ;

i) Diffusion of the enzyme through the film sectionitawas the case with paclitaxel
deposited in PLL/HA film. In this case, the entiilen acts as a reservoir for the

bioactive molecule (Vodouhé et al. 2006).
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Figure 1. QCM measurements monitoring the changesithe frequency shifts Af/v (monitored at 5 MHz)
during the buildup of a PLL/HA multilayer film and the adsorption of alkaline phosphatase (AP).
Evolution of the frequency shifts as a function oftime during AP deposition on a (PLL/HA)s/PLL
multilayer film is detailed in the inset.

To determine which mechanism is involved in thespré case, confocal experiments
were performed with thick PLL/HA films functionakd with alkaline phosphatase labelled
with rhodamine (AB"™) or with fluorescein-5-isothiocyanate (AF) (Figure 2.a and 2.b
respectively). PLL/HA multilayers correspond tonfd of 5 to 7 micrometers thick after
deposition of thirty bilayers. Deposition of B or AP on (PLL/HA) multilayer films
clearly indicates that the enzymes diffuse throupe whole film section and are
homogenously distributed over the whole volumeha film. Thus, PLL/HA films act as
reservoirs for alkaline phosphatase.

Figure 2. Confocal microscope section (x,z) imagesf (PLL/HA) so/PLL/APR"/(PLL/HA), (a) and
(PLL/HA) 3o/PLL/AP FT¢/(PLL/HA) , (b) multilayer films deposited on silicone sheetdhe total thicknesses
of the films are around 7 um and image sizes are 2805 pnf.
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The biocatalytic activity of such enzymatic resérsavas evidenced both in solution
and inside the film by using two different enzyrmatubstrates : PNP and FDP. First, PNP
was used in order to measure the enzymatic actimityolution. The PNP solutions were
brought in contact with the (PLL/HAYPLL/AP/(PLL/HA) film and the formation of PN by
enzymatic hydrolysis of PNP was followed by UV/\&pectrophotometry at = 405 nm
corresponding to the maximum absorption of PN. @bgsorbance A of the supernatant was
measured as a function of time t and the resulinagh A = f(t) shows a linear increase of A
with time (Figure 3). These results indicate that the enzyme remaitngeawhen embedded
in the PLL/HA film with a constant activity near @2 u.A/h (corresponding to the slope of
the linear profile) over a period of at least 24itsp as addressed by the linear profile. The
same experiments without enzyme embedded in tireviiére carried out and they showed
non-significant values of A (below the limit of éetion) corresponding to the absence of PN

in the supernatant.

Absorbance (405 nm)

1 Time (h)

T T T T
0 5 10 15 20 25

Figure 3. Spectrophotometry UV/Vis experiments motioring the absorbance measurements as a function
of the time ati = 405 nmof a PNP solution brought in contact with an enzymic multilayer reservoir
(PLL/HA) 3¢/PLL/AP/(PLL/HA) ;during 24 hours.

Next, the biocatalytic activity within the enzyn@aPLL/HA reservoir was detected by
means of confocal microscopy. The FDP solutionseviieought in contact with the PLL/HA
films functionalized with rhodamine labelled alkedi phosphatase. As soon as the FDP
molecules were deposited, a huge green fluores@ed corresponding to the formation of a
great amount of fluorescein molecules became wsabld superposed on the red fluorescent
band corresponding to the labelled enzymatic PLL/iéservoir (Figure 4). These
observations indicate that the enzymatic reactimours very quickly inside the reservoir and
show also that the concentration of fluoresceimigh higher in the PLL/HA film than in
solution. This demonstrates that PLL/HA constititesservoir for fluorescein molecules.
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Figure 4. Confocal microscope section (x,z) image$a (PLL/HA) 5/ PLL/AP R"/(PLL/HA) , film brought in
contact with a FDP solution (a and a’) t=0, (b and’) t= 5 minutes. Film sections are observed (a anid) in

the red channel, and (a’ and b’) in the green charel.

PDADMA/PSS multilayers capping PLL/HA enzymatieresirs

In a previous study, we have demonstrated that PRDAPSS multilayers capping
PLL/HA films play the role of barriers towards tdéfusion of green fluorescently labelled
PLL chains (PLE™). Here, preliminary studies should check that PDADBPSS multilayer
films act as barriers towards PT[® chains diffusion, even when they cap PLL/HA films
functionalised with alkaline phosphatase. Then, wi# investigate the permeability of
(PDADMA/PSS}) cappings towards the FDP substrate which has aleerynolecular weight

compared to PLTC.

For this purpose, a (PDADMA/PSSinultilayer was deposited on the PLL/HA
reservoir of AB™ leading to a (PLL/HA)/PLL/APR"Y(PLL/HA)15/(PDADMA/PSS}) film.
This system was then brought in contact with sohgicontaining fluorescently labelled PLL
chains (PLE™). The capping effectively played the role of ariearthat prevents PLL
diffusion from the bulk into the enzymatic PLL/HAgervoir(Figure 5.a) However, when a
FDP solution was incubated with this film, we obser a huge and fast formation of green
fluorescence within the whole reservoir, thus iatlimy the conversion of FDP into
fluorescein, catalyzed by the embedded enzy(Rrapire 5.b). This reaction evidences the

permeation of FDP molecules through the PDADMA/R3fping made of five bilayers.

These results strongly suggest that a (PDADMA/B &Riltilayer behaves as a barrier
with a given size exclusion. When the size of tleenpeate molecule is higher than the
exclusion size, there is no permeation throughceq@ping which then behaves as a barrier.
But, when the size of the molecule is smaller ttienexclusion size, the permeation occurs
and the capping doesn’t behave as a barrier amgtoithis exclusion size is probably related
to a specific local structuration of the polyeletjte chains at the interface between the
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PLL/HA reservoir and the PDADMA/PSS capping. It egpected that this structuration
depends strongly upon the thermodynamic and kimpetrameters of the different complexes
((PLL/PSS) or (HA/PDADMA)) formed between the pdietrolytes, when PSS and
PDADMA are deposited on the PLL/HA reservoir. Moreg the presence of the enzyme

may strongly influence the structuration of thigenface.

| ! . ‘I‘,'\’ v '_". [ "jp“'\}#mwlﬂ‘nﬂ?'ﬁ\:f",“
Figure 5. Confocal microscope section (x,z) imagesof (PLL/HA) 1g/PLL/APR"/(PLL/HA) ¢
(PDADMA/PSSY); brought in contact (a) with PLL™™® solution and (b) with FDP solution.

The control of these thermodynamic and kinetic peters of adsorption is probably
fundamental to determine the permeability behavimfuthe capping and then the exclusion

size.

3.2Parameters controlling the permeation of fluorescei di-phosphate (FDP)

In order to render the PDADMA/PSS capping imperneatowards the small
enzymatic substrate molecule FDP, two experimepsabmeters directly involved in the
build-up process of the reservoir/barrier systewehiaeen studied. We show that, either by
increasing the number of layers or by decreasiegattsorption time of the polyelectrolytes
constituting the PDADMA/PSS capping, it becomessfigs to control the permeability of
the barriers towards FDP molecules. We will alsdrasss the ability to trigger the permeation

of FDP molecules through a PDADMA/PSS barrier bypwgs mechanical stretching.

Influence of the number of layers constitutingdhpping (n = 5, 10, 20)

Previously (3.1), we observed that a capping mdde © 5 bilayers was permeable
towards FDP molecules. This was evidenced by ttengtband of green fluorescence that
appeared in the reservoir which was due to the RiRolysis into fluorescein as soon as
FDP solution was brought in contact with the fi{figure 5.b). Then, we used cappings
constituted of a larger number of bilayers (n =ab@ n = 20). When the FDP solutions were
brought in contact with such films, no fluoresceneeen weak, appeared anymore within the

reservoir.Figures 6.a and 6.bdepict the red fluorescence band due to the PLL/gB®rvoir
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labelled by AB" and above it, the slight green fluorescent sofutiorresponding to the
weak fluorescence background of the FDP solutiohusT the permeability of the
PDADMA/PSS capping could be strongly decreasednayeiasing the number of bilayers

until it behaves as an efficient barrier towards diffusion of FDP molecules.

This behaviour may be attributed to a decreasehefpolymeric network porosity
when the number of bilayers of the capping is iaseel. At the reservoir/barrier interface, the
complexation process between PDADMA and PSS chaiight be disturbed due to
interactions respectively with HA and PLL comingrfr the reservoir underneath. This
process should occur during deposition of the BIADMA and PSS layers. This probably
leads to a significant porosity and consequentlyatanajor permeability allowing the
permeation of FDP molecules through the cappindiiwithe reservoir. When a higher
number of PDADMA and PSS bilayers is depositedrendapping, less HA and PLL chains
coming from the reservoir are able to diffuse andarm complexes with PDADMA and
PSS. This may lead to a weaker porosity, and tihexgept the permeation of FDP molecules
through PDADMA/PSS from the bulk towards the resétrv

Figure 6. Confocal microscope section (x,z) image®f a (PLL/HA)g/PLL/APR"/(PLL/HA) 1
(PDADMA/PSS), film brought in contact with FDP solution (a) n =10, (b) n = 20.

Influence of the adsorption time of the polyeldgtas constituting the capping

We also investigated the permeation of FDP molectheough a (PDADMA/PSS)
capping built by varying the adsorption times af tholyelectrolytes constituting this capping.
Only the adsorption time of PDADMA and PSS wereiedr the enzymatic PLL/HA
reservoir being built as previously described. AMEIMA/PSS capping with five bilayers
was studied with 10 minutes (long adsorption tinde)ninute (short adsorption time) and 4
minutes (usual adsorption time). For 10 min. anchid. adsorption times (long and usual
times), the cappings depict non-homogeneous stegtwith numerous complexes and
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aggregates located on the surface, particularlyoiog adsorption timeg~igure 7.a and b)

As soon as FDP molecules were added to these noodeneous PEM systems, the
formation of fluorescein was observed in the whaservoirs(Figure 7.a’ and b’). This
indicates the strong porosity of such poorly badppings. As far as short adsorption time (1
min.) is concerned, the capping depicts a very lganeous interface at the resolution of the
confocal microscopé€Figure 7.c). When a FDP solution was brought in contact witis th
barrier, no infiltration of FDP molecules occurmgdhin the reservoi(Figure 7.c’) unlike the
long and usual adsorption times. This barrier ¢ffewards FDP is evidenced by the clear
separation of the two fluorescence strips obsebatdieen the enzymatic PEM system and
the solution. These results demonstrate that tinetiki of adsorption is a fundamental
parameter determining the structuration of therfatee between the reservoir and the barrier.
Indeed, the addition of PSS chains followed by PDDchains onto a PLL/HA multilayer
film may lead to numerous exchange phenomena aintbdace between the reservoir and
the barrier. These exchange phenomena corresponcex@mple to the formation of
(PLL/PSS) complexes that are probably more thermanhycally favourable than (PLL/HA)
complexes. Thus, the short adsorption kinetic mayit | theses exchanges at the

reservoir/barrier interface and then may improvedbhesion of PDADMA/PSS batrriers .

-
m" C’

Figure 7. Confocal microscope section (x,z) imagesof (PLL/HA) 1g/PLL/APR"/(PLL/HA) ¢
(PDADMA/PSS) films for different adsorption times of the polyekctrolytes constituting the
PDADMA/PSS capping (a) 10 min. (long time), (b) 4 m. (usual time), (c) 1 min. (short time). These

multilayers (a,b,c) were respectively brought in cotact with a FDP solution (a’, b’, c’).

Thus, we have shown that either by increasing tiveber of layers or by decreasing
the adsorption time of the polyelectrolytes constig the PDADMA/PSS capping, it
becomes possible to design efficient PDADMA/PSSibar towards FDP molecules.
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Influence of the mechanical stretching appliedlombarrier : enzymatic reactions triggered

by mechanical stretching

In a previous study, we demonstrated that PDADMA/PSarriers deposited on
PLL/HA reservoirs can be opened by mechanical dthet) triggering then a diffusion
process of PLE' chains from the bulk to the reservoir throughhierier. This outlined that
the application of a given mechanical stretching wawvay to switch the (PDADMA/PSS)
barriers from an impermeable to a permeable stat@rtds PLL chains. Here, two different
enzymatic reservoir/barrier systems initially naripeable towards FDP molecules, were
deposited on silicone substrates and then streteted given stretching degree. The

observations were investigated by means of confoéaloscopy.

The first systemused was an enzymatic reservoir/barrier systenit loui usual
conditions (usual time of adsorption for PDADMA aRES, 4 minutes) with a capping
barrier constituted by 10 (PDADMA/PSS) bilayers. Wae shown in the previous paragraph
that this system is an efficient barrier towardsPAmDolecules due to the sufficient number of
bilayers deposited in the cappiffgigure 6.a or 8.a) As soon as a stretching degree of 70%
was applied on this PEM system, a huge green fteerece located inside the whole reservoir
and corresponding to a large conversion of FDP ouids into fluorescein molecules
appeared immediately, indicating that the enzymadiaction was triggered within the
PLL/HA reservoir(Figure 8.a’). Hence this mechanical triggering allowed the emzyand
substrate molecules, previously separated by theéehato come in contact together within
the reservoir inducing thereby the biocatalyticctean. These observations indicate that the
exclusion size of such a barrier has been enhabgethe application of a mechanical
stretching, allowing then the diffusion of FDP nml&es through the more porous structure. It
was not the purpose of the study here to deternfiaeevolution of the exclusion size by
increasing the stretching. However, this would lveag to finely control the exclusion size of

these barriers.

The second systerstudied was an enzymatic reservoir/barrier systewth a
PDADMA/PSS barrier constituted by n = 5 bilayersltowp with short adsorption times (1
min.) instead of the usual times (4 min.). As idéd in the previous paragraph, the system
was shown to be non permeable to FDP because tiod adsorption kinetic limiting
polyelectrolytes exchanges phenomena at the rasboier interfacgFigure 7.c’ or 8.b).
Unlike the first reservoir/barrier systerstudied above (built-up in usual conditions witk n

10 bilayers) where the mechanical stretching indutiee triggering of the enzymatic
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conversion inside the reservoir, here the enzymatiction was only observed at the interface
between the barrier and the solution by the apfphiceof a stretching degree up to 150%
(Figure 8.b"). As soon as the stretching was applied, a thendihstrong fluorescence located
at this interface appeargdrigure 8.b’), corresponding to a high local concentration of
fluorescein molecules very close to or probablyodosd in the barrier. These observations
indicate that FDP is converted into fluoresceithé interface and no fluorescein molecule is
produced or reaches the enzymatic reservoir (agestgd by the absence of a huge green
fluorescence within the reservoir). It seems thet some AP molecules are also present
within the barrier probably adsorbed or complexeth WwDADMA or PSS polyelectrolytes
chains. The ability of these systems to inducerfatéal enzymatic reaction in response to
mechanical stimuli strongly suggests that the bapbssesses buried enzymatic active sites

that are exhibited under stretching.

Figure 8. (a and a’) Confocal microscope section & images of a (PLL/HA)g/PLL/AP R"/(PLL/HA) 15
(PDADMA/PSS);, PEM system with a barrier containing 10 bilayers buit-up with usual adsorption time
(4 min.) andbrought in contact with a FDP solution (a) at the on-stretched state, (a') at a stretching
degree of 70%. (b and b’) Confocal microscope seofi (x,z) images of (PLL/HA)gPLL/APR"/
(PLL/HA) 1J/(PDADMA/PSS) PEM system with a barrier containing 5 bilayers bult-up with short
adsorption time (1 min.) and brought in contact wih a FDP solution (b) at the non-stretched statep() at
a stretching degree of 100%.

Conclusion

To summarize, we designed enzymatic reservoirdrasystems made of PEM films
by capping a PLL/HA reservoir containing alkalineogphatase with a PDADMA/PSS film.
By adjusting experimental parameters such as thebeu of layers and deposition times of
the polyelectrolytes constituting the PDADMA/PSS$miag, we tailored the permeability
properties of the capping to render it imperme&blEDP substrate.
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Thus, two different reservoir/barrier systems, iatiy non-permeable towards FDP
molecules were achieved and then stretched atem gitretching degre@he first systerwas
built-up with an enhanced number of (PDADMA/PSShayers deposited with a usual
adsorption timén= 10, t= 4 min.) whereas theecond on&vas designed with a usual number
of (PDADMA/PSS) bilayers deposited with a short@gson time(n= 5, t= 1 min.) In
contrary to thdirst systemwhere the enzymatic reaction occurseithin the reservoir the
second systemllowed the conversion of FDP in fluorescairthe barrier/solution interface
These behaviour differences correspond to differeathanisms of barrier opening under
mechanical stretching. Whereas the first mechargeems to be related to an increase of
exclusion size in the barrier by mechanical stieggtallowing thus the entire permeation of
small sized FDP molecules, the second mechanismsseebe related to an enhancement of
enzymatic sites exhibition. This latter case maystitute a first example of enzymatic cryptic
site substrate where the active molecule is emlabddthin the substrate and exposed on the
surface once the stretching is applied. This opgbesroute to surfaces bearing adjustable

active sites density with mechanical stretching.
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4.2 Application a la biocatalyse réversiblement madée

4.2.1 Résumé

Dans cette partie (chapitre 4-2), nous étudiongé&ail la biocatalyse induite par
'application de stimuli mécaniques sur des mulies enzymatiques réservoir/barriére.
Nous nous focalisons sur les systemeséaction interfacialeintroduits dans la partie
précédente (chapitre 4-1), compte tenu de leuraigcela se comporter comme des surfaces a
« sites cryptiques ». Ce type de systemes, insgiegsles protéines impliquées dans la
mécano-transduction telles que la fibronectines@dsnt a I'état natif des sites actifs enfouis

alors que sous l'action de forces mécaniques,iteEssont exposés vers I'extérieur.

Tout d’abord, nous avons masqué I'activité catglyi de la phosphatase alcaline en
construisant des systemes enzymatiques réservoigiea (PLL/HA)s/AP/(PLL/HA)5/
(PDADMA/PSS}). L'absence de fluorescence détectée lors de Pajieu FDP, confirme
limperméabilité de la barriere, rendant les molésusubstrats inaccessibles a I'enzyme
enfouie dans le réservoir. Ces films sont déposedes feuilles de silicone, mis au contact de
la solution de FDP et sont soumis a des contramésaniques. Une fois un étirement de 60-
70% atteint, un fort pulse de fluorescence rapitleinéense se produit a linterface
barriere/solution. Nous avons alors étudié ce pm&me en mesurant les intensités de
fluorescence en solution, en fonction du taux tBétient. Ces analyses révelent que pour des
valeurs inférieures a ce taux critique d’étirenmaa70%, une faible évolution de I'intensité de
fluorescence est observée. Au dela de cette valdigque, I'intensité de fluorescence atteint
un tres haut niveau et l'activité biocatalytiquegeente graduellement avec le taux
d’étirement. Ces systémes permettent donc de tnansf un signal mécanique en un signal

biochimique et méme de moduler la biocatalyse #/émux d’étirement mécanique.

La réversibilité d’'une telle catalyse a égalemet &udieée. Nous observons qu’au
retour a I'état non-étiré, aprés une relaxatiomd’demi-heure, la surface retrouve une faible
activité catalytique. Puis, par application d’'unumel étirement mécanique sur ce systeme
relaxé, un nouveau saut de fluorescence plus tggete précédent apparait. Ces observations
suggerent que le retour a I'état non-étiré corredpa un ré-enfouissement des sites
enzymatiques apres leur exposition a un certaix dattirement. Le phénomeéne de relaxation
se traduit par des oscillations mécaniques dateiaére (qui s'amortissent au bout d’'une
demi-heure) ce qui semble conforter le mécanisnopqee. Cependant, cette réversibilité
n’est que partielle : il est probable que les stt@symatiques soient inhibés par la présence de

molécules de fluorescéine adsorbées dans la kmarrier
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4.2.2 Projet Article 4

“Cryptic Site Surfaces Inspired by MechanotransdutProteins
for Biocatalysis Modulation”

Abstract

Fibronectin, like other proteins involved in adheson or mechanotransduction, has the
ability to exhibit reversibly active sites under mehanical forces. Such cryptic sites, that
are buried inside the protein structure in its natve state, become unmasked under
applied force and induce biochemical reactions. Weeport in this article a family of
surface coatings which mimic this behavior and allv to modulate chemical reactions
under surface stretching. Enzymes are embedded in xjgonentially growing
polyelectrolyte multilayers which are deposited orsilicone sheets and are capped with a
polyelectrolyte multilayer barrier. In the absenceof stretching, the enzymes are inactive.
Once a critical stretching degree is reached, thendbedded enzymes are exhibited and
the enzymatic reaction takes place at the surfac&he reaction rate increases with the
stretching degree and stops when the substrate iarhed back in its unstretched state.
The reversibility of the process renders such coatgs comparable to synthetic analogs of

mechanotransduction proteins.

Many proteins involved in the mechanotransductitvare the ability to exhibit
specific active peptide sequences when denaturexktended by force. It is now admitted
that force regulated exposure of cryptic sites espnts an effective way to convert a
mechanical force into a biochemical process eiblyezxposing binding sites, phosphorylation
sites or regions that display enzymatic activityyomhen unmasked by forces. However, in
this later case it has not been clearly establisttesgther the force can regulate the enzymatic
activities of the cryptic sites. Single moleculgesnments revealed a great diversity of ways
into which cryptic sites are exhibited, includingnéormational changes of loop-exposed
molecular recognition sites along complex unravglathways. Fascinated by the solutions
that nature has found to transform mechanical r& chemical processes and with the
goal of creating mechanically responsive surfaeesjnvestigated whether reservoir/barrier
polyelectrolyte multilayer architectures can bedusecreate cryptic site surfaces that induce
an enzymatic reaction by applying a mechanical omeamely by surface stretching.

Polyelectrolyte multilayers are a generic termffions constructed by the alternate deposition
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of polyanions and polycations. There exist two kidl polyelectrolyte multilayers : there are
films whose thickness increases exponentially wiht® number of deposition steps. These
films, which can be used as reservoirs for actm@pounds such as enzymes, behave more or
less as liquids. Moreover, it is known that enzyrtiest are embedded in these films keep
their enzymatic activity and that polyelectrolytesxd proteins diffuse within these
multilayers. There exist also multilayers whosekhess increases linearly with the number
of deposition steps. Linearly growing films are ruwense than exponentially growing ones.
When deposited on top of exponentially growing §lnthey can act as barriers that prevent
the diffusion of polyelectrolytes and even of smialbns or molecules between the solution
and the reservoir. Recently, we showed that barreapping an exponentially growing
multilayer which is deposited on a silicone shesmt be opened reversibly by stretching the
substrate. Once a critical stretching degree, thggends upon the number of layers
constituting the barrier, is reached, nano-holggeapwhich allows polyelectrolytes to diffuse
into the reservoir. These holes close again wherstibstrate is brought back to its initial non

stretched state.

(PLL/HA), (PLL : poly-(L-lysine), HA : hyaluronic acid), expentially growing
multilayers, are used as reservoirs and are capptd the linearly growing multilayer
(PDADMA/PSS),, (PDADMA : poly(diallyldimethylammonium) ; PSS, pdgtyrene
sulfonate). AP (AP : alkaline phosphatase) a dgphmylation enzyme, interacting with FDP
(fluorescein di-phosphate) catalyzes the reactiahleads to the production of two phosphate
ions and a fluorescein molecule which is detecteflunrescence. It is used here as a model
enzymatic reaction. AP is embedded in the (PLL/H#&servoir during its buildup by using
rhodamin labeled AP and the reservoir becomeseiyntand homogeneously fluorescent as

observed by confocal laser scanning microsdéjiyure 1).

Figure 1. Confocal microscope section (x,z) image (PLL/HA) 3/PLL/AP R"/(PLL/HA) , multilayer film
deposited on a silicone sheet. The dotted line irwdites the interface between the silicone sheet atite
multilayer film.
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This indicates that AP diffuses in the whole PLL/HAservoir. The multilayer
architecture is built on a silicone sheet usedit®high elasticity. When a FDP solution is
brought in contact with a (PLL/HAYPLL/AP/(PLL/HA);5s multilayer without PDADMA
/PSS capping, the film becomes entirely and homegesly greer(Figure 2.A). AP thus
remains active in the multilayer, as expected, RD& and/or fluorescein diffuse in the entire
PLL/HA reservoir. On the other hand, when a FDRutsmh is brought in contact with a
(PLL/HA)15/PLL/AP/(HA/PLL):5/(PDADMA/PSS}) film (reservoir/barrier system) in the
non-stretched state, a very weak fluorescencegsponding to the weak background of the
FDP commercial solution) is observed above theidrafFigure 2.B) : the embedded
enzymes remain inactive and FDP does not diffussugh the (PDADMA/PSS)multilayer.
This latter thus acts as a barrier for both FDP ARd

Figure 2. Confocal microscope section (x,z) images (A) a (PLL/HA) 3o/ PLL/AP R"/(PLL/HA) , multilayer
film, (B) (PLL/HA) 15/PLL/AP R*"/(PLL/HA) 1J(PDADMA/PSS); reservoir/barrier system, both brought in
contact with a FDP solution.

The silicone substrate is then stretched and visedilunder the confocal microscope.
Once a critical stretching degree of 60-70% is led¢ a first rapid and strong burst of the
fluorescence in solution, takes pla@dggure 3). As for mechanotransduction proteins, the
active sites become accessible under stretchingluiton of the fluorescence intensity in
solution is measured as a function of time for s@vetretching degree@d-igure 4). We
clearly identify on the graph the burst of fluoresce that occurs for a stretching degree of
70%, corresponding to a huge increase of the fhommce intensity. Below this critical
stretching degree, we observe a slow but continutarsase of the fluorescence indicating a
weak biocatalytic activityFigure 4). Above the critical stretching degree of 70%, Hert
stretching degree increase of the substrate |@ads increase of the fluorescence production
rate in solution. However, this evolution remainsak compared to the burst of fluorescence.
A similar experiment investigating this latter beios, for three different stretching degrees
above a critical stretching degree of 60%, is shawrFigure 5. The graph shows an
enhancement of the enzymatic reaction rate : morgneatic sites become accessible upon

stretching.
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Figure 3. Confocal microscope section (x,z) image®f a (PLL/HA).JPLL/APR"/(PLL/HA) 1
(PDADMA/PSS); reservoir/barrier system brought in contact with a FDP solution (A) at the non-
stretched state and (B) at a stretching degree 00%.

Concomitantly to the initial burst of fluorescenaten the film is stretched for the
first time above the critical stretching degreee tbp of the film becomes intensely green
whereas the remainder of the film remains non #soeni(Figure 3). The fluorescence burst
corresponds to a very strong hydrolysis of FDP waithapid diffusion of fluorescein in the
solution. However, the fact that the top of thenfibecomes intensely green indicates that
during the initial stages of the reaction, a fractof the fluorescein remains adsorbed on or
embedded in the PDADMA/PSS barrier. This correspaiada local increase of fluorescein
concentration, in the barrier, in the vicinity dfetenzymatic sites. One can expect that the
phosphate ion concentration also locally increasbs then leads naturally to an inhibition
of fluorescein production and could explain whyteafthe initial burst, a plateau of green

fluorescence with a slow rate appe@igure 4).

In contrary to what was observed previously on (fHA)./(PDADMA/PSS)
multilayers, the barrier does not open through firenation of nano-holes when stretched
above the critical stretching degree. Such a faonaif nano-holes would lead to a diffusion
of FDP into the reservoir. This observation cleagolgints towards an exhibition of the
enzymatic sites through the barrier which remaigktt This difference in behavior of the
barrier may be due to the presence of the AP enzymethe reservoir and at the
barrier/reservoir interface. Moreover, the adsorptime of the polyelectrolytes constituting
the barrier are not the same in these two casesir{4and 1 min.) and they influence in a
different way the permeability of the barrier, asevously described (chapitre 4-1). In
contrast to usual adsorption time (4 min.), a shdgorption kinetic (1 min.) of PDADMA
and PSS probably improves the barrier structurelitjting polyelectrolytes exchanges

phenomena at the reservoir/barrier interface.
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Figure 4. Fluorescence intensity measurements moaited with confocal microscope as a function of the
time for a FDP solution brought in contact with anenzymatic reservoir/barrier system (PLL/HA);s/PLL/
APR"/(PLL/HA) 15/(PDADMA/PSS); for various stretching degrees ranging from 0% tal00%.
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Figure 5. Fluorescence intensity measurements moaited with confocal microscope as a function of the
time for a FDP solution brought in contact with anenzymatic reservoir/barrier system (PLL/HA),5/PLL/
APR'/(PLL/HA) 15/(PDADMA/PSSY) for three stretching degrees above a critical sttehing degree of
60%.
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Reversibility of the unmasking process of cryptites is essential to modulate
chemical reactions. We check reversibility by fisttetching a (PLL/HA)YPLL/APR"Y
(PLL/HA)15/(PDADMA/PSS}) film above the critical stretching degr@&gure 6). In contact
with a FDP solution, one observes the productiofiumfrescein as just described. The FDP
solution is then replaced by pure buffer and thessate is turned back to its non stretched
state for approximately half an hour. When thimfis brought again in contact with a FDP
solution, no production of fluorescein is monitoiadhe solution. The cryptic sites are thus
masked again. When this substrate is stretched $&cond time above the critical stretching
degree, the hydrolysis of FDP into fluorescein saglace again immediately but only a slight
burst of the fluorescence is now initially observ€dyptic sites become thus again accessible
and the system appears, at least partially reversithe catalytic reaction can thus be

switched on and off by simply stretching and naetshing the substrate.
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Figure 6. Evolution of the fluorescence intensity masured with CLSM as a function of the time of a FB
solution brought in contact with an enzymatic resevoir/barrier system (PLL/HA) 1gPLL/AP R
(PLL/HA) 15/(PDADMA/PSS) during one elongation/retraction/elongation cycleThe CLSM section (x,z)
images correspond to the different stretching degees of the cycle : (A) 0% (B)110% (C) return at thenon-
stretched state 0%, then (D) 110%.
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Chapitre 4 : Biocatalyse contrélée

We explored the reversibility of the reaction andarticular the switching off of the
reaction when turning back to the unstretched stmenediately after returning to the
unstretched state, buckling is observed on top®fitm (Figure 7.A and 7.B) This is due to
the mechanical property differences of the resemod the barrier. Buckling disappears after
approximately half an hoFig 7.C). This shows that the system evolves with time reeeds

of the order of one hour to mask the cryptic sites.

Figure 7. CLSM images of an enzymatic reservoir/baier system (PLL/HA)g/PLL/AP R"/(PLL/HA) 15/
(PDADMA/PSS) returned at the non-stretched state after a stretcimg degree of 70% (A and B) (x,y)
image (A) and (x,z) cross section (B), 5 min. aftdreing brought back to the non-stretched state. (Cx,z)
cross section, 30 min. after being brought back tthe non-stretched state.
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4.3 Résultats complémentaires

4.3.1 Détermination des conditions expérimentalegptmales

Nous détaillons dans cette premiéere partie compiéaire (4-3-1), la détermination de
certaines conditions expérimentales, permettarméddisation de barrieres PDADMA/PSS
homogenes utilisées précédemment (chapitres 44k2¢tdans les systemes enzymatiques

réservoir/barriére.

A. Choix des polyélectrolytes de "transition” entrele réservoir et la barriere

Lors de la construction d’'une barriere PDADMA/PS& sin réservoir PLL/HA
fonctionnalisé par la phosphatase alcaline, nooss¢tudié deux transitions possibles entre
ces deux multicouches de polyélectrolytes respedtaliernance de charges: soit une
transition PLL/PSS (polycation du réservoir/polyamide la barriere), soit une transition
HA/PDADMA (polyanion du réservoir/polycation de karriere). Lafigure RC1.a montre
une image de l'interface réservoir/barriere inhogra@dans le cas d’une transition PLL/PSS,
lorsque le PSS est ajouté sur le réservoir (PLLASR)LL/APRY(PLL/HA)5/PLL. A
l'opposé, lafigure RC1.b montre une interface homogene obtenue dans ledease
transition HA/PDADMA, lorsque le PDADMA est ajousérr un réservoir (PLL/HAYPLL/
APR"Y(PLL/HA) 15 Lorsque la construction de la barriére est paviesjusqu'a I'obtention du
film (PLL/HA) 15/PLL/APR"Y(PLL/HA).5/(PDADMA/PSS), l'interface reste homogeéne.

Figure RC1. Images de microscopie confocale présamit la structure de l'interface réservoir/barriére
obtenue pour deux transitions possibles entre la lbaere et le réservoir. (a) Interface inhomogéne otenue
dans le cas d’une transition PLL/PSS lorsque du PS&st ajouté sur un réservoir (PLL/HA)g/PLL/AP "
(PLL/HA) 15/PLL. (b) Interface homogéene obtenue dans le casutie transition HA/PDADMA lorsque du
PDADMA est ajouté sur un réservoir (PLL/HA)5/PLL/AP R"*/(PLL/HA) 1s.
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Les observations de microscopie confocale démanttenc que le dépbt de PSS
directement sur un réservoir enzymatique termipantPLL entraine la formation d’agrégats
de tailles micrométriques probablement composédglexes PLL/PSS et AP/P$Sgure
RC1.a). L'interface homogéne obtenue lors d’'une transitttA/PDADMA observée méme
guand des couches supplémentaires (PSS/PDADMA)aoutées suggere que la transition
HA/PDADMA bloque probablement la formation de cessgagrégats PLL/PSS ou AP/PSS.
Cette observation peut étre due au fait que letdép®SS fait suite a celui de PDADMA et
gue les chaines de PSS sont alors fortement coggdeau PDADMA et non plus a des

éventuelles chaines de PLL diffusant hors du réserv

B. Choix du niveau de dép6t de I'enzyme dans le @&soir

Initialement, nous avons construit des barriereAPMA/PSS sur des réservoirs
enzymatiques PLL/HA oU I'enzyme marquée & la flaoéine isothiocyanate (APF) était
déposée sur le film (PLL/HAYPLL pour donner la structure suivante: (PLL/H#APLL/
APTTC/(PLL/HA)/(PDADMA/PSS). Dans ce type de construction, nous avons obdarvé
présence de petits agrégats verts fluorescenitst@rface réservoir/barriere avec une rugosité
significative (Figure RC2.a) Ces agrégats peuvent étre probablement attribu@kes
complexes formés entre I'enzyme et les chainesS& Pompte tenu des observations issues
du paragraphe précédent. D’autre part, une étudeeenen annexe (Annexe 3) met en
évidence l'existence de cette forte complexatiotreemes deux macromolécules pourtant

chargées négativement. On attribue cette affinié fortes intéractions de Van der Waals.

Dans le but de minimiser les phénomeénes de conjpesaa l'interface, nous avons
cherché a diminuer la concentration en enzyme kafign en la déposant a la 4% couche
de l'assemblage pour former le film suivant: (PHA);s/PLL/APTTS/(PLL/HA)S
(PDADMA/PSS}. Ainsi I'enzyme est insérée a un certain nivealadmnstruction (N=15) et
15 couches supplémentaires de PLL/HA sont dépgs®eda « diluer » dans I'assemblage. Il
aurait également été possible de diminuer direatétaeconcentration de la solution de dépot
d’AP™™C ou encore de diminuer le temps d’adsorption de @rizyme. Lorsqu’une barriére
(PDADMA/PSS) est déposée sur le réservoir enzymatique cons#inisi, l'interface
réservoir/barriere apparait beaucoup plus homogaeecelle du systeme précéedent (enzyme
sur (PLL/HAR/PLL ) (Figure RC2.b).
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La concentration en AP contenue dans chacun des deux réservoirs a dt&éé\en
mesurant l'intensité de fluorescence moyenne dgushaéservoir. Une droite d’étalonnage
représentant l'intensité de fluorescenti €n fonction de la concentration en AP a été
établie & I'aide de solutions d’AP® ayant des concentrations différent€gure RC2.c)
ceci dans les mémes conditions d'acquisition geeine@ges des fiims. Cette méthode de
dosage a permis, par extrapolation de la droiteéaldénage, de déterminer un ordre de
grandeur de la concentration en AP d'environ 4 mg/mL et 8 mg/mL pour les films
(PLL/HA)1s/PLLIAP™T®/(PLL/HA) 15/ (PDADMA/PSS) (N=15) et (PLL/HAy/PLL/APTS/
PLL/HA/(PDADMA/PSS), (N=30) respectivement. Précisons que la solutioAPH™
utilisée pour le dépbt de I'enzyme dans le réseraaine concentration égale a 0.5 mg/mL.
Ceci nous indique que I'enzyme se concentre fongrad'intérieur du film PLL/HA avec un
facteur proche de 10 pour N=15 et un facteur praeh20 pour N=30 ce qui confirme le réle

de réservoir joué par les films multicouches PLL/BAdouhé et al. 2006).
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Figure RC2. (a) et (b) Sections (x,z) de microscapi confocale représentant deux systémes
réservoir/barriére enzymatiques avec un niveau de &pé6t différent de AP dans le film
(@) (PLL/HA) 5/ PLL/AP "¢ /PLL/HA/(PDADMA/PSS) 5 (N=30), (b) (PLL/HA):g/PLL/AP "¢ (PLL/HA) 1
(PDADMA/PSS); (N=15). (c) Droite d’étalonnage Intensité de fluorscence - Concentration en AP™C.
Les valeurs des intensités de fluorescence dans téservoirs (a) et (b) sont reportées sur la droit@our
évaluer la concentration en APC dans les deux types de réservoirs. Les images et tourbe
d’étalonnage ont été réalisées avec les mémes régla (gain du détecteur et puissance du laser du
microscope confocal)

Nous avons ainsi déterminé les conditions expériaies permettant la construction
de barrieres PDADMA/PSS homogenes sur des réssmpiymatiques PLL/HA. Le systeme
enzymatique (PLL/HA)PLL/AP/(PLL/HA),sJ/(PDADMA/PSS) (n > 5) sera choisi pour

toute notre étude dans les parties 4-1 et 4-2.
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4.3.2 Systéemes a réservoirs de molécules substratar la détection enzymatique

Résumé du travail

Dans cette deuxieme partie complémentaire (4-31@)s développons une stratégie
inversede celle qui a été présentée dans les partieggeetes (chapitres 4-1 et 4-2) en
fonctionnalisant le réservoir PLL/HA par le substta 'enzyme, la fluorescéine di-phosphate
(FDP) au lieu de la phosphatase alcaline. L’objefgtice travail concerne la réalisation d’'un
systeme de détection enzymatique. Dans le domaameédical, le dosage de la phosphatase
alcaline permet notamment de détecter la présemrcducheurs osseuses et de cancers
hépatiques _(http://www.analis.be/files/VprodFilé80/BC-OSTASE-FR.pdfClinical News
N°6 - 03/03).

Nous montrons qu'il est possible d'insérer des wukEs de FDP en grande
concentration dans un film multicouche PLL/HA. Uparriere PDADMA/PSS est déposée
sur ce reservoir de molécules substrats pour forheersysteme (PLL/HAYFDP/
(PDADMA/PSS}). Cette barriere empéche tout contact initial etdse molécules de FDP
enfouies dans le réservoir et la phosphatase mdcaljoutée en solution sur le film. Nous
avons alors appliqué un étirement mécanique lodigih sur ce systeme mis au contact de
'enzyme et nous avons observé l'apparition d'uh $ggnal de fluorescence au niveau du
réservoir PLL/HA. Cette augmentation de fluoreseenmorrespond a la conversion
enzymatique de molécules de FDP non fluorescemtesadécules de fluorescéine fortement

fluorescentes suite a la diffusion d’enzymes aerala barriere lors du stimulus mécanique.

Résultats et Discussion

Dans un premier temps, nous avons étudié par neigpies confocale l'insertion et le
stockage des molécules de FDP a lintérieur d’'wsemé&ir PLL/HA. Un film (PLL/HA)Y
PLLR"YHA (film PLL/HA marqué avec la PLT") a tout d’abord été construit sur une feuille
de silicone. Les observations ont montré que leéneis de PLT™ diffusaient librement dans
tout le film PLL/HA conformément a ce qui été dégnécédemment (Mertz et al. 2007). Le
film se termine par une couche de HA dans le banhtitiper par la suite, la construction
d’'une barriere homogene PDADMA/PSS (compte tenuétledes précédentes, partie 4-3-1).
La solution de FDP a été mise au contact du filh/FA puis rincée quelques minutes. Les
observations ont montré la formation d’une bandgeviaiblement fluorescente, superposée

sur le réservoir marqué en rouge fluorescent p&LIEL"™. Cette fluorescence est attribuée a
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la présence de fluorescéine mono-phosphate (FNIBgfaent fluorescente et de fluorescéine

présentes en faible concentration dans la solgtiommerciale de FDP.

Ensuite, six paires de couches (PDADMA/PSS) ontléfiosées sur ce réservoir pour
constituer le systéme réservoir/barriére (PLL/EYOLLR"YHA/FDP/(PDADMA/PSS). Les

observations montrent que ce systeme possedeructust homogeng-igure RC3).

Figure RC3. Sections (x,z) de microscopie confocgheésentant un systéme réservoir/barriere (PLL/HA)Y
PLL R"/HA/FDP/(PDADMA/PSS).. (a) Observation du film dans les deux canaux vestet rouge
simultanément. Les canaux rouge (b) et vert (c) orété découplés pour visualiser la contribution dedeux
marqueurs fluorescents : PLLR™ et FDP (fluorescence de FMP et fluorescéine).

Des systemes réservoir/barriére chargés en mokdelé-DP et non marqués avec la
PLLR™ ont alors été construits, puis 'R (phosphatase alcaline marqué par de la
rhodamine) a été ajoutée en solution. A I'état abré, nous avons tout d’abord vérifié
I'absence de pulse de fluorescence indiquant quéaletion enzymatique ne se produit pas ou
eventuellement faiblemen{Figure RC4.a) Des [Iapplication d'un taux d’étirement
meécanique longitudinal de l'ordre de 70% sur cetésys, une forte augmentation de
fluorescence est apparue dans le réservoir comdapo a la formation d’une grande quantité
de fluorescéine par conversion enzymatique de HB§ure RC4.b). La fluorescéine est
distribuée de facon homogene dans tout le réseet@résente une concentration beaucoup
plus importante dans ce réservoir que dans laienluCette observation confirme que les
réservoirs PLL/HA ont une grande capacité a stodiefluorescéine. La réaction s’est
poursuivie avec une intensité de fluorescence roeliement croissante sur une dizaine de

minutes pour se stabiliser a un haut niveau dedkaencéFigure RC4.c)
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Figure RC4. Sections (x,z) de microscopie confocalgans les canaux vert et rouge simultanément,

présentant un systeme réservoir/barriere (PLL/HA)Y/PLL/HA/FDP/(PDADMA/PSS)s mis au contact

PRhO

d’'une solution d’AP™. (a) A I'état non—étiré, (b et c) sous un étiremdarde 70% (b) aprés 5 minutes (c)

aprées 15 minutes.

Les intensités de fluorescence dans le réservolt/HA et en solution ont été
mesurées a l'aide du microscope confocal utiliséhroe fluorimétre. Initialement sans
étirement, le suivi de l'intensité de fluorescesae une période de 15 minutes nous a indiqué
une légere augmentation de la quantité de fluomesg#roduite dans le réservoir et dans la
solution(Figure RC5.a et b) Ces observations permettent de supposer unhbeffaére pour
les flms PDADMA/PSS, méme s'il est probable qu'uaéle quantité d’enzymes se soit
infiltrée a I'intérieur du réservoir probablememt mison de petits défauts sur des zones du

film.

Des I'application de I'étirement mécanique, il agpaque l'intensité de fluorescence
mesurée dans le réservoir augmente tres fortenmnt gtteindre un palier de saturation
correspondant & une intensité constante aprésarigae de 10 minutggigure RC5.a). Par
ailleurs, le suivi de l'intensité de fluorescenae solution, indique également une forte
augmentation dés I'application de I'étirement mégaa(Figure RC5.b) mais contrairement
au réservoir, I'évolution de la fluorescence eststamment croissante avec le temps sur cette
période. Ceci indique gu’une partie de la fluor@seéroduite diffuse hors du film des le
début de la réaction. De plus, le palier de fluceese observé dans le réservoir résulte
probablement d’un phénomeéne de saturation du filnmelécules de fluorescéine. En effet,
au bout d’'un certain temps de l'ordre de 10 minue$&lm a atteint la quantité maximale de
molécules de fluorescéine qu’il peut stocker eter@sun niveau constant de fluorescence. La
fluorescéine produite ne s’accumule alors qu’erutsmh expliquant I'évolution croissante

dans ce milieu.
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Figure RC5. Evolutions temporelles de lintensitéde fluorescence mesurée a l'aide du microscope
confocale lors de [lapplication d'un étirement de ©@% sur un systeme réservoir/barriere
(PLL/HA) 30/PLL/HA/FDP/(PDADMA/PSS)s mis au contact d’une solution d’AP™ (a) a l'intérieur du

réservoir PLL/HA, (b) en solution.

Nous avons finalement réalisé dans cette partigysteme réservoir/barriere a base de
multicouches de polyélectrolytes, chargé en moéxule FDP. Ce systeme répond sous
I'action d’un étirement mécanique en émettant ulsgde lumiere fluorescente par réaction
enzymatique lorsque de la phosphatase alcalingorésente dans le milieu. Ce type de
systeme ouvre des perspectives dans le développel@emétecteurs enzymatiques utilisant
une reconnaissance moléculaire spécifique enzymsigtrsil qui peut étre détecté par émission
de signaux fluorescents sous l'action de stimulcaméques. Plus globalement, ce travail
s’inscrit dans le domaine des détecteurs de biarutdé qui répondent par la variation d’une

grandeur physique suite a l'action de stimuli extgs.
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Chapitre 4 : Biocatalyse controlée
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Conclusions et Perspectives

Ce travail de thése a consisté a étudier la répesosis I'action de stimuli mécaniques,
de différents assemblages supramoléculaires coéstitde films multicouches de
polyélectrolytes. Nous avons ainsi mis au point siegemes multicouches fonctionnels qui
peuvent étre appliqgués pour deux objectifs différen) la libération de molécules contrdlée
par des forces mécaniques et ii) la conversion ddignal mécanique en un signal
biochimique de catalyse enzymatique.

Dans la premiére partie de I'étudéh@pitre 3), nous avons commencé par étudier
I'effet d’un étirement mécanique longitudinal appié sur plusieurs films multicouches de
polyélectrolytes. Des films PLL/HA, PAH/PSS et PDKB/PSS, initialement déposés sur
des feuilles élastoméres en silicone (substratsdéebt), ont présenté des réponses
viscoélastiques tres difféerentes d'un film a l'autiPar la suite, les films PAH/PSS et
PDADMA/PSS de nature vitreuse et jouant le rolebdeiéres vis-a-vis de la diffusion des
chaines de polyélectrolytes, ont été assemblékesuiims PLL/HA de nature gel/liquide et
jouant le réle de réservoirs de chaines de polirélgtes. Dans ces systemes multi-strates, les
couches barrieres PAH/PSS et PDADMA/PSS, empéafmatnment le passage de chaines
de PLLT™® présentes en solution, & lintérieur des résesvBitL/HA. Sous I'application
d'une contrainte mécanique, les barrieres PAH/P®8veent en formant des fissures
micrométriques, tandis que les barrieres PDADMA/B$8vrent par formation de nanopores
sur toute la surface du film. Ces nanopores semeiet lors du retour a I'état non-étire,
indiquant le caractere réversible de ces systei@es. travaux ont ainsi montré que les
barrieres PDADMA/PSS (déposées sur les réservaditgHA) fonctionnaient comme des
nano-valves polymérigues a commande mécanique ftamhda libération contrélée de

biomolécules.

Dans la deuxiéme partie de I'étudehépitre 4), nous avons élaboré des systemes
enzymatiques réservoir/barriere (PLL/HA-PDADMA/PSS) fonctionnalisant les réservoirs
PLL/HA avec une enzyme, la phosphatase alcalineisNawwons montré qu’en jouant sur les
conditions expérimentales, il était possible de idirar la perméabilité des couches
(PDADMA/PSS) déposées sur les réservoirs enzymegiguis-a-vis du substrat FDP. Nous
avons ainsi élaboré des barrieres imperméables RIMBPSS de différentes natures, soit en
augmentante nombre de couchd®DADMA et PSS constituant la barriére, soit enidimnt

le temps de dépbtte ces polyélectrolytes. Selon la nature de ladyar(a nombre important
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de couches ou bien a temps de dépoéts courts dgglemitolytes PDADMA et PSS),
l'application de I'étirement mécanique sur cesesyst a permis de déclencher une réaction
enzymatique, soiti I'intérieur du réservoirpar ouverture de la barriere (réaction intra-

réservoir), soit I'interfaceréservoir/barriere(réaction interfaciale).

Nous nous sommes focalisés par la suite, sur kras di réaction interfacialedans le
but de développer des systemes enzymatiques atddismes modulable par I'application de
forces mécaniques. Nous avons mis en évidence apitation progressive d’'un étirement
meécanique, déclenchait a partir d'un certain taitiqae d’étirement, la réaction enzymatique
avec une intense activité se traduisant par unpigge de fluorescence. Apres cet étirement
critigue, nous avons observé que la vitesse ddiodamugmentait graduellement avec le taux
d’étirement mécanique, indiquant la possibiliténaeduler la catalyse. Le retour a I'état non-
étiré permet de retrouver une activité enzymatitq@s faible, voire quasi-nulle. Lorsqu’un
nouvel étirement mécanique est appliqué, I'actigédtalytique augmente a nouveau mais plus
faiblement qu’auparavant. Finalement, nous avomgicain systeme a biocatalyse contrélée
avec le taux d’étirement et présentant des pr@wigtversibles. Un mécanisme de type « sites
cryptiques » est envisageable pour interpréterooceportement. En effet, sous I'action d’une
force mécanique d’étirement, Il'assemblage réservemzymatique/barriere répond
probablement en exposant les sites enzymatiqued'’wderface barriére/solution (activation
catalytigue de la surface) et les ré-enfouit largetour a I'état initial non étiré (désactivation

catalytique de la surface).

Enfin, nous avons également développé dans cetohapie stratégiewversede celle
qui a été présentée dans les parties 4-1 et 4f@netionnalisant le réservoir PLL/HA par le
substrat enzymatique, la FDP, au lieu de la phdaphaalcaline (partie 4-3). Nous avons
montré que ce systeme répondait sous I'action dtirament mécanique en émettant un pulse
de lumiere fluorescente lorsque de la phosphataséne est présente dans le milieu. Ceci

constitue une premiere étape vers la réalisatiatétecteurs enzymatiques.

Ces travaux nécessitent encore des études appiegote caractérisation pour mieux
comprendre la structure de ces assemblages fonetooa base de réservoirs, de barrieres et
d’enzymes, particulierement au niveau des integdoanant les nanovalves ou permettant la
biocatalyse. La spectroscopie confocale Ramantsetmment tres utile pour avoir acces a
la composition moléculaire et a la structurationcds interfaces. De plus, des études de
FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleachirginettraient de mieux comprendre les
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phénomenes de diffusion a travers les barrieresagbir des informations sur la densité des

chaines polyélectrolytes sous étirement.

Les perspectives de ce travail sont centrées sinolagie et les applications bio-
meédicales. Des études sont actuellement en couralaratoire de Biomatériaux (INSERM
U595 Strasbourg) pour utiliser une stratégie singla celle décrite dans ce travail de these,
notamment dans le but de moduler 'adhérence eg#tubvec le taux d’étirement du substrat.
Par ailleurs, l'utilisation des systémes réserbainiere est également envisagée pour
confiner des plasmides dans les réservoirs avdgjeltif de contréler mécaniquement la
transfection de cellules ensemencées en surfacefildes D’autre part, de nombreux
biomatériaux sont réalisés en silicone et sont $g@ande nombreuses contraintes mécaniques
dans le corps humain. Ces matériaux pourraient étmecfacilement fonctionnalisés par des
revétements polymeériques fonctionnels tels quariakicouches de polyélectrolytes. Aussi,
ces revétements permettraient du fait de I'existede ces contraintes biomécaniques, une
libération de principes actifs ou encore l'induntio’'une réaction biochimique d’intérét

thérapeutique au voisinage du biomatériau.
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Conclusions et Perspectives
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Annexes

Annexe 1: Influence de I'étirement sur la mobilité desymdctrolytes
Annexe 2: Libération d’alboumine enfouie dans un film PLIXH
Annexe 3: Insertion de phosphatase alcaline dans les IDADMA/PSS

Annexe 4: Films multicouches a base de fibres de cellulose
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Annexes

Annexe 1: Influence de I'étirement sur la mobilité des polyéictrolytes

Description de I'étude

Dans cette étude, nous nous sommes intéressédldgelice de I'étirement mécanique
sur la vitesse de diffusion des chaines de PLL danflm (PLL/HA)s, marqué a PLLC.
Nous avons utilisé la technique de recouvremenfludmescence apres photoblanchiment
(Fluorescence Recovery After Photobleaching, FRAB)y quantifier la mobilité des chaines
de PLL™ (Picart et al. 2005); (Thése de Laurent Jourdmi@f07). Cette expérience
consiste a photoblanchir un cylindre de 50 um denéire au sein de la section du film
marqué fluorescent et a suivre le recouvrementldedscence induit par la diffusion des
chaines de PLT'® sur cette zone en fonction du temps. Un exemplerdeédure est montré
dans laFigure Al représentant le recouvrement de fluorescence Bumi@utes pour deux
étirements mécaniques différents : 0 et 80%. Atireréent donné, nous tracons le profil de
fluorescence le long d’un diamétre du disque blartimous suivons son évolution au cours

du temps.

Expériences de FRAP

250 - 250 4
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Figure Al Images (x,y) CLSM montrant le recouvremehde fluorescence apres photoblanchiment (FRAP)
pour deux étirements différents sur une durée de 2inutes. A gauche : état non étiré, a droite : étaétiré
a 80%. Les profils de fluorescence, réalisés suiviala ligne pointillée a t=0 (noir) et a t=21 min fouge),
sont représentés en dessous des images.
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Résultats et discussion

Nous avons commencé par étudier I'effet du tauxir@@®ent sur la cinétique de
recouvrement de fluorescence dans le disque blaRohir différents taux d’étirements, nous
avons mesuré au cours du temps, lintensité derdhoence moyenne dans le disque
photoblanchi notég (t). Ces valeurs ont été normalisées selon le tieusecouvrement R (t)
= (s () - ko) / (ko - lo) OU ko et |z, COrrespondent respectivement aux intensités de
fluorescence moyennes initiale (@ t = 0) et findrrespondant a I'équilibre de
recouvrement) mesurées dans le disque. En pratoquetilise la mesure de l'intensité de
fluorescence moyenne a I'extérieur du disque poaluér }.,, en raison dphotoblanchiment
en lecture dans le disque. Eggure A2.areprésente I'évolution de ces différentes cinéu
en fonction du taux d’étirement appliqué. Cettedéta mis en évidence une augmentation
graduelle du recouvrement de fluorescence aveaubte d’étirement. Nous avons également
étudié le recouvrement de fluorescence lors d’'tourea 0%, aprés un étirement de 80%.
Nous avons observé que la courbe de recouvrememnttaur se superposait a la courbe
initiale de I'état non-étiré, indiquant donc uneesibilité du recouvrement de fluorescence
(Figure A2.b).

of| R en% *11 R(t) en %

30 a

20

10

t (min)

25

Figure A2. (a) Courbes de recouvrement de fluoresnee en fonction du temps, R(t) lors du
photoblanchiment d’'un disque de 50 pm de diamétre ahs un film (PLL/HA)s/PLL™® pour les

étirements suivants : 0% (en noir), 20% (en rouge), 40%(en vert), 60% (en jaune), 80% (en bleu). (b)

Courbes de recouvrement a I'état non étiré (en nojr a I'état étiré 80% (en rouge) et au retour a I'eat

non-étiré (en jaune).

Ces expériences suggerent que I'application d’ureréent mécanique permet de
contrbler réversiblement la vitesse de diffusios deaines de PLL dans un film PLL/HA. Il
est possible que cette force macroscopique sentettes a travers I'ensemble du film

visqueux (cent fois plus que l'eau) par diffusioe quantit¢é de mouvement le long des
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couches visqueuses, de facon similaire a un écememte type couette plan. Une autre
interprétation consisterait a voir le film commenéseau de chaines polyméres desserré sous
l'action de I'étirement mécanique, permettant along plus grande mobilité des chaines de

polyélectrolytes a travers les mailles de ce réseau

Cependant, d’autres expériences realisées pait@u présentés des résultats non
reproductibles et il est possible que la naturellwersatile des films PLL/HA soit a l'origine
de ces différences de comportement. La suite deagail consisterait alors a déterminer des
conditions expérimentales permettant d’augmenteatactere visqueux ou élastique du film
PLL/HA pour confirmer ces résultats. Ceci peut aeef notamment en diminuant la force
ionigue du milieu (et des solutions de polyélegtied) ou encore par réticulation entre les
chaines de PLL et HA via l'utilisation d’'un agem ckticulation chimique.
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Annexe 2: Libération d’albumine enfouie dans un film PLL/HA

Description de I'étude

Dans ce travail, nous avons étudié, a l'aide de ni@roscopie confocale,
'enfouissement d’'une protéine, I'albumine, dans fim PLL/HA. Nous nous sommes
egalement intéressés a la libération spontanéette mrotéine, du film vers le milieu liquide
par simple ajout de « tampon frais » (Tris 10mM/Na@5M). L'utilisation de la fluorimétrie
nous a permis d’évaluer la quantité d’albumineriieéen solution pour plusieurs injections de
tampons frais. Enfin nous avons construit une &ariPDADMA/PSS sur ce film bio-
fonctionnalisé dans le but de pouvoir confiner lat@ine et de la libérer de facon contrélée

par rupture de la barriére sous I'action d’'un stiusiextérieur comme I'étirement mécanique.

Résultats et discussion

Insertion d’albumine dans un film PLL/HA (CLSM)

Nous avons utilisé de I'albumine marquée & la F(ARD™™, 66 000 g.mot, Sigma-
Aldrich) pour visualiser le dépot de cette protédans un film PLL/HA. L'albumine a été
déposée a 0.5 mg.rilpendant 30 minutes puis le film a été rincé dufdnminutes avec de
la solution tampon (Tris 10 mM/NaCl 0.15M). Eagure A3 démontre la diffusion de fagon

homogene de la protéine fluorescente dans I'ensechbfilm.

5um

Figure A3. Section CLSM verticale (x,z) d’un film PLL/HA) 3
PLL/AIb P La ligne en pointillés correspond a l'interface stre la
lame de verre (substrat) et le film.

Mesure de la libération d’albumine en solution (Bumétrie)

Nous avons remarqué une faible fluorescence danglieu liquide (surnageant) au
contact du film, correspondant & la présence deéentes d’Al''C. Cette fluorescence
résulte probablement de la diffusion, du film veramilieu liquide, de molécules d’ATH®
« libres », c'est-a-dire non liées au film multicbe. La fluorimétrie a été utilisée pour
détecter I'albumine-FITC libérée en faible quantiténtensité de fluorescence due a la
protéine libérée en solution a été mesurée powiquus cycles d’injection/rincage de 20
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de tampon frais et de durées identiques égalesnairites(Figure A4.a) et la somme totale
des intensités de fluorescence de I'albumine-Flib€rée depuis la premiere injection a été

reportée sur l&igure A4.b.
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Figure A4. Mesure par fluorimétrie de I'intensité de fluorescence de I'AlIB'° libérée en solution & partir
d'un film (PLL/HA) 5y/PLL/Alb F'7°. Les deux courbes représentées (en noir et en ra)gorrespondent &
deux échantillons de structure identique mais conatits de facon indépendante. A gauche (a), mesure a
chaque injection de l'intensité de fluorescence dmilieu tampon. A droite (b), somme des intensitésed
fluorescence depuis la premiére injection de milietampon.

Compte tenu des courbes d’intensité de fluorescéfigere A4), il apparait qu'a la
premiére injection de milieu tampon, il y a une mfité significative d’Al5" libérée en
solution. Puis, cette quantité libérée diminue pesgivement au cours des cycles
d’injection/rincage suivants pour devenir négligeabAu sein du film, I'albumine est
probablement présente avec au moins deux modesodiaton : de I'albumine fortement liée
au réseau des chaines de polyélectrolytes, enfeuigrande quantité et de I'albumine
diffusant librement en faible quantité. Il semblend que le film PLL/HA constitue un

réservoir d’albumine « libre » qui s’appauvrit aves cycles d'injection/ringage.

Dépbt d'une barriere PDADMA/PSS

Dans le but de confiner cette quantité libre dAlba I'intérieur d’un film PLL/HA,
nous avons construit une barriere PDADMA/PSS stiilrie fonctionnalisé avec la protéine.
Nous avons étudié cette construction, couche pachen par microscopie confocale afin de
vérifier que l'interaction de l'albumine avec leslyelectrolytes de la barriere (PSS en
particulier) n’entrainait pas une détérioration ldebarriere ou du film. Des images de

microscopie confocale sont acquises avant et alaresonstruction de cette barriére et

- 146 -



Annexes

montrent que les structures demeurent similairdsogtogenes indiquant ainsi la possibilité
de construire une barriere PDADMA/PSS sur ce systigure A5).

Figure A5. Images de microscopie confocale présemtala construction d’'une strate (PSS/PDADMA) sur
un film (PLL/HA) 3/PLL/Alb P¢/PLL. (a) Avant la construction de la barriére, (b) aprés la construction
de la barriere.

Pour des raisons de temps, nous n'avons pas pwyoe ce travail. La suite
nécessiterait de vérifier par des mesures de fharie l'effet barriere empéchant la
libération spontanée d’albumine et ensuite de téstdéclenchement de sa libération par un

stimulus extérieur tel que I'étirement mécanique.
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Annexe 3: Insertion de phosphatase alcaline dans les films ADMA/PSS

Description de I'étude

Dans ce travail, nous nous sommes intéressésseittion de I'enzyme phosphatase
alcaline (AP) a I'intérieur d’un film multicoucheCFADMA/PSS qui est connu pour avoir une
structure relativement stratifiée. Nous avonsséila microbalance a cristal de quartz (QCM)
ainsi que la spectroscopie infra-rouge en mode AdtRenuated total reflection) pour étudier
le dépdt de I'enzyme dans ce film multicouches. Nmontrons que, méme s'il n'a pas été
possible d’enfouir 'enzyme entre plusieurs bicexliPDADMA/PSS) nous avons tout de
méme pu lI'immobiliser sur la surface du film etnffeuir sous une couche de PDADMA.
Nous avons également vérifié a l'aide de la sppbmtométrie UV/visible que I'AP
maintenait ses propriétés biocatalytiques au cotrdas couches (PDADMA/PSS), ce qui
démontre que les interactions entre les polyélgté® (constituant le film) et I'enzyme

adsorbée ne désactivent pas le site catalytiqlierdgyme.

Résultats et Discussion

Construction de films enzymatiques PDADMA/PSS (@CMR-ATR)

La construction des films multicouches PDADMA/PS8ivi de linsertion de
'enzyme dans ces films ont été suiviesitu par QCM(Figure A6). La phosphatase alcaline
(AP), chargée négativement a pH = 7.4, a été dépesé un film [(PDADMA/PSS)
PDADMA, donc ayant pour couche terminale PDADMAaje positivement. Le suivi de la
variation de fréquence de résonance normalid®® {Af est la variation de fréquence de
résonance du systéme (cristal de quartz + film)eprésente l'indice de I’harmonique) en
fonction du nombre de couches déposées confirme d@bord une Iégére croissance
exponentielle pour le film PDADMA/PSS comme celété décrit précédemment (Schlenoff
and Dubas 2001; Mertz et al. 2007).

Lors de l'ajout de 'AP sur PDADMA, la cinétique'adisorption (Figure A6.b)
indique clairement qu’une quantité significativeentyme a été déposée sur ce film. La
variation de fréquenceAHv, est d'environ 100 Hz correspondant a une coretgorr
surfacique d’environ 1770 ng.éhen appliquant la relation de Sauerbrey (Sauerb&5p).

Le dépbt de la couche suivante de PDADMA indique angmentation réguliére dafiv
montrant que le film continue a croitre et que 2yane peut probablement étre enfouie entre

deux couches de PDADMA. Cependant, quand la cosahante PSS a été déposée, une
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importante chute de\/v s’est produite et pourrait correspondre a unerpéisn de matiere
constituant le film. Apres cela, la constructiors @@uches (PDADMA/PSS) s’est poursuivie

en décrivant une augmentation dé/'v réguliere.
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Figure A6. (a) Expérience de QCM représentant la wéation de fréquence normalisée Af/v (suivie a 5, 15,
25, 35 MHz) au cours de la construction du film mulcouches (PDADMA/PSSYPDADMA suivie de
'adsorption de la phosphatase alcaline (AP) puis e plusieurs couches (PDADMA/PSS). (b) Evolution
temporelle de Af/v (suivie a 15 MHz) représentant la cinétique de dépdion de I'AP sur le film
(PDADMA/PSS); /PDADMA.

Dans le but de comprendre la signification deecdésorption de matiére, nous avons
suivi le processus de construction du film PDADMSBS et le dépbt de I'enzyme par
spectroscopie infrarouge a transformée de FoufiieiTF) en mode ATR (attenuated total
reflection). Les expériences d’IR-ATR ont été réadis dans un tampon deuterié Tris 10 mM/
NaCl 0.15M. BO a été utilisé comme solvant au lieu de I'eau laabande amide | de
I'enzyme (vers 1650 ci) est fortement parasitée par la bande d'absorpt®ieau vers
1650 cni* (O-H bending), alors que cette vibration ave®B3e situe vers 1200 ¢m

Les spectres IR-ATR ont été réalisés a I'l.C.Sstftut Charles Sadron, CNRS,
Strasbourg) avec un spectrophotometre Equinox 3R FBrucker, Germany) en utilisant un
détecteur MCT (Mercure Cadmium Telluride) refroidi I'azote liquide. Les films
multicouches PDADMA/PSS ont été construits sur usta de ZnSe dans la cellule de
mesure ATR, par déposition alternée des solutienpalyanions et polycations pendant 10
minutes suivi d’'une étape de rincage avec la soiutampon (8 minutes). La phosphatase

alcaline a été déposée pendant 30 minutes puiéeridarant 10 minutes avec la solution
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tampon. L'analyse des spectres IR a été réaliségtiegsant comme ligne de base, soit le
spectre du tamponD pour le film (PDADMA/PSS)PDADMA (Figure A7), soit le spectre
de ce dernier film pour étudier le dép6t de I'eneyeh des couches suivan{égure A8).

Tout d’abord, le spectre IR-ATR du film multicoclPDADMA/PSSYPDADMA a
été acquis et traité en utilisant comme ligne deela spectre du tampon® (Figure A7).
Ce spectre confirme la présence des différenteddsattabsorptions de PSS a 1005, 1035 et
1155 cnt et de PDADMA & 1465, 2100 et 2900 ¢trfles 2 derniéres bandes ne sont pas
représentées sur le spectre en raison de |'écti@bescisse choisie) ainsi que celle dgdD
vers 1200 crl.

0.03
Absorbance (u.g) D20

0.02

PDADMA

V

PSS nombre d’onde (cm?)

-0.01-

Figure A7. Spectre d’absorption IR en mode ATR d'unfilm multicouche (PDADMA/PSS)Y/PDADMA
réalisé dans un tampon deutérié (Tris /NaCl) sur uea gamme de nombre d’onde [800-1800] ¢

Pour la suite de la construction, nous avonssetiiomme ligne de base le spectre de
ce film (PDADMA/PSSYPDADMA. La phosphatase alcaline (AP) a été dépaséee film
et un signal d’absorption significatif correspondara bande amide | de I'AP est apparu vers
1635 cni (Figure A8.a). Le dépdt de la couche suivante de PDADMA montre wés légére
diminution du signal de I'A.P. ainsi que I'appauitides bandes d’absorptions caractéristiques
de PDADMA (1465, 2100 et 2900 ¢ Ceci indique le dépét effectif d’'une couche de
PDADMA sur la surface comme cela a été montré demexpériences de QCM. Lorsque la
couche suivante PSS a été déposée, une diminatiportante du signal de I'AP, divisé par

un facteur proche de 3 a été obser{lagure A8.b). Notons que les bandes d’absorption de
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PDADMA (1465, 2100 et 2900 cf n'ont pas diminué et que les bandes d’absorpdien
PSS sont apparues (1005, 1035 et 115%)c@eci montre clairement qu’une grande partie de
'AP déposée initialement sur le film (PDADMA/PSSDADMA a été désorbée par I'ajout
d’'une couche (PDADMA/PSS), remplacée probablememt ges chaines de PSS. La
déposition d’'une seconde couche (PDADMA/PSS) &#tdice et le signal d’AP a quasiment
disparue lors de l'ajout de PSS indigquant la désmrppresque totale de I'enzyme du film
(Figure A8.c).

Le dépdt de chaines de PSS directement sur I§RDADMA/PSSYPDADMA/AP a

éte realisé et a montré une désorption quasi-tadald’enzyme du film. Ces résultats
suggerent que I'AP présente une forte affinité gesirchaines de PSS, bien que cette enzyme
et ce polyélectrolyte soient tous deux chargés thégment. Ces interactions résultent
probablement de forces attractives de Van der Wamseptibles de s’établir entre ces deux
macromolécules. En effet, 'existence de nombrewments dipolaires (dus aux fonctions
amides notamment) dans la chaine polypeptidiguéedeyme et du PSS (dus aux fonctions
sulfonates) ainsi que la présence de cycles arquei(groupements styrénes) dans le PSS
donnent vraisemblablement lieu a des attractiongorédles dipoles-dipdles (effet
d’'orientation de Keesom) ou encore dipdles-nuagesolarisables (effet d’induction de

Debye). La contribution de London entre dipblesantanés n’est pas exclue non plus.

0.015 0.015 0015

a /\ b (o
0.01 \ 0011 0.01

0.005 \\ 0.005 0.005 *

| NG

1550 1600 1650 1700 1550 1600 1650 1700 1550 1600 1650 1700

Figure A8. Spectres IR en mode ATR représentant léblution du signal de I'AP & 1635 crifau cours de
son insertion dans un film PDADMA/PSS. (a) AP adsdrée (suivi du ringage) sur le film multicouche
(PDADMA/PSS)/PDADMA, (b) ajout de la premiére couche (PDADMA/PS) puis (c) ajout de la
deuxiéme couche (PDADMA/PSS) sur la surface enzyniatie en (a).

Activité Enzymatique

L’activité biocatalytique d’'une telle surface (PDMA/PSS)/PDADMA/AP
construite a base de films multicouches et d’enzyanété mesurée en solution en suivant la
conversion enzymatique d’'une molécule substratad@Hosphatase : le para-nitrophényl
phosphate (PNP) en para-nitrophénol (PN). Les isolsitde PNP ont été mises au contact du
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film enzymatique et la formation de PN a été déegar spectrophotométrie UV/Visha

405 nm correspondant au maximum d’absorbance du_RNsorbance du surnageant a été
mesurée en fonction du temps le graphigue résultant A = f(t) montre une auggaikon
linéaire de I'absorbance avec le temPes résultats indiquent que I'enzyme reste active a
contact des couches (PDADMA/PSS) du film avec wtieigé constante proche de 0.1 u.A./h
(correspondant a la pente de la droite) sur unegeid’au moins 24 heures comme indiqué
par le profil linéaire sur I&igure A9. Les mémes expériences sans enzyme ont été esalisé
et de trés faibles valeurs de I'absorbance oninétgurées & = 405 nm démontrant I'absence
de PN dans le surnageant et confirmant donc qierlePDADMA/PSS n’a pas d’activité

catalytique parasite.
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Figure A9. Expérience de spectrophotométrie UV/Viseprésentant I'évolution de I'absorbance en fonctin
du temps, mesurée & = 405 nm, d’'une solution de PNP mise au contact ew la multicouche enzymatique
(PDADMA/PSS); /PDADMA/AP.

Nous pouvons donc conclure qu’il n'a pas été fbssi’enfouir de la phosphatase
alcaline dans un film multicouche de polyélectretytPDADMA/PSS en raison d'un
phénomene de désorption de I'enzyme lorsque led388jouté au cours de la construction.
Cependant, I'immobilisation de cette enzyme susuaface d’'un film (PDADMA/PSS)
PDADMA et méme I'enfouissement sous une couche PBADont pu étre réalisés pour
donner des surfaces enzymatiques a base de muhiesude polyélectrolytes avec une
activité catalytique relativement constante sur pgddode d’au moins 24h. Ceci souligne
egalement tout l'intérét d'utiliser le réservoirRIe_/HA pour enfouir la phosphatase alcaline

a forte concentration et préserver son activit§/eraique (cf chapitre 4).
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Annexe 4 : Films multicouches a base de fibres de cellulose

Description de I'étude

Au cours de ce travail, nous avons étudié la caostm de films multicouches a base
de poly(L-Lysine) (PLL) et de fibres de cellulosespédant des groupements carboxylates
(KTH Solid Mechanics, Stockholm, Suéde) dans le dmitconstruire des membranes ayant
des propriétés de biocompatibilité et/ou de biontisnge. Nous avons utilisé différentes
techniques de caractérisation pour suivre le dépdiche par couche et déterminer des

propriétés de structure comme I'état de surfadépaisseur (QCM-D, AFM, Ellipsométrie).

Résultats et discussion

Construction (QCM-D et AFM)

Tout d’abord, nous avons suivi par QCM-D, la camgion couche par couche d’un
assemblage constitué de 3 paires de couches (PllilaSe). LaFigure A10 présente une
augmentation réguliere de la fréquence de résormduneeistal de quartz au cours des depots
pour les trois harmoniques 15, 25 et 35 MHz. Cesultdts ont mis en évidence
laugmentation réguliére de la quantité de matidéposée sur la surface aprés chaque

injection.

400

200 J

-Af v (Hz)
4

PLL1
MFCMC1
PLL2
MFCMC2
PLL3
MFCMC3

Figure A10. Expérience de QCM-D illustrant la constuction d’un film (PLL/Cellulose) 5 pour la fréquence
fondamentale (5 MHz) et les trois fréquences harmoques (15, 25 et 35 MHz) de résonances du crista d
quartz.
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Nous avons ensuite imagé par AFM la surface de iquts assemblages
(PLL/Cellulose) ayant de 2 & 24 paires de couches. Ces imagesanbgti’au cours de la
construction, la surface se couvre de plus en géu§bres de celluloseFigure All). Les
polyélectrolytes s’adsorbent probablement sur itesd dont la taille peut atteindre quelques

micromeétres de longueurs pour quelques nanomeégpaidseurs.

5.0 nm

2.5 nm

0.0 nm

3.0 nm

1.5 nm

0.0 nm

¢ y. y Py
0 1.00 2.00

Hm pm
Figures All. Images AFM illustrant I'évolution de létat de surface d'un film (PLL/cellulose) en foncion
du nombre de couches déposées.

Mesures de I'épaisseur (Ellipsométrie et AFM

Enfin, nous avons mesuré par ellipsométrie I'émaissles films (PLL/Cellulose) en
fonction du nombren de couchegFigure Al2.a) et nous avons observé une croissance
linéaire en fonction da. Ces mesures ont également été réalisées par ARNMa¢lant une
partie du film au niveau de la zone imagée et esunaat le profil entre la zone retirée et la

zone intacte du film) et les résultats obtenus sestreproductibles={gure A12.h).
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Figure A12. Evolution de I'épaisseur d'un film (PLL/Cellulose) en fonction du nombre de couches n
déposées (a) par Ellipsométrie, (b) par AFM (viasatch de la surface).

Dans ce travail, nous avons montré qu'il était gmesd’associer des fibres de

cellulose avec des polyélectrolytes pour fabrigdes nano-assemblages fins de quelques

dizaines de nm. La suite de ce travail consisteraiamment a déterminer les conditions

expérimentales permettant le détachement de cettécende son substrat de dépdt sous la

forme d’'une membrane auto-supportée. D’autregdibraturelles comme le collagéne ou

bien de I'élastine pourraient étre également desbocandidats pour construire de tels

assemblages en apportant de nouvelles proprigtéaniques, chimiques ou biologiques.
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Le dépot alterné de polyanions et de polycatiomsles surfaces solides, méne a la formation
de films minces appelésulticouches de polyélectrolytede tels films sont envisagés pour
constituer une nouvelle génération de revétemanifs appelésurfaces adaptatives'est-a-
dire qui répondent de facon spécifique a des stiextérieurs (tels que le pH, la température
ou la lumiére). Au cours de ce travail de thesajsnavons étudié le comportement sous
contrainte mécanique, de films multicouches de ddebtrolytes déposés sur des feuilles
élastomeres en silicone. L'objectif a été le déppment de systemes a réponse biologique
ou chimique sous I'action de forces mécaniques.

L'étude s'est déroulée en deux parties :

i) Tout d’'abord, nous nous sommes intéressés airolevrbarriere de films a multi-
compartiments (systemes composés de strates alserégervoir/barriére), par application de
contraintes d’étirement. Nous avons montré que losieres a base de multicouches
pouvaient agir comme des nanovalves a commandenméea permettant ainsi la libération
contrélée de molécules d’'un réservoir a l'autre.

i) Dans un second temps, nous avons €laboré desnatages réservoir/barriere contenant
une enzyme, la phosphatase alcaline. Le but a été&éveloppement de surfaces
biocatalytiques dont l'activité enzymatique est oniéd par des forces mécaniques imposees.
L’activité catalytique a pu étre masquée par lisgition d’'une barriere imperméable, bloquant
I'accés du substrat enzymatique initialement entswi vers I'enzyme enfouie dans le film.
L’application d’'un étirement mécanique a permisaf@ament de déclencher et également de
moduler la biocatalyse.

Mots Clés : Multicouches de polyélectrolytes ; Nano-assemés ; Mécanotransduction ;
Nanovalves ; Biocatalyse contrélée ; Biosurfacexfionnelles.

The alternate deposition of polyanions and polycetion charged surfaces leads to the
formation of nanostructured films callgalyelectrolyte multilayers (PEMBuch films may
constitute a new generation of active coatingsifeatb adaptative surfacesimed to induce

a specific response to external stimuli (such as tghhperature or light). In this work, we
investigated the behavior under mechanical stimaflifunctional PEM films deposited on
elastomeric silicone sheets. The aim was to desiggmically or biologically active films
responding to mechanical forces.

The study was divided in two parts :

i) First, we studied the barrier opening of mubirgpartment films (systems composed of
reservoir/barrier strata) induced by mechanicatsting. We demonstrated that multilayer
barriers could act as nanovalves, reversibly cdettoby stretching, allowing thus the

controlled release of molecules from a reservoartother.

i) Then in a second step, we designed reservaeiidsasystems containing an enzyme,
alkaline phosphatase, in order to develop surfagils biocatalytic activities tuned by

mechanical forces. The enzymatic activity could $witched off by the use of an

impermeable barrier blocking the diffusion of thegmatic substrates initially in solution to

the embedded enzyme. Finally, by applying a medaarstretching on these systems, the
biocatalysis could be to triggered and even moddlat

Keywords : Polyelectrolyte multilayers ; Nano-assemblies ;eddanotransduction ;
Nanovalves ; Biocatalysis control ; Functional bidaces.
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