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Introduction Générale

Les méthodes de fonctionnalisation de surface damte importance capitale dans tous les
domaines de la technologie des matériaux. On p&rt entre autres, les recouvrements de
protection contre la corrosion, les adhésifs vigaatmeéliorer 'adhésion entre deux matériaux
de natures différentes, les revétements décosdtlésfonctionnalisation des biomatériaux. La
recherche de méthodes de fonctionnalisation efficagt robustes remonte au début de
I'histoire de la technologie. Ces travaux, longtempes empiriques, n'‘ont conduit a des
résultats reproductibles qu'a partir du moment e8 Interactions entre la surface a
fonctionnaliser et les molécules utilisées ontoétdprises au niveau moléculaire. Cette étape
trés importante a été franchie au début du vingtigracle avec les travaux de |. Langmuir.
Les méthodes de recouvrement développées par smpegront consisté a utiliser des
molécules amphiphiles et a les transférer d’'uneriate air/eau a une interface solide/liquide
ou solide/gaz. Ces méthodes, ainsi que cellesstansia greffer d’'une maniere covalente des
chaines aliphatiques sur des surfaces d’oxydes eumdtaux nobles, nécessitent une
instrumentation sophistiquée, de grandes précautixpérimentales, et ne permettent pas

d’obtenir facilement des dépbts excédant celui €’ omonocouche.

L’idée d'utiliser des interactions électrostatiquadre des molécules ou des colloides portant
des densités de charges de signe opposé, a étévahgtion car elle a permis de déposer des
films d’épaisseur contrblée, excédant celle de nmaouche, sur la plupart des substrats
solides. En effet, la plupart des métaux et desdesypossedent une densité de charges
électrostatiques en milieu aqueux. La validité dunoept du dépdt de multicouches par
adsorptions alternées d’espéces chargées a d’abaemontrée par ller avec des particules
de silice. Mais I'absence de techniques de caliaaté&n permettant de vérifier Thomogénéité
et la croissance contr6lée de films minces, explique la découverte d’ller soit passée
inapercue pendant plus de trente ans. Les pretéaux de G. Decher, au début des années
1990, ont permis de démontrer que le concept ddtddperné d’especes chargées pouvait
étre généralisé a des ions moléculaires et delgalyolytes. L’évolution des connaissances
concernant les mécanismes mis en gepermis d’étendre le concept aux dépbts de madécul
portant des fonctionnalités complémentairpar exemple des donneurs et des accepteurs de

liaisons hydrogenes.



L’état des connaissances dans ce domaine estaeiaquprend conscience du potentiel de
ces dépbts d'épaisseur contrblée dans le domairsee rdmotechnologies. Les films

multicouches de polyélectrolytes peuvent étresadticomme membranes de filtration perm-
sélectives, comme supports de catalyseurs, comiieurconfinés permettant de stocker et
de libérer des médicaments... Il est méme possibleodéner des réactions chimiques au

sein du volume des films multicouches de polyétdytes.

Les perspectives de ces matériaux sont donc énomaes tous les domaines des
nanotechnologies et en particulier dans celui dehationnalisation des biomatériaux avec
des « nano-objets ». Au sein de l'unité Inserm B@5Snombreux travaux précurseurs ont éte

effectués dans ce sens. Ces travaux ont montagskbflité de :

(1) lincorporation de molécules induisant une mégm cellulaire contrblée au contact des

films multicouches,
(2) I'incorporation et la libération de médicaments
(3) I'incorporation de « nano-réacteurs » permettinproduire des phosphates de calcium

(4) la compartimentation conférant une organisatiorfilm dans la direction perpendiculaire

au substrat sur la multicouche déposée.

Le probléme d'une structuration a la fois dans ileation perpendiculaire et dans les
directions paralléles au substrat n'a été que pigds abordé dans la littérature scientifique.
L'objectif de mon travail de thése a été de dévedopdes méthodes simples permettant de
conférer une organisation, a [I'échelle microscopiqou nanoscopique, aux films
multicouches de polyélectrolytes. Notre idée ad&&ploiter les propriétés mécaniques ainsi
gue la réponse des films multicouches a des vansitde pressions osmotiques, pour créer
respectivement une structuration en « x,y » et@pdtlou une infiltration de nanoparticules
(dioxyde de titane ou protéines) en « z ». Une algginalités de ce travail a consisté a
produire des nanoparticules de dioxyde de titane pmycondensation a partir d’'un
précurseur hydrosoluble, lorsque celui-ci entrénégraction avec un polycation déja adsorbé
a l'interface solide/liquide.

La premiere partie de ce travail expose d'aborthi’éles connaissances a la fois dans le
domaine de la structuration de la surface des matéfallant de I'échelle du micrométre a
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celle du nanomeétre), et dans celui des phénomeéabsadption de substances actives par des

films multicouches.

La seconde partie décrit les méthodes et protocois®n ceuvre au cours de cette recherche.
Nous avons notamment mis au point un dispositiféerpental permettant I'impression de

microstructures dans les films multicouches de gdelstrolytes.

Les chapitres 3, 4 et 5 résument 'ensemble dedtats obtenus et contiennent les différentes

publications qui résultent de nos études.

Finalement nous ferons le point sur les concluséirss perspectives laissées ouvertes par ce
travail.
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1.1 Les films multicouches de polyélectrolytes

1.1.1 Construction des films multicouches
Historique

Les premiers films minces nanostructurés ont etBogés au début du siecle dernier selon la
technique de « Langmuir » ou « Langmuir-BlodgeiCette méthode consiste a construire un
film monocouche de molécules tensioactives ou apiyles a une interface air/eau par
compression, puis a la transférer par adsorptianusu substrat solide (Blodgeft934;
Blodgett1937)(figure 1.1).

)

LA A IO A o e |
Eau * Eau Substrat solide

Figure 1.1 Principe du transfert d'une monocouche gr la méthode de Langmuir.

La vitesse de transfert d’'une monocouche infludneaucoup la qualité du dépot, elle est
contrblée par la vitesse de déplacement du substraté sur une platine motorisée. Le film
lipidique a l'interface solide/liquide doit étre roprimé lors du transfert sur le substrat afin
gue les pertes de molécules a cette interface rbfiemd pas I'état du film lipidique. Pour
cela on utilise une barriere mobile (non représestdr la figure 1.1) afin de maintenir la
pression interfaciale, définie comme la différenmeatre les tensions superficielles des
interfaces eau/air et lipide/air a une valeur cams. Cette pression interfaciale est mesurée a

I'aide d’'un tensiometre, par exemple une balance/deelmy.

La formation de ces films présente de nombreuxnménients tels que leur instabilité, les
restrictions de topographie liées au substrat qui décessairement étre planaire, et la
nécessité de travailler dans une atmosphére céatréle plus il est difficile d’obtenir des

dépbts consistant en des multicouches de moléanighiphiles en raison de la faiblesse des
interactions mises en jeu. C'est pour cette raigora €été développé le concept des
monocouches autoassemblées, ou « Self assemblenlayens ». Cette méthode consiste a

fixer une molécule amphiphile de maniere covalenteune surface solide (Maoz 1988). La
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téte polaire de la molécule amphiphile doit posséstegroupement capable de former des
liaisons covalentes avec des groupements chimiduesibstrat. Cette contrainte constitue a
la fois la force et la faiblesse de la méthodeetfet seuls un certain nombre de groupements
sont capables de se fixer soit sur les sites féattin métal soit sur ceux d’'un oxyde. De ce

fait il n'est pas possible de fonctionnaliser n’iong quel type de matériau de cette maniere.

En 1966, ller a montré qu’il était possible de crédes films multicouches par adsorption
successives de colloides anioniques et cationifjlers1966). Ce travail a peu intéressé la
communauté scientifigue, sans doute a cause du umadg techniques expérimentales
nécessaires pour caractériser ces assemblagesillBars, il était admis que le dépdbt de
substances de charges opposées s’arrétait desgjokdrges des espéeces cationiques avaient
exactement compensé celles des espéces anionCgigsest qu'au début des années 1990
gue les travaux de G. Decher ont véritablement enisvaleur la méthode d’assemblage
couche par couche, appliquée en particulier a @dgmeres chargés, ou polyélectrolytes.
(Decher et al. 1992; Decher 1997) Nous allons deamaintenant le principe de cette

méthode d’adsorption séquentielle d’espéces podsmtharges de signes opposés.
Principe du dép6t couche par couche

La méthode de dépbt couche par couche (LbL de lB@g Layer by Layer ») est basée
essentiellement sur les interactions électrostatiqentre des especes anioniques et
cationiques qui sont adsorbées alternativementirsgupport. Les interactions de type liaison
hydrogéne et les interactions de type Van der Waalstribuent néanmoins de fagon
significative a la variation de I'énergie libre diysteme (constitué par le solvant, les
polyélectrolytes et leurs contre-ions) (Kotov 199Bgs variations d’entropie contribuent

egalement fortement a la varition de I'énergiedidu systeme (Laugel 2006).

Le principe de la mise en ceuvre de la méthode ISbldécrit schématiquement dangi¢are
1.2.Le substrat chargé positivement (ou négativemesitplengé pendant quelques minutes
(5 ou 10) dans une solution de polyélectrolytestgmirune densité de charge de signes
opposeés a celle du substrat (Advincula et al. 79&msden et al. 1995). Les polyélectrolytes
présents dans la solution s’adsorbent a la sudacgubstrat. L'excédent de polyélectrolytes
est éliminé par simple rincage. La surcompensaties charges durant cette premiere
adsorption entraine une inversion du signe de &gehtotale de la surface (Caruso et al.
1998; Ladam et al. 2000).
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Polyanion

R ———
Rincage

Figure 1.2 Principe de construction des films multouches de polyélectrolytesDans le cas illustré ici, le
substrat est chargé positivement en surface. Le pmger dépdt consiste a plonger le substrat dans une
solution de polyanions (représentés en bleu), puisn second dépét consiste a le plonger dans une g@o
de polycations (représentés en rouge) (Decher 1997)

Différentes méthodes de dépot

Il existe plusieurs techniques de dépot pour camstrdes films multicouches. La méthode
classique de dépot est celle du procédé d'immersiorsolution, ou « dip-coating » ou
« dipping », qui consiste a tremper le substraeradttivement dans les solutions de
polycations et de polyanions, chaque passage darsin de polyélectrolytes étant suivi
d'une étape de rincage avec le solvant. Cette rdéthde dépdt peut étre facilement
automatisée par l'utilisation d’un bras automapsétant I'’échantillon a recouvrir par le film
multicouche, mais elle est trés lente a mettre emvie. Le dépdt d'une paire de couches
(constituée par le dépbt d’'une paire polycatioryaoion) prend 20 a 40 minutes.

Une technique de dépb6t a donc été développée endeuformer des films ayant des
caractéristiques similaires mais plus rapidemérstagit d’'un procédé utilisant un nébuliseur.
Les solutions de polycations et de polyanions stors nébulisées alternativement ainsi que
la solution de rincage entre chaque couche. Scfilegio al. (2000) ont comparé la
construction de films poly(diallyldimethylammoniufpdly(styréne sulfonate)
(PDADMA/PSS), en présence de solutions NaCl a 18dlisés soit par immersion soit par
nébulisation. Ces chercheurs ont montré que legrggenfrarouges ainsi que la perméabilité

aux ions étaient identiques pour les deux méthddedépbts. Ainsi, le temps de dépot d'une
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paire de couche peut étre réduit en utilisant lthode de nébulisation. Le dépdt d’'une paire
de couches prend alors moins de 1 minute. Des iexpés effectuées par des équipes
strasbourgeoises montrent cependant que les fibltienos par nébulisation sont moins épais
gue ceux obtenus par « dipping » (Izquierdo 2005cét 2006).

Notons que le « dépot a la tournette » permet égalede réaliser des films multicouches de
polyélectrolytes (Chiarelli 2001), dont la tranggare est souvent bien meilleure que celle des

films obtenus par dipping (Seo 2008).
Nature du substrat

La construction de multicouches par la méthode pbut étre effectuée sur bon nombre de
substrats. Les supports les plus souvent utilisés des surfaces planes ou des particules
sphériques colloidales, de nature minérale (vesitee, oxyde d’indium), métallique (or,
argent,..) ou organique (particules de polystyréleerésine mélamine, de polymeéres,..). Des
elastomeres non chargés en surface, tels que y¢dpoéthylsiloxane) (PDMS) permettent
egalement le dépdt de films multicouches. Dansasece sont des interactions de type Van
der Waals ou/et hydrophobes qui assurent l'adsorptile la premiére couche de
polyélectrolytes sur ce support.

1.1.2 Modes de croissance des films multicouches

Depuis une dizaine d’années, I'étude de la cinétidgl croissance des films multicouches de
polyélectrolytes a permis d’identifier deux modesatoissance : la croissance dite linéaire et
la croissance dite exponentielle. On entend pasgaace la variation de I'épaisseur du film

formé en fonction du nombre de couches dépodigesd 1.3).

700

m  Croissance Linéaire

600 e Croissance Exponentielle

500 /

400 + 7

300 o ®

Epaisseur h (nm)
-8

200 s
o*

20

5 10 15
Nombre de paires de couches

Figure 1.3 Modes de croissance des films multicoueb. Croissance exponentielle d'un film (PLL/PSS) et
croissance linéaire d'un film (PSS/PAH) suivies pamicrobalance a cristal de quartz (QCM-D). Les
conditions expérimentales (pH, température, concerdtion saline de I'électrolyte support, temps de débt
par couche) ont été les mémes pour les deux expées.
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Les films a croissance linéaire

Les films multicouches a croissance linéaire sanactérisés par une épaisseur qui augmente
proportionnellement avec le nombre de couches d&sos Le systeme
poly(allylamine)/poly(styréne sulfonate) (PAH/PS&t I'exemple le plus largement étudié.
Des analyses par réflectométrie des rayons X etgblectivité des neutrons, réalisées sur des
films construits avec des polyélectrolytes deutéocdg mis en évidence l'existence d’'une
structure pseudo-stratifiee (Decher 1997; Losch@7l%vec interpénétration des couches
voisines. Cette interpénétration entre les couek@gscentes au niveau de l'interface, permet a
chaque strate d’étre solidaire de ses voisinesié@Serdre local a été baptisduzzy layers »
par Decher (Decher 1997). D’'autres couples de pedtélytes se caractérisent par une
croissance linéaire comme les films poly(allylanMpely(acide acrylique) (PAH/PAA)
(Shiratori et Rubner 2000) ou encore poly(diallgidthylammonium)/poly(styrene sulfonate)
(PDADMA/PSS), (Dubas et Schlenoff 1999). Cependalains le cas ou l'un des
polyélectrolytes présente une densité de chargasndé@nt du pH, la croissance du film est
fortement dépendante de ce paramétre. L'épaissefilnd atteint alors une valeur maximale
lorsque le « polyélectrolyte faible » présente de@sité de charge trés faible : il faut en

adsorber beaucoup pour permettre au signe de &itélele charge de s’inverser.
Les films a croissance exponentielle

Les premiers films étudiés présentaient une croeséinéaire de la masse et de I'épaisseur
en fonction du nombre de dépdts. En augmentanade tle sel dans les solutions de
polyélectrolytes certains auteurs ont obtenu urmssance de films plus rapide que la
croissance linéaire et I'ont appelée croissancepraslinéaire ». lls ont attribué ce type de
croissance a 'augmentation de la rugosité demase au fur et & mesure de I'élaboration des
films (Ruths et al. 2000). En effet, une augmeatatie la rugosité accroit l'aire de la surface
d’adsorption et donc la quantité de matériel quitpey adsorber. Par la suite, des films a
croissance exponentielle ont été mis en évidenneeftet, des films construits a partir de
deux polypeptides comme le systeme (poly(L-lysp@y/(acide-L-glutamique)) (PLL/PGA)
ou avec un polypeptide et un polyélectrolyte naturemme la poly(L-lysine) et I'acide
hyaluronique (PLL/HA), peuvent atteindre des épaiss de un a plusieurs micrometres aprés
le dépdt d’'une vingtaine de paires de couches ifRetal. 2001; Lavalle et al. 2002; Picart et
al. 2002; Boulmedais 2004). De telles épaisseunsngttent d’utiliser la microscopie

confocale a balayage laser associée a un margluagesicent pour suivre la construction du
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film et comprendre le mécanisme de constructiors €ades ont pu expliquer la croissance
exponentielle par un phénomeéne de diffusion dang te film d’au moins un des
polyélectrolytes, constituant un réservoir de chargn excés capable d’augmenter le nombre

de complexations a chaque dépo6t du polyélectrolgteharge opposée.

1.1.3 Influence des paramétres physico-chimiques da solution sur la croissance des
films multicouches de polyélectrolytes

La méthode de dépdbt LbL est basée essentiellenneries interactions électrostatiques qui
existent entre des espéeces anioniques et catimigloemis les interactions électrostatiques,
des forces secondaires a courte distance ont égalemme influence sur I'épaisseur et la
morphologie finale (Kotov 1999). Des études ontnperd’approfondir la compréhension du

réble des interactions électrostatiques et de lecwsbinaisons avec d’autres types
d’interaction, comme les interactions hydrogenesyatrophobes (Sukhishvili et Granick

1998 ; Wang et al. 2000). D’autres travaux ont emsvidence l'influence de parametres tels
gue la nature du solvant, le pH, la force ionique la température sur les propriétés
physicochimiques et morphologiques des films maltehes.

Notons a titre d’exemple, l'influence de la foramique et de la température des solutions
lors de la construction des films poly(diallyldirhglammonium)/poly(styrene sulfonate)

(PDADMA/PSS). Mc Aloney et al. (2001jigure 1.4) ont montré que lorsque le taux de sel
est augmenté, la croissance de tels films passge dlissance linéaire, a une croissance

gualifiée desupra linéairgusqu’a atteindre une croissance réellement exiien
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Figure 1.4 : Evolutions de I'absorbance a = 217 nm (position du maximum dans le spectre d'@orption
du PSS) par spectrophotométrie UV/visible lors deal construction d’'un film (PDADAMA/PSS), pour
différentes concentrations molaires en NaCl (McAloay et al. 2001).

Récemment, linfluence du changement de la tempérasur la construction de films
PDADMA/PSS a été étudiée par microbalance a crigatuartz (QCM). (Salomaki et al.
2005). A 45 °C ce film présente une croissance raptelle avec le nombre de couches
déposées mais lorsque la température est abai@&83 le régime de dépbt devient linéaire
avec le nombre de paires de couches. Si la tenypénapasse a 45 °C, on retrouve un régime

exponentielfigure 1.5).
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Figure 1.5 : Evolution de la croissance d’'un film PDADMA/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 polyélectrobg
déposés a linterface film/solution aprés le dépdde chaque nouvelle paire de couche (Salomaki et al.
2005).

Ces études, ainsi que d’'autres effectuées dans lattoratoire (Laugel 2006), suggerent que
toute combinaison polyanion-polycation peut doniem soit a un régime de croisssance
linéaire soit a un régime de croissance exponengiel fonction des parametres
physicochimiques utilisés lors de la constructioa.croissance linéaire serait associée a des
interactions fortes entre le polycation et le palga tandis que la croissance exponentielle

corrrespondrait & des interactions plus faibles.

1.2 Nanostructuration par impression de motifs

La préparation de surfaces structurées a I'écheili@ométrigue ou nanométrique est d’un
intérét majeur dans le développement de nouveatils @ans le domaine des nanosciences
(Hammond 2004). Les techniques pour produire desorstructures topographiques, ou
chimiques, ont connu un essor considérable depuisieprs années et dans une grande
variété de domaines allant des systéemes microétegtres, mécanique-microélectroniques,
micro-optiques, a la biologie, ainsi que pour lés-dapteurs ou la réalisation de canaux

microfluidiqgues (Chen 2004 ; Khademhosseini et2805). Cette nouvelle discipline vise a
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mettre au point une technologie de miniaturisapoar créer des microlaboratoires sur puce,
capables d’accomplir des taches sophistiquéesstelle du tri cellulaire, I'extraction ou
encore la purification de molécules d’ADN. Récemtniendéveloppement rapide d’outils
pour la nanotechnologie a ouvert la voie pour pireduwles structures possédant des
caractéristiques de I'ordre de quelques dizainesat@metres (Huh et al. 2007 ; Niemeyer et
Mirkin 2004, cité par Voros et al. 2005).

Il existe différentes techniques de production d&ron ou nanostructuraturations : la
lithographie durel(ard lithography, la lithographie douceséft lithography, ou 'impression

par compression @mbossing

1.2.1 Principe du micro-usinage par lithographielfard lithography)

Le micro-usinage, issu de l'industrie de la miceaélonique, est la méthode la plus ancienne
et repose essentiellement sur la photolithogragiren 2004). Dans cette technique, une fine
couche de résine photosensible est déposée sunbstrat (silicium, verre ou autres) puis
exposee localement a des rayonnements ultra-vialgts/ers un masque optique. Les rayons
passant au travers du masque détruisent (ou pagenéren fonction du polymere utilisé) la
couche de résine. On obtient alors une duplicadie® motifs du masque (en négatif ou en
positif selon le type de résine). Cette coucheédme résiduelle est a son tour utilisée comme
masque pour le micro-usinagéa une attaque chimique acide ou une attaque ionilijee

« mordancage par ion réactif degp reactive ion etchipgncore appelé plasma couplé par
induction (nductively coupled plasmau ICP). Aprés I'enlevement de la résine on obtient des
microstructures a la surface du substiigte 1.6).

Masque _ i uv — Résine

A B C
optique <“—>

Figure 1.6 : Schéma du procédé de photolithographiet de mordancage pour la microstucturation des
moules en silicium. A : la résine « photorésistante (PR) (en gris clair) est illuminée par une lumike UV a
travers un masque (en noir). B : développement de atifs en résine PR qui servent de couche protectec
lors du mordangage par ICP. C : silicium microstruduré aprés mordancage et élimination du PR (d'aprés
Dusseiller 2005).
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Cette technique de photolithographie présente fmiste’'inconvénient de réaliser des
impressions dont la taille est limitée par la diffion optique. La taille des motifs dépend
donc de la longue d’onde utilisée, (Xia et Whitesid998). C’est pourquoi, pour remplacer la
photolithographie optique conventionnelle dans &britation de circuits intégrés, de
nouvelles technologies sont en cours de développeme visent a utiliser des rayons
lumineux correspondant a l'ultraviolet extréme (BWé encore les rayons X (Wautelet et al.
2003; Voros et al. 2005), pour arriver a des régmis inférieures a 100 nm. Le but ultime de
ces travaux est de pouvoir créer des structuratiamse échelle de I'ordre de 25 a 30 nm. Un
faisceau de particules, composé d’électrons, pgalement étre utilisé pour exposer une
couche de résine sensible a ce type de rayonnen@mite technologie est appelée
lithographie par faisceau d’électrons (LFE,edeictron beam lithography EBL

Ces technigues requiérent des technologies conwpleste colteuses et s’appliquent
principalement a des surfaces planes. C’est pourgies méthodes alternatives, et

complémentaires, dites de lithographie douce, tintiéveloppées.

1.2.2 Principe de la lithographie doucedft lithography)

La lithographie douce est une méthode de micrafabidn a tres faible colt et trés facile a
mettre en ceuvre (Xia et Whitesides 1998). Ellaseatiun moule réalisé par d’autres méthodes
(comme par exemple un moule en silicium réalisditfargraphie classique) pour réaliser des
répliques en négatif des formes imprimées, graag anatériau peu colteux et aisé a
manipuler comme le poly(diméthylsiloxane) (PDMS)j gst un élastomére quasiment inerte
du point de vue chimique. Le PDMS, préparé sodsrtae d’'un mélange visqueux, est coulé
sur le moule en silicium, puis polymérisé pendduasipurs heures dans une étuve a 70°C en
présence d'un amorceur de polymérisation. Une $oiglifié I'élastomere est détaché du
moule. Pour faciliter cette séparation, la surfdaemoule peut étre préalablement modifiée
par un traitement anti-adhésif. Cette techniquempétant d'accéder facilement a des
structures en trois dimensions, a donné naissar riouvelles méthodes appeléessat
lithography. Dans ces méthodes on se sert de ces répliguaslyenére comme substrat, ou
encore comme tampon permettant de déposer de $é¢ective des groupements chimiques a
la surface d’'un substrat.
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Ces répliques en PDMS peuvent a leur tour servimdales pour obtenir des répliques en

PDMS ou en différents matériaux, comme d’autrestétaeres tels que des polyurethanes, les
polyimides (Xia et Whitesides 1998), ou le polysty sulfonate par compression a chaud
(Dusselller et al. 2005), ou encore en « NOA 6@repolymere de type mercapto-ester photo-

polymérisable (Lu et al. 2007).

Impression par micro-contact (nicrocontact printing

L'impression par micro-contact est une technique liteographie douce qui permet la

reproduction de motifs a partir d’'un tampon en PDM& exemple, par simple transfert de
monocouches auto-assemblées (le plus souventsuafce d’'un substrat. Les monocouches
auto-assemblées ou SAMself-assembled monolaygrsont constituées de molécules ou
d’'objets capables de s’organiser spontanément erstnacture trés ordonnée, bien définie et

stable grace a des interactions non covalefitprsé¢ 1.7).

Dans la nature, des processus tels que le replietiesrprotéines, ou la double hélice d’ADN,
sont des illustrations biologiques du potentiel mlierofabrication d’auto-assemblages. De
nombreuses stratégies ont été développées et emegl@pur fabriquer des systemes d’auto-
assemblages a deux ou trois dimensions. Les SAMsm&ux caractérisés sont les
alkanethiolates CHCH,),SHqui s’organisent spontanément en se fixant d’'uneiéna quasi
covalente sur une surface d’'dig@re 1.7). Ces molécules comportent de longues chaines
organiques qui s’associent par des interactiondyge Van der Waals : c’est cet auto
assemblage des chaines hydrocarbonées qui cooférerganisation a la monocouche. Les
chaines alkylées peuvent étre terminées par diti@sefonctions chimiques, permettant de

moduler les propriétés de surface des monocouahesaasemblées.
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Figure 1.7 : A gauche, représentation d'une monocahe auto assemblée d'alkanethiolates formées sur
une surface d'or. Les atomes de soufre au contaced’or permettent de former une monocouche dont
I'épaisseur dépend du nombre de groupements méthylés (n) dans la chaine d'alkyle{). Les propriétés
de surface de la monocouche peuvent étre facilemembdifiées en changeant la nature du groupe termita
X. Les chaines alkyles (-Ckt) sont inclinées approximativement de 30° par rapprt a la normale a la
surface pour maximiser les interactions de Van deWaals entre les groupes méthylenes adjacents (d'as
Xia et Whitesides 1998). A droite, schéma de la ptédure d’'impression de SAM par microcontact sur une
surface d’or. La monocouche est déposée de facoreséive sur les parties exposées du moule en PDMS.

Kumar et Whitesides ont déposé sur des surfacesod’d’argent, des d’alkanethiolates bien
définis a I'aide de tampons structurés (Kumar efitégides 1994, Kumar et al. 1994). Les
surfaces d'or résiduelles, c’est-a-dire non cowgrpouvaient par la suite étre modifiées, par
adsorption d’alkanethiols terminés par des oligbyl&ne glycol) rendant ces régions
résistantes a l'adsorption de protéines ou de fEdy@lytes. Les régions modifiées par
adsorption des alkanethiols étaient a leur tounureertes de maniere sélective avec des films
multicouches de polyélectrolytes (PEMs), (alors ¢pe domaines protégés par les oligo-
(ethylene glycol) restaient non couverts) (Kumaaletl994 ; Denis et al. 2005). Les dépbts
de PEM ont alors permis de convertir une strudimatpurement chimique en une

structuration chimique et topographique (Hammond/bitesides 1995).

Par la suite de nombreuses adaptations de I'impreggr micro contact ont permis de
déposer différentes monocouches ou multicoucheseptampage de polyélectrolytes, de
copolyméres greffés ou en blocs sur des surfac@ ré€ouvertes de multicouches de
polyélectrolytes. Cette méthode d’estampage de npadg-sur-polymere a été baptisée
« POPS » (poupolymer-on-polymer stampipgar Hammond (2004). Elle offre la possibilité
de déposer des motifs sur des surfaces de polyaasel'utilisation de chimie de couplage de
thiol ou de silane communément employée pour lefsases métalligues ou d’oxyde

métallique.

25



PAH

(PSS-PDADMAC) .
Multicouches

Adsorption des multicouches Substrat
sur le tampon en PDMS

 —

Impression par
microcontact

Figure 1.8 : Représentation du procédé de transfede multicouches. Dans cet exemple : 'assemblagesd

multicouches sur le tampon en PDMS commence par Bsorption d’'une premiére couche de PAH, grace

aux interactions hydrophobes, puis par n paires deouche de (PSS-PDADMAC). Le transfert de ces
multicouches peut se faire soit directement sur lsubstrat, soit sur des surfaces traitées par plasma
(d’'aprés Hammond 2004).

Le transfert de polyélectrolytes (PDADMAC-PSS) soe surface de silicium par impression

par micro-contact a permis I'adsorption sélective capsules creuses recouvertes de
polyélectrolytes sur les motifs préimprimeés suisildbstrat (Nolte et Fery 2004). Des films

multicouches ou des protéines ont été transféraas t& but soit de permettre I'adhésion

cellulaire sur une surface hydrophobe comme le PDBt#t d’empécher sélectivement

'adhésion cellulaire (dans ce cas c'est la polidine modifiée par des chaines de

poly(ethylene glycol) qui a été imprimée) (Dussikkt al. 2006 ; Biancardo et Larsen 2008;
Falconnet et al. 2004; Glawe et al. 2005; Lam .€2@06).

Ces méthodes de lithographidsid et sof) permettent de développer un grand nombre de
systemes jouant sur la combinaison des technigué&ssociation des différentes molécules.
La structuration du substrat peut donc se fairedarpoint de vue chimique que du point de
vue topographique. On a pu ainsi démontrer la pd&i de confiner et de guider la
croissance cellulaire dans des espaces geométrichumsis, deéfinis par la taille et la
géométrie des régions modifiees par micro impresgiizenberg 2000; Bessueille et al.
2005; Walboomers et Jansen 2001; Falconnet eD@6;Dusseiller et al. 2005).

1.2.3 La micro ou nano compression de films multieches €mbossing

Une autre méthode permettant d’obtenir des motifdreis dimensions a la surface d'un

matériau est Embossing qui consiste a imprimer par compression des ma@uonano

26



structures dans des matériaux. Cette techniquet @iagu'a présent réservée aux
microimpressions industrielles dans des matéricherntoplastiques (citons typiquement
I'industrie du Compact Disk basée sur I'impressiams du polycarbonate avec des moules en
nickel). Une nouvelle opportunité intéressante agparue récemment, montrant que la
technique de « I'embossing » offrait la possibitied déformer irréversiblement certains types
de films multicouches avec des tampons en PDMS @ ad. 2004) ou avec des tampons a
base de polymére photo-polymérisable (Lu et al.720Cette découverte, qui combine
impression de micro structures et la lithograptimice appliquées aux films multicouches,
est trés intéressante parce qu'elle permet d'egersale produire des structures par
compression sur tout substrat sur lequel un filmat @¢re déposé. Gao et al. ont montré gu'il
était possible d’'imprimer des motifs dans des filmdticouches de polyélectrolytes préparés
avec deux combinaisons de polycations et de palyanile polystyrene-4-sulfonate (PSS)/
poly(diallyldimethylammonium chloride) (PDADMAC) ¢ systeme polyacrylate de sodium
(PAA)/(PDADMAC). Ces films ont été construits erssilvant les polyélectrolytes dans des
solutions de NaCl de concentration variable (de &.1M). La contrainte appliquée était
comprise entre 0.105 et 0.200 MPa et était exgreddant 15 min. En revanche l'impression
s’est révelée impossible dans les films PSS/pdygaline hydrochloride) (PAH), méme
lorsque la contrainte appliquée était de 0.5 MPao(@t al. 2004). Il est possible que
impossibilité de transférer la forme du moule dédm film (PAH-PSS) soit liée au mode et a
la force des interactions entre les chaines denpiigs dans ces types de films La validité de
cette hypothése semble corroborée par le fait guaddule élastique des films construits a
partir de PSS et de PAH était 5 fois supérieurl@di des films construits a partir de PSS et de
PDADMAC (Gao et al. 2001, cités par Gao et al. 2004 et al. ont montré qu'il est possible
d’'imprimer des films (PAH-PAA) en utilisant un polymére photopolymérisable de uhed
elastique supérieur a celui du PDMS. lls utilidentorland Optical Adhesives (NOA 63) qui
est un prépolymere photo-polymérisable de type amtocester, obtenu par réplique d'un
moule en PDMS (Lu et al. 2007).

Il ressort de ces études que certains parametigend@tre respectés pour imprimer avec

succes dans des films multicouches de polyélete®ly

- La quantité d'eau dans le film: le transfert ke forme des motifs dans les films
(PDADMAC-PSS) était possible dans une atmospheére a 70% d’huémeliative et échouait
dans une atmosphere a 40%. De plus, les films sqolddant 1 min sous un flux d’azote

n'ont pas pu étre imprimés. Donc la déformabilitéfiim était directement affectée par les
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processus de séchage accompagnant la réductiomwu dhumidité relative. Le taux
d’hydratation interne d'un film multicouches de yélectrolytes dépend évidemment

beaucoup de sa composition.
- L'intensité et la durée d’application de la cragermettant la compression.

- La concentration en sel utilisée pour constrig® films multicouches PSS/PDADMAC.
Pour une force appliquée constante, la profondesr rdotifs imprimés augmente avec la

concentration en NaCl (de 0.1 a 1M).

Ces points soulevent alors la question de la #&alles formes imprimées. Il devient ainsi
important d’étudier le comportement de ces filmgrimés, dans le temps, qu’ils soient
conservés a sec ou mis en solution aqueuse dam®uadisions salines mimant les conditions

physiologiques.

D’un point de vue économique, la possibilité dekéo ces films imprimés a sec, pendant une
longue durée (jusqu’a plusieurs mois), éviterait ramivelles préparations avant chaque

expérience ou chaque utilisation.

Par ailleurs, dans I'optique d’'une application bgtjue de ces films, il devient primordial

d’étudier leur comportement dans une solution mineasalinité du sérum physiologique.

Ce sont précisément ces points qui seront abowtesld chapitre 2.

1.3 Incorporation de molécules dans les films muttouches

Les films multicouches présentent de nombreuseBcappns potentielles dans le domaine
des biomatériaux. Par exemple, le dépbt de telSteevents a base de polyélectrolytes
biocompatibles a la surface d’'un implant peut careda une meilleure intégration dans les
tissus environnants. Constituant des réservoinnalécules, ils sont susceptibles de délivrer
des médicaments au niveau du site de I'implantatitbjectif sera alors de s’orienter vers la
conception de revétements bioactifs (c’est a drezaine activité biologique). Il est possible
de conférer une telle propriété en fonctionnalidamthitecture multicouche par insertion de

facteurs biologiques présentant des propriétésfgpées et/ou thérapeutiques.
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De nombreuses études ont montré qu’il était possite fonctionnaliser les films
multicouches soit par simple insertion de molécbliesogiques (telles que des protéines, de
I'ADN, de I'ARN, des agents thérapeutiques) a urtaie niveau de la construction, soit par

greffage covalent du facteur biologique sur unérehde polyélectrolytdigure 1.9).

A _ . B Adsorption de peptides gréffés
Adsorption de protéini a des polyélectrolyt
.
oo p oS
&E‘}&:{fb -
o oo
S50 SO
o oo
S50 S50
Substrat Substrat

Figure 1.9 : Schémas illustrant la fonctionnalisatin de films multicouches de polyélectrolytes (A) gopar
intégration directe dans le film de macromoléculediologiques (protéines) au cours de la séquence de
dépobt (Lvov et al. 1996), (B) soit par enfouissemerd’'un principe actif greffé sur une chaine de
polyélectrolytes (Chluba et al. 2001).

1.3.1 Insertion de molécules biologiques par simptEpot

Les films multicouches peuvent étre fonctionnalipés adsorption de protéines au sommet
d'un film ou par insertion d’'une ou plusieurs piogs a difféerents niveaux dans leur

architecture (Lvov et al. 1995). Cependant cesémet doivent conserver une structure
tridimensionnelle proche de celle de leur formawvea(structure secondaire et/ou tertiaire)

afin de préserver leurs activités biologiques. Sotévet al. (2001) ont montré (par des

analyses par spectroscopie infrarouge a transfodaed@urier) que la structure secondaire de
protéines (telles que le fibrinogene, I'albuminel®lysozyme) insérées dans les architectures
de polyélectrolytes, était conservée. Onda et189¢) ont inséré des enzymes, comme la
glucose oxydase ou encore la glucoamylase daniimeqPEI/PSS), et ont montré qu’elles

conservaient leur activité enzymatique.

D’autres bio-macromolécules comme I'ADN, peuverne énhcorporées dans les films. En
effet, ’TADN chargé négativement peut se substituem polyanion, qui en association avec
de la PLL, conduit & un film multicouche PLL/ADNuyghorukov et al. 1996).
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1.3.2 Insertion de molécules biologiques par greff@ covalent

Une autre voie de bio-fonctionnalisation consistecture dans I'architecture multicouche, un
polyélectrolyte modifié par couplage covalent auee molécule d’intérét biologique. Par
exemple, la-melanocyte stimulating hormone-fMSH), capable de stimuler la mélanogénése
par les mélanocytes, a été couplée de facon cdeadeta poly(L-lysine) puis incorporée a
différents niveaux dans des films multicouches (lAGA),. Les premiers travaux dans ce
domaine ont permis de montrer que cette hormonserwait son activité lorsqu’elle était
couplée a la PLL et ont pu évaluer la réponse dmmoéytes mis au contact des films
(PLL/PGA), dans lesquels plusieurs couches de PLL ont étstiaudes par de la (PL&-
MSH) (Chluba et al. 2001). Les auteurs ont montrd gtait possible de moduler I'activité
cellulaire induite par le peptide (production delanéne) sur des échelles de temps courts, en
jouant sur la profondeur d’enfouissement du peptigies le film. D’autres études ont utilisé
des polyélectrolyles modifiés par des médicamenitsserrés dans les films multicouches. On
peut citer 'exemple de 'acide hyaluronique pottdes molécules de paclitaxel. La liaison
covalente médicament-polysaccharide était uneoliaéster hydrolysable, permettant ainsi la
libération progressive de la substance active dansnilieu en contact avec le film
multicouche (Thierry 2005).

1.3.3 Chargement et libération de molécules par abgption dans le volume du film

Jusqu’a présent, la plupart des films LbL ont ét&argés avec des molécules actives
uniqguement pendant la construction des films. Desles tres récentes ont montré que
certaines combinaisons de polyélectrolytes permeettaun chargement irréversible de
protéines ou de nanoparticules a partir de solstimises en contact avec le film apres sa
construction. Le paclitaxel (ou Taxol), moléculdisgée en chimiothérapie pour son activité
anti-proliférative dans le traitement du cancesdin et des ovaires, a été incorporée dans des
films (PLL-acide hyaluronique (HA)) (PLL/HA)avec n=30 et n=60) apres leur construction
(Vodouhé et al. 2006). Les films multicouches aiét éhargés en taxol par incubation de la
solution de médicament avec le film pendant toute ouit avant recouvrement du film par
une barriere constituée de paires de couches deeP3fe PAH.. Des observations en
microscopie confocale a balayage laser ont als&éajue le paclitaxel pouvait se concentrer
de maniere homogene et que lintensité de fluorestelans le film restait constante aprées
guatre jours de conservation dans du NaCl 0.15Mné@pérature ambiante. Cette substance

active a permis de réduire la viabilité de cellldancéreuses mises au contact de ce film.
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Depuis peu commence a émerger le concept révesibtmrporation/libération de particules
dans les films LbL. Cette nouvelle stratégie cdmsis incorporer des molécules a partir de
solutions et passe en général par deux étapesla (@dnstruction des films LbL sur un
substrat et (2) 'immersion de ces films dans ddat®ns de particules ou protéines pour
« absorber » ou charger ces composeés a l'intédauilm, avant d’étudier sa libération en
variant les propriétés physico chimiques (pH, fororique, température) de la solution

environnante.
Incorporation de particules

Le chargement et la libération de petites moléchigtrophiles a été étudié dans des films
multicouches de PAH/HA (Burke et Barrett 2004). @etites molécules, essentiellement des
colorants présentant un chromophore facilementctiike par spectroscopie d’absorption,
ont été le chromotrope 2R et Irdoine Blue». Ce travail a permis de montrer qu’il est
possible de piéger ces petites molécules dansme lbrsqu’elles sont incorporées dans une
solution a un pH donné, et de les libérer simpldmen changeant le pH de la solution
environnante. Cette capacité a piéger de petitdéomes a été attribuée a des interactions

électrostatiques faibles et a la formation d’agrega colorants dans le film.

D’autres auteurs (Guyomard et al. 2006) ont étlaliéhargement et la libération de petites
molécules hydrophobes dans des films multicoucheasa de polysaccharides amphiphiles.
Cette fois, les films multicouches ont été élabamgec du PEI comme polycation et un
polysaccharide anionique (le carboxyméthylpulluan CMP). Le CMP a été modifié par
greffage de chaines carbonées, connues pour déeeloles associations hydrophobes en
solution aqueuse, devenant ainsi un dérivé amgbipl@elui-ci peut alors créer des
nanodomaines hydrophobes, pouvant servir de naremss pour les molécules
hydrophobes. Ces films ont été immergés dans ulgiaso contenant le Nile Red», un
colorant hydrophobe. Apres chargement, les filmiséé@ plongés dans des solutions de pH
différents. Aucune libération dans I'eau, méme sypl@isieurs heures, ni a un pH neutre de
7.4 n'a été observée. Par contre lorsque le pthdelution devient proche du pKa du dérivé
du CMP (a pH 5), la spectroscopie UV-visible révelee 30 % de la quantité de colorant
incorporée ressort du film. Si on augmente le tdexgreffage de chaines carbonées sur le
CMP utilisé pour la construction des films et qiom Irépéte I'expérience, le pourcentage de
libération diminue. Les auteurs émettent I'hypoehémI’'une partie des molécules piégées

dans le complexe de polylectrolytes, le serait @mods des nanodomaines hydrophobes. Ces
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molécules seraient faiblement liees aux constitudnt film, et pourraient étre libérées lors
d’une variation de pH. En revanche, il semble ga’'grande partie des molécules de colorant,
piégée dans des agrégats hydrophobes, serainesni@mt peu affectée par la variation de pH.
Le comportement des films chargés a ensuite éthécan fonction de la nature du sel de la
solution environnante. Ainsi lorsque des films ¢éar en colorant sont plongés dans une
solution de NaCl 0.5 M, sel connu pour renforceritgeractions hydrophobes, il y a peu de
désorption du Nile Red (un maximum de 10%). Invesesat, lorsque ces films sont immergés
dans une solution de thiocyanate de potassium M0l qui rompt les liaisons hydrogenes
empéchant ainsi les interactions hydrophobes, @&84molécules de colorant sortent du film,
ce qui corrobore I'explication avancée précédemme€ette approche de nanoréservoirs a
libération modulable apparait intéressante poysarer des revétements capables de piéger et

de libérer des médicaments hydrophobes.

L’étude de Srivastava et al. (2008) s’est intéresgd’incorporation et a la libération de
nanoparticules (NP) de charges différentes, dassfiles PDADMAC/PAA, a croissance
exponentielle, systeme encore peu étudié. Lorsquine est immergé pendant 7 heures dans
une suspension de nanoparticules de tellure de ioadrohargées négativement, le film
gonfle et incorpore ces nanoparticules. Aprés insioarpendant 24h dans de I'eau pure a pH
9, il y a libération de 60 a 70% de la fraction si@se des NP1 contenues dans le filigufe
1.11). En revanche, en recouvrant des films chargésasmoparticules par un film (PSS-
PDADMAC),, a croissance linéaire, le film libere deux foigins de NP. Des nanopatrticules
de charge électrique positive peuvent aussi ét@porées et libérées d’'un film PDADMAC-
PAA, mais dans des proportions moindres (envirois tiois moins). Ainsi il a été montré que
'on pouvait charger et décharger de facon réversies nanoparticules dans un film
multicouche a croissance exponentielle, par sirdiffasion des nanoparticules dans un film
déja construit. Le signe de la charge de surface wuanoparticules, peut modifier
l'incorporation des particules, et I'adjonction d’déilm a croissance linéaire, ou le pH de la

solution environnante, peuvent étre utilisés paumtidler libération des nanoparticules.
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Figure 1.10 : Schéma illustrant le chargement/décligement réversibles de nanoparticules (Srivastavat e
al. 2008)

Il apparait donc que des facteurs tels que le albrce ionique, la charge de la molécule et
son caractere hydrophile/hydrophobe sont autantutidso permettant de moduler le

chargement ou la libération réversibles par diffnsile particules dans un film multicouche
de polyélectrolytes. Des études effectuées danee naboratoire, non encore publiées,
montrent qu’il est possible d’'incorporer des paits colloidales de plusieurs centaines de
nm de diametre dans certains types de films muitkes. Ceci offre des perspectives
intéressantes pour I'élaboration de films a prdpséoptiques particulieres tels que la

réflexion sélective de certaines longueurs d’ondspkctre UV-visible.

Incorporation de protéines

Les modalités d’adsorption ou d’« absorption » datgines dans des films multicouches de
polyélectrolytes ont été décrites par Salloum étlSwff (Salloum et Schlenoff 2004). Ces
auteurs ont utilisé différents films (comme entrdres des films (PDADMAC-PS§)ou
(PAH -PAA), combinés avec différentes protéines (albumingijnfilgene et lysozyme). lls
montrent que, méme si toutes les protéines sostqlumoins capables de s’adsorber via des
interactions électrostatiques, des liaisons hydregéou des interactions hydrophobes, les
conditions les plus favorables se produisent laslqucharge de surface du substrat est de
signe opposé a la charge globale de la protéinan@ue sont ces forces électrostatiques qui

prédominent, I'augmentation de la force ionique iemnante diminue l'adsorption des
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protéines. Lorsque la charge de surface des mulliees est de signe opposé a la charge
globale de la protéine, I'épaisseur du film multicbe joue alors un réle important. En effet,
il a été montré que le film peut se comporter conume « éponge » ou comme une matrice
capable de se charger en protéines. Par conteessiface et la protéine sont de méme signe,
la protéine peut s’adsorber sur le film sous fodiagrégats mais ne péneétre pas dans le film.
Par ailleurs, Wang et al. montrent, par des mesuaesl'activité électrochimique et
catalytique, qu’il est possible d’incorporer de rayoglobine (Mb) par immersion dans
différents films multicouches a base de PDADMAGQGIetZrQ ou de PDADMAC /PSS. Les
spectroscopies UV-visible et infrarouge a transtagrde Fourrier montrent que cette protéine

conserve sa forme native (Wang G. et al. 2007).

Comparée a la méthode de dépbt des protéines doFgldboration du film, cette nouvelle
approche d’incorporation par « postdiffusion » peftna certainement d’augmenter la
capacité du film en protéines tout en conservamtseructure tridimensionnelle et dans le cas
des enzymes, une partie au moins de leur actislédique. L'immobilisation d’enzymes et
de protéines sur des surfaces solides, sans aletrerstructure native et leur bioactivité
suscite un intérét considérable, notamment pour alglications potentielles dans les
domaines biologiques, tels que les biocapteursgaabeurs, dispositifs bioélectroniques ou

biooptiques.

1.3.4 Une protéine d'intérét : I'insuline
Le diabéte et I'insuline

En 2005, le ministére de la santé a relevé que deillions de Francais souffrent d’'une

pathologie liée au diabéte, cela qui signifie que/8de la population francaise est touchée.
On décompte 10 000 décés par an lies directemendiahete et deux déces sur trois
interviennent au-dela de l'dge de 75 ans. Les étugl@démiologiques prédisent une
augmentation de 35% de la prévalence entre 192Z9D2% au niveau de I'ensemble de la
planete avec une prévalence de 330 millions deopees touchées. Le traitement du diabete

est donc un enjeu majeur de santé publique.

Le diabéte est une affection chronique caractépsgé@ine insuffisance absolue ou relative de

la sécrétion d’insuline, responsable d’'un défauititisation du glucose par les cellules de
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'organisme, dont I'une des conséquences est ltglpeémie. Chez le patient diabétique, on
releve une glycémie a jeun supérieure a 1,26 grampanditre de sang (seloMmerican
Diabetes Associatioan 1998 et I'Organisation Mondiale de la Santé).

Il existe deux formes de diabetes : le diabéteyge 1 et le diabéte de type Il (Hennen G.
2001).

* Le diabéte de typkest dit insulino-dépendant. Il traduit un étatahrence en insuline,
due a la destruction sélective des cellfilekes ilots de Langerhans pancréatiques par

un meécanisme auto-immun, survenu chez I'enfanegeune adulte.

* Le diabéte de type Bst dit non insulino-dépendant et concerne 90%dddsetiques
francais. Chez ces patients, il y a une anomaliendensibilité de l'insuline (insulo-
résistance) sur les tissus cibles et une diminutiancaptage du glucose par les
muscles, ce qui augmente la production de glucaseleg foie. Cette carence en
insuline s’installe au fil des années pour arrigeune perturbation de la sécrétion

guantitativement et qualitativement.

L’insuline a plusieurs effets sur I'organisme : Elle est a l'origine de la captation tissulaire
du glucose et sa pénétration dans les tissus cdenfoie, les muscles ou le tissu adipeux ; (2)
une fois arrivée dans la cellule, I'insuline stimu&a glycolyse, la glycogénogénése (pour

mettre en réserve le glucose) et la lipogenésetigéeamais elle inhibe la lipolyse.

Une carence en insuline entraine une diminutiotadsaptation tissulaire du glucose, donc
une accumulation du glucose dans le sang, ce cuutiaba une hyperglycémie et une
glycosurie. Il y a alors captation accrue par d@sitissus, ce qui entrainera des complications
vasculaires, et ainsi qu’au niveau des reins, @efs et de la rétine. En plus des risques de
coma hyperglycémique dit acido-cétosique, ce sssicbnséquences a long terme du diabéte

qui en font sa gravité.

Les traitements actuels

Les traitements utilisés actuellement consistemicypalement en I'administration par voie
injectable d’insuline dite « rapide » et/ou « lemtel'insuline « rapide » est employée pour

réduire de facon rapide les pics plasmatiques deogk a un instant précis, alors que
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linsuline « lente » est destinée a controler lextae glucose circulant sur des durées plus

importantes au long de la journée.
* Le diabete de type | nécessite 2 a 3 injectiongquarpouvant aller jusqu’a 6.

* Le diabéte de type Il se traite dans sa phasalmitle facon médicamenteuse
orale mais le traitement pourra évoluer vers lgsctions comme indiquées
dans le type I. Cette administration continue jaue réle critique dans

'appréhension des traitements.

Face aux difficultés liées a I'acceptation, I'adisiration et a 'observance d’un traitement a
vie du diabéte par le patient (injections par pggirpompes a insuline et autres systéemes
similaires), de nombreuses recherches ont pouctibbgee rendre la substance plus efficace,
plus tolérable ou plus facile a utiliser. La mise @oint de nouvelles stratégies

d’administration d’insuline constitue un sujet @ehlrerche en plein essor.

Développement de systémes de libération de l'ingué

L’ingénierie moléculaire vise a développer des agaes de l'insuline native (insuline
recombinante) pour adapter la pharmacocinétiguebasrins de I'individu. L'ingénierie de
formulation travaille sur la mise en forme de lalécale en vue de développer de nouveaux

modes d’administration afin d’éviter la voie pakate classique.

Parmi les systémes de libération, citons I'étudgale comme réservoirs d’insuline a partir de
particule de 2 a 3 mm (Anderson et al. 1997) jusqgolus récemment sous forme de
nanoparticules d’alginate-chitosan (Sarmento et 2007), la nanoparticule servant
d’enveloppe de protection pour contourner les eonties imposeées par le tractus digestif dont
la plus importante est le passage par le miliedeade I'estomac pour les formulations orales,
ou encore sous forme de microparticules (Agarwal.e2008). De nombreuses études sont en
cours pour favoriser le passage aux travers desbna@®s, donc pour améliorer 'absorption
a différents niveaux. Citons par exemple les spbaygsaux, les formulations intra nasales, les

formes inhalées ou les patches transdermiquesrz&#eh et al. 2007).
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Dans le but de développer de nouveaux films micbesgés en insuline, avec la possibilité
de libérer I'insuline de facon progressive, nousrav utilisé dans le chapitre 5 des films
multicouches de polyélectrolytes, comme supportéstrvoirs d’insuline.
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CHAPITRE 2 : Matériels et Méthodes

2.1 Matériels, construction des films multicouches

2.1.1 Molécules et solutions utilisées
2.1.2 Construction des films multicouches de poly&ttrolytes
2.1.3 Impression des films multicouches de polyélealytes

2.1.4 Chargement des films en insuline

2.2 Méthodes de caractérisation et d’analyse

2.2.1 La microscopie

2.2.2 L’ellipsométrie

2.2.3 La spectroscopie

2.2.4 Mesures d’angle de contact
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2.1 Matériels, construction des échantillons

2.1.1 Molécules et solutions utilisées
Les solutions de polyélectrolytes
Les polyélectrolytes

Les polyélectrolytes utilisés pour construire lésg$ multicouches sont dissous soit dans de
'eau ultra-pure (de résistivité 18.2¢Mcm, systeme Milli-Q-plus, Millipore), soit danstte
eau Milli Q a des concentrations variables de ehibde sodium (NaCl) et/ou tamponnée par
du tris-(hydroxymeéthyl) aminométhane (tampon Tris).

Les polycations et polyanions utilisés sont présedans les tableaux 2.1 et 2.2.

Nature du Structure Masse molaire K . .
4 ] _ pKa ournisseur
polyelectrolyte / moléculaire Mw (g/mol)
Notation
[»]
Poly(L-lysine) ,(—"v!\AH»NF 45000 .
/r n 105 Slgma'
PLL ; .
> (masse molaire Aldrich
Polypeptide synthétique N viscosimétrique)
biodégradable s
Poly(diallyldiméthylam o - 100 000
monium chloride) . - Sigma-
- /
PDADMAC Z\ﬁ B Aldrich
Polycation synthétique nor HsC" 'CH, 200 000
biodégradable
Poly(allylamine
hydrochloride) Sigma-
n 70 000 9.0 .
PAH . Aldrich
NH; CI
Polycation synthétique non
biodégradable
Poly(éthyléneimine oy N fer o . Sigma-
v FYEI ) L 750 000 6 al0 _
o, Aldrich
Synthétique non dégradable 3

Tableau 2.1. Polycations utilisés
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Structure

r

/Notation moléculaire
Acide Hyaluronique
’ ! e e Lifecore
HA N 9 420 000 2.9 _ _
. o8 & Biomedical
Polysaccharide naturel n!
biodégradable , oo,
Poly(sodium 4-styrene A7 Y, 5i
sulfonate) 'gma-
PSS 70 000 <1 Aldrich
Polyanion synthétique non 0=|9|r—0' Na”
biodégradable o
Acide polyacrylique ,J.'i*‘ \
PAA -\ \]‘/-’(n 30 000 45 Sigma

Polyanion synthétique non
dégradable

Tableau 2.2. Polyanions utilisés

Les solutions de polyélectrolytes

Pour construire les films multicouches ayant seauis expériences d’'impression nous avons
utilisés le PDADMAC comme polycation et le PSS coenpolyanion. Etant donné que ces
deux polyélectrolytes ont une densité de chargépeddante du pH de la solution (qu’il varie
de 1 a 14), il n’est pas nécessaire d'ajuster ledphhos solutions. Le PSS et le PDADMAC
sont dissous & une concentration de 1mg-naonc respectivement & 4.5 et 6.2 mM, en unités
monomeres dans une solution de NaCl a 1M. Cette fmmique est choisie en accord avec
les données de la littérature qui définissent dessconditions optimales pour une impression
efficace (Gao et al. 2004). Avant de débuter lastmiction du film (PDADMAC-PSS), une
premiere couche de PEI (a 1 mg/mL dans I'eau) @sbrbée a la surface de la plaquette de

silicium, puis rincée dans le NaCl 1M. Cette cousbd& a augmenter I'ancrage du film a la

surface du silicium.
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Les mémes conditions ont été utilisées pour le eotimpent (PDADMAC-PSS) dans les

expériences de films stratifiés.

Concernant les films multicouches destinés a seleviréservoirs a insuline, les constructions
sont du type : PAH-Rho-PSS-PDADMAC-PSS-(PDADMAC-PS ou PAH-Rho-PSS-

PDADMAC-PSS-(PDADMAC-PAA)y, ou encore PAH-Rho-PSS-PDADMAC-PSS-(PLL-
HA)30. PAH-Rho désigne la poly(allyl amine) marquée askes groupements fluorescents, ici

la rhodamine B.

Dans tous les cas les premieres couches PAH-RhePBAB®MAC-PSS sont realisées en
immersions manuelles et les 30 paires de couchesrges sont réalisées de facon
automatisée (avec 8 min d’immersion dans les petydlytes et 2 fois 5 min de ringage

entre chaque couche).

La premiere couche de PAH-Rho (a 2.3 mg/mL dareu)eest mise en contact pendant 30
min avec la lamelle de verre, afin de réaliserd@gtion du polycation. Cette premiere étape
de la construction a pour but de permettre la isaabn de l'interface verre/film (en rouge)
lors des expériences de microscopie confocale. dodgtions de PSS et de PADAMAC
utilisées pour le dépot des trois couches PSS-PDADMSS sont solubilisées a 1 mg/mL
dans du NaCl 0.15M. Le but de ce film est de ctunstiune barriére pour limiter I'éventuelle

diffusion de PAH-Rho a travers le film.

Pour la construction des 30 paires de couches r#@sanous avons repris les mémes
conditions de constructions que celles utilisées Ipagroupe du professeur N. Kotov
(Srivastava et al. 2008) ayant permis I'incorpanattle nanoparticules de tellure de cadmium
dans les films (PADAMAC-PAA) Le PDADMAC est ainsi dilué a 10 mg/mL dans dealie
sans ajustement de pH, et le PAA est utilisé aotecentration de 5 mg/mL dans de I'eau a
pH= 3. Notons qu’étant donné que le pKa moyen dé eAt de 4.5, a pH 3 la fraction de
groupements carboxylates déprotonés est de I'atdr8.2% (calcul effectué en utilisant la
définition du pKa d’un acide faible et en supposgum tous les groupements acides du PAA
sont indépendants). L'incrément d’épaisseur parepaile couche est alors élevé et les films
sont fortement hydratés. Il a été démontré dangitterature que ces conditions sont
favorables a I'incorporation de solutés de fortespeamoléculaire (Yoo et al. 1998 ; Shiratori
et Rubner 2000).
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Polyélectrolytes fluorescents

Pour les expériences de microscopie confocale ayagé laser, un polyélectrolyte
fluorescent, le PAH-Rhodamine a été employé. Le PAIMdté marqué au laboratoire par
couplage covalent avec la rhodamine succinimidyeresonde fluorescente rouge (Rho,
longueur d'onde au maximum d'absorptiges = 570 nm / longueur d'onde au maximum

d'émissiongm = 595 nm) figure 2.1).

|,I23H3.CH2‘J2 N

1
SOENHfCHE}E- c=-0 —N;

o]

Figure 2.1. Structure moléculaire la rhodamine sudaimidyl ester (Rho), sonde fluorescente greffée de
facon covalente sur le PAH.

Le couplage de cette sonde fluorescente avec M gllglamine) (PAH) est obtenu par
'attaque nucléophile de cette polyamine sur lebcae électrophile du groupe ester de la
rhodamine succinimidyl ester, il en résulte la fatibn d’'une liaison covalente reliant la
sonde fluorescente et le polyélectrolyte. Pour,calee quantité appropriée de PAH est
dissoute dans une solution de carbonate de sodNeCQs;) (0.1 M, pH = 85) a la
concentration de 1 mg.riL Parallélement, la rhodamine succinimidyl estehg@amine
Red™-X, Molecular Probes) est dissoute dans du dimétufoxyde (DMSO) & une
concentration de 2 mg.riL Les deux solutions sont mélangées avec un rapigoit mg de
rhodamine pour 50 mg de PAH (stoechiométrie Rho/PAH/1) & température ambiante
durant 2 heures sous agitation douce. Le polyélgter marqué PAH-Rho est finalement
purifié par dialyse (Cut off 12000-16000 g/mol, Ma&-Cel TM, Viskase Companies, USA)
contre de l'eau pendant plusieurs jours en charigeggulierement I'eau du dialysat.
L’absence de rhodamine libre dans le dialysat ésifi¢e au moyen d’'un spectromeétre
UV/visible (UV-mc2, Safas, Monaco) (Hermanson 1996)
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Les solutions de composées organiques/inorganiques
Le précurseur des nanoparticules de JiO

La molécule utilisée pour la construction du cortipgnt supérieur dans les expériences de
films stratifiés est un précurseur du FiGoluble dans I'eau. Il s’agit du dihydroxyde darie
(IV) bis (ammonium lactate) (TiBisLac), fourni pAfdrich (Mw 294.12 g/mol-1, 50% w/w,
ref. 388165).

Les solutions

Pour la réalisation du compartiment (PDADMAC-T)f) le PDADMAC est dissout a 0.5
mg/mL et le TisBisLac a 5mM, dans une solution tampe Tris (Mw 121.1 g/mol, Gibco
BRL) & 10 ou 50 mM dont le pH est fixé a 7.5 aved'dcide chlorhydrique concentré.

Les solutions de TisBisLac sont préparées justatdeadébut de chaque expérience de dépbts
réactifs dans le but d’éviter une éventuelle pahgtensation spontanée. En effet, celle-ci peut
apparaitre au bout de quelques heures et entridre ume turbidité visible de la solution.
Nous n’en avons cependant jamais observé a unaidangd’'onde de 500nm pour des

concentrations inférieures & 50 mM et pour desetupéus courtes que 4h.

Les solutions peptidiques
L'insuline

L’insuline que nous avons utilisée est une insutdeepancreas bovin, conditionnée sous la
forme d’'une poudre blanche par Sigma, de massecoialée 5733.5 g/mol. Son point

isoélectrique est a 5.3 pour la protéine native.

Elle présente deux chaines d'acides aminés nomméexs B. Les ponts disulfures
interchaines sont localisés entre les cystéinepasitions A7 et B7 et entre les positions A20
et B19 (igure 2.2). Un pont disulfure intrachaine se situe entreclgstéines A16 et All.
L’insuline bovine difféere de I'insuline humaine ayositions suivantes : alanine pour
thréonine a A8, valine pour isoleucine a A10, ahale pour thréonine au carboxyle terminal

de la chaine B.
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Chaine A:

‘ 10 ‘ 20 30
G-I-V-E-Q-C-C-A-S-V-C-S-L-Y-Q-L-E-N-Y-C-N

Chaine B:

F-V-N-Q-H-L-C-G-S-H-L-V-E-A-L-Y-L-V-C-G-E-R-G-F-F-Y-T-P-K-A

Figure 2.2: Représentation schématique de l'insuli de pancreas bovin (fournie par le fabricant, Sigmu).
Les lettres représentent les acides aminés.

L’insuline utilisée dans les expériences de chasggmde films multicouches de
polyélectrolytes a été utilisée a la concentratienl mg/mL dans de I'eau. L'insuline est
difficilement soluble dans l'eau, car son pointésztrique est de 5.4 alors que le pH
spontané de la solution agueuse est de 5.6-5.8i,Aimsqu’elle est diluée dans de l'eau, la
solution est turbide. Pour obtenir une solutiorHa=p4.3 qui soit transparente, il faut d’abord
abaisser le pH de la solution (avec de I'acide rtlyldrique concentré) jusqu'a 2.6 (pH ou la
solution devient claire), puis le remonter lentetrjeaqu’a 4.5.

L’insuline fluorescente

Afin de visualiser I'incorporation d’insuline dates films multicouches de polyélectrolytes,

en microscopie confocale a balayage laser, l'ingula été marquée avec une sonde
fluorescente, au sein du laboratoire. Le marquai a€alisé par couplage covalent avec la
fluorescéine isothiocyanate (FIT@gure 2.3), verte fluorescente (FITC, longueur d'onde au
maximum de la bande d'absorptibas= 488 nm/ longueur d'onde au maximum de la bande

d'émissiorgm = 520 nm).

s=C=N
erf 2
Yy!
8!
HO™ 07 ™ “oH

Figure 2.3 : Structure moléculaire de la fluorescdie isothiocyanate (FITC)
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La réaction impliquée est une substitution nucldepntre le groupement carboxylique de la
FITC et la fonction amine au niveau de la lysine fgesition 29) de la chaine B. Une solution
d’insuline est préparée dans du tampon Tris a pbjg8ur que les groupements amino de
linsuline ne soient pas protonés. La FITC est silikée dans du diméthylsulfoxyde

(DMSO), avant d’étre mélangé a la solution d’insealiLe mélange est gardé a l'abri de la
lumiere pendant 1 heure, avant de dialyser la isoluwtontre de I'eau afin d’éliminer toutes

les molécules de FITC non liées a I'insuline. LegHla solution finale est ajusté a 4.3. Cette

solution est stockée au congélateur (-24 °C) etailde la lumiere.

Remarque L'insuline posséde trois groupements MNidsceptibles de réagir avec la FITC. La
molécule de FITC possede une masse molaire de/88dl ge qui est loin d’étre négligeable
devant la masse molaire de I'insuline, 5734 g/rbd. ce fait il ne faut pas exclure que les
propriétés de I'insuline soient modifiées lors ddixation de la FITC. Pour limiter I'influence
de cette perturbation, les concentrations des delutions ont été calculées pour que le taux
de marquage soit de 10%. Ce calcul suppose biegtstile rendement de greffage est de

100%, ce qui n’est jamais le cas.

2.1.2 Construction des films multicouches de poly&ttrolytes
Les substrats

Nous avons utilisé quatre sortes de substratsreifté pour la construction des films
multicouches de polyélectrolytes, en fonction desoins de I'expérience. Les plaquettes de
silicium, ont permis des mesures d’épaisseur dd’die I'ellipsometre, ou des caractérisations

de topographie de surface a I'aide du microscdjpec& atomique (AFM).

La microscopie confocale a balayage laser a redjutdisation de disques de verre

transparents. Les lames de quartz étaient néocesgaiur la caractérisation par spectroscopie
UV-Visible en raison de la transparence du quaridea longueurs d’ondes inférieures a
300nm pour lesquelles l'insuline présente un chpamooe. Enfin, les expériences de
spectrocopie infra-rouge en mode réflexions totabed été réalisées avec un cristal

trapézoidal en séléniure de zinc (ZnSe). Ce matéest transparent pour des nombres
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d’ondes compris entre 600 et 4000 ¢ns’est-a-dire pour des longueurs d’ondes comprises
entre 2.5 et 16.7um.

Nous décrivons maintenant en détail la préparagide protocole de nettoyage de chacun de
ces substrats.

Les plaquettes de silicium

Les plaquettes sont découpées a partir d’'un diegualicium (Siltronix, Archamps, France) a
l'aide d’'un couteau a pointe diamantée selon ummdorectangulaire de 4 cm x 1 cm. Le
silicium utilisé est dopé « n » avec des atomegpliesphore et orienté selon la direction
(100). La plaquettes rectangulaires sont ensuiteoy@es avec de I'éthanol, puis trempées
dans une solution d’Hellmanex a 2 % (w/v) (Helll@anbH, Millheim, Germany) chauffée a
70 °C pendant 30 min, suivi d'un rincage a I'eadlin@®, puis plongées dans une solution
d’acide chlorhydrique a 1 M chauffé a 70°C pen@®hmin. Le nettoyage au détergent a pour
objectif de solubiliser les poussiéres et les mdexorganiques adsorbées sur le substrat. Le
Hellmanex est un mélange de molécules tensioactiwegprenant des molécules cationiques
ayant une forte affinité pour les oxydes chargégatié¢ement. Le nettoyage a l'acide
chlorhydrique a pour objectif déliminer ces molssu de détergent par le biais d'un
phénomene de répulsions électrostatiques. En &ffiet pH de I'ordre de 0, les groupements
silanols de la silice sont chargés positivemens piaquettes de silicium sont finalement
rincées abondamment a l'eau Milli Q et séchéesaaote sous pression. Pour chaque
expérience, nous avons utilisé une plaquette dgusil neuve et nettoyée comme décrit ci-
dessus. Les films multicouches sont alors constauit ces plaquettes de silicium comportant
un film d’oxyde, SiQ en surface. Ce film est produit par oxydation sanée du silicium en
présence du dioxygene de l'air. L’épaisseur deiloe ést mesurée par ellipsométrie avant

chaque expérience de dépbt.
Les lamelles de verre

Des lamelles de verre de 12 mm de diametre (FisSbamtific, France) ont été utilisées
principalement, pour la construction de films nugdtiches par immersions successives dans
des solutions de polycations et de polyanions.i@esersions ont été réalisées a I'aide d’'un
robot (DR3, Riegler et Kirstein, Berlin, Allemagné&ks films fluorescents ont été imagés par
microscopie confocale a balayage laser. Pour I'enagopographique par AFM des films a

réservoir d’'insuline, nous avons employé des lagsale verre de 14 mm.

47



Ces lamelles de verre ont été nettoyées directesugné portoir qui sert a la construction du

film.

Les portoirs seuls, ont été tout d’abord frottésgamt et au goupillon en présence d'une
solution de détergent (le Hellmanex), puis rincébeau, lavés a I'éthanol puis rincés a

nouveau a I'eau avant d’étre garnis avec les laselé verre.

L’ensemble (portoir et lamelles) a été ensuite pémans une solution de dodécyl sulfate de
sodium a 10 mM a la température de 70°C et ce mendee durée de 30 min. Le dispositif
portoir-lamelles a alors été rincé a I'eau distilpuis immergé dans une solution de HCI
0.1M a la température de 70°C pendant 30 min. lteyege S’est terminé par un ringcage a
'eau MilliQ. Ce nettoyage a été effectué justerdva début de I'expérience de dépo6t du film

multicouche.
Les lames de quartz

Les lames de quartz (1 x 4 x 0.1 cm, Hellma) scatgparentes dans le domaine UV du
spectre électromagnétique et sont utilsées pooatdactérisation par spectroscopie UV-Vis
(spectrophotométre MicSafas, Monaco). Le protocole de nettoyage esttilflee & celui

utilisé pour les lamelles de verre.
Le cristal ZnSe

Le cristal de séléniure de zinc utilisé pour lepéiences de spectroscopie infra rouge est
nettoyé comme les surfaces de verre et de qudazldférence pres qu'il est frotté au gant

apres la phase d'immersion dans la solution dentéelex.

Construction des films multicouches par immersion
Principe

Le dépdt alterné des couches de polyélectrolytesnpanersion suit le principe décrit par
Decher (1997). Le substrat est trempé alternatim¢rdans des bains de polyélectrolytes et
dans des bains de la solution de rincdigeie 2.4). La construction du film peut étre réalisée
soit manuellement soit grace a un bras automaiigdogé par un programme informatique (8

min d'immersion dans le polyélectrolyte et 2 foisnth dans la solution de rincage). Dans ce

48



cas, ce sont des lamelles de verres disposéesesypaitoirs qui sont immergées dans les

différentes solutions prédisposées sur une platefamoncue a cet effdidure 2.5).

Figure 2.4 : Principe de la construction de films mlticouches de polyélectrolytes (Decher, 1997). Les
solutions 1 et 3 représentent les solutions de pobtions et des polyanions et les solutions 2 et dns les
solutions de ringage.

Figure 2.5 : Construction des films multicouches daide du bras automatisé (Dipping Robot, Riegler &
Kirstein, GmbH, Berlin, Allemagne)

Ce principe de construction a été mis en ceuvre patparer des films épais (30 paires de
couches, plusieurs micromeétres en épaisseur) destin étre utilisés pour étudier le

chargement des films avec de l'insuline.

Construction des films multicouches par nébulisatin
Principe

Cette méthode de construction des filmgréy coatiny consiste a déposer par nébulisation

alternée des solutions de polycations et de pabyanien intercalant entre chaque couche une
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étape de rincagefigure 2.6). Le substrat étant maintenu verticalement, I'éement des
solutions par drainage grace a la force de grapiémet I'élimination des chaines le plus
faiblement adsorbées (Izquierdo et al. 2005).

La répétition de ce cycle permet de construirefii®s contenant un grand nombre de paires
de couches en temps beaucoup plus faible (40 <qashe, ringage compris) que celui
nécessaire (environ 13 min) pour l'obtention d'uimfayant la méme épaisseur par un

processus d'immersions successives du substrat.

De facon plus détaillée, le temps de nébulisatgirde 5 s par couche suivi par 15 s de repos.
Le ringage est également effectué par nébulisgbsh suivi par 15 s de repos. Nous avons
démontré au laboratoire qu’'un temps de nébulisad®rbs était suffisant pour atteindre un
état stationnaire, en termes de quantités adsqrlzéda concentration de 1mg/mL en
polyélectrolytes. La surface n'a pas le temps deshese¢ pendant les 15 s de repos. Dans
certaines conditions, le séchage du film avangpaise de la construction peut avoir une forte
répercussion sur la construction du film et il faoihc éviter les phases de séchage inutile.
Cependant, pour la construction des films (PEI-Ji@ar nébulisation réactive, nous avons
vérifié que le séchage, nécessaire a la caradiérispar ellipsométrie (avec I'ellipsometre
utilisé, car il existe des ellipsométres a cellliguide) n’influencait pas le régime de
construction du film (Laugel et al. 2008). En effépaisseur d’un film obtenue par le dépbt
de 10 paires de couches sans séchage interméesgiidentique, a I'erreur expérimentale
prés a I'épaisseur obtenue en réalisant 5 dépotessifs de 2 paires de couches, chacune de

ces étapes étant séparée de la suivante par use ggraéchage-réhydratation.

Figure 2.6 : Méthode de construction des films muitouches de polyélectrolytes par nébulisation altege
de solutions de polycations et de polyanionsgray coating (Izquierdo et al. 2005)
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Construction des films de polyélectrolytes

Les films multicouches ayant servi aux expériend@mpression et aux constructions de
films compartimentés sont construits par la méthdee dépot par nébulisation décrite
précédemment (Ladhari et al. 2008; Laugel et @720La premiére couche est constituée de
polyéthylene imine (PEI), qu'on a laissé s’adsorpendant 5 min par immersion sur la
plaquette de silicium, avant de bien rincer avee solution de NaCl 1 M. La plaquette de
silicium recouverte de PEI fraichement rincée dstsaimmédiatement maintenue par une
pince crocodile, orientée verticalement. Les dépdds nébulisation commencent a ce
moment-la. Les récipients de nébulisation sont tsmghacun dune solution de
polyélectrolytes (PSS et PDADMAC) et de NaCl (1M),sont pressurisées manuellement.
Cette pressurisation manuelle est répétée apra@pierdepot ou ringage avec la solution de
NaCl, pour réduire les fluctuations de pressiondpah le processus de nébulisation
(Izquierdo et al. 2005).

Les dépots par nébulisation se font a (25t 3°C)efit, I'évolution de I'épaisseur des films
PSS/PDADMAC en fonction du nombre de paires de leesic dépend fortement de la
température (Salomaki et al. 2005).

2.1.3 Impression des films multicouches de polyélealytes
Fabrication du moule en Silicium

Les moules microstructurés en siliciufiggre 2.7) ont été fabriqués a 'ETH (Eifgenossene
Technische Hochschule) de Zirich (équipe de Marbestor) selon un procédé qui se
compose d’'une phase de photolithographie suivieed&tape de mordancage I@RI(ictively
coupled plasma (ICP) etchipg.a phase de photolithographie consiste a madgqaeggions
de la surface de silicium que I'on souhaite protédie mordancage ultérieur. La phase de
réaction au plasma ionique consiste a endommagepddies de la surface de silicium qui

n'ont pas été protégées par le masque photolitbgyae.
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Figure 2.7 : Moule microstructuré en silicium

Photolithographie

La photolithographie est effectuée sur des plageesilicium (de 4 pouces, soit 10.2 cm de
diametre) figure 2.8). Aprés ultrasonication dans l'acétone et l'isqqaool, suivi par un
lavage intensif dans de l'eau ultra pure, les pitgg sont traitées dans un plasma a
'oxygéne pendant 10 min (sous une pression de @Ue&r, et une puissance de 600 watts).
Le but de ce traitement au plasma et d’augmentadh&sion d’'un matériau appelé
« photorésistant » sur le silicium. Ce matériauapgtiqué sur toute la surface, puis la plague
est exposée a la lumiére UV au travers d’'un madguehrome (Deltamask, NL) comportant
le motif des formes que I'on désire reproduire Isusilicium. Seules les formes découpées
dans le masque laissent passer la lumiere UV, gradle le matériau photorésistant. La

plaque est ensuite lavée a I'eau et séchée.

Masque ¢ uv

_ > — Résine
optique «—>
Figure 2.8 : Schéma du procédé de photolithographiet de mordancage pour la microstucturation des
moules en silicium. A : la résine « photorésitante (PR) (en gris clair) est illuminée par une lumiée UV a
travers un masque (en noir). B : développement de atifs en résine PR qui servent de couche protectec

lors du mordangage par ICP. C : silicium microstruduré aprés mordancage et élimination du PR (d'aprés
Dusseiller 2005).
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Mordancage

Les formes non recouvertes du masque photorésistantmordancées en utilisant un plasma
couplé inductif (ICP, STS, UK)figure 2.8). Avant le mordancage la plaquette est lavée
pendant 60 s en utilisant un plasma a l'oxygener gguminer les résidus du matériau
photorésistant. Puis suivent une étape de morderaia$k (16 s) et une étape de passivation
au GF4 (6 s). Ces séquences de mordancage/passivatianréqmtées. En jouant sur le
nombre de cycles de mordancage/passivation (d8®@ @n peut définir la profondeur des
structures finales imprimées dans le moule eniwific Puis le matériau photorésistant est
éliminé par un lavage dans de l'acétone, qui ctuestun bon solvant pour ce matériau
polymére. Un nettoyage final au plasma a I'oxygpaedant 60s et une étape de passivation
de 30 s sont alors effectués pour créer une finehm de polymére de fluorocarbone
(épaisseur approximative de 45 nm). Ce dernigietrant a pour but de faciliter la séparation

entre le moule en silicium et la réplique en PDMS.

Préparation des tampons
Principe

Les tampons utilisés pour l'impression des films ltmouches ont été fabriqués au
laboratoire. Ce sont des répliquéigyre 2.9) en polydiméthylsiloxane (PDMS) d’'une partie

du moule en silicium, décrit dans le paragrapheéuént.

Ces méthodes de réplication de formes a partiastémeres font partie des techniques dites

de lithographie « douce $¢ft lithography.

PDMS ‘

I

NN

Si

Figure 2.9 : Schéma du principe de la réplication & formes du moule de silicium, en un tampon de
PDMS
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Le PDMS est un polymére organique a base de sdidomt I'unité monomérique répond a la
formule [SIO(CH),], (figure 2.10. Ce polymére est couramment utilisé pour sesrEss
rhéologiques qui permettent d’obtenir une grandécipion dans la reproductibilité des

détails.

Figure 2.10 : Structure moléculaire du poly(diméthysiloxane) (PDMS), dont l'unité monomérique est
[SIO(CH?3)3].

Préparation

Le PMDS (Sylgard 184, Dow Corning) est un polymaéenu grace au mélange de 10 doses
de «base » pour une dose d’agent d'initialisai@curing agent »). Le mélange de cette
solution visqueuse s'effectue a la main durant A.rle produit est ensuite mis au repos
pendant 1h pour laisser remonter (et disparaié®pllles d’air formées. Une fois les bulles
d’air éliminée, la solution est lentement versée lsumoule en silicium. Le produit coule
doucement dans toutes les anfractuosités du meuhegitant une parfaite reproductibilité des
détails topographiques. L’ensemble de la préparash alors placé au minimum pendant 12h
dans une étuve a 60°C pour permettre la polyméisat.’augmentation de température
permet de produire des radicaux libres a partitadggent d’initialisation et donc d’amorcer la
réaction de polymérisation. Comme toute polyméosatadicalaire, celle-ci comporte une

phase d'initialisation, de propagation et de teaigan.

En fin de polymérisation, la réplique en PDMgyre 2.11) est extraite du moule en
silicium et la région d’intérét, (repérée par mgwopie optique) est découpée a l'aide d’'un

bistouri.
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Figure 2.11: Répliqgue du moule en silicium (a gate); découpe de la zone d'intérét (a
droite) représentant le tampon en PDMS.

Le tampon en PDMS a été caractérisé par microsaggique (Nikon TE, avec des objectifs
x10 et x40) figure 2.12) ainsi que par AFM en mode contact et a I'état(§gare 2.13).

,‘ | " | i
’j" LL {i ! ii' i h

Figure 2.12 : Tampon en PDMS observé au Microscopptique inversé.

um

X 20.000 pm/div
zZ 3000.000 nm/div

Figure 2.13 : Tampon en PDMS observé par AFM (imagde 80umx80um ; échelle en z= 3um/division).
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Les formes utilisées pour nos impressions sont ogégs de lignes paralléles de 1um de
hauteur, d’environ 5 pm de largeur, et espacéébdeni figure 2.14).
2a5um 13a15um

ML = @ @ [

Figure 2.14 : Représentation schématique du reliedes tampons en PDMS utilisés pour I'impression des
films multicouches de polyélectrolytes.

Dispositif et méthode d’impression des films
Dispositif d'impression

Le dispositif d'impression des films a été conguéallisé au laboratoire. Il est constitué de 3
colonnes en téflon pouvant coulisser verticalementpermettant ainsi d'imprimer 3 films

simultanémentfigure 2.15).

Figure 2.15 : Dispositif d'impression: 1-la masse2-le piston ou colonne, 3- le pied articulé, 4-I'@éantillon

Chaque colonne comporte une extrémité supérieungmd supporter différentes masses
calibrées (de 0.1, 0.2 ou 0.5 kfipure 2.16), congues pour s’empiler en s’'emboitant, et une
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extrémité inférieure flexible capable de transneelsr force d’impression a I'échantillon. La

masse propre d’'une colonne est de 0.160 kg.

Figure 2.16 : Masses en laiton pouvant étre placéas sommet des colonnes

Principe d'impression du film

Une colonne est maintenue en position haute. loe filulticouche de polyélectrolytes est
positionné sous cette colonne. Un tampon de PDM8é&sosé sur le film et la colonne est
abaissée délicatement a l'aide d'un levier. La madsoisie est posée au sommet de la
colonne et exerce une force qui est transmisegoenlbnne au tampon de PDMS puis sur le

film, permettant d’imprimer celui-cfigure 2.17).

P I I S — =
=~ =~ - PSS-PDADMAC
~

S s~ ~
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e

N

Figure 2.17 : Principe du transfert des formes lorgle I'impression

Méthode

Le film multicouche une fois construit sur une platie de silicium est posé humide au centre
d’une petite boite de Pétfidure 2.18 (A). Le tampon en PDMS est alors déposé sur le film
et quelques gouttes de solution de NaCl 1M sonuté@gs pour conserver I'humidité.

L’ensemble (boite de Pétri, film, tampon en PDM8)@acé dans I'emplacement calibré a la
dimension de la boite de Pétri sous le piston chetisla colonne est alors descendue

doucement, a I'aide d’'un levier, sur le tampon &MS (figures 2.18 (B) et (C). Une masse
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additionnelle M (entre 0.3 et 2kg) est alors dépoagé sommet du piston pour permettre
'impression du film pendant un tempset de la solution de NaCl 1M est ajoutée dans la
boite de Pétri afin d'immerger totalement I'échiborti (figure 2.18 (D). L'expérience
d’'impression peut alors démarrer. Deux autres filpesivent étre déposés sous les deux
colonnes restantes suivant le méme protocole aetgite ainsi trois impressions simultanées.

Figure 2.18 : Méthode d'impression ; (A) plaquettade silicium avec le film multicouche et pose du tapon
en PDMS ; (B) et (C) application du pied articulé sr le systéme échantillon/tampon ; (D) impresion en
cours dans du NaCl 1M.

Au bout d’une heure d'impression, les trois échimm$ sont retirés selon leur ordre de mise
en place. La colonne et le tampon en PDMS sontieapént retirés (en moins de 2 s) a l'aide
du levier, le film est rincé avec un petit volunieall Milli Q (pour éviter la cristallisation de
NaCl) et séché sous un flux d’azote avant caraetéoin par AFM en mode contact, a « I'état
sec ». Dans nos expeériences, « |'état sec » stgsdns liquide en exces sur le film mais en
présence de I'humidité atmosphérique ambiante,néest hélas pas contr6lée dans notre
étude.
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Les motifs d'impression sont déja visible a I'call @n faisant varier la réflexion de la lumiere

incidente sur I'échantillorfigure 2.19).

Figure 2.19 : Motifs d’'impression visible sur I'éclantillon

2.1.4 Chargement des films en insuline

La construction des films en vue de I'étude de Ehargement en insuline s’est faite soit sur
des lamelles de verres de 12 mm (pour I'étude perostopie confocale a balayage laser),
soit directement sur le cristal de ZnSe (pour laac@risation du chargement par
spectroscopie infra-rouge en mode réflexions teta#énuées). Nous détaillons ici les

préparations réalisées pour I'étude en microscomidocale.

Les films multicouches de polyélectrolytes destiaéservir de réservoirs a I'insuline, sont
déposés sur des lamelles de verre de 12 mm de tdgamettoyées sur un portoir suivant le

protocole décrit préecédemment).

Les lamelles supportant les films construits sdotsaréparties en 4 groupes : le groupe
témoin, un groupe qui sera immergé pendant 2h dan&nsuline-FITC, un groupe qui y
trempera 14h et un groupe qui y restera 24h. Lalbutes expériences est d’estimer le temps
caractéristique nécessaire a un chargement unifdumi@m. Pour ce faire, nous préparons
trois flacons contenant une quantité suffisantasdiiine-FITC pour recouvrir totalement les
lamelles (7.5 mL). Chaque lot de lamelles est digépgur un portoir propre et immergé (avec
le portoir) dans un de ces flacons contenant asuline-FITC. Le chargement du film est
réalisé a I'abri de la lumiére (pour ne pas induieephotodégradation de la FITC). Chaque
flacon est recouvert d’un film étanche pour évit®@vaporation du solvant et donc pour éviter

gue l'insuline ne se concentre dans sa solution.
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A la fin de la phase de chargement, les lamelles stirées de la solution d’insuline-FITC,
rincées 2 fois en les trempant dans de I'eau milli@}s montées dans les portoirs destinés a
'observation en microscopie confocale (avec leurnageantde 1 mL d’eau) pour étre

observés le jour méme.

2.2 Méthodes de caractérisation et d’analyse

2.2.1 La microscopie
La microscopie a force atomique

Le microscope a force atomique AFM (pour « Atomazde Microscopy ») permet d’'imager
la topographie d’'une surface avec une résolutioliodére du nanometrefiure 2.20). Son
mode de fonctionnement dérive directement du mocos a effet tunnel (Scanning
Tunneling Microscopy, STM) inventé en 1982 par ligee de Weibel (Binning et al, 1982).
L’AFM, mis au point en 1986 par Binning (Binningat 1986), ne cesse de se développer et
permet I'étude de surface des matériaux a I'échatlamique. C’'est une technique de
microscopie a sonde locale qui repose sur la détedtune interaction entre une pointe (la
sonde) de dimension nanométrique et une surfaceoh@e, balayant la surface, est soumise a
un ensemble de forces d’interactions (de type m@stEtiques, Van der Waals, répulsions
ioniques) qui conduisent a sa déflexion, d'ou sextraites les informations quantitatives
(topographiques pour le mode image, courbe d’iratemt pour le mode spectroscopie de

force).
Céramique piézoélectrique

Echantillor

Levier (cantilevel

Figure 2.20 : A - Microscope a force atomique (AFM)B - cellule supportant I'échantillon et le cantiéver.
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Fonctionnement

La sonde est en général une pointe pyramidale teuranide silicium (SN4) montée sur un
bras de levier (cantilever) caractérisé par unestemte de raideur Kigure 2.21). La partie
supérieure de la pointe est recouverte d’'une néncehe de métal réfléchissant (or).

Cantilever

\

Paintes pyramidales (SisNe)

Figure 2.21: Schéma d'une microplaquette (« chip)»comportant 6 cantilevers munis de leur pointe
pyramidale.

L’échantillon est fixé sur un tube piézo-électrid[®, autorisant des déplacements dans les 3
directions de I'espacdigure 2.22).La céramique piézoélectrique autorise des déplanes

en X,y permettant a la pointe de balayer I'échiamtil Lors du balayage de la surface des
forces d’interaction provoquent la déflexion du tdamer (sonde). Pour quantifier la
déflexion, un faisceau laser est focalisé sur t@xité du cantilever et le faisceau réfléchi est
détecté par un photodétecteur a 4 quadrants. Lietivas de positions du faisceau réfléchi
donnent des signaux d’intensité différente sur chates quadrants de la photodiode. Pour de
faibles déflexions, il existe une relation linéaeatre le déplacement du cantilever et la
différence entre les intensités recues par legmifits quadrants. L’intensité lumineuse est

convertie en signal électrique (volts), puis cotieezn déplacement (nm) par un logiciel.

Systeme
Laser de contréle

%‘\\ \

S Phot_o_de'tecteur_
|/ de position du levier Electronique

de régulation

Levier en silicium

— Pointe intégree
au levier

Echantillon—

Tubes piézoélectriques

Figure 2.22 : Schéma de fonctionnement d’un microspe a force atomique.

On distingue 3 modes d’opération de I'AFM : le madbntact, le mode non-contact et le

mode contact intermittent. Ces modes de fonctiommemexploitent différents types
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d’interactions entre la pointe et la surface. Noogs intéresserons au mode contact que nous

avons utilisé pour réaliser nos images.
Le mode contact

Lors du mode contact, la pointe interagit aveculdage et peut étre attirée ou repoussée par
des interactions a courte distance. Le bilan defees®s dévie le cantilever. Une boucle
d’asservissement maintient la force d’interactidéfiexion du cantilever) constante, et ajuste
en permanence la position en z de I'échantillonaild du déplacement de la céramique
piézo-électrique. Ce sont les déplacements reldgéfda céramique le long de I'axe par
rapport a la position de référence (correspondambedforce d’interaction nulle), qui sont
enregistrés et qui vont permettre de reconstrwoietgar point (pour chaque pointy) de la
surface étudiée) I'image de la topographie de ttasa.

Ces déplacementdz sont traduits en fausse couleur (code de 12 owoRdeurs, ou une

couleur donnée correspond a un intervalle de hadtedonné).
Réalisation d’'une expérience de microscopie a fatoenique

La topographie de surface et I'épaisseur des fiRSS-PDADMAC), imprimés sont

caractérisés au moyen de la microscopie a foramigtee (Nanoscope IV et V de Veeco)
(figure 2.23 (A). Des images du tampon en PDMS sont aussi réslisé®n le méme
principe, a I'aide de 'AFMffgure 2.23 (B).

N L B X 20,000 pr/div % -7 50 > 20,000 un/div
e Z 3000.900 nm/div Nt ™ 7 1000.000 nm/diy

Figure 2.23 : Topographies AFM d'une surface de 8@m x 80 pm ; (A): d’un tampon en PDMS utilisé
pour I'impression de films PEI-(PSS-PDAMAC),, (B) : un film PEI-(PSS-PDADMAC),, imprimé avec un
tampon imagé en (A).

Les images sont acquisdigy(re 2.24 (A)) a la fréequence de 2 Hz en mode contact et & I'éta

sec dans une direction perpendiculaire a l'origmtatles lignes imprimées. Une camera

62



digitale est associée a 'AFM afin de visualiseslaface de I'échantillon sur un écrdig(re

2.24 (B) ainsi que I'approche de la pointe vers la sutface

Figure 2.24: (A) Image numérique de la topographiede surface d'un film imprimé obtenue par la
techniqgue d’AFM ; (B) image digitale de I'ensemblede la surface du film et de la pointe, visionnée su
I'écran de contrdle relié a la caméra de 'AFM.

Chaque échantillon est imagé et la moyenne de ddomideur des créneaux de chaque
échantillon est obtenue a partir de 6 sectionss danplan orthogonal a la surface. Ceci nous
permet de relever 6 mesures de la profondeur méides créneaux impriméggure 2.25

et aussi d’estimer la valeur moyenne de la profandes canaux.

nim Section Analysis

|
0 20.0 40.0 60.0 BO.O

Figure 2.25 : (A) Trois lignes de sections, dans yslan normal a la surface de I'échantillon, visuakées en
rouge, vert et noir. Les fleches marquent les endits de mesure de profondeur des créneaux imprimégB)
Représentation des trois sections superposées dichantillon, les fleches marquent les reperes prgour la
mesure de la profondeur maximale de trois créneaux.
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L’épaisseur des films de 20 paires de couchesussi aaractérisée par AFM. Pour se faire, |l
suffit d’endommager le film & l'aide d’'une aiguillt de mesurer la différence de hauteur

entre le film et son substrat. En ce qui conceeseekpériences d'impression, 6 mesures sont

réalisées pour chaque film afin de déterminer iggEur moyenne d’un film.

Spectrum Zoom Center Line

Section Analysis

Figure 2.26: Image AFM montrant le film et son subtrat (« scratch »). Trois plans de coupe sont
visualisés ainsi que les fleches matérialisant Igwints de mesures. (B) Représentation schématiques
trois plans de coupes superposés, les fleches maaqtiles repéres pris pour le relevé des mesures.

La microscopie confocale a balayage laser

Phénomeéne de fluorescence

J o

La fluorescence est la propriété d’'une moléculéé&nettre un photon préalablement absorbé
par une transition spectrale. L’émission de fluoeege se produit toujours a une longueur
d’'onde plus élevée que la longueur d’'onde de latiad utilisée pour assurer le passage d'un
électron du niveau fondamentah & un niveau d’énergie supérieu; Qliagramme de
Jablonski, figure 2.27).
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hvg, ( 1 hvg, @)

Figure 2.27 : Diagramme de Jablonski.

Lors de la désexcitation, la molécule perd d’abdedl’énergie par conversion interne (2)
(dissipation d’énergie sous forme de chaleur, deations ou de chocs moléculaires) et se
retrouve a I'état excité d’énergie inférieurg Elle subit ensuite une transition électronique de
létat S a son état stabley$3). Cette transition libere de I'énergie sousrferlumineuse a
une longueur d'onde plus élevée que la longueund¥od’excitation (car la variation
d’énergie mise en jeu lors de I'émission est plaiblé que celle mise en jeu lors de

I'excitation).

Les sondes fluorescentes

Les molécules fluorescentes sont généralement gdsodarbures contenant des cycles
aromatiques dans lesquels les doubles liaisonsomarbarbone sont conjuguées. Ces
molécules relativement petites peuvent étre ligesndniere covalente a d’autres molécules
sans perdre leurs propriétés de fluorescence ehjainsi le réle de sonde ou de marqueur.
Les sondes fluorescentes présentent une grandébibEnsde détection et permettent

'imagerie d’especes marquées présentes danslaesrfiulticouches de polyélectrolytes par
des techniques de microscopie de fluorescence coammmecroscopie confocale a balayage

laser.
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Principe de la microscopie confocale a balayagetas

Le microscope confocal a balayage laser (CLSM, ganfocal Laser Scanning Microscope),
est une technique qui permet de visualiser desnéithas en trois dimensions et qui fournit
des images de haute résolution dans la directigmepdiculaire au substrat, en éliminant la

lumiere parasite.

Photomutiplicateur

Plan image o i e Trou d'aiguille (pinhole)
I 3x A

;’ f'\ 1 Lentille

)"
Mirgir  f [ o s L
dichraoique | "F b |

Diaphragme

_ Lentille de I'objectif

e ‘,F.'-

P
“ A Dessus du plan focal
Plan focal

Dessous du plan focal

Echar_l_i__jf:llc;i X

Figure 2.28 : géométrie de 'optique confocale a lmyage laser.

L’illumination de I'échantillon par la lumiére laseainsi que la détection du signal sont
réduites a un point, grace a l'utilisation de delixphragmes (un diaphragme de champ a
lillumination et un diaphragme détecteur a I'énuss le sténopé owpinhole de faible
diameétre. Ces deux diaphragmes sont situés damales confocaux, c’est-a-dire qu’ils sont
tous deux conjugués au plan de mise au point (plead) dans I'objet. Ainsi la lumiere émise
hors du plan focal, ou fluorescence parasite (lignepointillé) n’atteint pas le détecteur
(figure 2.28) et seuls les objets situés dans le plan focatribment & la constitution de
limage. La fluorescence émise par I'échantillohresueillie par un photomultiplicateur. Le
diameétre de la zone illuminée étant tres petit {(Dn3), la constitution de I'image totale de
I'objet nécessite de balayer le faisceau lasertpgmn point sur I'objet a I'aide d’'un systeme
constitué de deux miroirs vibrants (galvanométrexgey. Le déplacement selon I'axe axial

(z) est realisé grace a une platine motorisée mwiagiant le plan focal permet d’obtenir une
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série de coupes optiques appelées « séries Z >enynlement par projection de sections
optiques conduit & une image reconstruite en 3Dt @orésolution spatiale est limitée par la
résolution (résolution maximale théorique d=Q/88A ou NA représente |'ouverture

numerique de la lentille de I'objectif #ila longueur d’onde utilisée).
Procédure expérimentale

Nous nous sommes servis d’'un microscope inverséypkee LSM 510 (Carl Zeiss, Jena,
Allemagne). Ce microscope posséde trois sortesuleess de laser :

- Un laser Argon contenant trois raies : 459 nm, d®3bleu) et 514 nm (bleu-vert),

- Unlaser Hélium Néon | : 543 nm (vert),

- Un laser Hélium Néon Il : 633 nm (rouge).
Nous avons essentiellement utilisé un objectif anérsion dans I'huile (x40) d’ouverture
numérique égale a 1.4 et d’une résolution vertidal®.4um.

Au cours de nos expériences nous avons utilisédas premiers lasers disponibles. La raie
d’excitation a 488 nm fournie par le laser Argorusi@a servi a exciter la fluorescence de
l'isothiocyanate de fluorescéine qui fluoresce dénwert, et le laser Hélium Néon | est

adapté a I'excitation de la rhodamine, qui réénagisde rouge.

Ne pouvant pas marquer le film PDADMAC-PAA, la piene couche de PAH-Rho adsorbée
sur la lamelle de verre nous a permis de déteaweerface verre/film (en rouge). Une phase
d’adsorption d’insuline-FITC (adsorption de 5 mipuis ringage) sur nos films témoins, juste
avant la prise d'image assurait la visualisation laepartie supérieure du film, afin de
permettre la mesure de son épaisseur. Les filmgotig&lectrolytes étudiés en microscopie
confocale étaient plongés pendant 2h, 14h ou 24k da l'insuline-FITC. C’est I'émission
de fluorescente de la FITC qui nous a permis d'olesela diffusion de I'insuline dans les
films. Toutes les observations ont été effectuaedqyes heures apres la fin de la phase de
chargement du film afin d’éviter une trop grandiéudion non contrélée d’insuline dans ces

films.
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T=472um. 900°
80.0°

Figure 2.29 : Images de microscopie confocale a bhghge laser des films (PDADMAC-PAAY, mis en
contact avec une solution d’insuline-FITC. Film ténoin (a gauche) ; film ayant trempé pendant 2h dank
solution d'insuline fluorescente (a droite). Le caal supérieur ne montre que la lumiere émise dans le
rouge de la PAH-Rho, le canal du milieu ne montrewg la lumiére émise dans le vert de I'insuline-FITGt
le canal inférieur conjugue les 2 images. Les canauouge et vert ont été découplés pour visualiseal
contribution des deux marqueurs fluorescents : PAHRho et insuline-FITC.

2.2.2 L’ellipsométrie

LASER

POLARISEUR

DETECTEUR

ECHANTILLON

ANALYSEUR

Figure 2.30 : Principe de fonctionnement d'un elligométre.

L’ellipsometrie est une technique de caractérisatiptique trés utilisée pour la mesure
d’épaisseur de films semi-conducteurs, de coucpégues minces, de films d’oxydes a la
surface de métaux ou encore de films polymeres. &pour avantage d’étre non destructive
et d’offrir une mesure rapide et particulieremesmsble (en terme d’épaisseur de film). Elle
repose sur un changement de I'état de polarisat®ta lumiére lors d’'une réflexion sur la
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surface séparant deux milieux inégalement réfritjeRappelons que la direction de la

polarisation de la lumiere correspond a la directin champ électrique. La mesure de ce
changement de polarisation lors de la réflexionlaldumiére permet de remonter aux

propriétés optiques du film déposé, notamment gumasseur et son indice de réfraction

moyen, grace a une modélisation de la couche dépbsémodéle optique le plus simple est
celui de la couche homogéne et isotrope, maisidteeaucoup de variantes a ce modéle
simpliste.

Instrumentation

L’appareil utilisé est un ellipsometre Laser (JoWwon, model PZ 2000, France) qui permet
la caractérisation de I'épaisseur (jusqu’a 20um)cdeches minces avec une précision de
'ordre de quelques dixiemes de nanometres. Lacsolumineuse est un laser He-Ne dont
'angle d’incidence (qui est I'angle entre I'axetigpie du bras source et la normale a la
surface de I'échantillon) est maintenu constanégel a 70°. Le faisceau laser est polarisé
linéairement, grace a un polariseur placé avachéétillon. Un analyseur, positionné apres
'échantillon, est mis en rotation durant la mesafin de déterminer la direction de

polarisation du rayonnement apres réflexion sgulestrat figure 2.30).

Le support est une lame de silicium nettoyée ethéscselon le protocole décrit
précédemment, et recouvert soit uniquement de saheod’oxyde (Sig), soit d’'un film

multicouche de polyélectrolyte.

L’épaisseur de la couche d’oxyde de silicium coovia substrat en silicium est mesurée a
longueur d’'onde du laser de 632.5 nm. L’épaisséur fllm est calculée a partir des angles
ellipsométriques mesurég etA) en faisant 'hypothése que le film était uniforetasotrope

et en utilisant un index de réfraction égal a 1,4fb correspond a la valeur de la silice pure a
la longueur d’onde de 632.8 nm. Dans nos expérgnes valeurs d’épaisseur données sont
la moyenne (£ un écart type) de 5 mesures indépeesiarises a des intervalles réguliers le
long d'un axe principal de la plaquette de silicivectangulaire. L’épaisseur optique d’'un
film multicouche de polyéletrolytes est détermie@esoustrayant I'épaisseur de la couche de
SiO, de I'épaisseur totale mesurée.

Les mesures d'épaisseur par ellipsométrie nécassitéutilisation d’échantillons
préalablement séchés sous un flux d’azote, car newsposons pas d’une cellule permettant

de travailler en milieu liquide. Les échantilloresréhydratés juste apres la mesure lors de
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mesures répétées en cours de construction. Lodeguélms sont construits a partir de
solutions de NaCl la surface est rincée avec damul®lilli Q avant d’'étre séchée sous un
courant d’'azote. Cette précaution est nécessairal@viter la formation de cristaux de NacCl
a la surface du substrat. Nous faisons évidemnigypgdthese que le ringcage a I'eau MilliQ
est suffisamment rapide pour enlever les ions &eCl en surface du film sans modifier sa

structure interne et donc son épaisseur.

2.2.3 Les techniques spectroscopiques
La spectroscopie infrarouge

La Spectroscopie Infrarouge a Transformée de Fo(FiEIR : Fourier Transformed InfraRed
spectroscopy) est basée sur I'absorption d’'un nagorent infrarouge par le matériau analysé.
Via des mesures de transitions vibrationnelles rde&cules, elle permet la détection des
vibrations caractéristiques des liaisons chimiqueds ainsi I'analyse qualitative et/ou

guantitative des groupements chimiques présentesldanatériau.

On considére que I'énergie totale d’'une moléculel@ssomme de quatre contributions :
I'énergie électronique { I'énergie de vibration (, I'énergie de rotation (fEet I'énergie

de translation (f:
Eotam Ee+ B, + B +E avec E>>E,>>E > E

Lorsque la longueur d’'onde (I'énergie) apportée parfaisceau lumineux est voisine de
I'énergie d’'un mode de vibration de la moléculdtederniére va absorber le rayonnement et
on enregistrera une diminution de l'intensité réfi@ ou transmise. Le domaine infrarouge
entre 4000 ci et 400 crt (c’est-a-dire pour des longueurs d’onde de 2.55—u2n)
correspond au domaine d’énergie de vibration ddécutes.

Les vibrations caractéristiques des liaisons conagepeuvent étre classées en deux groupes
distincts : les vibrations d’élongation, induisatés changements de longueur des liaisons
(symétriques ou asymeétriques) et des vibrationgléfermations angulaires (cisaillement,

torsion) ou de balancement (rotation pure, balaecgm
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Modes d’élongation Modes de déformation
("stretching”) déformations vibrations de
angulaires balancement
[ > @%;; i !~
i g L Q
Svmétrigquery s f tl"'i“”]‘-"!:l“":'t Balancemen
("bending’, & ), ("waving”, w
A
. 1 ; i
J q : d:‘? ;
i i
Asvmétrigue(y as} Torslon Rotation
("scissoring”, 7 ) ("rocking", 1.

Tableau 2.2 : Modes d’élongation et de déformatiodes molécules.

Toutes les vibrations ne donnent pas lieu a unerptisn, cela dépend aussi de la géométrie
de la molécule et en particulier de sa symétri@urpqu’une vibration soit active en
spectroscopie infra rouge, le moment dipolaireadmoblécule doit étre non nul dans ce mode
de vibration. La position spectrale des ces badtssorption va dépendre en particulier de
la différence d’électronégativité des atomes dede masse. Par conséquent a un matériau de
composition chimique et de structure donnée vaespondre un ensemble de bandes
d’absorption caractéristiques permettant d’idestifle matériau : le spectre infra rouge
constitue une sorte d’empreinte digitale d’'un cos@pachimique. Les spectres infrarouges
sont représentés en fonction du nombre d'ondegespandant a l'inverse de la longueur

d’onde de la radiation incidente. Le nombre d’ordeexprimé en cih
Principe de fonctionnement d’'un spectrométre

L’'analyse s'effectue a l'aide d'un spectrométreransformée de Fourier qui envoie sur
'échantillon un rayonnement infrarouge et meswes longueurs d’onde auxquelles le
matériau absorbe et les intensités de l'absorpti@nfigure 2.31 décrit le schéma d'un

spectrometre a transformée de Fourier.
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Figure 2.31: Schéma du principe de fonctionnemend’'un spectrométre infrarouge a transformée de
Fourier.

Le faisceau infrarouge polychromatique provenant lde source A est dirigé vers
l'interférométre de Michelson qui va moduler chadaergueur d’'onde du faisceau a une
fréquence différente. Dans linterférométre le dasu lumineux arrive sur une lame
séparatrice semi-réfléchissante, généralement ame de KBr revétue de Germanium. La
moitié du faisceau est alors dirigée sur le mirdie, le reste passe a travers la lame
séparatrice et est dirigé sur le miroir mobile. Quldes deux faisceaux se recombinent, des
interférences destructives ou constructives apgsgat en fonction de la position du miroir
mobile. Le faisceau modulé est alors réfléchi desxdmiroirs vers I'échantillon, ou des
absorptions interviennent si une radiation paritgrel du faisceau traversant I'échantillon est

absorbée. Le faisceau arrive ensuite sur le déteote étre transformé en signal électrique.

Le signal du détecteur apparait comme un interf@rage, c’est-a-dire une signature de
l'intensité en fonction de la position du miroirlinterférogramme est transformé en un

spectre par transformée de Fourier.

La résolution d'un spectrométre représente la iffée de nombre d’onde entre deux raies
spectrales voisines, qui peuvent étre distinguées té spectre final. La résolution maximale

est de 2 cm pour notre appareil (Bruker IFS 55).
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Les informations que I'on peut obtenir des specite’ de deux sortes :

- les informations qualitatives : les longueursnmdles auxquelles I'échantillon absorbe, sont
caractéristiques des groupes chimiques présents Bammatériau analysé. Des tables
permettent d’attribuer les absorptions aux diff6seroupes chimiques présents,

- les informations quantitatives: [lintensité déabkorption a la longueur d'onde

caractéristique est reliée a la concentration dwgg chimique responsable de I'absorption.
En mesurant l'aire du signal caractéristique ont,pgiuon connait I'épaisseur de la couche,
comparer la proportion d’'un groupement chimiquendodans plusieurs échantillons ou si on
a une composition constante avoir une idée deigépar des films les uns par rapport aux
autres. Pour avoir une mesure absolue il convigétaldnner auparavant les couches par une
autre technique pour pouvoir établir une relati@pégimentale entre intensité du signal et
proportion ou épaisseur. Cependant en configuratien réflexions totales atténuées,

lintensité de l'onde pénétrant dans le film et dalution aqueuse est une fonction

exponentielle décroissante de la distance entretfiace ZnSe-solution et le point considéré.
Cela complique considérablement I'analyse du sigdahalyse du signal est beaucoup plus
facile en mode transmission pour lequel la peritehsité lumineuse est directement reliée a

la concentration des groupements étudiés par fimédiaire de la loi de Beer-Lambert.

Dans notre étude nous utilisons un cristal en aéére zinc (ZnSe) de forme trapézoidale
(figure 2.32). Le faisceau infrarouge entre sous une incidecmale par rapport a I'une des
arétes du cristal (I'aréte du trapeze fait un angid5° avec la base du cristal) et atteint
l'interface entre le milieu 1 (cristal d'ATR) et Imilieu 2 (film déposé sur le cristal). Le
faisceau crée une onde évanescente dans le midiaed2ssus du cristal d’ATR pourvu que la
condition de la réflexion totale soit satisfaite faisceau est ainsi réfléchi plusieurs fois avant
de ressortir par I'autre face du prisme. L'inte@glti faisceau sortant est alors mesurée par un
détecteur de type MCT (mercury cadmium telluridefraidi a la température de I'azote
liquide. La courbe bleue représente I'évolutionl'dgensité du champ électrique de I'onde
évanescente par rapport a la distance a l'intedate les milieux 1 et 2.
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Figure 2.32 : Faisceau infrarouge traversant un cstal trapézoidal d’'ATR.

La spectroscopie UV — visible

Les spectroscopies dans les domaines de rayonnethanttde I'ultraviolet au proche infra-
rouge (200 nnx A < 900 nm) sont des techniques de caractérisatignctvaérantes dans les
sciences physiques et chimiques en général. Eilent tparti des interactions entre le
rayonnement lumineux et les molécules et offreatdhtage de permettre la détection de

signatures caractéristiques de nombreuses esg@o@gues, ainsi que leur dosage.

BN

Dans les expériences sur les films a compartiméotstionnalisés par du Ti) La
spectroscopie UV-visible nous a permis de détdatprésence caractéristique de PSS dans le
premier compartiment (PDADMAC-PS%)et de TiQ dans le compartiment supérieur
constitué d'un dépét (PDADMAC-Ti.

Principe

Les atomes absorbent ou émettent des radiatiortslaldongueur d’ondé. se situe dans le
domaine des rayonnements ultraviolets, ou dan®headthe du spectre visible. Ce sont les
couches électroniques externes du nuage électmmuigs atomes ou des molécules qui sont
impliquées dans ce processus au cours duquel tatiimo d’un photon de longueur d’'onde
appropriée peut provoquer la promotion d’'un élactutune orbitale liante ou non-liante vers
une orbitale d’énergie plus élevée. Le principeadestruction de ce type de spectrométre est

représenté dans la figure 2.33.
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Figure 2.33: Principe de fonctionnement d’'un spectiphotométre monofaisceau permettant de mesurer
I'absorption de la lumiére, dans le domaine UV-Vidile du spectre électromagnétique, par des molécules
en solution (ou adsorbées sur une surface).

Du point de vue quantitatif, on mesure l'atténuatde la lumiére a une fréquence donnée,
soit I/lo ou | et lo sont respectivement l'intensité lumineuse a laisale la cellule et a
'entrée. Ce rapport défini la transmission T. Gruipégalement calculer I'absorbanée,a

partir des mesures expérimentales avec :

| 1
A= |oglo(|_oj = Ioglo(?j

L’absorbance est reliée a la concentration descutdé d’intérét par la loi de Beer-Lambert :
AN =£(A)lc

ou A(\) et g(A) représentent respectivement l'absorbance et kfficent d’extinction

moléculaire a la longueur d’onde | est la longueur du trajet optique a travers laettievde

mesure et la concentration du soluté d’intérét.

Dans nos expériences, le film étudié étant déposéirse lame de quartz, puis séché (sous
flux d’azote ou dans une étuve a 70°C), le traptigoie parcouru par le faisceau dans la cuve
du spectrometre équivaut a I'épaisseur du filnp@iéseur de la lame de quartz a été prise en
compte lors de la mesure du blanc, c'est-a-diteéhaation de l'intensité lumineuse lors de

son passage a travers la lame de quartz non retewkeefiim).

Il est ainsi possible de suivre la constructiomndfilm multicouche, I'absorbance augmentant
avec la quantité de matériau déposé, pourvu queatériau en question possede une bande

d’absorbance aux longueurs d’ondes adéquates.

Le spectrométre utilisé est de modéle UV (®AFAS, Monaco).
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2.2.4 Mesures d’angle de contact

La mesure des angles de contact a été effectué@a t'un appareil Digidrop a I'Institut
Charles Sadron. Une goutte d’eau de 6 pL est dépsseé la surface a étudier dans un
compartiment a température régulée. Une sourcenkuse, positionnée derriere la goutte, la
fait alors apparaitre plus foncée permet son observ par une cameérdiqure 2.34).
L'image est enregistrée par le systeme vidéo eelif ordinateur. L'angle formé entre et la
surface et la tangente a la goutte est dessiriéhagé par I'opérateur grace a un logiciel qui

permet aussi de déterminer automatiquement sa eeBlos données sont des valeurs

moyennes issues de la mesure de 3 gouttes d’datedies.

Figure 2.34 : Exemples de mesures de I'angle de ¢act formé entre la surface et la tangente a la gtte
d’eau déposée sur la surface. A gauche I'angle proe de 20° est caractéristique d’'une surface hydrojile.
A droite I'angle proche de 90° est caractéristique’une surface hydrophobe.

76



CHAPITRE 3 : Microimpressions de canaux
dans des films multicouches de

polyelectrolytes

3.1 Résumé

3.2 Article 1

Ladhari N., Hemmerlé J., Haikel Y., Voegel J.C., SchaafBl] V. Stability of embossed
PEI-(PSS-PDADMAC)20 multilayer films versus storagee and versus a change in ionic
strength Applied Surface Scienc2008, 255 : 1988-1995.
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3.1 Résumé

Le but de cette étude a été d’étudier la stahii#@s le temps de microcanaux imprimés dans
des films multicouches de polyélectrolytes. Deséedgmces préliminaires ainsi qu'une étude
bibliographique ont montré que parmi tous les typ#gs films multicouches de
polyélectrolytes, seuls ceux construits a partipdilystyréne-4-sulfonate (PSS) et de chlorure
de poly(diallyl dimethyl ammonium) (PDADMAC) ou cew base d’acide poly(acrylique)
(PAA) et de poly(allylamine) (PAH) pouvaient suline contrainte permettant d’atteindre
une déformation plastique irréversible. Pour catays avons construit des films PEI-(PSS-
PDADMAC),, par la méthode de nébulisation alternée des cesutdmpolyélectrolytes ayant
été solubilisés dans du NaCl a 1M. Des expérieptfestuées a taux de sel plus faible ont
montré que la reproduction des formes du moule @w(gimethylsiloxane) dans les films
n'était pas fidele. En suivant la construction a= dilms par ellipsométrie, nous avons
constaté que I'épaisseur augmentait de fagon @abo@aire » jusqu’a atteindre une valeur de
(400 = 50) nm pour un film constitué de 20 pairexduches.

Les expériences d'impression ont été réaliséesrésepce de la solution de NaCl (1M)

utilisée pour construire les films multicouches.

En déposant des masses de 0.3 a 2 kg pendant Ehssummet du piston d’'impression, nous
avons fait varier la contrainte appliquée sur Igipalu film exposée aux motifs du moule en
PDMS. Nous avons obtenu la meilleure reproductéities formes du tampon de PDMS en
déposant une masse de 1kg pendant 1h. Nous avoralquler que nous appliquions alors
une contrainte de l'ordre de 1.4 MPa sur notre édian. Ce calcul a été effectué en
considérant que la force appliquée n’est transmusélm que par I'intermédiaire des parties

exposeées du moule en PDMS.

Nous avons réussi a imprimer la forme de canaugitodinaux paralléles entre eux. Les
motifs obtenus dans le film présentent des bousele fluage de forme triangulaire de part et
d’autre du canal imprimé. Ces bourrelets sont ¢érastiques d’une déformation plastique. Le
volume de ces bourrelets correspond approximatimeme volume du canal créé dans le film
multicouche. Cette déformation plastique irrévdestieffectue donc probablement a volume

constant.
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Figure 3.1 : Image AFM d'un film PEI-(PSS-PADAMAC),, imprimé par I'application d'une contrainte de
1.4 MPa pendant 1h.

Le module élastique des films (PDADMAC-P$S) été mesuré deux fois dans des
publications. La premiere étude a porté sur densfi(PDADMAC-PSS) construits en
présence d'une solution de NaCl a 0.5M (Gao e2@01). Ces films ont été déposés par un
procédé d’adsorption séquentielle sur des parscdéemélamine. La dissolution du coeur de
ces particules en présence d'une solution d’actderttydrique a permis la création de
capsules creuses. Les propriétés mécaniques adagsses ont été étudiées en mesurant leur
déformation par microscopie confocale suite a lfaagtation de la force ionique des
solutions mises en contact avec ces capsules. &eajtaentation de force ionique produit une
augmentation de la pression osmotique et donc deriainte subie par les capsules creuses.
Le module élastique calculé a partir de ces meseirdain modele physique approprié a été
de 140 MPa. L’autre étude était basée sur une méttiindentation par bille colloidale fixée
sur un bras de levier du microscope a force atoen{tlueller et al. 2005). L'ajustement du
modele de Hertz aux mesures expérimentales a doadui module de Young a 100 MPa.
Contrairement aux mesures effectuées avec desleagsauses, ces mesures par microscopie
a force atomique ont été effectuées dans un mdans sel. Il faut noter que la contrainte
appliguée dans nos expériences d’'impressions esatlee différente de celle exercée dans
ces études, puisqu’elle correspond a une compressi@xiale. A notre connaissance la
limite élastique des films PDADMAC/PSS n’a pas rpus été déterminée, ce qui ne nous
permet pas de justifier de maniére rigoureuse ques ravons bien atteint le domaine de
déformation plastigue. Empiriquement il semble ge'wcontrainte de I'ordre du Mpa soit
nécessaire pour déformer un film (PDADMAC-P&%e maniére irréversible. Une contrainte
similaire n’induit aucune déformation irréversildans un film (PSS-PAH) construit dans

les mémes conditions de force ionique. Cela manieeles films (PSS-PARY restent dans le
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domaine de déformation élastique lors de l'applicatd’'une contrainte de compression

uniaxiale de I'ordre du MPa.

Remarquons que dés que nous arrétons l'impresaiorb@ut d’'une heure), le tampon est
enlevé rapidement, le film est rincé a I'eau (pendss) puis aussitbt séché. Il est possible que
le séchage diminue considérablement la mobilitecti@gnes permettant ainsi de conserver la

déformation irréversible qui y a été imposeée larpbcessus d’'impression.

Nous avons montré que les films imprimés dans @sditions décrites précédemment
gardaient leur morphologie et leur profondeur nealement au cours du temps (jusqu’a 9
mois, quand ils sont conservés a sec), mais angsiésence d’'une solution proche de celles

rencontrées dans un milieu physiologique.

Ainsi, lorsque I'on immerge des films (PDADMAC-PS§Syui ont été « microstructurés »
dans une solution de NaCl a 0.15 M, la profondeag chnaux obtenus reste inchangée au

cours du tempdigure 3.2).

De plus, la spectroscopie infra rouge en modexiéies totales atténuées (ATR-FTIR) nous a
confirmé que lorsque I'on soumet le film (PDADMAGSB}) a une solution de force ionique
inférieure a celle utilisée lors de sa construc{i®i5 M de NaCl au lieu de 1 M), les bandes
d’absorbance attribuées aux vibrations du PSS ntesiechangées. Seule la bande
correspondant au solvantD) diminue légerement dans les minutes suivaninndtion de
force ionique puis ne varie plus. Ceci démontre eque la force ionique diminue il
n'apparait qu’'un petit dégonflement du film. Ce piene semble di a une légere perte
d’eau, ce qui explique la grande stabilité des gamaprimés.

nm Section Analysis

Figure 3.2 : A gauche : image AFM d'un film imprimé, stocké pendant 6 mois a sec, puis mis en contact
avec une solution NaCl a 0.15M (1h, 3h ou 6h) : lprofondeur des canaux reste inchangée. A droite :
mesures de la profondeur des canaux a I'AFM.
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Lorsque que le film est exposé a une force iongpmerieure (NaCl 4M) a celle utilisée lors
de la construction, la spectroscopie infra-rougentmeoque I'absorbance correspondant aux
vibrations du PSS diminue de 45% aprés 6 min d'sitiom a la solution saline, alors que la
bande d’absorbance du,® est peu affectée. Cette diminution du signal atéarestique du
PSS peut étre attribuée a une érosion du filmeaelh été confirmée par AFM. En effet, un
film (PDADMAC-PSS), imprimé, exposé pendant 6h a une solution de Na®, puis
observé a sec, ne permet plus d’observer de cagtaspn épaisseur passe de 400 nm a 150

nm (figure 3.3).
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Figure 3.3 : A gauche : image AFM d'un film imprimé, stocké pendant 6 mois a sec, puis mis en contact
avec une solution de NaCl a 4M (pendant 6h) : lelfin est érodé et seules les traces des microcanaux
imprimés restent observables. A droite : section dilm résiduel, obtenue par AFM.
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CHAPITRE 4 : Fonctionnalisation des films

multicouches par des nanoparticules de TiO

4.1 Fabrication de nanoparticules de TiQ

4.1.1 Résumé

4.1.2 Article 2

Laugel N., Hemmerlé JLadhari N., Arntz Y., Gonthier E., Haikel Y., Voegel J. C.,
Schaaf P., Ball V. Composite films of polycationsdaTiO2 nanoparticles with
photoinduced superhydrophilicity.Colloid Interface S¢i2008, 324 : 127-133.

4.2 Films compartimentés fonctionnalisés avec deamoparticules de TiG,
4.2.1 Résumé

4.2.2 Article 3

Ladhari N., Hemmerle J., Ringwald C., Haikel Y., Voegel J.Schaaf P., Ball V.
Stratified PEI-(PSS-PDADMAC)20-PSS-(PDADMAC-TiO2)nmultilayer  films
produced by spray depositioBolloids and Surfaces A: Physicochem. Eng. Aspects
2008, 322 : 142-147.

4.3 Résultats complémentaires
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4.1 Fabrication de nanoparticules de TiQ

4.1.1 Résumé

Le travail présenté dans cet article corresponétade de films formés par des dépéts réactifs
obtenus par nébulisations successives d’'une pohalfié polyéthyléne imine, PEI) et d’'un
précurseur du Ti@ Ce précurseur est le bis(ammonium lactato) dibwytte de titane (1V),

aussi désigné par TiBisLafigure 4.1).

| CH,
H

Figure 4.1 : Formule développée du bis (ammonium &ato) dihydroxyde de titane (IV) ou TiBisLac.

Ce composé a été choisi comme précurseur dy d#D il a déja été montré qu'il pouvait
former un gel de dioxyde de titane en présenceildatéines (protéines sécrétées par des
algues marines monocellulaires, les diatomées, amsocessus de formation de silice a
partir d’acide silicilique) (Sumerel et al. 200Bar ailleurs, I'équipe de F. Caruso a montré
gue ce précurseur associé a divers polycationsgitait de former des films d’épaisseur
croissante en fonction du nombre de paires de esudéposées. Ces experiences ont été
réalisées a la fois sur des substrats plats eflesuricolloides (Caruso et al. 2002 ; Shi et al.
2002). Nous considérons que les dépbts alternégseddolyamine et du TiBisLac sont des
dépbts « réactifs », car la présence du polycatictélére la cinétique de formation du
dioxyde de titane. Nous préférons ne pas parler ckgtalyse », car un catalyseur n’intervient
pas dans le produit final de la réaction, ni dandilan de celle-ci. Or il se pourrait que
certains monomeres du polycation se trouvent piéigés la structure des nanoparticules
obtenues.

7 A

Nous avons montré que la méthode simple de dépatdifis couche-par-couche (soit par
nébulisation soit par immersion) permettait d’olitetes films (PEI-TiBisLag) d’épaisseur

contrblée. L'épaisseur de ces films augmente denfdipéaire en fonction du nombre de
paires de couches déposées et I'incrément d’épalipse paire de couche est maximal pour

une concentration en TiBisLac égale a 5mM danssdas expériences, la concentration en
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PEI est constante et égale a 0.5mg/mL). La micpecélectronique a transmission (MET)
révéle la présence d’inclusions inorganiques thiséés de fagcon homogéne a la surface des
films (PEI-TiBisLac)s. Le diametre moyen de ces particules est de 4.2 fim. De plus, la
diffraction des rayons X montre que les films centient une phase cristalline de Tidl est
fort probable que le polymorphe obtenu soit 'asatplutot que le rutile, la phase cristalline
la plus stable du Ti© La mesure de I'absorbance des films (PEI-TiBighad=242 nm, en
fonction du nombre de paires de couches déposémstyenqu’un film comprenant n= 30
paires de couches atténue l'intensité de la lumiBrdransmise de deux ordres de grandeur.
Cette atténuation n’est pas due a un phénomeneffisiah de la lumiere, mais a une
absorption par le semi-conducteur Fi@ont la largeur de la bande interdite 3.2 eV
correspond a un seuil de coupure a 365 nm dangeletre UV-visible. Effectivement, les
films sont completement transparents pour des lemgud’'onde supérieures a 365 nm alors
gue dans le cas d'un mécanisme datténuation pidwsoin de la lumiére, le spectre
présenterait une absorbance décroissante de masvetsue au-delda de cette longueur
d’'onde de coupure. Cette observation expérimergalenettrait d’utiliser ces films (PEI-
TiBisLac), comme recouvrement filtrant les rayons UV. Cemdilpourraient aussi étre
utilisés comme recouvrement antibactérien apréadimtion par un rayonnement UV
suffisamment énergétique, c’est-a-dire de longakanmde inférieure & 365 nm (Kikuchi et al.
1997).

Finalement, l'irradiation de films (PEI-TiBisLag)vec une lampe émettant dans I'UV, suivie
par la mesure de I'angle de contact statique détepu’eau a la surface des films, nous a
permis de vérifier la propriété de super hydroghihotoinduite du Ti@(Wang et al. 1997 ;
Tokudome et Miyauchi 2004).

Ces travaux, mettant en évidence la condensatiofiBisLac en nanoparticules de TO
ainsi que ceux montrant la condensation possihieadsolution d’acide silicique en particules
de silice (Laugel et al. 2007), ont abouti a lagras point d’'une méthode brevetée permettant
de construire des films composites contenant aois dles molécules organiques et des

particules inorganiques.
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4.2 Films compartimentés fonctionnalisés avec du Op

4.2.1 Résumé

Les films stratifiés sont constitués de deux filmalticouches de composition et donc de
propriétés différentes. Il est intéressant de redouun premier film, & croissance
exponentielle donc hautement hydraté, et pouvaatgilisé comme réservoir de drogues, par
un deuxieme film a croissance linéaire, de nattirdeeperméabilité différentes, dans le but
par exemple de pouvoir contrdler la libération és drogues. Nous avons voulu structurer
l'architecture d’un tel film en utilisant les rétatls développés dans les articles 1 et 2. Le but
de I'étude suivante est de montrer que I'on peanstraire des films stratifiés utilisant comme
compartiment inférieur un film (PDADMAC-PSg,) déposé dans les mémes conditions que
celles décrites pour les films microimprimés, et fenctionnaliser en surface par le dép6t
d’une strate supérieure contenant des nanopadicdédiQ, grace a la méthode originale du
dépbt par nébulisation réactive couche-par-couchk)( Nous avons ainsi construit des films
dont le premier compartiment de (PDADMAC-P&SHéposé en présence de NaCl a 1M,
était recouvert d'un compartiment supérieur forreégbaires de couches de PDADMAC et

du précurseur de TiQle TiBisLac {igure 4.2)

TisBisLac Tio2 + /¥ acide lactique ?

condensation

OH

Lac— Ti—Lac

Compartiment 2: Film a croissance linéaire
(PDADMAC-TIO2),
Barriere du compartiment 1

Compartiment 1: Film a croissance exponentielle
V
- T —— (PDADMAC-PSS)2

Réservoir de drogue (<)

— _
. Si
Figure 4.2 : Représentation schématique de I'hydrgke et de la condensation du Ti©sur le PDADMAC.
« Si » représente le support en siliciums—~ représente le polyélectrolyte PDADMAC,—~ représente le

polyélectrolyte PSSy les nanoparticules, et” des drogues éventuelles.
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L’ellipsométrie a permis de mettre en évidence lgueompartiment inférieur présentait un
régime de croissance supralinéaire, tandis quenepartiment supérieur de (PDADMAC-

TiO,),, avait une croissance linéaire.

La spectroscopie UV-visible nous a apporté la yeeque le PSS (qui présente un pic
d’absorbance a=225 nm) entrait dans la composition du premier gariment et que le
TiO, (qui présente un pic d’absorbance=260 nm) était un constituant de la deuxieme

strate.

Par spectroscopie infra rouge en mode réflexiotedet® atténuées (ATR-FTIR), nous avons
observé que lorsque la premiére strate était sigifement plus épaisse que la profondeur
de pénétration de I'onde évanescente (environ Jaflinterface ZnS/eau et pour un nombre
d'onde de 1000 cH), aucun signal dii aux vibrations du Ji@e la seconde strate n'était
détecté. Ce qui nous permet de conclure que lespasticules restent majoritairement
concentrées dans la strate supérieure de (PDADM&G)YT Nous avons également
démontré que la couche superficielle riche en,T@difie les propriétés de surface du film.
En effet la mesure d’angles de contact sur cessfstratifiés, aprés 5 min d’irradiation a la
lumiere ultraviolette, montre que le film acquietes propriétés de surface de super

hydrophilie photoinduite, et ce méme apres le ddp&eulement trois paires de couches.
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4.3 Résultats complémentaires

Dans le but d'accroitre les potentialités des filmalticouches de polyélectrolytes, nous
avons cherché a développer une « multifonctionai@dis » de ces films, en combinant nos
différents résultats. Nous avons donc cherché aisail était possible d'imprimer des

canaux longitudinaux dans des films stratifiésctmmnalisé par du Ti@

Nous avons ainsi réalisé quelques expériencesypnaires, qui méme si elles méritent d’étre
répétées, nous ouvrent néanmoins des pistes @xiogfs. En effet, nous avons construit un
film stratifié PEI-(PDADMAC-PSS) recouvert cette fois par 20 paires de couches de
(PDADMAC-TIO,). La construction suivie par ellipsométrie révétenme précédemment la
réalisation d’'un film stratifié dont le compartimeimférieur suit un régime de croissance
exponentiel et le compartiment supérieur, un régaeecroissance linéairdigure 4.3).
Néanmoins, nous remarquons a ce stade qu’il seuprade diminution de I'épaisseur du
premier film lors de la superposition de la secostilate, ce qui évoque un « tassement » du
premier compartiment, probablement di0 a une pegaud Cette hypothese pourrait étre

vérifiée, par exemple par une expérience de spgaxipie infra-rouge en mode ATR.

5000
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Epaisseur (A)

pente : 10.7 nm/couche
1000 -

0 10 20 30 40 50
n paires couches

Figure 4.3 : Mesure de I'épaisseur d'un film stratiié PEI-(PDADMAC-PSS),-(PDADMAC-TIO ,),0, €n
fonction du nombre de paires de couches déposéesa premiére strate PEI-(PSS-PDADMAC), a été
construite en présence de NaCl 1M (polyélectrolyted 1mg/mL). Dans la deuxiéme strate, le TiBisLac (a
10mM) et le PDADMAC (a 1mg/mL) étaient dilués danslu Tris a 50mM.

La deuxieme étape a consisté a tenter I'impresdmrtes films en suivant exactement le
méme protocole que celui décrit pour nos expérertampressions dans les films PEI-

(PDADMAC-PSS),. L'observation des films a I'AFM, aprés impressieinséchage, a révélé

gu’il était possible d’'imprimer ce type de filmsatifiés figure 4.4).
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X 20.000 pm/div ] X 5.000 pm/div
z 1000.000 nm/div z 1000.000 nm/div

Figure 4.4: Images AFM (3D) de la topographie d'unfilm PEI-(PSS-PDADMAC),(TiBisLac-
PDADMAC) 5, aprés impression. A gauche la surface imagée ese B0 pm x 80um, et a droite
I'observation porte sur une surface de 20pum x 20pum.

La topographie de surface visualisée a sec lajgsaraitre un aspect vermiforme de ce film.

Une section en « z » montre la profondeur des ca(imure 4.5).
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Figure 4.5 : A gauche : images AFM (2D) de la topegphie d’'un film PEI-(PSS-PDADMAC) ,o-(TiBisLac-
PDADMAC) 5o aprés impression. A droite, la section du film moime I'impression de canaux.

Enfin, dans un troisieme temps nous avons pu ramarmgue si I'on mettait ce méme film a

nouveau en contact avec une solution de Tris 50rekdant 36h, les formes imprimées

perduraient.
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Figure 4.6: A gauche: images AFM d'un film PEI-(FSS-PDADMAC),(TiBisLac-PDADMAC) 5o
imprimé apres 36h d’'immersion dans du Tris 50mM. Adroite, la vue de la section du film permet encore
de distinguer I'impression des canaux.

Conclusion

Ces premiéres expeériences suggerent que l'on peustraire des films stratifiés,
fonctionnalisés en surface par du 7€ que I'on peut les imprimer. Ce type de filmsipait
alors présenter simultanément trois propriété$ effe un réservoir de drogues, (2) acquérir
des propriétés de surface caractéristiques dy, BIQ3) permettre une déformation plastique
microscopique, stable dans le temps, aussi bieecagge dans un environnement aqueux
(stockage pendant plusieurs heures dans du tammm)n T

Les propriétés de surface visées concernent iciddification de la mouillabilité grace a la
possibilité d’acquérir une superhydrophilie phothiite (par la présence des nanoparticules

de dioxyde de titane), ce qui permettrait par eXemape meilleure intégration d’un tel film
dans des fluides biologiques.

L’autre propriété intéressante des films contemi@st nanoparticules de dioxyde de titane est
leur propriété antibactérienne photoinduite. Eretefforsque ces films sont soumis a un
rayonnement UV de longueur d’onde inférieure & 86% il se produit une séparation de
charges photoinduites. En présence d’eau, celfegnet d’obtenir de I'eau oxygénée ainsi

gue des ions superoxide dont le pouvoir bactériegddien décrit (Kikuchi et al. 1997).

La présence de canaux longitudinaux pourrait s@rguider la croissance cellulaire, ou a des
prolongements neuronaux, par exemple.
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CHAPITRE 5 : Incorporation d’insuline
dans des films multicouches de

polyelectrolytes

5.1 Caractérisation des films (PDADMAC-PAA),
5.1.1 Suivi de la croissance du film par ellipsomée
5.1.2 Observation de la morphologie des films par AV

5.1.3 Observation de coupes en microscopie électique a balayage
5.2 Cinétique de chargement et de libération d’indine dans des films
(PDADMAC-PAA) ,

5.2.1 Cinétique de chargement

5.2.2 Cinétique de libération

5.3 Etude de l'incorporation d’insuline dans d’autres systemes de films

multicouches de polyélectrolytes

5.3.1 Le systeme (PLL-HAJo

5.3.2 Le systéme (PDADMAC-PS%)
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A I'heure actuelle le diabéte et ses complicatim@mésentent un probleme majeur de santé
publigue. Face aux difficultés liées a un traitetr@wuvent trés contraignant (injections par
piglres ou pompes a insuline), la mise au poinhaevelles stratégies d’administration de
l'insuline constitue un sujet de recherche en péssor (Sadrzadeh et al. 2006). Dans le but
de développer de nouveaux films minces chargées\@nime, avec la possibilité de libérer
cette hormone de fagon progressive, nous avonséutilans I'étude suivante des films
multicouches de polyélectrolytes, comme supporéservoirs d’insuline. Nous avons ainsi
dans un premier temps, étudié la possibilité dipocer de I'insuline de facon simple dans
des films multicouches. Puis une fois les filmsrga nous avons cherché a caractériser la
libération de ce polypeptide en variant la compasitu milieu environnant, notamment en
immergeant ces films dans une solution de NaCl1®MN), imitant la salinité du sérum
physiologique. Nous avons choisi d’'utiliser danspiamier temps des films (PDADMAC-
PAA),, encore peu étudiés, sachant qu’ils étaient capatiincorporer par simple diffusion
des particules chargées (Srivastava et al. 20@83, Bans une deuxiéme partie, nous avons
voulu élargir ce concept en I'appliquant & d’autsstemes de films multicouches de

polyélectrolytes.

5. 1. Caractérisation des films (PDADMAC-PAA)

5.1.1 Suivi de la croissance du film par ellipsoméé

L’évolution de I'épaisseur des films (PDADMAC-PAAEN fonction du nombre de paires
couches déposeées a été suivie par ellipsométries Das expériences, le temps de dépot de
chaque couche a été d’'une minute, avec des ringaggsnédiaires a I'eau pendant une
minute égalemenfi@ure 5.1). D’autres expériences ont été effectuées ersanitides durées
d'immersion de 8 min dans les solutions de polyédéges. L'influence du temps
d'immersion ne se fait pas sentir pour un nombrealees de couches inférieur a 15, mais au
dela I'épaisseur du dépbt devient plus importamtesde cas ou la durée d’immersion est de
8min. Nous avons essayé de définir le temps d’atisor minimal permettant d’atteindre un
état stationnaire en effectuant des expériencemidmbalance a cristal de quartz. Pour un
dépbt comprenant moins de 6 paires de couchesengs d’'adsorption de 1-2 min semblent
suffisant. Hélas, la dissipation (c’est-a-dire &tp d’énergie mécanique) du cristal est telle
gu’il est impossible de suivre la cinétique du dépéur un nombre de paires de couches
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supérieur. Notons que le suivi de la construcgian ellipsométrie a nécessité le séchage du
film avant chaque mesure, et sa réhydratation p@weprise des phases de dépdt. Pour
vérifier I'influence des phases de séchage/réhgtloat sur I'épaisseur du film, nous avons

tout d’abord mesuré I'épaisseur du film apres I|péd@e chaque paire de couche, puis nous

avons construit un film qui n'a été seéché qu'apteamgue dépdt de 5 ou 10 paires de couches.

2000 A m]

1500

1000

Thickness / nm

500

0 10 20 30 40 50
N layer pairs

Figure 5.1: Suivi de la construction des films (PDEMAC-PAA) , par ellipsométrie. ® Films séchés aprés
chaque dép6t ;00 construction effectuée sans séchage intermédiaire.

La figure 5.1 montre que le séchage intermédidirdgluence pas la construction de notre
film, en tout cas pour un nombre de paires de cemdhférieur a 10. Jusqu’au dépdt de la
quinzieme paire de couche, I'épaisseur du film denmdugmenter linéairement avec le
nombre de paires de couches. Au-dela, la croissdmdém passe a un régime exponentiel.
Cette transition pourrait s’expliquer par la forroatinitiale d’ilots dont la taille ou le nombre
augmente jusqu'a leur coalescence. A ce stadepnatrtiction du film se fait de facon
exponentielle comme pour d'autres combinaisons agéfectrolytes (Lavalle 2002). Le
mécanisme de croissance du film n’étant pas I'obgtnotre étude, il nous a fallu nous
assurer de I'obtention d’un film homogene apréddp6t d’'un nombre minimal de paires de
couches. Nous avons donc caractérisé la morpholbgsefilms (PDADMAC-PAA) par

microscopie a force atomique.
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5.1.2 Observation de la morphologie des films par AV

Nous avons construit des films (PDADMAC-PA/sur des lamelles de verre, par immersion
de 8 minutes dans les solutions de polyélectralytedacon automatisée. Nous avons vu au
paragraphe précédent que cette durée des étapksombion était quelque peu arbitraire.
Nous aurions pu faire des constructions pour degeduencore plus élevées et évaluer
linfluence de ce parametre, toutes choses étaaieggar ailleurs sur I'épaisseur des films.
Cette épaisseur peut d'ailleurs aussi étre estipaeeAFM apres avoir rayé le film a l'aide
d’un bistouri ou d’'une aiguille de seringue. Magcicaurait été fastidieux et ne constitue pas
I'objectif de ce travail : il s’agit ici d’étudiefaptitude des films (PDADMAC-PAA) a
incorporer des nano-objets, et en particulier demes.

Pour cela, des films comprenant 8, 20 et 30 paieesouches ont été observés a sec, en mode
contact, a ’'AFM, avant et aprés trempage danssohdion d’insuline a 1mg/mL et a pH 4.3.
L’épaisseur des films comprenant 20 et 30 paieesaliches a été déterminée en rayant le
film a l'aide d’une aiguille de seringue (« scratgh Nous allons décrire successivement la

topographie et I'épaisseur, déterminée par AFM;aetedifférents dépots.
a - Films (PDADMAC-PAA)g

Les dépbts faits a partir de 8 paires de couchgseneent pas étre réellement qualifiées de
« films ». En effet nous pouvons observer, gratee caméra couplée a I'AFM, des dépbts en
flots sur la lamelle de verréidgure 5.2). Ces amas ont une épaisseur irréguliere qu’isrest
impossible d’imager directement par AFM. Ceci nmantre qu'’il existe un nombre de paires
de couches critigue nécessaire a I'obtention dilmm, tomme nous 'avions suspecté lors de

I'étude de la croissance du film par ellipsométfigure 5.1).

Figure 5.2 : Morphologie granuleuse des dép6ts (PMMMAC-PAA) g vue a la caméra couplée a 'AFM. A
gauche, la morphologie de la construction et les yares (ouscratchg sont visibles. A droite, image de
(PDADMAC-PAA) g apres immersion pendant 14h dans une solution d'suline a pH=4.3; les rayures
gravées dans le film et les bras du cantilever d&AFM sont visibles.
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b - Films (PDADMAC-PAA) 2

Les dépbts (PDADMAC-PAA) présentent a 'AFM une topographie de surface tres
légerement ondulée, avec quelques irrégularitgsré 5.3.A) La rugosité moyenne est de 8.5
nm. L’épaisseur moyenne mesurée a ’AFM d'un teh fest de 712 + 40 nrtfigure 5.3.B)
Cette valeur n'est pas incompatible avec [|'épaissealculée a l'aide des données
ellipsométriquesfigure 5.1), pourtant obtenues en réalisant des cycles d'ptisn/rincage

ayant une durée d’'une minute.

Notons que la figure 5.3.B montre que le dépbtcesistitué d’'un « vrai film », puisque la
section transverse montre que dans la région ehuilfih’y a pas de pores atteignant le substrat
en silice.

0.0 1: Height 20.0 pm

Suace Distance | Angle )
918 (um) 768.033 (nm) 2.130 (pm) ... 779... 0.00... 0.000  35.6... 254.962 (nm) 0.050 (um)
761 (m)  759.892(nm)  1.948(um)  23... 760.. 000.. 0000 341.. 224.624(nm)  0.099 (um)
m o Wi [T o m

Figure 5.3 : A : topographie d’'un film (PDADMAC-PAA),, . B : exemple de mesures de son épaisseur a
'AFM.

Les films (PDADMAC-PAA), immergés pendant 14h dans une solution dinsuéine
1mg/mL et a pH=4.3, montrent aussi une surfacddégerement ondulée et parsemée de fines
granulositésfigure 5.4). La rugosité moyenne est de 4 nm, donc infériéucelle du film
(PDADMAC-PAA),o. L'épaisseur ces films est égale a 890 + 70nnme EBt Iégérement
supérieure a celle des films natifs, (712 + 40 nNgus émettons donc I'hypothése que la

mise en contact du film avec une solution d’insaiimduit son gonflement.

2% 1.m

Figure 5.4 : Image topographique par AFM d’'un film (PDADMAC-PAA) ., aprés sa mise en contact
pendant 14h avec une solution d’'insuline a pH=4.3.

117



¢ - Films (PDADMAC-PAA) 3

L’'observation d'un dépo6t (PDADMAC-PAA) a une échelle en z = 400 nm, montre une
surface ondulée, dont la rugosité moyenne est d& i figure 5.5.A). Nous constatons
ainsi, que la rugosité du film augmente fortementomction du nombre de paires de couches

déposées.

L’épaisseur de ce film dépasse par endroit la émite la course de la céramique
piézoélécrique. Seules les zones accessibles @darmont été quantifiées. Ainsi la valeur
donnée de I'épaisseur ne peut étre qu'un minodatitre indicatif nos mesures donnent une

épaisseur de 1402 + 40 nm.

400.0 nm

0.0nm |\

80 pm

A

20

Figure 5.5: A : image AFM de la topographie de sdace d’'un film (PDADMAC-PAA) 5. B : image AFM
de la topographie de surface d'un film (PDADMAC-PAA3, aprés immersion pendant 14h dans une
solution d’insuline a pH=4.3. L’échelle en z est dé00 nm.

Les films (PDADMAC-PAA), imagés aprés immersion pendant 14h dans une @oluti
d’insuline a pH = 4.3 montrent également, a unekéeten z =400 nm, une surface ondulée.
(figure 5.5. B)La moyenne des épaisseurs que nous avons purrétaitede 1414 + 122 nm.
Elle est, comme précédemment, relevée a titre atiflicompte tenu de la limite de la course
de la céramique piézoélectrique. La rugosité mogerst de 43.1 nm. Il semble ainsi sur la
base de ces deux expériences que la rugosité theesudiminue aprés que le film ait été
immergé pendant 14h dans une solution d’insulinet pour des films de 20 paires de
couches que pour des films de 30 paires de couCleg®endant ces expériences mériteraient
d’étre répétées pour vérifier ces résultats. Néamsngi I'on compare un film natif a un film
mis en contact avec la solution d’insuline, a ucbke#ie verticale de z = 100 nm, des
différences apparaissetiiglire 5.6). En effet, le film natif présente des ondulatidesgrande
portée, dont la distance entre les pics supérieumférieurs est d’au moins 100 nm, alors
gu’une fois le film trempé dans l'insuline, cetiistdnce est réduite environ de moitié. Tout se

passe comme si le film s’était rempli aux endrégs moins épais. Il apparait donc que la
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mise en contact du film avec une solution d’inseilipproduit des changements

morphologiques assez marqueés.

Figure 5.6 : Image AFM de la topographie de surface’un film (PDADMAC-PAA) 3, avant (& gauche) et
aprés (a droite) immersion pendant 14h dans une sdlon d’insuline & pH=4.3. Remarquons que I'échelle
en z est de 100 nm.

5.1.3 Observation de coupes en microscopie électique a balayage

Comme nous ne disposions que du module picofordeA&&/ lors de la caractérisation de
nos films, la limite de la course de la céramiqigz@électrique ne nous permettait pas de

mesurer des films dont I'épaisseur était supériautgum.

Des mesures de section de films constitués de iB@spade couches ont donc été réalisées en
microscopie électronique a balayage en mode ememental (Quanta 400, Philips) au
laboratoire de Chimie des Surfaces et Interfadésildouse. Toujours dans le but de vérifier
I'effet d’une solution d’insuline sur I'épaisseun dilm, des sections de films (PDADMAC-
PAA)3 avant et aprés immersion pendant 14h dans ungasotliinsuline (1 mg.mi* & pH =
4.3), ont été observées en microscopie électrordadaedayage en mode environnemental. Les
mesures indiquent une épaisseur de 1.5um poumecéimprenant 30 paires de couches, et
une épaisseur de 2.0um pour le film qui a été @laans la solution protéique. Ces mesures
permettent de valider 'observation faite par ARMsavoir que le film gonfle lorsqu’il a été

mis en contact avec la solution d’insulitfigre 5.7).
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Figure 5.7 : sections de films (PDADMAC-PAA), observés en microscopie électronique a balayage en
mode environnemental. Images du film avant (a gaud) et aprées (a droite) immersion pendant 14h dans
une solution d’'insuline & pH=4.3. Les fleches mongént I'épaisseur des films (déposés sur une lameliie
verre).

Cependant, ces expériences d’imagerie topograplogqude détermination d’épaisseur, ne
nous permettent pas de dire si I'effet de l'insaliest limité a une simple adsorption en
surface du film ou s’il impliqgue une incorporatian’intérieur du film. Pour répondre a cette

guestion nous avons marqué l'insuline avec un @ipbore et observé son adsorption ou son
incorporation dans les films (PDADMAC-PAApar microscopie confocale a balayage laser.
Les expériences précédentes montrent que les dépdizrenant 20 ou 30 paires de couches
sont les mieux appropriés pour cette étude : il# selativement peu rugueux et ont une

épaisseur suffisante pour pouvoir discriminer @uss zones au sein du film.

5.2 Cinétique de chargement et de libération d’indine dans des films
(PDADMAC-PAA) ,

5.2.1 Cinétique de chargement
a - Immersion de films (PDADMAC-PAA)3, dans une solution d’insuline-FITC a pH 4.3

Les films (PDADMAC-PAA), ont été mis en présence d’'une solution dinsuRiEc
(lmg.mLY) pendant 2h, 14h et 24h afin de suivre la cinétige leur interaction avec le
polypeptide. Apres cette mise en contact avecll#ien d’insuline, les films ont été rincés a

'eau et observés en microscopie confocale a bg&alaser.
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Remarque sur toutes images présentées, le substrat (abtor rouge) se trouve sur le haut
de limage et la partie supérieure du film se treuvers le bas. Cela provient du mode
d’acquisition des images du microscope confocahlayage laser.

La réalisation de films témoins doit permettre drigliser I'épaisseur des films construits. Le
marquage de la premiere couche a la PAH-Rho fgiaiaitre en rouge la limite lamelle de
verre/film. La limite supérieure du film est misa évidence grace a lI'adsorption pendant
5min tantét d’'une couche de PAH-Rho,tantdt d’'unecte d’insu-FITC, sur le film juste
avant I'observation en microscopie confocale ayzaja laserfigure 5.8).

V=360, 90.0° 1= 488 (e, 800 V=270 0m. 900

W on4sum. a0’

Figure 5.8 : Images obtenues par microscopie confale a balayage laser de films témoins PAH-Rho-PSS-
PDADMAC-PSS-(PDADMAC-PAA) 3. A gauche, le film a été mis en contact pendant rhin avec de la
PAH-Rho, juste avant d’étre rincé a I'eau puis imag. A droite le film a été mis en contact pendant &in
avec de linsuline-FITC a pH=4.3, juste avant d’éte rincé a I'eau puis imagé. Rappelons que sur les
images obtenues, la position de la lamelle de verest inversée : elle se trouve sur le haut de la hde
fluorescente rouge.

Toutes expériences confondues, I'épaisseur moyemsefiims témoins de 30 paires de
couches de PDADMAC-PAA est de 4.2 um. Cette vagstrplus élevée que celle obtenue
par AFM ou par ellipsométrie. Ceci provient du fajtie la mesure d’épaisseur par
microscopie confocale est effectuée en présenaditors que les mesures par AFM et par
ellipsométrie se font sur un film qui a subi unestd@ratation partielle. Ceci a aussi été

observé sur d’autres systemes de films multicou@ercel et al. 2006).

Films (PDADMAC-PAAY, immergés pendant 2h dans une solution d’insulifiecF

Les lames immergées durant 2h montrent une incatipor d’insuline-FITC surtout a
l'interface film/eau figure 5.9). Cette bande fluorescente est épaisse d’envig@dm. Dans
guelques cas une trés faible intensité de fluorescapparait dans tout le film, démontrant
une diffusion plus profonde de la protéine fluoszde. Cela montre néanmoins que l'insuline
FITC ne remplit pas I'ensemble du film dans un rvidle de temps de 2h. L'épaisseur
moyenne des films chargés pendant 2h est de 4.11um.
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Figure 5.9 : Images obtenues par microscopie confale a balayage laser d’'un film (PADAMAC-PAA),
aprés immersion pendant 2h dans une solution d’indme-FITC a pH 4.3. (a) Observation du film dans ls
deux canaux vert et rouge simultanément. Les canauxert (b) et rouge (c) ont été découplés pour
visualiser la contribution des deux marqueurs fluoescents. On remarque une bande noire dans la partie
a, cela montre que l'insuline n’est présente que da la partie supérieure du film et n'a pas eu le @ps
d’atteindre la région de l'interface film-lamelle.

Films (PDADMAC-PAAY, immergés pendant 14h dans une solution d'insuHiiTes

Les films immergés pendant 14h dans une solutiamsdline-FITC, présentent une bande
fluorescente due a l'insuline plus intense et duige que la bande observée sur les mémes
films immergés pendant 2h. Cette fois-ci la banbisréscente mesure environ 2um
d’épaisseur. Elle est localisée pres de l'interfilog/eau . L'épaisseur moyenne de ces films
est de 4.77unfigure 5.10).

Figure 5.10 : Image obtenues par microscopie confale a balayage laser d’'un film (PDADMAC-PAA),
aprés immersion pendant 14h dans une solution d’indine-FITC a pH 4.3. Les canaux vert et rouge ont
été découplés dans les parties supérieures de lguiie pour visualiser la contribution des deux marqeurs
fluorescents.
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Films (PDADMAC-PAAY), immergés pendant 24h dans une solution d’insufilies

Les films plongés pendant 24h dans une solutiamsdline-FITC montrent une forte intensité
de fluorescence répartie dans tout le fifigyre 5.11.A). L’épaisseur moyenne de ces films
est de 5.73 um. Une coupe d’'un de ces films darqdam(x,y) montre une majorité de grains
fins répartis de fagon homogéne et quelques p&tquius grandes lorsque la fluorescence

est récoltée avec le filtre adapté a la FITC (#soence vertéigure 5.11.B).

I 1= 427 um 7 90.0°

| 1=427um. 90.0°

Figure 5.11 : Image obtenue par microscopie confolmaa balayage laser d'un film (PADAMAC-PAA)y,
apres immersion pendant 24h dans une solution d’indine-FITC a pH 4.3.-A- coupes en z. Les canaux
vert et rouge ont été découplés pour visualiser leontribution des deux marqueurs fluorescents. —B-aupe

en (x,y).

Cette derniére observation suggeére que l'insuliaggsege lors de son incorporation dans le

film, mais nous ne pouvons pas exclure que ce®ggtg soient déja présents dans la solution
agueuse utilisée lors du chargement. En effetdline est trés peu soluble dans I'eau a son
point isoélectrique et il se trouve que ces expéras de chargement ont été effectuées a pH

4.3, soit & un pH a peine inférieur d’'une unité &dleur du point isolélectrique.

Il serait alors intéressant d’étudier la cinétigleechargement d’un film en faisant varier le
pH.
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b - Immersion de films (PDADMAC-PAA)3, dans une solution d’insuline-FITC a pH 8.3

Afin de voir si l'insuline s’'incorpore de la mémacgbn dans un film (PDADMAC-PAA)
lorsqu’elle est chargée négativement, nous avaasééles mémes séries d’expériences que
celles présentées précedemment, mais en immergetiatfois, le film pendant 2h, 14h et

24h dans une solution d’insuline-FITC a 1mg/mL pt&8.3.

Nous observons alors, d’une fagon générale, le n@ammgportement du film, quel que soit le

temps de trempage. Tous les films présentent uaissur irréguliere variant de 1 a 5um
pour les témoins ou les films immergés pendanteRlle 1 a 7um pour les films immergés
pendant 14h ou 24h. L’incorporation de I'insuling-E est tres faible et semble se concentrer

préférentiellement au niveau des interfaces filmévet film/eaufigure 5.12).

| ERTIT Y

B-dosim, 900®

B T

4 otd

Figure 5.12 : Image de microscopie confocale a bgkge laser montrant I'évolution d’un film PAH-Rho-
PSS-PDADMAC-PSS-(PDADMAC-PAA), aprés immersion pendant 24h dans de linsuline-FIT a
pH=8.3. J représente I'image réalisée le jour ou le film estorti du bain d’insuline. Jy+x est I'image prise x
jours aprés I'immersion. Les canaux vert et rouge ot été découplés sur les parties supérieures de chee
image pour visualiser la contribution des deux margeurs fluorescents.

Ainsi, l'insuline ne s’incorpore que faiblement daim film (PDADMAC-PAA), lorsqu’elle
est chargée négativement (son point isoélectriiede 5.4) et ce méme pour une durée
d'immersion de 24h. Nous avons alors voulu savidie profil de la cinétique de chargement
observé pour des films de 30 paires de couches awesolution d’'insuline a pH 4.5, était

verifié pour un film significativement plus épais.

c- Immersion de films (PDADMAC-PAA)g dans une solution d’insuline-FITC a pH 4.3

Le méme type d’expériences a été effectué avedildes (PDADMAC-PAA)g , construits

de facon automatisée, avec des durées dimmerser8 dnin dans les solutions de

124



PDADMAC et de PAA. A I'eeil nu, ce type de film semaporte comme un gel qui s’écoule
progressivement sur son support selon l'inclinaidenla lamelle support par rapport a la
verticale. L'épaisseur de ces films avoisine lesn2ma I'état hydraté. En microscopie
confocale a balayage laser, cette épaisseur esblaret seules les zones d'épaisseur
inférieure a la résolution en z du microscope (e2edire inférieures a 200um) sont

imageablesfigure 5.13.3.

Si I'on trempe ce film pendant 2h dans l'insulin€FE a pH 4.3, on peut observer (dans les
zones d'épaisseur inférieure a 200um) un remplésgatal du film avec une tendance a

montrer une pellicule plus marquée a l'interfat®/fau {igure 5.13.H).

Aprées 14 h d’immersion, il apparait des inclusigpiériques a l'intérieur du film, et aprés

24h d’incubation dans la solution d’insuline, lénfis’est partiellement décomposé. Des

débris de film contenant de l'insuline-FITC sonsibbles a la surface de la lame de verre
(figures 5.13.c et Jl

Figure 5.13: Image par microscopie confocale a kmfage laser d'un film PAH-Rho-PSS-PDADMAC-
PSS-(PDADMAC-PAA),, ;-a- témoin ; -b- aprés immersion pendant 2h danane solution d’insuline-FITC
pH 4.3 ; -c- apreés 14h d'immersion ; -d- apres 24Hd'immersion.

Cette expérience suggere que pour un film tréssg@mres un gonflement initial d0 a

l'incorporation d’insuline, le film gonfle et finipar se décomposer. Cette décomposition est
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certainement liée a une entrée d'eau due a unérglifite de pression osmotique entre le film
et la solution aqueuse. Le méme type de comportemété observé pour des films (PLL-
HA)n (HA représente I'acide hyaluronique et PLL la pbHysine) lors de leur immersion
dans une solution de chlorure de sodium de corat@nirplus élevée que celle utilisée lors de

la construction du film (Mjahed et al., article saig pour publication).

Conclusion

L’analyse de la cinétique de chargement des filRBADMAC-PAA)3o par l'insuline-FITC
(diluée dans I'eau & 1mg/mL et a pH=4.3), montreli@rgement progressif du film a partir
de l'interface film/solution. La cinétique de diffion semble se faire en deux étapes : tout
d’abord il se produit un chargement intense du filifinterface film/eau, puis des particules
envahissent progressivement et discretement leddns sa totalité avant que le chargement
ne s’intensifie progressivement dans la totalitéfite entre 14 et 24h d'immersion. Ce
phénomene s’accompagne d’'un gonflement du film(4d2 + 0.5) um pour le film témoin a
(5.7 £ 0.5) um pour le film immergé pendant 24hg. hénomeéne de gonflement corrobore
les observations faites en AFM et en microscopéetédnique a balayage. Par conséquent,
notons qu’un tel film est ainsi capable de se olaem insuline lorsque cette molécule est
chargée positivement. Par contre, lorsque l'insukn diluée a 1mg/mL et a pH 8.3, donc
chargée négativement, les observations de micrascomfocale a balayage laser montrent
peu d’'incorporation de I'insuline dans le film, main signal de fluorescence plus intense aux
interfaces. Etant donné que dans nos expérieneesjetniére couche des films de
polyélectrolytes était toujours du PAA chargé niégabent, nos résultats corroborent ceux de
Salloum et Schlenoff. (2004). En effet, ces autex@iquent l'incorporation de différentes
protéines dans des films multicouches de poly@bdtes par I'effet de la charge de la
derniere couche de polyélectrolyte adsorbée stitnhe lls concluent ainsi que lorsqu’une
protéine dont la charge globale est de méme sigadegdernier polyélectrolyte adsorbé sur le
film, celle-ci s’adsorbe a la surface, alors qusdoe la derniére couche adsorbée est de signe

opposée a la charge globale de la protéine, cefiéacorpore a I'intérieur du film.

Il nous a paru alors intéressant de détermineptecentration moyenne en insuline dans les
films (PDADMAC-PAA)3,. Malheureusement, la forte intensité du signallaierescence de

l'insuline-FITC incorporée dans les fiims a pH 4r% permet pas un dosage direct par

microscopie confocale. En effet le dosage reposastomparaison du signal de fluorescence
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du film avec celui de solutions d’insuline-FITC dencentrations variables. Le signal di au
film étant beaucoup plus intense que celui de latism d’insuline-FITC la plus concentrée,
nous serions donc obligés d’extrapoler la courbétatbnnage pour déterminer la
concentration dans le film. Une telle procéduresnjgas permise en raison d’une saturation

éventuelle du détecteur.

Nous nous sommes alors tournés vers la spectrestdpivisible en nous basant sur le fait
que linsuline contient une tyrosine dans sa stmgctprimaire. Elle absorbe donc le
rayonnement UV a une longueur d'onde aux enviroas280nm, tandis que le film
(PDADMAC-PAA), ne présente qu’un fond continu dans ce domainge lirouve que ces
expériences ont toujours confirmé que de l'insubhiecorpore dans les films multicouches,
mais les résultats ont été trés peu reproductifmlessimple au double d’'une expérience a
l'autre). Il est possible que ce manque de repridoilitd soit lié au séchage du film a I'étuve,
entre la fin de I'immersion dans la solution d’'isa et la mesure spectroscopique. Ce
séchage s’est hélas avéré nécessaire en raisanflengent du film. Nous n’insisterons donc
pas d’avantage sur ces mesures. Nous envisageotssde l'insuline par une méthode de
dosage spécifique des protéines, la méthode defddadaprés dissolution du film
(PDAMAC-PAA),. Cette dissolution peut étre induite par une augation du taux de sel de

la solution mise en contact avec le film.

Apres avoir caractérisé la cinétique de chargendest films avec de l'insuline, il nous a
semblé nécessaire d’étudier sa cinétique de libéran présence d’'une solution aqueuse

dépourvue d'insuline.

5.2.2 Cinétique de libération
a - Observations en microscopie confocale a balayataser

Afin de suivre la cinétique d’incorporation de Buline, les fiims (PDADMAC-PAAY
immergés dans une solution d’insuline a pH 4.3 ,&bétconservés dans I'eau et imagés le jour
de leur chargement, mais aussi le lendemain, S jeut2 jours apres.

Une tendance générale se dessine pour tous lesdtimiés. Les figures 5.14 a 5.17 résument
ces expériences. En effet, les films chargés enlimesFITC montrent le jour de leur

chargement, une incorporation d’insuline principg@t dans une frange a linterface
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film/eau. Des le lendemain, 5 jours et 12 jourseapmous voyons une diminution de
l'intensité de fluorescence et une répartition weu pplus intense dans les zones aux

interfaces : I'une vers l'interface film/eau etdtee vers l'interface film/lamelle de verre.

Par ailleurs, remarquons que si I'on retire le aggant (c’'est-a-dire I'eau), et qu'on le
remplace par une solution de NaCl 0.15M, on obsgueele film gonfle de facon irréguliere

(données non représentées).

Pour déterminer si de l'insuline sortait ou restaihfinée a I'intérieur des films, nous avons

utilisé la spectroscopie infra rouge a réflexiamales atténuées.
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Evolution d’une lamelle témoin : PAH-Rho-PSS-PDADRIA’SS-(PDADMAC-PAA)y
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Figure 5.14 : Observation par microscopie confocala balayage laser de I'évolution d’'un film témoin dns
I'eau. Jyest le jour de la premiére observation du film ; g+x représente I'observation du film faite a § + x
jours.

Evolution d’un film PAH-Rho-PSS-PDADMAC-PSS-(PDADMAPAA)3q, apres 2h
d’'immersion dans l'insuline-FITC
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Figure 5.15 :Observation par microscopie confocal@ balayage laser de I'évolution d'un film ayant été
immergé pendant 2h dans une solution d’'insuline-FIT (1mg/mL a pH 4.3), puis conservé dans I'eaugyJ
est le jour de la premiere observation du film (jou ou le film est sorti de la solution d’'insuline) ; Jo+x
représente I'observation du film faite a § + x jours.
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Evolution d’un film PAH-Rho-PSS-PDADMAC-PSS-(PDADMAPAA)3,, apres 14h

d'immersion dans l'insuline-FITC
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Figure 5.16 :Observation par microscopie confocal@ balayage laser de I'évolution d’un film ayant été
immergé pendant 14h dans I'insuline-FITC a pH 4.3puis conservé dans I'eau.qkst le jour de la premiére
observation du film (jour ou le film est sorti de h solution d’insuline) ; Jy+x représente I'observation du
film faite & Jo + X jours.

Evolution d’un film PAH-Rho-PSS-PDADMAC-PSS-(PDADMAPAA)z0, aprés 24h

d'immersion dans l'insuline-FITC
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Figure 5.17 : Observation par microscopie confocala balayage laser de I'évolution d’'un film ayant é&
immergé pendant 24h dans I'insuline-FITC a pH 4.3puis conservé dans I'eau.qkst le jour de la premiére
observation du film (jour ou le film est sorti de & solution d'insuline) ; Jy+x représente I'observation du
film faite a Jo + x jours.
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b — Caractérisation par spectroscopie infra rougere mode réflexions totales atténuées

La spectroscopie infra rouge a transformée de Epem mode réflexions totales atténuées
nous a permis d’étudier la cinétique de libératten I'insuline incorporée dans les films
(PDADMAC-PAA), a pH 4.3, en présence d’'une solution aqueuse dép@ufinsuline..En
effet, par cette méthode de caractérisation lor§guedépose sur le cristal de ZnSe un film
significativement plus épais que la profondeur daration de 'onde évanescente, on ne
mesure plus la contribution des molécules qui@avent dans la solution aqueuse. De ce fait
si de I'insuline sort de ce film, l'intensité de kmnde amide | (entre 1600 et 1700™$m
diminue. Si 'on compare alors l'intensité transens travers toute la longueur du cristal a
linstantt par rapport a l'intensité transmise a t = 0, ggfird la fin de la phase de chargement
du film, on voit apparaitre une bande négativeesi mholécules initialement présentes dans le

film sont libérées.

En présence d’eau distillée, nous avons remargiienguavait pas de libération détectable
d’'insuline (données non représentées). En revaenhprésence d'une solution de NaCl a
0,15M et a un pH proche de 6, la bande amide Irdimprogressivement dans le temps, sans
gue les bandes caractéristiqgues dues au film (PDADNPAA);5, notamment celles dues aux
groupements —COOH et —CO®e subissent une diminution Cela signifie queildaration
lente d’insuline se produit sans décompositioniative de la matrice du film multicouche.
Nous avons cependant observé, a l'aide de mesulpsométriques, que ces film
(PDADMAC-PAA), ,construits dans I'eau distillée, se décomposai@nidement lorsque le

taux de sel de la solution mise en contact avéibriedépasse 0.5 M.

La figure 5.18 représente les spectres infra ralige film (PDADMACPAA);5s chargé en
insuline, placé dans une solution NaCl a 0,15M. §pextres sont recueillis a différents temps
successifs et montrent une libération lente etnesxjve d’'insuline dans la solution aqueuse.
Le spectre semble ne plus évoluer au-dela de l12@se
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Figure 5.18 : Suivi de l'intensité de la bande arde | (1600-1700 cm), de la bande amide Il (1500-1400
cm?) de linsuline incorporée au sein d’un film (PDADMAC-PAA)4, lors de la mise en contact du film
avec une solution aqueuse de chlorure de sodium &lB M. L’encart montre les temps au bout desquels
l'acquisition des spectres a été effectuée= 0 correspondant au début de la circulation de Iazolution de
NaCl & 0.15 M.

Ces expériences montrent que la méthode de cheoixqantifier la libération semble donc
étre la spectroscopie infra-rouge. Néanmoins eeéthode est fastidieuse du fait que le film
doit étre déposé sur le cristal de ZnSe par undadétnon automatisée. Beaucoup d’efforts
théoriques devront étre investis aussi sur l'imé&igtion quantitative de ces spectres : le but
étant de relier la diminution de lintensité desntbes amides a une diminution de
concentration protéique au sein du film. Ce traeatl rendu difficile par le fait que la loi de
Beer-Lambert reliant I'absorbance a la concentnati@lable en mode transmission, ne I'est
plus dans une configuration de réflexions totaleénaées. Cela tient a la nature d’onde

évanescente du signal qui pénetre dans le film.

Méme s'il reste beaucoup de travail a faire pouruxi comprendre le mécanisme
d’incorporation d’insuline dans les films (PDADMARAA),, il nous a semblé intéressant de
voir si cette observation était propre au systeorssicléré, ou si elle pouvait se généraliser a

des films comprenant d’autres combinaisons de pexj®lytes.
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5.3 Etude de l'incorporation d’insuline dans d’autres systemes de films

multicouches de polyélectrolytes

5.3.1 Le systéeme (PLL-HA)o

La premiére expérience complémentaire a consistéetire en contact des films PLL-HA
pendant 14h avec de l'insuline-FITC. Ces films (FHA), sont capables d’incorporer de
fortes concentrations de taxol (Vodouhé et al. 2006est donc intéressant d’étudier leur

chargement par une molécule de masse molécularebep plus élevée, l'insuline.

Le protocole de construction de ces films est ideleta celui de la réalisation des films PAH-
Rho-PSS-PAH-PSS-(PDADMAC-PAA), si ce n'est que sedutions de HA et de PLL
contiennent 0.15 M en NaCl. La lamelle témoin memwmfue le film mesure environ (3:00.5)

um d’épaisseurfigure 5.19.9.

Trois autres lamelles sont immergées pendant 14k dae solution d’insuline-FITC diluée
dans I'eau a pH 4.3, puis rincées a I'eau et imag€es lamelles montrent toutes une frange
plus intense d’insuline-FITC dans les deux premimeigometres a I'interface film/eau. Dans
tout le reste du film, I'insuline-FITC incorporéapins concentrée, est mélangée a de la PAH-
Rho figures 5.19.b et & Cependant, la répartition de la fluorescencesdanfilm nous
montre que la PAH-Rho est exclue de l'interfacenfdau. En effet la PAH-Rho diffuse de

I'interface lamelle de verre/film vers l'intériede celui-ci.

Nous pouvons noter que les films chargés en inswdont plus épais (de 9 a 12um) que le
film témoin (environ 3 pm). Une fois encore, le idenent du film en insuline s’accompagne

d’'un gonflement de celui-ci.

Remarque : lors de cette expérience, nous ne dampas encore de portoirs spécifiques
pour la microscopie confocale, et les lamelles @t observées, « a I'envers », c’est-a-dire
retournées sur une lame, ce qui expliqgue que l'ensgit inversée par rapport aux images

des expériences précédentes (sur ces images leadgestrouve donc vers le bas).
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\-315m, 900"

Figure 5.19 : Images en microscopie confocale a bghge laser d’'un film PAH-Rho-PSS-PDADMAC-PSS-
(PLL-HA) 3o ; -a- témoin. -b- aprés immersion pendant 24h dansne solution d’insuline-FITC a pH=4.3. -
c- coupes en (x,y) vers le milieu de I'épaisseur dilm. Les indices 1, 2et 3 représentent respectiment les
canaux permettant de visualiser la fluorescence vi, la fluorescence rouge et les deux couleurs eréme
temps.

Cependant I'observation de ces trois films montresades cavités irrégulieres ne contenant

plus de polyélectrolytes marqués entre les deurzdécrites précédemmefig(re 5.20).

Figure 5.20 : Exemples d'images en microscopie carfale a balayage laser de deux zones du film PAH-
Rho-PSS-PDADMAC-PSS-(PLL-HA), aprés immersion pendant 14h dans une solution d'suline-FITC

a pH=4.3 . Une cavité irréguliére et sans fluoresnee apparait entre les deux strates du film. (Lesanaux
vert et rouge ont été découplés pour visualiser leontribution des deux marqueurs fluorescents).
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5.3.2 Le systeme (PDADMAC-PS%)

Les films (PDADMAC-PSS) construits en présence de NaCl 1M, ayant étéségilavec
succes dans nos expériences de microimpressiates fdms stratifiés, il était intéressant de

voir leur comportement face a une solution d’insedFITC diluée dans I'eau et a pH=4.3.

Notre expérience a consisté a construire des fiP#H-Rho-PSS-PDADMAC-PSS-
(PDADMAC-PSS),, puis comme dans les expériences précédentess dminerger pendant
2h, 14h et 24 h dans une solution d’insuline-FITC.

Les lamelles témoins ont été mises en contact laveaution d’insuline-FITC pendant 5 min,
puis rincées a l'eau juste avant I'observation eorascopie confocale. Les deux lames ont

montré un film d’épaisseur 4.05ufigre 5.21).

I=4.05pm .. 800"

Figure 5.21: Image en microscopie confocale a baiage laser d'un film témoin PAH-Rho-PSS-
PDADMAC-PSS-(PDADMAC-PSS)30, mis en contact pendari min avec une solution d’insuline-FITC.
Le film a été rincé juste avant la prise d'image.

Par contre, les deux films immergés pendant 2hs rmmi montré chacun un comportement
différent, ne permettant pas de conclure a ce stadée mode d’incorporation. En effet, la
premiére lame montrait un film fortement chargéresuline dans sa totalité avec diffusion de
la PAH-Rho alors que la deuxieme lame montrait Um fchargé en insuline-FITC

uniquement a l'interface film/eatiqure 5.22).

B-a0sym. s00- V=405 um, 90.0°

)= 4,05 i 20.0.2

A= anspum, aons.

Figure 5.22 : Images en microscopie confocale a bghge laser de deux films PAH-Rho-PSS-PDADMAC-
PSS-(PDADMAC-PSS), immergés pendant 2 h dans de I'insuline-FITC a pH.3. A gauche le film montre
un remplissage intense et homogene d’insuline-FITCA droite, seule l'interface film/eau a incorporé @
l'insuline. (Les canaux vert et rouge ont été décqlés pour visualiser la contribution des deux marqaurs
fluorescents).
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Il faut noter que les films trempés dans la sotutiinsuline pendant 2h présentent tous la
méme épaisseur que le film témoin, quelle quelagitofondeur d’incorporation de l'insuline

dans le film.

Les deux lames immergées pendant 14h dans lawsoldinsuline-FITC (a pH 4.3) ont
montré une frange de pénétration intense et épaissgérieur du film {igure 5.23). Aucun
gonflement du film n’a été observé. Seul un filmmergé pendant 24h a pu étre observé et a
montré un remplissage intense d’insuline-FITC dé#amstotalité du film, toujours sans

augmentation significative de son épaisseur.

I=405 um, 90.0° 1= 405 um, 900
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Figure 5.23 : Images en microscopie confocale a bghge laser de deux films PAH-Rho-PSS-PDADMAC-
PSS-(PDADMAC-PSS), immergés dans une solution d’insuline-FITC a pH 4. A gauche le film a été
immergé pendant 14h. A droite, le film a été immer§ pendant 24h. (Les canaux vert et rouge ont été
découplés dans les parties supérieures des imagesup visualiser la contribution des deux marqueurs
fluorescents).

Cette premiéere expérience ne nous permet pas @tuoemuant a la cinétique de chargement
d’un film (PDADMAC-PSS), avec de I'insuline-FITC a pH=4.3. Les premierautids sont
cependant tres encourageants car ils montrent guénduline dissoute dans de I'eau peut
diffuser dans un film (PDADMAC-PS&)construit en présence de NaCl 1M. De plus, ce type
de films se remplit de fagon homogéne et sans gomht, contrairement aux autres types

films étudiés.

Par conséquent, les expériences concernant lesnmmsttels que les films (PLL-HADu

(PDADMAC-PSS) mériteraient d’étre reproduites. Cependant, lestés apparaissant dans
les films (PLL-HA), évoquant un film capable de se séparer en dewsephpourraient déja
nous laisser penser que les films (PDADMAC-Rg3jourraient s'avérer étre de meilleurs
candidats pour le chargement en insuline. Ces faorst d’autant plus intéressants qu’ils

cumulent par ailleurs des propriétés de plastpgténettant leur microimpression.
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Ces résultats préliminaires montrent qu'il est gmesd’incorporer une protéine d’intérét
thérapeutique avéré, l'insuline, dans différentgety de films multicouches présentant un
régime de croissance exponentiel en fonction dubmende paires de couches déposées..
Méme si nous n‘avons pas réussi a quantifier laceomation en insuline dans le film, il
semble d’aprés nos observations qu'elle est cera@mt beaucoup plus élevée que la
concentration dans la solution utilisée pour chalgdéilm. Cette observation qualitative et la
généralité du concept, constituent une perspeetitieousiasmante qui mobilise d’ores et déja

un énorme effort de recherche au laboratoire.
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Conclusions et perspectives

Déposés a la surface de matériaux, les films nawitibes de polyélectrolytes constituent un
nouveau moyen de fonctionnaliser simplement I'fiaise entre ce matériau et le milieu

environnant. La quasi-totalité des interactionsndmatériau avec son environnement étant
une conséquence de la nature de sa surface, nagssnmmes intéressés a développer de

nouvelles fagcons de fonctionnaliser ces films sélois orientations différentes.

Dans la premiére partie de notre étuckeapitre 2) la fonctionnalisation a consisté a changer
la topographie de surface d’un film multicouche.dffet par une technique d’'impression par
compression nous avons réussi a transférer un mmoitfostructuré dans des films

multicouches de polyélectrolytes, a partir d'un pam en polydimethylsiloxane (PDMS).

Nous avons utilisé des films composés de 20 paieesouches PDADMAC/PSS, construits
par la méthode de nébulisation alternée et quieptést un régime de croissance
supralinéaire. Une contrainte de l'ordre de 1.4 MfRarcée sur nos échantillons, nous a
permis d’'imprimer des canaux longitudinaux paraelNous avons montré que ces films
imprimés gardaient non seulement leur morphologiecaurs du temps (jusqu'a 9 mois,

guand ils sont conservés a sec), mais aussi leerdiion (notamment la profondeur des
canaux). De plus, lorsque I'on soumet le film a sakition de force ionique inférieure a celle
utilisée lors de sa construction et imitant larstdi des fluides biologiques (0,15 M en NacCl
au lieu de 1 M), la profondeur des canaux obteeate inchangée. Seule une faible perte

d’eau se produit, ce qui explique la grande st&biles canaux imprimés.

Dans une deuxiéme partieh@pitre 3) nous avons montré qu’il était possible de consgrui
des films fins hybrides fonctionnalisés avec desoparticules de Ti@ En effet, nous avons
tout d’abord construit des films (PEI-TiBisLaa)'épaisseur contrdlée par la méthode simple
de dépbts réactifs couche-par-couche (soit par lis@bon soit par immersion). La
microscopie électronique a transmission (MET) &l&la présence d’inclusions inorganiques
distribuées de facon homogene a la surface delees fa diffraction des rayons X a montré
gue les films contiennent une phase cristallin@i@® . Il est fort probable que le polymorphe
obtenu soit I'anatase plutét que le rutile, phasetalline la plus stable du T¥ODe plus, la

mesure de I'absorbance des films (PEI-TiBiska&)=242 nm, en fonction du nombre de
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paires de couches déposées, montre qu’un film cemapt n= 30 paires de couches atténue

l'intensité de la lumiére UV transmise de deux esdde grandeur.

Le but de la seconde étude chapitre 3 a été de montrer que I'on peut construire dessfilm
stratifiés et fonctionnalisés par du Tién surface, en utilisant la méthode originale épéd
par nébulisation réactive couche-par-couche (LBIgus avons donc structuré I'architecture
d'un film en créant deux compartiments. Le compaetit inférieur était de méme
composition que les films utilisés dans nos expées d’'impression, (PDADMAC-PSS)
déposés en présence de NaCl a 1M (film a croissaxpenentielle). La spectroscopie UV-
visible et l'ellipsométrie nous ont permis de comir qu’il était possible de construire un
film stratifié, en superposant a la premiere stdge(PDADMAC-PSS) un compartiment
supérieur de (PDADMAC-TIi@, a croissance linéaire. Nous avons démontré gse le
nanoparticules de dioxyde de titane restaient ntaj@ment concentrées dans la strate
supérieure de (PDADMAC-TIig), et que la couche superficielle riche en Fi@odifiait les

propriétés de surface du film qui acquiert des ciégs de super hydrophilie photoinduite.

En outre, des premieres expériences d’'impressiorc@apression révelent qu’il est aussi

possible de transférer des motifs microstructuegsdaes films stratifiés.

La troisieme partie de notre travail a consistéu@iér le chargement de certains de ces films
a croissance exponentielle, réservoirs potentielmmddicaments. Nous avons pu charger des
films de natures différentes, avec une moléculdobique de grand intérét thérapeutique,
Iinsuline, simplement en les plongeant dans ureti®em agueuse contenant ce polypeptide.
Nous avons ainsi montré que trois sortes de filles,films (PDADMAC-PAA),, (PLL-
HA)3p et (PDADMAC-PSS), pouvaient incorporer des molécules d’insuline&id un pH

de 4,3 (inférieur au pH isoélectrique de cette gn&). La microscopie électronique a
balayage en mode environnemental ainsi que la stome confocale effectuées sur des
films (PDADMAC-PAA);3, ont révélé que ces films augmentaient en épaidsesirde la
diffusion du polypeptide dans leur structure. Naw®ns observé que linsuline diffusait
d’abord en se concentrant dans la partie supércrufim (aprés 2h et 14h d'immersion dans
la solution protéique), puis dans la totalité donf{au bout de 24h). L’augmentation du pH de
la solution d’'insuline a 8.3 (pH supérieur au pasuélectrique de la protéine), a contrario,

n’était pas favorable au chargement du film. Nowusna fourni une tentative d’explication a
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ce phénomeéne en comparant nos résultats a ceurusbpar le groupe du professeur J.B.
Schlenoft.

La spectroscopie infra rouge a transformée de ED(WTR-FTIR) nous a permis de montrer
gu’un film (PDADMAC-PAA);5 chargé en insuline ne libérait pas cette molécoléme

apres plusieurs jours d'immersion dans de I'eatilldis. Par contre, une libération lente de ce
polypeptide a été observée en présence d’'une@oldé NaCl 0.15M (salinité proche de celle
du sérum physiologique). Ce systéme ouvre des @etigps dans la recherche d’une nouvelle

voie de délivrance de ce médicament.

Les perspectives de ce travail sont centrées shiolagie et les applications biomédicales.
Ainsi, les films multicouches de polyélectrolyteemportant des motifs microstructurés
stables pourraient étre utilisés pour guider lassance cellulaire, ou servir de substrats dans

des dispositifs de microfluidique.

En ce qui concerne les films stratifiés, le compenht inférieur hautement hydraté peut
servir de réservoir de drogues. La strate supeliicriche en nanoparticules de pi@ourrait
jouer le role de barriere ou simplement d’interfapportant les propriétés de surface propres
a ses composants. En effet, le dioxyde de titaheresnatériau tres intéressant car reconnu
pour étre biocompatible, et pour ses propriétésébaaes en I'exposant pendant quelques
minutes a un rayonnement ultra-violet de fréqueswgerieure a la fréquence seuil. De plus,
ce matériau est un semi-conducteur capable d'atdhntensité de la lumiére UV transmise
a travers un film contenant des nanoparticules de ntatériau. Ces observations
expérimentales montrent que les films (PEI-JiQoourraient servir de recouvrement tant

pour leur propriétés bactéricides que pour leuaca a filtrer les rayons UV.

Enfin, la possibilité de charger simplement desidilen insuline en solution aqueuse et de
pouvoir libérer cette hormone en solution salingyre des perspectives quant aux nouveaux

moyens de délivrance de ce médicament.

L'originalité de ce travail a été de montrer qléilait possible de combiner ces différentes
propriétés des films multicouches de polyélectesytEn effet, il ressort de cette étude qu’un
film (PDADMAC-PSS), peut étre imprime, ou chargé en insuline, ou reedul’une strate

(PDADMAC-TiOy),. Ces recherches ouvrent de nouvelles perspectiyggnt aux
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combinaisons possibles permettant de « multifono@diser » le revétement d'un

biomatériau.
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Résumé Les films multicouches de polyélectrolytes cdmstint un nouveau moyen de

changer la nature de linterface entre un matégauson environnement. Notre travail a

consisté a développer de nouvelles facons de starctes films selon trois orientatio
différentes.

Dans un premier temps, nous avons modifié la tapige de surface d’un film multicouche.

ns

Par une technigue d’impression par compression avoiss transféré un motif microstructuré
dans un film de (PDADMAC-PSg&) a partir d’'un tampon en polydimethylsiloxane. Les

canaux longitudinaux et paralléles que nous y awvmmsimés gardent leur morphologie
leur profondeur qu’ils soient conservés a sec ais dme solution de NaCl a 0.15M. Ces fil

et
ms

microstructurés pourraient servir a guider la aime cellulaire ou pour des applications en

microfluidique. Dans une deuxieme partie nous avomsstruit un film structuré en deux

compartiments et nous I'avons fonctionnalisé aves danoparticules de dioxyde de titane.
Les films stratifiées (PDADMAC-PS&)(PDADMAC-TIOy), ont été obtenus par la méthade
originale du dépdt réactif par nébulisation. Nosut@ats montrent que des films hybrides
riches en TiQ acquiérent des propriétés de superhydrophilie gihddite ainsi qu’'une

capacité a filtrer les rayons UV. Enfin, nous avehargé en insuline des films de natures

différentes a partir d’'une solution aqueuse conmtengette molécule biologique. Nos

expériences permettent d’envisager la délivranceedmédicament au contact d’'une solution

imitant la salinité des fluides biologiques.
Ces recherches ouvrent de nouvelles perspectiveant quaux possibilités d
« multifonctionnaliser » le revétement d’'un bionmte.

Mots clés: multicouches de polyélectrolytes, micro et nanmsurations, lithographie douc
impression par compression, nanoparticules, chazgédéchargement.

e

o

Summary. Polyelectrolyte multilayer films bring a new opperity to change the nature

interactions between a material and its environm@at study consisted in developping new

functionalizations of these films in three diffetr@spects.

At first we modified the surface topography of alttayer film. Through an embossing

technique we transferred a microstructured patietm a (PDADMAC-PSS) film from a
polydimethylsiloxane stamp. The parallel, lengtlevhannels we printed in it keep th
morphology and their depth when stored in the dayesor in a NaCl 0.15M solution. The
microstructured films might be used for cellulardgance or for microfluidic applications.

In a second part we built up a two-compartmentcstined film and functionnalized it wit
titane dioxide nanoparticles. The (PDADMAC-P&SPDADMAC-TIO,), stratified films

eir

were obtained by an original reactive spray depmsinethod. Our results showed that hylrid

films, enriched in TiQ display photoinduced superhydrophilicity and exh# property to

UV filtration. At last we loaded various kinds afniis with insulin from a aqueous solution

containing this biological molecule. Our experingeatlowed us to expect drug release i
solution mimicking biological fluids.

This study opens the route for easy and versatildtiomctionalization methods of

biomaterial coatings.

Key words: polyelectrolyte multilayers, micro and nanostwrations, soft lithograph
embossing, nanoparticles, loading/unloading.
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