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acide hyaluronique

poly(acide acrylique)
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Protéines et enzymes

GA
GOD
a-MSH
TNFa
BMP-2

glucoamylase
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a-mélanocortine
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13



Abréviations et symboles

Réactifs et solvants utilisés :

SDS
HCI
HEPES
Tris
FITC
Rho

sodium dodecyl sulfate
acide chlorhydrique
acide 4-(2-hydroxyéthyl) pipérazine éthantsique
tris(hydroxymeéthyl)aminométhane
isothiocyanate de fluorescéine

rhodamine succinimidylester

Appareils et techniques utilisés :

QCM
CLSM

Microbalance a cristal de quartz

Microscopie confocale a balayage laser

Variables physiques

fo
M
Mo

a
AD
Af

fréquence fondamentale du cristal de quartz

masse du cristal de quartz

masse du dépbt sur le cristal de quartz

angle d'incidence du faisceau lumineux

changement de la dissipation du cristal de quarta dnicrobalance
changement de fréquence de résonance du cristajudez de la
microbalance correspondant a I'harmoniquede la fréquence
fondamentalé; (Hz)

longueur d’onde de la lumiére (nm)

potentiel z&ta (mV) mesuré au niveau du plaoiskgllement d'une

14



Introduction Générale

Introduction Générale

Une simple coupe histologique révele que les tissolwgiques, comme par exemple la
peau ou le cartilage, sont hautement organisegatifiés. lls sont constitués de différents
types cellulaires, organisés de maniére adéquatedafremplir une fonction bien définie et
interagir avec leur matrice extracellulaire. Un adgectifs de I'ingénierie tissulaire est le
développement de substituts biologiques qui vostarger, maintenir ou améliorer la fonction
tissulaire. De maniere générale, I'ingénierie fisse implique l'utilisation de biomatériaux
tridimensionnels appelésseaffolds», capables de créer un environnement favorabke a |
prolifération, la différenciation et a la conseiwatdu phénotype cellulaire. Ainsi, pour leurs
diverses propriétes, les hydrogels semblent étsecdadidats potentiels dans le domaine de
I'ingénierie tissulaire comme scaffolds». Cependant, les méthodes développées jusqu’a nos
jours, ne permettent pas une distribution spapadeise des différents types cellulaires afin
de mimer l'architecture stratifiée du tissu a remapk. Actuellement, dessegaffolds» de
nouvelle génération sont en cours de développeraemonsistent en la réalisation de
matériaux bioactifs. L'activité biologique peut étrenférée au matériau en modifiant en
général ses propriétés surfacigues. Ceci a coadaimise au point de nouveaux procédés de
traitements des surfaces. Certains sont basésaslsoidption ou le couplage covalent de
molécules actives, d'autres sur les monocouchesasstmblées. Ces méthodes sont, en
général, difficiles a mettre en ceuvre et ne peugtrptadaptées a tous les types de surfaces ou
a toutes les géométries. Une autre voie de fonudilisation des biomatériaux basée sur le
concept de multicouches de polyélectrolytes a eteoduite plus récemment. Il s'agit de
recouvrir les matériaux par un film de polyélecgttes, en les exposant alternativement a des
solutions de polyanions et de polycations. Lesrauttons entre les polyélectrolytes sont
essentiellement d'origine électrostatique, mais d#eractions de type hydrogene ou
hydrophobe peuvent également jouer un réle. Degplus de 10 ans, I'Unité INSERM 977 a
Strasbourg a focalisé ses efforts sur le développéemt I'application de ce concept pour la
fonctionnalisation des biomatériaux. Ainsi, plusgetravaux ont démontré le potentiel des
films multicouches comme réservoirs de molécules particulier de principes actifs qui
conservent leurs activités biologiques. La fonat@lisation de ces films multicouches a déja
été réalisée par insertion de protéines, de peptielipopolysaccharides, d’oligonucléotides,

d’ADN ou encore de médicaments.
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Le travail de thése que jai effectué, porte surtulle physico-chimique de films
multicouches a base de polypeptides et de polysades en vue d’applications dans le
domaine des biomatériaux. Mon travail a compadis tvolets principaux :

> |l s'agissait, tout d’abord d’essayer d’'établieworrélation entre la complexation
des polyélectrolytes en solution et la constructi@s films multicouches pour
différents couples polycation/polyanion. Deux pagties ont été étudies, le
rapport f) du nombre de moles de monomeres cationiqueg sworhbre de moles
de monomeres anioniques et la concentration ejCghpitre 111)

» Drautre part, nous avons étudié le comportementildumulticouche PLL/HA
suite a 'augmentation ou a la diminution de lacéronique du surnageant. Nous
nous sommes également intéressés a la restruotudhtifilm multicouche suite a
divers chocs osmotiques. (Chapitre 1V)

> Enfin, dans la derniére partie de mon travailj pgterminé les conditions
physico-chimiques permettant la construction d'uilomatériau stratifié et
fonctionnalisé par alternance de films multicouchets de gels d’alginate.
(Chapitre V)

Le chapitre | sera consacré a l'état des travadestonnaissances rassemblés depuis
guelques années dans le domaine des multicouchssysdectrolytes. Le chapitre 1l donnera
une description des différentes techniques ut#idées de nos travaux, ainsi que toutes les
informations pertinentes sur les produits utilisgs cours de ces études. Enfin, dans la
conclusion générale, nous donnerons des perspecie/ee travail et, plus généralement, de

['utilisation des multicouches dans le domaineliematériaux.
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.1 Biomatériaux et ingénierie tissulaire

.1.1 Biomatériaux

La perte ou le disfonctionnement d’'un organe aundissu sont parmi les problemes de
santé publique les plus dévastateurs et coltewng@raand Vacanti, 1993). Les biomatériaux ont
etée développés pour préserver l'intégrité et lefawnde vie des personnes souffrant de
déficiences fonctionnelles ou victimes de blessorede brdlures.

Selon la définition retenue par la Conférence dgdeiété Européenne des Biomatériaux
a Chester en 1986, « les biomatériaux sont desrisaténon vivants, utilisés dans un appareil
médical, et congus pour interagir avec des systehie®giques, qu'ils participent a la
constitution d’un dispositif a visée diagnostiqueacelle d’'un substitut de tissu ou d’organe ou
encore a celle d’'un dispositif de suppléance (oasslstance) fonctionnelle ». Depuis les
dispositifs médicaux a usage unique jusqu’aux @s#bl implantées a demeure, une grande
variété de produits impliquent l'utilisation de biatériaux. Les biomatériaux ne se définissent
pas par une nature particuliere mais par l'usaggieuls sont destinés. Ils regroupent aussi bien
des matériaux issus du génie de 'homme (métalirgat métalliques, céramiques, matieres
plastiques) que des matériaux d'origine naturetielldgene et cellulose), mais aussi des
matériaux d’'un nouveau type associant un des raatéprécités a une matrice biologique.

Lors de l'implantation d’un biomatériau, il est iomant de contréler 'adhésion protéique
et l'adhésion cellulaire afin de palier aux événetaenéfastes tels que des réactions
inflammatoires chroniques, les réactions allergigues infections bactériennes, ou encore les
thromboses dans le cas des implants vasculairesréaction inflammatoire chronique se traduit
par une nécrose nécessitant la dépose de l'imdlastefforts de la recherche actuelle dans le
domaine des biomatériaux consistent, dans un preengs, a élaborer des composés possédant
des propriétés mécaniques et structurales adapiédsur future fonction. Ensuite, les
biomatériaux développés doivent interagir de fagctive avec le milieu ¥ivant» environnant
tel que les tissus avoisinants le site d'implaotatiu matériau. Des réponses controlées sont
recherchées a partir du biomatériau pour minim&gréactions vis-a-vis de ce corps étranger, et
moduler l'activation des cellules du systeme imrtairé (Ratner, 1996; Ratner and Bryant,
2004). Ces nouveaux biomatériaux développés sont aonstitués de composés bioactifs

capables d’interagir avec les cellules et d’'induine réponse spécifique des tissus environnant.
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Une des caractéristiques indispensable des bioiaatéest leur biocompatibilité et leur
inertie lors de leur intégration dans le corps humegéci afin d’éviter les phénomeénes de rejet.
Une évolution récente est I'élaboration de compesés biodégradables. De tels composés sont
destinés a des applications thérapeutiques néamisaite présence limitée dans le temps comme
les stents biorésorbables (Zilberman and Eberh@@6)Y les fils de suture synthétiques
résorbables tels que Micryl® rapide ou leDexorf, les membranes biodégradables pour la
cicatrisation des plaies (Christian Jirgens andl€5e2006), ou encore les éponges pour la
régénération du tissu osseux (Freedl, 1993; Ishaugt al, 1997).

Cependant, les limitations inhérentes a I'emplos déomatériaux (détérioration a long
terme des propriétés structurales et des interfaddfscultés a trouver des substituts pour
remplacer certains types tissulaires) ont entri@ndéveloppement de I'ingénierie tissulaire qui
s’efforce de reproduire les principales propriéiés tissus et de contréler leur comportement

dans le temps.

[.1.2 Ingénierie tissulaire

L'ingénierie tissulaire, au carrefour des sciertievivant et des sciences de l'ingénieur, a
pour but de remplacer, maintenir ou améliorer fecfmn de tissus humains (Langer and Vacanti,
1993), grace a des substituts tissulaires incldastéléments vivants. Il s'agit donc d'élaborer des
tissus artificiels, en faisant appel aux culturescdllules (cellules différenciées, ou plus souvent
cellules souches de la moelle osseuse), a des fgiome (matériaux poreux a architecture
contrdlée, mais également ciments), a des factlucsoissance (comme lbene morphogenetic
proteing, aux protéines intervenant dans l'adhésion eatkil(telles que la fibronectine, ou les
séquences reconnues par les sous unités d'intggrinencore a la thérapie génique des cellules
(notamment en utilisant des cellules-souches teatésfs). Leur association est un biomatériau
hybride (Fig. 1.1). En outre, la voie de I'ingémgetissulaire présente I'avantage de s’affranchir
des problemes comme le manque de donneurs etjleerde transmission virale. Les applications
sont nombreuses et recouvrent la reconstitutiosidien de la peau (MacNeil, 2007), du foie
(Bhandariet al, 2001), de la cornée (Het al, 2005; Rimmeret al, 2007), mais également
d'appareil locomoteur (Hardouet al, 2000; MaclIntostet al, 2008; Tuliet al, 2003). Plusieurs
de ces tissus sont déja en cours d’applicationqcien(greffe de la peau (Eaglstein and Falanga,
1997), du cartilage et de I'os (Robeegtsal, 2008). Cette approche thérapeutique est actuetem
considérée comme innovante en médecine régénéaatived des deux principales thérapies que
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sont la transplantation d’organes et la chirurgahetique (Lavik and Langer, 2004; Vacanti and
Langer, 1999).

Biomatériaux

Tissu
hybride
Facteurs de

Cellules croissance

Figure 1.1 : Le concept d’ingénierie tissulaire. L'ingénieriedillaire est basée sur le triptyque
cellules/biomatériaux/facteurs biologiques danbuede générer un tissu hybride. (Mercesatn
al., 2008)

L'ingénierie tissulaire implique en général I'usitition des scaffolds, littéralement

échafaudage en anglais, qui sont des architectopgsstiquées tridimensionnelles, formant des

motifs précis. Un scaffold» doit satisfaire aux criteres suivants (HutmacB01): (1) il doit

étre hautement poreux avec des pores interconnecfggsentant une taille appropriée afin de
favoriser l'intégration et la vascularisation duumeau tissu, la diffusion des nutriments et
I'évacuation des déchets, (2) il doit étre constaupartir de matériaux biocompatibles et dont la
biodégradabilité est controlée, (3) il doit faverid’adhésion, prolifération et la différentiation
cellulaire, (4) il doit assurer a la fois le réle support mécanique lors de la transplantatioe et |
réle de trame temporaire mimant la matrice exttalzete des cellules afin de guider la
reconstruction tissulaire, (5) il ne doit pas imduiine réponse inflammatoire, et (6) il doit étre
facilement modulable en forme et en taille. Lescaffolds» peuvent étre fabriqués a partir de
matériaux inorganiques (Hench and Polak, 2002) cerfenphosphate de calcium (LeGeros,
2002), utilisé dans la régénération des tissus mnaisés (le tissu osseux), ou de matériaux
organiques comme les polymeéres naturels ou syqthegti(Drury and Mooney, 2003; Stahal,
2003). Parmi les polyméres naturels utilisés dangéhierie tissulaire, les hydrogels a base de
biopolymeéres, comme l'alginate (Fig. 1.2) et letaban sont particuliérement attractifs. En effet,
ils présentent une structure proche de celle degamlécules composant les tissus humains
(Falcone et al, 2006; Lee and Mooney, 2001), une faible cytotib&jc une bonne

biocompatibilité et un codt relativement bas.
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2 -

500 nm

Figure 1.2. : Microphotographie réalisée par microscopie éledtjom a balayage d’'une section
verticale d’'un gel d’alginate (scaffolddite internet : http://home.phys.ntnu.no

[.1.3 Les hydrogels dans l'ingénierie tissulaire

Les hydrogels sont des polymeres tres hydratés, @@%ur masse est constituée d’eau
(Drury and Mooney, 2003). Leur principale caradtigue est leur capacité a gonfler en présence
d’eau. lls sont composés de chaines polymériquésplgiles pouvant étre soit synthétiques soit
naturelles. Les hydrogels synthétiques incluene: doly(alcool vinylique) (PVA), Le
poly(oxyéthyléne) (PEO) et le poly(acide acryligu®AA). Les hydrogels naturels sont
habituellement des biopolyméres, tels que l'algind¢ collagene, la gélatine, la fibrine, la
chitosan, l'agarose et I'acide hyaluronique (Lea& aMooney, 2001). Suivant la nature des
pontages mis en jeu dans le réseau, il est posbtbstinguer les hydrogels «chimiques» et les
hydrogels «physiques» (Hoffman, 2001; Hoffman, 20@ans les hydrogels chimiques, des
liaisons covalentes assurent la cohésion du gééquilibre de gonflement est, en grande partie,
relié au taux de réticulation. Les hydrogels «ptpyss» présentent, quant a eux, des pontages
ioniques, des interactions de type Van der Walldegiinteractions électrostatiques.

Les hydrogels doivent répondre aux criteres citésgdemment pour étre utilisés en tant
qgue «scaffold» dans l'ingénierie tissulaire. De plus, le mésare de gélation doit étre pris en
compte. La réticulation a l'aide de contre-ions tinalents est une méthode simple pour obtenir
des gels. Cependant, ces contre-ions peuvent sigehavec d’autres molécules ioniques dans
un environnement aqueux, conduisant a une détédordes propriétés initiales de I'hydrogel

(LeRouxet al, 1999). La formation de gel basée sur des liaisonalente peut provoquer, quant
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a elle, une cytotoxicité provenant de la moléceéticulation mais également rendre le gel non

biodégradable, aspect défavorable pour I'ingéntisgilaire (Lee and Mooney, 2001).

I.1.4 Hydrogel d’alginate

[.1.4.1 Alginate de sodium

Les alginates représentent I'ensemble des polyasdes appartenant a la famille des
copolymeres constitués des résidus de I'acide Daomamique et de I'acide L-guluronique, dans
des proportions et des arrangements séquentieléretifs. L’alginate de sodium est un
polysaccharide linéaire, polyanionique, natureltrak des algues brunes (Fig. 1.3). Au niveau
industriel, il est essentiellement issu de certaemgmeces d'algues bruneBlacrocystis pyrifera
aux Etats-UnisLaminaria digitatg Laminaria hyperboreau encoreAscophyllum nodosumen
Europe. L'alginate est le polysaccharide le plusnalant de ces organismes, constituant plus de

40% de leur poids sec.

A mmmara i

Figure 1.3: De gauche a droite : Macrocystis pyrifera (a), Lrzaica hyperborea (b) et
Laminaria digitaria (c). (Illustrations : sitesénhet oceanlight, lebrusc, sb-roscoff)

Des bactéries telles que la bactérie aérobie foeat’azoteAzotobacter vinelandiet la
bactérie pathogene opportunig®seudomonas aeruginogaoduisent également de Il'alginate.
Cependant, seules les bactéAewvinelandiiproduisent des alginates présentant des struaderes
type copolyméres en blocs. Généralement, le prix'alginate issu des algues brunes est
inférieur a celui d’'origine bactérienne mais laguotion du premier est soumise aux conditions
climatiques et a la pollution, c’est pourquoi larouercialisation d’alginate bactérien issiAd’
vinelandii se développe (Sauda al, 2002). Par ailleurs, certaines applications reeuit une
parfaite maitrise de la structure de la chainemeéhg, qui a été rendue possible par les récents

progrés en génomique sur les bactéeginelandii (Ertesvag and Valla, 1998)
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L’alginate de sodium est utilisé comme gélifiant wacosifiant dans un large domaine
d’applications industrielles. L’alginate est égaémutilisé dans l'industrie agroalimentaire. |l

est frequemment employé pour I'encapsulation disles ou des enzymes.

[.1.4.2 Composition chimique de I'alginate

L’acide alginique est un polysaccharide constiteéddux unités acides uroniques (Haug
and Larsen, 1962; Hawgg al, 1967; Martinseret al, 1989) : I'acide D-mannuronique (M) et son
épimere en C5, I'acide L-guluronique (G) liés pas diaisons glycosidiqug®-(1-4) eta-(1-4),

selon un enchainement régulier de trois types aesk{Ertesvag and Valla, 1998) (Fig. 1.4 a) :

a- coor
HO i HO il
p-o-mannuronate (M) a-L-guluronate (G)
b-
QOC OH GOC, HO 00C
" G s A Yon
oM 00OC wo
OH 0CC OH
G G M M G
C_
MMMMGM GGGGGM GM GGGGGGGGMMGM GM GGM
. e NN e e e e e ™ s
M-block G-block G-block MG-block

Figure 1.4: a) monomeéres mannuronate M et guluronate G ; by-guauronate GG et
polymannuronate MM; c) exemple d'enchainement d@sshGG, blocs MM ou blocs alternés
MG dans une chaine d'alginate (Dragieal, 2002).

N des blocs homopolyméres de résidus d’acide maniguepnotés —M-M-M-
N des blocs homopolyméres de résidus d’acide gulguennotés —G-G-G-
N des blocs de résidus d’acides mannuronique etauibywe, notés —M-G-M-G-
Il a été montré que les propriétés physiques dgifiate dépendent de la proportion relative
des 3 types de bloc (Smidsretl al, 1973). La présence et la teneur en unités uresigont
déterminées par l'origine des algues dont 'algnest extrait (Saudet al, 2002). Le ratio M/G

peut étre modifié par un traitement a [I'épimérasklaug and Larsen, 1971).
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Comme le montre la figure 1.4 b et c, il existe dé@rences structurales importantes entre
les différents types de blocs. Les blocs -M-G- desitplus flexibles et les plus solubles pour des

valeurs faibles comparés aux deux autres typesods (Emidsrocet al, 1973).

1.1.4.3 Formation du gel d’alginate et ses propriétéphysiques

L’alginate est un polysaccharide chargé négativémayant la capacité de former un
hydrogel en présence de cations divalents ou émal Cette méthode de gélification, dite
ionotropique, met en jeu des interactions entre dearges des cations et les fonctions
carboxylates portées par les monomeéres M ou G ddsehd'alginate. Généralement, le sel de
cation divalent le plus souvent utilisé pour laifggdtion de I'alginate est le chlorure de calcium
qui est tres soluble dans I'eau et qui offre unaneodisponibilité des ions calcium. Il a été
montré que 90% des ions sodium contenus dans Uumgosod’alginate de sodium peuvent étre
facilement déplacés par des ions calcium (SeelyHart 1974). Cette gélification est induite par
un processus dans lequel sont impliqués les bleagsidus guluroniques (poly-G). Un réseau
tridimensionnel se forme, du fait des enchaineme&gsliers de type « egg-box » reliés entre eux
par des segments poly-M ou poly-M-G- (Fig. 1.5)d@ret al, 1973). L'alginate se transforme

alors en alginate de calcium qui gélifie.

a- b-

------

----- NV

-----

Figure 1-5 : Représentation schématique de la formation dhemg-a) site de liaison des ions
C&* dans les monoméres guluroniques (G) (Drageil, 2002). b) formation des « egg-boxes »
au niveau des monomeres guluroniques (G) en présscions calcium (€3 (www.fao.org.
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Deux types de mécanismes de gélification sont plessi la gélification par diffusion ou
par dialyse et la gélification interne (Neisetr al, 1999). Dans le cas de la gélification par
diffusion, les ions calcium diffusent au sein destzslution d'alginate ou bien a travers une
membrane a dialyse (cette derniére voie est notanampliquée pour la mise en forme de gels
de plus grande taille). La gélification par diffoisi est utilisée pour I'obtention de billes (Fig.
1.6), fibres et films d’alginate, lorsque le get esiployé dans I'immobilisation cellulaire ou dans
des applications liées a la restructuration desealis. La gélification interne est, quant a elle,
frequemment employée dans I'industrie alimentadans ce cas, une forme inactive de l'ion
calcium est mélangée a la solution d'alginate,iajondn agent retardateur. L'agent retardateur
libére des ions Hqui permettent d’activer le cation chélatant awns@éme du mélange de

polymere, d’ou I'appellation gélification internBragetet al, 1997).

Alginate m Serinau
i\‘@ a

=
Cat—~
@ . .
Solution de CaGl "

at?

Figure 1.6 :La formation des billes d’alginate par diffusioru(fdueantet al, 1999; Velings and
Mestdagh, 1995): une solution de sel d'alginateirgsbduite goutte a goutte a l'aide d'une
seringue dans une solution contenant le réticuieine C&*. La réaction rapide entre l'alginate et
le réticulant a la surface permet de figer la fospbérique de la goutte au sein de la solution. Le
volume interne de la goutte gélifie par la suitefruet & mesure de la diffusion du réticulant au
travers de la surface de la bille en formation.

I.1.4.4 Propriétés physiques du gel d’alginate

Lorsque l'alginate est utilisé sous forme de ges Iparamétres physico-chimiques
d’'importance sont, bien évidemment, la rigiditéghl, mais également, la densité du réseau, les
phénoménes de gonflement/rétrécissement. Les ptéprides gels d’alginate dépendent de la
nature de I'ion divalent, du rapport M/G, de la semoléculaire de I'alginate et sa concentration
(Clark and Ross-Murphy, 1991; De Boissesbral, 2004; Martinseret al, 1989; Stableet al,
2001; Stokkeet al, 1991; Stokkeet al, 1993). Concernant I'influence du type d’ion divat,

I'affinité des alginates pour les différents ions eariable. Les ions peuvent étre classés dans
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I'ordre décroissant suivant leur affinité :%b Cof*> B&™> C&'= SF*>> Mg?* (Seely and Hart,
1974). L’influence de la composition de l'alginatetgalement été mise en évidence. En effet,
Haug et Smidsrod ont montré en 1965 que l'affimtdur Iion calcium varie avec les types
d’alginate (Haug and Smidsrod, 1965). Les alginatd®es en acide guluronigue ont une affinité
supérieure a ceux riches en acide mannuroniqueblbes G-G sont caractérisés par la formation
d’une liaison sélective et forte avec les ions icaic(Rokstadet al, 2003). En revanche, les
autres types de blocs ont une sélectivité moindrg fe calcium, et n’établissent pas de liaison
forte avec cet ion (Smidsrgd, 1974). Par allleles, gels obtenus a partir d’alginate riche en
résidus guluroniques présentent les propriétéslabigmes les plus élevées et les vitesses de
diffusion de solutés les plus grandes (Martinsein al, 1992). Une explication de ce
comportement est que le taux important d’acide rguligue, avec de longs blocs poly-G et de
courts segments élastiques est responsable dematfon d’un réseau ouvert, rigide et statique,
par rapport & un réseau contenant un faible tauésidus guluroniques, avec de longs segments

élastiques et caractérisé par des enchevétrentams structure dynamique (Fig. 1.7).

Figure 1.7 : Modeles de structures proposées pour des réseageigiéormés a partir d’alginate
possédant des blocs d’acide guluronique de longdiéiérente : & gauche, taux de G élevé ; a
droite, taux de M élevé. (Wong, 2004).

La « flexibilité » des polyméres d’alginate en swn dépend de la nature de leur séquence
et peuvent étre classeés dans 'ordre décroissardrau MG> MM> GG (Smidsroet al, 1973).
Un gel contenant un taux élevé de G sera rigidmss$ant, tandis qu’un gel contenant un faible
taux de G sera plus élastique (Chapman and Chap®a0; Smidsroct al, 1972; Smidsrod
and Painter, 1973). La stabilité du gel a été cordfidans un intervalle de température allant de O
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a 100°C, et ce malgré la diminution du module daliié qui accompagne I'augmentation de la
température (Gacesa, 1988). Les propriétés méamidu gel d’alginate peuvent étre controlées
en modifiant les facteurs physiques comme le tagixédiculation ionique, le type du cation
bivalent, la polydispersité des chaines polymésqeela modification chimique du polymere
(Augst et al, 2006). L'augmentation de la concentration du p@ge, surtout dans le cas des
masses molaires élevées, induit un gel plus rigiggRoux et al, 1999). Les conditions de
gélification peuvent également affecter les prdpaémécaniques. En effet, la température de
gélification peut influencer le temps de gélificati Une basse température induit & une
diminution de la diffusion des ions €ace qui conduit & une gélification beaucoup parge et
une structure tridimensionnelle plus ordonnée etcpaséquent des propriétés meécaniques plus

importantes (Drunet al, 2004).

1.1.4.5 Stabilité et dégradation du gel d’alginate

Un gel d’alginate de calcium est insoluble dansu'garre (Sriamornsak and Kennedy,
2006). Cependant, la dissolution du gel est enesblg par déplacement des ions calcium a
I'aide d’agents chélateurs comme I'EDTA (I'acidaydéne diamine tetra acétique), le lactate, le
citrate et les phosphates ou encore par des coatiens trés élevées de Nau Md¢*
(Sutherland, 1991). En effet, le départ dé*Gaduit la réticulation du gel qui devient instable
Les gels d'alginate peuvent également se dégradpréeipiter dans une solution tampon de
phosphate a 0.1 M et completement se dissoudrewtateampon de citrate de sodium a 0.1 M a
un pH= 7.8 (Kwoket al, 1991). Cependant, il est possible de prévenile caé¢gradation en
conservant le gel de calcium dans un milieu comtemes ions Ca libres, avec un ratio
Na'/C&" inférieur a 25/1, notamment dans le cas d'un &lexé de G. Dans le cas inverse, un
ratio de 3/1 est suffisant (Martinset al, 1991). Il a également été montré que l'alginagatp
étre dégradé par une hydrolyse acide. Il s’agih€’bydrolyse dépendante du temps, du pH et de
la température (Haug and Larsen, 1962; Haug ansebarl963; Haugt al, 1963; Haucet al,
1967). A des pH acide, les chaines polymériqud&alignate sont coupées ce qui conduit a une
dégradation plus rapide du gel d’alginate (Gombotk Wee, 1998).

Le gel d’alginate de calcium forme de forts compxavec les polycations comme le
chitosan, la polylysine et le polyethyleneimine. ¢@mplexation a lieu entre les groupements

amines des polycations et les groupements carliesylde I'alginate. Ces complexes ne se
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dissocient pas en présence des chélateurs deRza conséquent, I'utilisation de ces polycations
permet de mieux stabiliser le gel (Smidsmetdal, 1973). Ainsi, des billes d’alginate ont été
recouvertes d’'une couche de poly(L-lysine) (PLL3.RLL déplace le calcium a la surface du gel,
forme un complexe d'alginate/PLL plus stable et @ési une membrane rigide semi-perméable
(Lim and Sun, 1980). En effet, I'interaction ioneentre l'alginate et la PLL dépend de la
composition chimique de I'alginate. Puisque lessi@&" ont une affinité plus spécifique pour
les blocs G, I'association ionique entre les algina forte teneur en acide mannuronique et la
PLL est plus forte que celle des alginates richesaeide guluronique (Stranet al, 2001,
Vandenbosscheet al, 1993a; Vandenbosschet al, 1993b). En 1996, Thu a montré que
'association ionique entre l'alginate et la PLLgawente avec la concentration en PLL et le
temps de contact et varie en fonction du poids oubtdére de la PLL. Selon cette étude, le poids
moléculaire idéal pour former une membrane stabtaitsde I'ordre de 18 KDa (That al,
1996).

[.1.4.6 Applications de I'hydrogel d’alginate dans’ingénierie tissulaire

Les biomatériaux utilisés dans l'ingénierie tisg@laloivent répondre a différents critéres
dont la biocompatibilité et la biodégradabilité. digivent également présenter un faible degré de
cytotoxicité, une bonne stabilité mécanique etiseamme guide dans la régénération tissulaire
tridimensionnelle. Le gel d’alginate, un hydrogebnntoxique et qui présente une inertie
immunologique, constitue un candidat potentiel ocmnm«scaffold» dans le domaine de
l'ingénierie tissulaire (Harat al, 2001). L’alginate est principalement utilisé commecteur de
délivrance ou comme matrice de support dans I'endapon cellulaire (Shoichedt al, 1996).

La microencapsulation des cellules a l'aide degifedte représente actuellement une des
approches les plus favorables dans les études mehéed’animal mais également sur le plan
des essais cliniques. En effet, 'immunoisolatiorieetmaintien a long terme de la fonction de
limplant sont des fonctions bien remplies par bgtirogel (Leinfelderet al, 2003). Dans le
domaine de I'encapsulation, plusieurs groupes oohtrd qu'il est possible, via différentes
techniques, de produire des billes d’alginate aimedsions bien contrélées (Sugiuea al,
2005). L'utilisation de I'alginate, dans I'encapatibn des cellules, nécessite un gel pur et stérile.
Les techniques de filtration sont utilisées poueiatre ce but (Zimmermanet al, 1992). La

dégradation de l'alginate n’est pas assurée padigestion cellulaire mais par la diffusion lente
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des ions calcium hors du gel. Par la suite, lesoubés d’alginate sont excrétées de I'organisme
dans les urines (Novikoet al, 2002). L’'alginate a été largement utilisé dansuéture des
chondrocytes, des hépatocytes et des cellules $chpaur la régénération des nerfs (Dalstse
al., 2003; Dvir-Ginzberget al, 2003; Marijnisseret al, 2000; Mosahebgt al, 2002; Mosahebi

et al, 2003; Stevenst al, 2004; van Oschkt al, 2001). Cependant, il présente I'inconvénient de
ne pas interagir de fagon spécifique avec les leslllEn effet, les cellules ne possédent pas de
récepteurs reconnaissant l'alginate, ce qui emplkchieadhésion (Augsdt al, 2006). Pour cela,
l'alginate est modifié covalemment par des peptiohegligués dans I'adhésion cellulaire. La
présence des groupements carboxylates permet daayarile greffage de ces peptides (Simmons
et al, 2004). Parmi ces derniers, nous pouvons citéaranine, la fibronectine et le collagene
(Dhoot et al, 2004; Mosahebet al, 2003). Néanmoins, le couplage est difficile atcaer et
peut conduire a des interactions non spécifiquesv(& et al, 1999). Une variété de séquences
courtes d’acides aminés ont été découvertes. Biesent remplacer la molécule d’adhésion
totale et intervenir dans l'accroissement de I'aithré cellulaire. Ainsi, la séquence peptidique,
arginine-glycine-acide aspartique (RGD), dérivédadigbronectine, est largement caractérisée et
utilisée (Augstet al, 2006). Genes dl. ont ainsi modifié 'alginate en le fonctionnalisa
'aide de sites RGD. lls ont ainsi montré que I'ésion et la morphologie des chondrocytes
dépendent des propriétés mécaniques de I'hydrogdifi@ (Genest al, 2004). Dans le cas des
myoblastes cultivés sur ce gel, elles sont capabbethérer, de proliférer et de fusionner entre
elles. D’autre part, la densité des sites RGD eblaposition du gel (le ratio M/G par exemple)
permettent de controler le phénotype des myoblédBtewley and Mooney, 2002).

Dans le but d’augmenter ses propriétés biologidgiaginate a été mélangé avec d’autres
types de biomatériaux comme le chitosan (BecheraroMet al, 2004; Liet al, 2005). Le
chitosan est un polysaccharide provenant de lanehites crustacés (Welsh al, 2002). Du fait
de son faible degré de cytotoxicité, sa biocomgaéb sa structure proche des
glycosaminoglycanes naturelles et sa dégradatiordgs enzymes comme la chitosanase et le
lysozyme, il est tres utilisé dans le domaine bidiced. Ainsi, Ribeiro etl. ont montré que les
protéines encapsulées dans des billes d'alginatenétplus stables et diffusaient de facon
controlée lorsque ces billes étaient recouvertasalcouche de chitosan (Ribergbal, 2005).
L'alginate peut également étre mélangé a I'hydroeyie pour former un composite

ostéoconducteur (Dos Santetsal, 1999; Ribeircet al, 2004; Sotomet al, 2004; Sugiyamat
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al., 2004). Tampieri edl. ont réalisé des tesits vitro sur différents ratios hydroxyapatite/alginate
et ont montré que lorsque les MG63, des ostéoblasted cultivées sur ces composites, leur

prolifération augmente ainsi que la conservatiotede phénotype (Tampieet al, 2005).

30



Chapitre | : Revue Bibliographique

1.2 Les films multicouches de polyélectrolytes

La surface d'un matériau est le lieu privilégié meractions avec le milieu qui I'entoure.
Ces interactions peuvent étre contrblées en maodlifes propriétés de surface (la charge ou
encore la topographie...). Cet aspect est esserdie$ ¢ domaine des biomatériaux ou le
challenge consiste a maitriser les interactionguleeatériau. Les films minces de type
multicouches de polyélectrolytes constituent unevetle méthode de fonctionnalisation des
biomatériaux et de modification de leurs surfacfstravers ce chapitre, nous aborderons
brievement quelques aspects liés aux films multbes et nous ferons le point sur I'état actuel

des connaissances.

I.2.1 Historique des films multicouches

Au début du XX™ siécle, Irving Langmuir et Katherine Blodgett déent la possibilité
d’obtenir des films minces nano-structurés. Cesndil communément appelés films de
« Langmuir-Blodgett » (LB) consistent a construma film monocouche par le dépot de
molécules tensioactives ou amphiphiles, a unefatderair/eau. Cette monocouche est ensuite
transférée sur un support solide par trempage ldé @edans la sous-phase (Fig. 1.8) (Blodgett,
1934; Blodgett and Langmuir, 1937)

Figure 1.8 : Méthode de Langmuir-Blodgett. Adsorption d’'une meouche lipidique sur une
surface solide par passage du matériau au traveng dnonocouche lipidique créée a une
interface air-eau.

L’adsorption est basée sur des interactions de typdrophile/hydrophobe. Comme
l'illustre la figure 1.8, une lame immergée danslae et dont la surface est hydrophobe peut

étre délicatement retirée, permettant le transferta monocouche. Une deuxiéme immersion de
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la lame conduit a I'adsorption d’une seconde couchenéthode peut étre réitérée plusieurs fois
et des especes différentes peuvent étre utilisébague étape de dépbt. L'épaisseur de ces films
peut variée de quelques Angstréms a plusieurs neimesa La méthode LB est principalement
exploitée dans le but d'étudier les bicouches iipids, dont un des intéréts concerne la
possibilité de mimer la paroi des cellules.

Cependant, cette méthode présente de nombreuxvimants, notamment l'instabilité des
films, les restrictions de la topographie liéessabstrat, ainsi que des réactions parasites non
contrblées entre les solvants et les moléculeseooes dans le film. De plus, d’'un point de vue
énergétique, apres le dépbt de seulement quelguebes de tensio-actifs, la désorption devient
plus favorable que I'adsorption.

Dans les années 1980, d'autres méthodes d'autabksge ont été développées pour
former des films organiques structurés. Ainsi, lainte de coordination des systemes
métal/phosphonate (Guareg al, 1992) et la chimie covalente (Netzer and Sagd83) ont
constitué les premiéres alternatives a la technidieCes méthodes sont cependant restreintes a
certaines molécules et ne permettent pas d’obtisrfilms de grande qualité. De plus, il est
difficile d'obtenir des rendements de 100% avec rigctions chimiques ce qui limite les
possibilités de conserver les densités de groupegidbnnels d'une couche a l'autre. Un probléme
de reproductibilité dans les caractéristiques thers fse pose également.

Un autre concept d'élaboration des films nancetirés basé sur les interactions
électrostatiqgues a été décrit dés 1966 par ller, (1866). Cette approche simple a consisté a
utiliser des particules colloidales anioniques ationiques interagissant via des forces
électrostatiques pour créer des films multicoucledte idée est tombée dans I'oubli, sans doute
a cause du manqgue de techniques expérimentalessa@es pour caractéeriser ces assemblages.
Par ailleurs, il était admis que le dépbt de sulzsta de charges opposées s’arrétait des que les
charges des espéces cationiques avaient exactenrapensé celles des especes anioniques ou
l'inverse. Au début des années 80, des publicationsétat de travaux appliquant ce concept a
I'adsorption de protéines (Fromherz, 1980; Golareteal, 1982) ou de colloides métalliques
(Gaines Jr, 1983nu début des années 1990, les travaux de G. Deahe&€ntablement mis en
valeur la méthode d’assemblage couche par couclpligage en particulier a des polymeres
chargés, ou polyélectrolytes (Decher, 1997; Deetexl, 1992; Decher and Schmitt, 1992). La

technique "couche par couche" (LbL, layer-by-laysgpliquée aux polyélectrolytes conduit a la
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formation de films appelés multicouches de polyétdgtes, présentant une architecture

nanostructurée.

[.2.2 Construction des films multicouches de polyéttrolytes

[.2.2.1 Principe du dépdt couche par couche

Différents types de molécules chargées peuventuditieées pour la réalisation des films
multicouches (Bertran@t al, 2000; Coopeet al, 2005; Decher and Schlenoff, 2003; Kotov,
1999; Sukhishvili, 2005). Les polyélectrolytes sdas plus fréquemment utilisés pour la
réalisation de ce type d'architecture. Le prindigela méthode de dépdt couche par couche,

“Layer-by-Layer” (LbL) est décrit trés schématiquamhdans la figure 1.9.

3) Adsorption
du polyanion

1) Adsorption
du polycation

Substrat

2) Ringage 4) Ringage

Figure 1.9 : Schéma simplifié de la construction d'une multate de polyélectrolytes par
adsorptions successives de polycations et de polysmpar répétition cyclique des deux étapes
représentées(Decher, 1997).

Un substrat chargé négativement est d’abord misoatact d’une solution de polyion de
charge opposée (polycation) pendant un temps d¢®r& 20 min) (Advinculaet al, 1996;
Hoogeveenet al, 1996; Ramsdert al, 1995). Les polycations s'adsorbent sur la surttce
I'exces est éliminé par simple rincage (Caresal, 1998a; Lvowet al, 1999). Apres rincage, la
surface n'est pas neutre mais chargée positiveriienta surcompensation de charge lors de
l'adsorption (Caruset al, 1998b; Ladanet al, 2000). Lorsque ce substrat est ensuite exposé a
une seconde solution, contenant des polyanionsx-adeyeuvent également interagir

électrostatiguement et s'adsorber sur la surfagtte @dsorption est a nouveau suivie d'une étape
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de rincage a lissue de laquelle la surface estrgéhanégativement en raison d'une
surcompensation de charges négatives. La surcoatpmmsle charge apres chaque dépot a été
mise en évidence par des mesures du potentie(Zétal.10) (Caruset al, 1999; Hoogeveeat

al.,, 1996; Ladamet al, 2000) et constitue la force motrice de la comsibm des films

multicouches.

PEI
- 407 PAH paH PAH PAH PAH
>
§, 20 -
3 ..
2 0
-g 20 -
o
@ PSS PSS PSS
2 a0 - PSS PSS
o Substrat
60

T | T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35
Nombre de mesures

Figure 1.10 : Evolution du potentiel Zéta pendant la constructiban film PEI-(PSS/PAH)
(Ladam et al, 2000). PEIl: poly(éthyléene imine); PSS : poly(éhe sulfonate); PAH :
poly(allylamine).

[.2.2.2 Différentes méthodes de dépbts

Le trempage ou « dipping» a été pendant longtempedhnique classiquement utilisée
pour le dépbt des films multicouches. ProposéeQddecher etl. (Decheret al, 1992) cette
technique consiste a tremper le substrat alternaémémians les solutions de polycations et de
polyanions. Les temps de dépots généralement eégpknnt de I'ordre de 10 minutes.

D'autres procédés ont étée développés, en partiqdier réduire les temps de construction.
Les polyélectrolytes peuvent étre déposés a I'dide aérosol, c’est la méthode dite par « spray»
(Fig. 1.11 a). Cette méthode permet de déposer rapglement de maniere alternée les
polyélectrolytes sur un substrat. Ainsi, des filggais sont construits en peu de temps. Des
mesures par spectroscopie infrarouge, par AFM (uoopie a force atomique) et par
ellipsométrie ont montré que les films réalisés p&ulisation ou « spray » sont identiques aux

films construits par trempage ou « dipping », parxemaple les films
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poly(diallyldiméthylammonium) (PDADMA)/ poly(styrénsulfonate) (PSS) (Schlenddt al,
2000), Cependant, une étude comparative (Izquietdal, 2005) de ces deux méthodes de
construction, a montré, sous certaines conditiagslg nébulisation permet de réaliser des films
poly(allylamine) PAH/PSS plus homogénes et moinguewx par rapport au trempage. Plus
recemment, Porcel etl. ont montré qu'il était possible de réaliser caafilms par « spray »

simultané (Porcedt al, 2005), ce qui permet encore de réduire la duegendstruction du film.

P =1 bar fﬂ i g 2 Dépbt des

polyélectrolytes

Silicon wafer — s~ Etalement

Rotation du substrat
(o]
Polyanion - $64¢
A Séchage a
: 5 vitesse constante
Polycation + R

Figure 1.11 :a) Schéma représentant un dispositif de nébuisgtour la construction d'un film
multicouche de polyélectrolytes (Porcel al, 2005). b) Schéma représentant la méthode de
dépdt par "Spin-coating".

La troisieme méthode est le procédé de dépdt paéthode de la « tournette » ou « spin-
coating » qui consiste a déposer une gouttelettgotiglectrolyte a la surface d’'un substrat en
rotation. Les polyélectrolytes sont dissous danssaivant trés volatile et sont étalés sur le
substrat par la force centrifuge (Fig. 1.11 b).t€eanéthode réduit également le temps de
construction de maniére importante (quelgues sexopar dépodt), et permet de réaliser sans

rincage, un film ayant une stratification tres égpe (Chiarelliet al, 2001).

1.2.2.3 Nature du substrat

Les supports les plus souvent utilisés sont déaes planes ou des particules sphériques
colloidales dont la nature et les dimensions dépeindies applications envisagées et des
techniques de caractérisation employées (TableBu Rour de nombreux substrats organiques
non chargés en surface, des interactions de type déanWaals ou/et hydrophobe assurent

'adsorption de la premiere couche de polyélectesysur ce support.
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Nature
chlrglquue Surfaces planes Particules sphériques
substrat
Lame de verre (Decher, 1997) Carbonate de calcium
Minérale
Quartz (Lvov et al., 1997) (Sukhorukov et al., 2004
Titane fritté (Vautier et al., 2003) Nanobilles d'or
Métallique Or (Caruso et al., 1997) (Schneider and Decher
Silicium (Dubas and Schlenoff, 2001a) 2004)
Polyéthyléne (Green and Sadrameli, 2004)
Microspheres de
Organique Teéflon (Seo et al., 2008) polyester
Polyéthylene téréphtalate (Rinckenbach et al., 2008  (Muller et al., 2003)

Tableau 1.1: Nature des substrats utilisés pour construire fiess multicouches de
polyélectrolytes.

[.2.2.4 Interactions mises en jeu lors de la constation du film

Plusieurs types d'interactions peuvent étre im@guwans la construction des films
multicouches : les interactions électrostatiquess liaisons hydrophobes et les liaisons
hydrogénes. La nature de ces interactions dépengpdude molécules adsorbées et définit les

forces impliquées.

[.2.2.4.1 Interactions électrostatiques

Dans le cas des polyélecrolytes, la constructionfittas multicouches met principalement
en jeu les forces électrostatiques entre les padyibes propriétés du film sont liées a la nattre e
a la conformation des chaines des polyélectrolytasnature du polyélectrolyte dépend des
groupements ionigues qu'il comporte et sa confoionaest déterminée par la densité et la

distribution de ces groupements ioniques le longadehaine.
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La conformation d’'une chaine de polyélectrolyteulis d’'un équilibre entre les forces
électrostatiqgues de répulsion favorables a I'éltnga(minimisation des interactions entre
monomeres) et les forces élastiques qui s’oppaaentprécédentes (maximisation de I'entropie
de configuration). La présence des charges le deng chaine change sa flexibilité. Le réle des
contre-ions dans la configuration d’une chaine diggectrolyte est donc essentiel (Ariel and
Andelman, 2003). En effet, la longueur de Debyedésinie par la force ionique de la solution
dans laquelle le polyélectrolyte a été dissoussihiplus la force ionique est importante, plus la
longueur de Debye est faible, plus I'écrantageeffstace.La chaine polymérique adopte alors
une conformation en pelote. Au contraire, plusdecé ionique est faible, plus I'écrantage est
faible également et par conséquent confere a #&nehpolymérique une conformation en
batonnets (Fig. 1.14). L'espace occupé par undepekt plus important. Ainsi les épaisseurs
déposées augmentent avec la force ionique dess@uCe phénoméne a été observé pour des
films de PAH/PSS. Une loi de puissance empirigmeéme été déterminée dans ce cas entre les

quantités adsorbées et la concentration salineathad al, 2000).

Batonnet Pelote

|, Force ionique croissante

Figure 1.12 : Evolution de la conformation de la chaine polymégigen fonction de la force
ionique, |, cas présenté d'un polycation.

Des informations complémentaires sur le rdle deeractions électrostatiques ont été
fournies grace a l'utilisation de polyélectrolytiagbles tels que les polyacides et des polybases
faibles. Pour de tels polyélectrolytes, la dend@&harges le long de la chaine est dépendante du
pH. La densité de charge d'un polyacide faible agigpe avec le pH, puisque ses groupements
acides perdent progressivement un protond¢ méme, les polybases faibles deviennent neutres
avec l'augmentation du pH, puisque leurs groupesmtiques perdent un proton. Pour de tels
systemes, I'étude de l'influence de I'écrantagal@tla densité de charge sur I'épaisseur et la

stabilité des films est possible par simple vasiatiie pH. Ainsi, il a été démontré (Mendelsohn
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et al, 2000; Shiratori and Rubner, 2000; Yebal, 1998) que la modification des interactions
électrostatiques par I'intermédiaire du pH, inflgeient non seulement les épaisseurs déposées
par cycle mais également la structure du film.

Les contre-ions des chaines de polyélectrolytesenpwn rdle primordial dans les
interactions électrostatiques. La réaction de cergilon entre un polycation et un polyanion
induit une libération de ces contre-ions, il s’afjitn phénoméne d’échange d’ions (Stuedtral,
1994). De ce fait, la contribution entropique dénsonstruction des films est aussi importante
(von Kilitzing, 2006). Schlenoff el. (Farhat and Schlenoff, 2001; Schlenoff and DuBag1)
ont ainsi défini précisément la nature de I'appagat des charges polyélectrolytiqgues au sein
des films multicouches. Il s’agit de difféerenciexs|charges dans les films soit en charges
intrinséques (portées par les polyélectrolytesgxtuinseques (apportées par les contre-ions de la
solution. Il est possible de décrire le lien serfant entre deux sites de polyélectrolytes de charge

opposée Polet Pol et le relargage connexe des contre-ions associésC par la réaction :
Pol"C +Pol'C* ——» Pol"Pol"+C +C"

[.2.2.4.2 Liaisons hydrophobes

Les polyélectrolytes possedent souvent des régutipbatiques. Les forces hydrophobes
contribuent donc parfois de maniére considéralideiaconformation dans les films. Les travaux
menés par Kotov ont montré que la contribution idesractions hydrophobes est indispensable
lors du phénomeéne d'adsorption (Kotov, 1999). Lelygbectrolytes a caractére hydrophobe se
présentent sous forme associée en solution et eppechant de la surface chargée du substrat,
ils se séparent pour s'y adsorber et former un dimble (Cochin and Laschewsky, 1999). Il est
méme possible dans certains cas d'utiliser unasairion-chargée, elle méme hydrophobe, pour

promouvoir I'adsorption (Delcortt al, 1996; Delcorteet al, 1997).

1.2.2.4.3 Liaisons hydrogénes

Des 1997, I'équipe de Rubner a montré la possihik construire des films multicouches
en alternant des polymeéres neutres interagissané jpgeis de liaisons hydrogenes. Les premiers
systemes étudiés ont été obtenus en couplant Yyamlhe a des polymeres hydrosolubles tels

que le poly(oxyéthylene) (PEO), la poly(acrylamid@@AA) ou poly(N-vinylpyrrolidone)
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(PVPON). A la méme période, Wang at. ont décrit la construction de films de type
PAA/poly(4-vinyl-pyridine) a faible pH. lls ont déantré que ces films multicouches sont basés
sur des liaisons de type hydrogéene. Ces liaisarmd &€s faibles et extrémement sensibles au pH,
il devient envisageable de construire le film aplthtel que ces liaisons en assurent la stabilité
(Wanget al, 1997). En modifiant le pH, les ponts hydrogénesvent étre rompus et entrainer la
dissolution du film (Sukhishvili and Granick, 2002)es films poly(vinyle pyrolidone)/PAA
construits a faible pH restent stables jusqu'a & Au-dela de ce pH, les films sont rapidement
détruits. Cette destruction est corrélée a l'augatem du taux d'ionisation des groupes
carboxyliques au sein du film qui conduit a uneutgjpn entre les charges négatives du PAA
dans le film. Le méme résultat a été observé pdautres systemes comme le poly(acide
méthacrylique)/PAA. Pour augmenter la stabilitécds films sur une large gamme de pH, des
copolymeres blocs constitués de PAA-poly(diméthallgiamonium) ont été utilisés
(Kharlampieva and Sukhishvili, 2003). A faible pl &tabilité est assurée par les liaisons
hydrogénes, puis par les interactions électrostatidorsque le pH augmente.

1.2.3  Propriétés physico-chimiques des films multiaaches de

polyélectrolytes

La construction de films multicouches de polyélelgtes peut étre suivie a l'aide de
différentes techniques : réflectométrie, microbedéana cristal de quartz, ellipsométrie,
spectroscopie infrarouge a transformée de FowspEctroscopie optique par guide d’onde. A
partir des mesures réalisées avec ces differeparaflages, deux modes de croissance des films
ont été mis en évidence : la croissance dite linéat la croissance dite exponentielle. La
croissance est définie comme la variation de I'sgmir ou de la masse déposée avec le nombre

de couches adsorbées (Fig. 1.13).
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Figure 1.13 : Evolution de I'épaissewd d’un film (o) PEI-( PLL/PGA) et d’un film (O) PEI-(
PAH/PSS) en fonction du nombre de paires de couches n ééposuivie par spectroscopie
optique par guide d’onde (Laval&t al, 2002). PEI : poly(éthyléne imine), PGA : poly@eil-
glutamique), PLL : poly(L-lysine), PSS : poly(stgesulfonate) et PAH : poly(allylamine).

[.2.3.1 Mode de croissance linéaire : le modéle d&sis zones

Un film multicouche est qualifié de linéaire lorggeon épaisseur ou sa masse croit
proportionnellement avec le nombre de couches @&sosl a été montré que lorsqu’un couple
de polycation/polyanion posséde une enthalpie danptexation négative (réaction
exothermique), le film croit linéairement (Lauget al, 2006). Dans ce type de films, les
polyélectrolytes de la solution n’interagissentaygc les polyélectrolytes de charge opposée
constituant la surface externe du film (Decher,7d39 ne peuvent pas diffuser vers l'intérieur du
film. Le systeme PAH/PSS est lI'exemple le plus déangnt étudié. Des analyses par
réflectométrie des rayons X et réflectivité destrans, réalisées sur des films construits avec des
polyélectrolytes deutérés, ont mis en évidenceidterce d'une structure stratifiée (Decher,
1997; Loscheet al, 1998). En effet, les résultats ont montré quesdan films PAH/PSS, les
couches de polyélectrolytes ne pénetrent que lesehes adjacentes constituant ainsi une
structure pseudo-stratifiee avec un désordre lbeglisé «fuzzy layers »par Gero Decher
(Decher, 1997). Ce qui confére au film une certdiamogénéité de structure et de distribution
de charge (Decheat al, 1994; Korneevat al, 1995; Schmitet al, 1993). De plus, il existe une
steechiométrie 1 : 1 entre les groupes anioniquiss efroupes cationiques au sein de ces films a

'image des complexes obtenus en solution (Daueneyst al, 1996).
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Dans le but de décrire le mécanisme de croissan@ailen des films multicouches
composés de deux polyélectrolytes simples (c'@stea-homo-polyélectrolyte cationique et
anionique), un modéle simple a été proposé parrhaetal. (Ladamet al, 2000). Ce modeéle
consiste a séparer le film multicouches en troisegodifférentes, la zone | a linterface
substrat/film et son voisinage, la zone 1l a Erface film/solution et son voisinage et la zone I

séparant les deux autres (Fig. 1.14).

Zone IT

SUDETEAL

Nombre de couches déposées

Figure 1.14 : Représentation de |'évolution des trois zones auwscde la construction d'une

multicouche (Decher and Schlenoff, 2003). La camsion de la multicouche par addition de
couches de polyélectrolytes est représentée dehgaaucdroite. Lorsque les trois zones sont
formées, seule la zone Il s'étend par additionodeltes (Ladanst al, 2000).

La zone | dite « zone précurseur » et la zoneiti# d zone externe » sont composées d’'une
ou plusieurs couches de polyélectrolytes, respemi@nt proches du substrat et proches de la
surface du film. Elles sont fortement influencges, le substrat pour la zone | et par la solution
ou I'air pour la zone lll. Cependant, la zone intédiaire (zone 1) représente la majeure partie
du film et n'est pas influencée par les interfates. frontieres entre les zones | et Il et les gone
Il et Il sont diffuses. Le nombre précis de cowgklsemposant les zones | et lll n'est pas connu,
mais il dépend vraisemblablement du substrat, dstrlacture chimique des polyélectrolytes
utilisés, ainsi que des conditions d’adsorptionniadele des trois zones n’est valable qu’'a partir
d’'un nombre suffisant de couches déposées surhlstratt Au cours de la construction, une

situation transitoire apparait probablement etestzbnes | et Ill n'ont pas atteint leurs épaisseur
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finales et ou la zone Il n'existe pas. Et a laesdi cette situation transitoire, les zones | let I
conservent leurs épaisseurs et structures respectandis que la zone Il augmente en épaisseur.
En effet, lorsqu'une nouvelle couche est adsoribésommet de la zone lll, la couche la plus
proche de l'interface (diffuse) entre la zone llles'éloigne de linterface film/solution et rtes

plus influencée par la solution : cette couche @atsrs de la zone Il a la zone 11l (Fig. 1.14).

[.2.3.2 Mode de croissance exponentielle et transiti croissance exponentielle/ linéaire

Il existe une deuxieme catégorie de films multedues dont la croissance est exponentielle
avec le nombre de couches déposées. Ces fiims fléeouverts a la fin des années 1990 avec
l'utilisation des systemes a bases de polypeptetesle polysaccharides, par exemple, les
systemes (poly(L-lysine)/Alginate (PLL/Alg) (Elbest al, 1999), PLL/poly(acide-L-glutamique)
(PGA) (Lavalle et al, 2002) et PLL/acide hyaluronique (HA) (Picaet al, 2001). Des
expériences de calorimétrie isotherme a titratibhCY ont montré, qu'un processus de
complexation polyanion/polycation endothermique droh a des films ayant une croissance
exponentielle du film multicouches (Lauget al, 2006). De tels films possedent des
caractéristigues physicochimiques proches de célles hydrogel, notamment en raison de leur
forte teneur en eau (Colliat al, 2004; Richertet al, 2004b). L'épaisseur de ces films peut
atteindre un a plusieurs micrometres apres le déjpdie vingtaine de paires de couches. De
telles épaisseurs permettent d’utiliser la techaide microscopie confocale a balayage laser pour
visualiser la section verticale des films aprésitisn d’'un polyélectrolyte fluorescent lors de
I'élaboration du film. Comparativement, un film tgpe PAH/PSS a croissance linéaire a une
épaisseur de l'ordre d'une dizaine de nanometres pd paires de couches dans les mémes
conditions de pH et de force ionique. Le mécanisomduisant a une croissance exponentielle
est totalement différent de celui qui conduit a fiBms a une croissance linéaire. Ainsi, la
croissance exponentielle a pu étre expliquée pgrhémomeéne de diffusion d’au moins un des
polyélectrolytes au sein de toute la section dm f(Picartet al, 2002). Le mécanisme de
construction associé a la diffusion a été décrit [pvalle etal. (Lavalle et al, 2004) et est
schématisé sur la figure 1.15 dans le cas du sgsirh/HA.
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Figure 1.15 :Mécanisme de construction d’'un film multicoucheaééd de poly(L-lysine) (PLL)

et d’acide hyaluroniqgue (HA) qui suit un régime deissance exponentiel. (Richest al,
2004c).

Le film multicouche PLL/HA, terminé par une couctie polyanions HA (A), est mis au
contact de la solution de polycations PLL (B). @esniers vont a la fois se complexer avec
I'exces de charges négatives en surface, condudarformation d’une nouvelle couche chargée
positivement, mais aussi diffuser a l'intérieur film en formant un réservoir de polycations
libres (C). Lors de la phase de ringage, la solution dgcations est remplacée par le milieu
tampon pur et seule une partie des polycationsdilu film diffuse hors de la multicouche (D).
La capacité du film a stocker une partie des clzatlee PLL s’explique par I'exceés de charges
positives a la surface du film, qui crée une bagride potentiel électrostatique empéchant la
diffusion hors du film de la totalité des polycatso Lorsque le film est ensuite mis au contact de
la solution de polyanions, ceux-ci se complexemcaiexces de charges positives en surface et
changent ainsi le signe de la barriere de poteqtiedevient négatif (E). Les polycations libres
confinés préalablement dans le film diffusent aleess I'extérieur et interagissent avec les
polyanions formant un dép6t supplémentaire a ltasar Au cours de ce seul dépbt, le processus
se poursuit jusqu’a épuisement du réservoir degadilgns (F). La masse des couches formées est

proportionnelle a la quantité de polycations librestant dans le film aprés la phase de rincage.
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En premiére approximation, cette quantité est ptapwmelle a I'épaisseur du film, ce qui
conduit & une croissance de typgonentiel.

Depuis quelques années, des travaux ont montréransition de croissance du régime
exponentiel vers un régime linéaire. Hibshlebnt été les premiers a observer ce phénomene de
transition (Hubschet al, 2004). Les auteurs de ce travail ont étudié @ssance d’'un film
multicouche basé sur un polycation, le PAH, et w@amge binaire de polyanions, le PGA et le
PSS. Ces polyanions ont été choisis car I'un, I& R@uit une croissance exponentielle avec le
PAH et l'autre, le PSS induit une croissance lireéavec le PAH. D’autres expériences plus
approfondies ont également décrit cette transitans le cas du systéme PLL/HA. Dans ce
dernier cas, la transition a été systéematiquemeseroée aprés 12 bicouches déposées et lorsque
I'épaisseur des films se situe entre 150 et 20@ rs@c, quel que soit le procédé de construction
(nébulisation ou trempage) (Por@tlal, 2006). Ce phénomene de transition s’établiragingule
film atteint une épaisseur critique pour laquebie polyélectrolytes libres ne diffusent plus a
l'intérieur et a I'extérieur du film. Il y auraitne restructuration de la multicouche, au fur et a
mesure de la construction, conduisant a une deasdn du film qui, par conséquent,
empécherait la diffusion des polyélectrolytes lioreAprés le dépét d'un grand nombre de
couches, une structure comportant les 3 zones dielmdinéaire serait obtenue. La zone |l
représenterait alors une zone de restructuratiolestnolécules libres ne diffuseraient plus et la

zone lll correspondrait a la zone de diffusion ¢&@dkiet al, 2005).

[.2.3.3 Parametres influencant le mode de croissandes films multicouches

A la lumiére des résultats dans le domaine dessfitmiticouches de polyélectrolytes, il a
été montré qu'un méme couple de polyélectrolytasvaid former des films a croissance soit
exponentielle soit linéaire, selon les paraméteesahstruction, tels que le pH, la force ionique,

la température et le type de contre-ion utilisé.

1.2.3.3.1 Influence de la force ionique

La force ionique a un effet trés important sumiede de croissance des films multicouches
de polyélectrolytes. En général, 'augmentationedeoncentration en sel conduit a des films plus
épais (Decher and Schmitt, 1992; Ladenal, 2000; Lvovet al, 1993). Cela provient de la forte
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dépendance de la conformation des polyélectrotesolution vis-a-vis de la force ionique : a
faible concentration saline, les chaines de potyélbte présentent une grande longueur de
persistance en raison des répulsions entre sesepraharges, alors qu'a forte concentration
saline, I'écrantage de ses charges lui conferecomf®rmation plus repliée. Cette propriété reste
en particulier valable lors de la construction deslticouches, expliquant leur plus grande
épaisseur lorsqu'elles sont construites a une fovogue élevée. L'épaisseur des films
PDADMA/PSS illustrent particulierement bien I'inflace de la force ionique. Certains auteurs
ont ainsi observé par microscopie a force atomigques différence significative de morphologie,
d’épaisseur, et de rugosité pour des films PDADMARSdifférents taux de sel. La croissance
de tels films passe notamment d’'une croissancait@éa une croissance qualifiée sigper
linéaire jusqu’a atteindre une croissance réellement exg@ilensous I'augmentation de la force
ionique (McAloneyet al, 2001) (Fig. 1.16)
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Figure 1.16 : Evolutions de I'absorbance = 217 nm (maximum d’absorption de PSS) par
spectrophotométrie UV/visible lors de la construetid’'un film (PDADAMA/PSS) pour
différentes concentrations molaires en NaCl (McAlpat al, 2001).

Richert etal. ont également montré I'influence du taux de selrde systeme (chitosan :
(CHI)/HA), (Richert et al, 2004c). Les auteurs ont observé qu'a pH 7.4 fib@s croissent
exponentiellement en présence de 0. 15 M de NaGhédirement en présence de 1M de

NaCl. Une précédente étude sur le systeme PAH/P&&net al, 2000) a permis de mettre en
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évidence une loi empirique (loi de puissance) reliamguantité adsorbée en polyélectrolytes et la
concentration en sel de la solution: plus la cotreéion en sel est importante, plus la masse

déposée par bicouche est grande.

1.2.3.3.2 Influence de la densité de charge desétexdirolytes

Le processus de construction des films multicoudstsessentiellement gouverné par les
interactions électrostatiques entre les chargeessgs (Bertrandt al, 2000; Steitzt al, 2001,
Voigt et al, 2003a; Voigtet al, 2003b). De ce fait, il est fortement dépendantaddensité de
charge des polyélectrolytes. L'influence de la iténde charge a fait I'objet de plusieurs études.
Ce paramétre a été d’'abord étudié pour des filmiticouches a base de polyélectrolytes faibles
dont le degré d'ionisation dépend du pH. Le chareggrde pH influence le degré d’ionisation et
donc la densité de charge, par conséquent la coafmn des chaines polymériques en solution
est modifiée. Cet effet est similaire a celui irihar la variation de la force ionique. Shiratdri e
Rubner (Shiratori and Rubner, 2000) ont montré pua le systeme PAH/PAA, la variation de
pH fait varier I'incrément de I'épaisseur a chaaiépot de polyélectrolyte. A pH=7, les chaines
polymériques sont trés ionisées et présentent onéorenation allongée du fait de la forte
répulsion conduisant a des films moins épais (Eig.7). De plus, il a été montré gu'il est
possible de modifier la composition méme de ce,flammouillabilité de sa surface (Y al,
1998) et sa rugosité (Shiratori and Rubner, 20G0) ggmple variation du pH. Cependant, la
densité de charge des polyélectrolytes faibles déf§icile a contréler. En effet, le degré
d’ionisation est dépendant de la concentrationléoen protons qui peut varier suivant la distance
par rapport au substrat. De plus, le pKa appares polyacides differe selon que les
polyélectrolytes sont présents en solution ou ddso(Bohmeret al, 1990). La diminution du
pKa apparent a pour conséquence d’accroitre leedBgmisation afin de neutraliser au mieux la
surface du substrat hautement chargé (Blaaknetenl, 1990). Cet effet complique la
compréhension de linfluence de la densité de ahaigns le processus de l'assemblage
électrostatique. Pour cela, les polyélectrolytetsfalont la charge ne dépend pas du pH, semble
étre plus facile a interpréter. Dans ce cas, |aitiernle charge des polyélectrolytes est modifiée
chimiquement. Ainsi pour le systeme PDADMA/PSSpddycation PDADMA a été modifié par
copolymeérisation statistique avec un monomere aelitétude de ce systéme par réflectivité au

rayon X, montre que la formation d’un film stabkécessite une densité de charge entre 50 % et
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75 % (Steitzet al, 2001) avec une épaisseur et une rugosité durfilmimales avec 75 % de
charge (Voiget al, 2003a).

Layer Thickness (;l)

pH

Figure 1.17 :Epaisseur d'une couche de PAH (pointillés) ou d& Riggne continue) en
fonction du pH des solutions (Shiratori and Rub2600)

[.2.3.3.3 Influence du contre-ion

Les contre-ions jouent un rble important dans laissance des films multicouches.
Habituellement, les ions sont choisis suivant laies@éte Hofmeister (Hofmeister, 1888;
Hofmeister, 1890), classés en fonction de leur ciépa precipiter les protéines (Cacateal,
1997). Leontidis a résume les propriétés des iensette série en fonction de leur polarité, leur
champ électrique et leur entropie d’hydratations liens cosmotropes présentent une faible
polarité, un fort champ électrique et une grandeesp d’eau d’hydratation contrairement aux
ions chaotropes. En général, I'effet Hofmeister al@sns est plus important que celui des cations
(Leontidis, 2002). L'épaisseur des films multicoashconstruits dans différents types de sels
augmentent dans l'ordre suivant:"I¢ Na <K' et F < CI < Br (Fig. 1.18) (Dubas and
Schlenoff, 1999; Salomaket al, 2004). Ces résultats montrent que plus la splkéau
d’hydratation est petite plus 'interaction entre lens et les polyélectrolytes est grande. Dans le
cas d'un contre-ion trés faiblement hydraté, I'étage des charges est assez efficace pour
réduire les répulsions intra-chaines polymériquésadoptent donc une conformation en pelote.
Cette conformation conduit a 'augmentation dediépeur et de la rugosité du film. Cet effet est

semblable a 'augmentation de la force ionique taidiminution de la densité de charge.
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Figure 1.18 :a) Epaisseur du film PDADMA/ PSS mesurée par allipstrie. Film PDADMA/
PSS construit dans différents sels de sodium 8MQ3alomakiet al, 2004). b) Epaisseur du film
PAH/PSS suivie par QCM-D (El Haitaneit al, 2009). Sur le graphique, sont représentés les
anions des sels utilisés.

De plus, Salomaki edl. ont montré que le régime de croissance des filmkicouches
PDADMA/PSS passe de linéaire a exponentielle ersgrasd’'un contre-ion cosmotrope a un
contre-ion chaotrope. Une étude comparable a étéséé sur le systtme PAH/PSS. Ce film
multicouche est deux fois plus épais pour des eeotrs chaotropes que cosmotropes. Dans les

deux cas, la croissance linéaire du film est cogse(El Haitamet al, 2009).

1.2.3.3.4 Influence de la température

L’influence de la température sur la croissancefides multicouches de polyélectrolytes a
également été étudiée. Les travaux de Buschat. dBuscheret al, 2002), ont montré que
I'épaisseur du film multicouches PAH/PSS augmentecala température imposée durant la
construction. Cette tendance a été confirmée peuwyktéme PDADMA/PSS ou I'épaisseur
augmente approximativement de maniere linéair@ection de la température dans un intervalle
de 10°C a 70°C. Le mécanisme proposé pour explicei@hénomene est similaire a celui décrit
pour la force ionique. A température élevée, ldyédectrolytes adopteraient une conformation
en pelote, ce qui explique 'augmentation de I'épaur et de la rugosité du film. L’effet de la
température est dépendant du type de polyéleatolytilisés (Tamet al, 2003). Plus récemment,
Salomaki etal. ont montré que le changement de la températumars de la construction du

film PDADMA/ PSS induit un changement de régimecdassance.
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Nombre de paires de couches n

Figure 1.19 : Evolution de la croissance d'un film (PDADMA/P&S)iivie par microbalance a
cristal de quartz en fonction de la température stegtions de polyélectrolytes. Le graphique
représente 'évolution de la partie imaginaire 'dade acoustique, représentative de I'incrément
de masse de polyélectrolytes apres le dépdt deuehaouvelle paire de couche n (Salometki
al., 2005).

En effet, a 45°C ce film présente une croissaxperentielle avec le nombre de couches
déposées mais lorsque la température est descend@teC, le régime devient linéaire. Si la
température repasse a 45°C, le régime redeviemnexpiel (Fig. 1.19) (Salomakit al, 2005).
D’autres facteurs, non détaillés ici, influencenttoissance des films multicouches a savoir entre
autres : la concentration des polyélectrolytes; laasse moléculaire (Porcet al, 2007) ainsi

gue leur temps de dép6t (Dubas and Schlenoff, 1999)

1.2.3.4 Mobilité des polyélectrolytes dans les filmsulticouches

Au sein des films multicouches, les chaines dgmeéies ne sont pas figées par 'attraction
électrostatigue mais présentent un certain degrémdbilité qui dépend de la nature de
'assemblage (le type de polyelectrolyte et lesditions de préparations des films). De
nombreux travaux ont rapporté des mesures de ciggifs de diffusion des chaines de
polyélectrolytes dans les films a croissance lirgéai exponentielle. La mobilité latérale peut étre
mesurée par recouvrement de la fluorescence api@shpanchiment (FRAPP : Fluorescence
Recovery After Pattern Photobleaching) (Jourdaieheal, 2008; Picartet al, 2005b). La
dynamique moléculaire des chaines de polyéleca®lyésulte notamment de la compétition
énergétique entre les interactions électrostatigti€agitation thermique.

Laugel etal. ont mis en évidence une relation entre le modecrdessance des films

multicouches de polyélectrolytes et I'enthalpie dmmplexation relative a la formation des
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complexes polycation/polyanion. Ainsi, des filmscéoissance linéaire, comme PAH/PSS,
présentent un processus de complexation fortemerhermique traduisant une forte attraction
électrostatiqgue entre les chaines polymériquescdedficient de diffusion pour ce film a été
estimé & moins de 10 cnf.s* (von Klitzing, 2006) indiquant son état vitreuxuete trés faible
mobilité de ses chaines. En général, les polyéligtés synthétiques, dans les films
multicouches, présentent un coefficient de diffagi@s faible (Dubas and Schilenoff, 2001b; von
Klitzing, 2006). Le coefficient de diffusion peuia@ement varier dans les différentes zones, au
sein du film multicouches, définies par Ladanakt(Ladamet al, 2000). En effet, pour le film
multicouches PDADMA/PSS, la mobilité des chainepalgélectrolytes est plus importante pres
de I'interface film/solution qu’a l'intérieur méndu film (Nazararet al, 2007), ce qui confirme
gue les couches les plus externes (Zone Ill) samsdenses.

Les films a croissance exponentielle sont souwsstenus avec des polyélectrolytes
naturels comme les polypeptides et les polysaatdsriCes films se caractérisent par un
processus de complexation endothermique, conségu#noe faible attraction électrostatique
(Laugel et al, 2006), et un coefficient de diffusion plus éleW&ar exemple, pour le film
PLL/HA, le coefficient de diffusion a été estimélés valeurs comprises entre® 10'° cnt.s*
(Picartet al, 2005b; Richeret al, 2004a). Une étude tres récente par FRAPP a mquag@res
le dépdt de la solution de polycations sur le fitioL/HA, celui-ci contient trois populations de
PLL™TC (PLL greffée a 'isothiocyanate de fluorescéinejomsées a des coefficients de diffusion
différents. La premiére population a un coefficidatdiffusion tres faible et correspondrait selon
les auteurs a des chaines de Piifortement liées aux chaines de HA de la surfaciimuCes
chaines de PLT'® sont considérées immobiles. La fraction mobiledeet la fraction mobile
rapide des chaines de PI'I° forment les deux autres populations (Jourdagtrad, 2008).

Différents facteurs influent sur la mobilité desaines dans un film multicouches de
polyélectrolytes. Ainsi, la diffusion inter-chainestre les couches d'un film pseudo-stratifié
PDADMA/PSS sous l'effet de la force ionique a étésemnen évidence par réflectivité des
neutrons (Jomaa and Schlenoff, 2005). La forcegismipermet notamment de contrbler le degré
d’association entre les chaines de polyélectralyEmseffet, plus le taux de sel est important et
plus les contre-ions ont tendance a écranter laggek des chaines de polyélectrolytes. La force
des interactions électrostatiques entre les patytsitet les polyanions sont réduites et par

conséquent la mobilité des chaines de polyélete®lyst augmentée. Le contrble de la densité de
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charge des polyélectrolytes et du type du contmrepeuvent conduire a des systémes plus ou
moins mobiles (Fig. 1.20) (von Kilitzing, 2006).

Traitement
Dissolution partielle des complexes par :
1.Augmentation de la force ionique
2. pH
3. Augmentation de la température

/°  or. ©/%

+f
Y L .
= @

@ @
Compensation intrinséque des charges Compensation extrinseque des charges
Etat vitreux, mobilité réduite Etat liquide, mobilité importante

Conditions de

Faible force ionique « ‘construction Forte force ionique
Faible polarité des ions Grande polarité des ions
Grande densité de charge Faible densité de charge

Figure 1.20 :Résumée des différents parametres influant sumlailité des chaines dans les films
multicouches de polyélectrolytes. Les signes ({t¢treprésentent les polyélectrolytes chargés.
Les cercles avec les signes (-) et (+) représetgsntontre-ions provenant des polyélectrolytes
ou d’un ajout de sel (von Klitzing, 2006).

1.2.3.5 Les Complexes de polyélectrolytes : solutiorersus films multicouches

Les interactions entre des polyélectrolytes deggsopposées conduisent a la formation de
complexes (PECs: polyelectrolytes complexes). Rii fle leurs nombreuses applications
potentielles, les PECs présentent un intérét ceraide (Kabanov, 1994a; Philigg al, 1989;
Tsuchida and Abe, 1982). Les PECs peuvent prerdferine de films multicouches (Decher,
1997), de complexes solubles (Kabanov, 1994a; Tdadnd Abe, 1982), de précipités solides
(Michaels and Miekka, 1961) ou de coacervats ligsid@Burkeet al, 2007). La nature des
interactions mises en jeu et les propriétés dessREEpendent de plusieurs parametres : le ratio
des charges, la force ionique, le pH, la tempéeatarconcentration des polymeres, la densité de
charge et la structure des polymeéres (Hubbal, 2005; Kabanov, 1994a; Philigg al, 1989;
Sukhishvili et al, 2006; Tsuchida and Abe, 1982). Le recouvremenhel’'surface a I'aide des

PECs peut étre obtenu par la méthode d’assemblagehe par couche introduite par Decher
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(Decher, 1997). Cette méthode implique l'adsorpteéquentielle des polyanions et des
polycations sur une surface chargée et permet gellert contrble de I'épaisseur et de la
composition de l'architecture (Sukhishvili, 200%k&ishvili et al, 2006). Cependant, d’'un point
de vue thermodynamique, la construction des filmstioouches est en contradiction avec les
connaissances dans le domaine de la complexat®palgelectrolytes en solution (Izumrudewv

al., 2004; Kabanov, 1994b). En effet, durant les cyd@adsorption, les films multicouches sont
exposés a un large exces de polyélectrolytes, ldoctiarge est opposée a celle de la couche la
plus externe du film. Ces conditions sont donc féw®rables, du point de vue entropique, a la
formation de PECs solubles en solution. Les étmdesées sur les PECs en solution ont montré
que la force ionique et le ratio des charges (¢&lcamme le ratio des concentrations en unité
monomere du polycation sur celui du polyanion) stast parametres critiques dans le diagramme
de phase du systeme (Kabanov, 1994b). Dans la itéajies systemes étudiés, les PECs solubles
en solution se forment en présence d’'un large ede&sharge. Lorsque cet excés de charge est
réduit, une séparation de phase se produit et séfeste par un phénomeéne de précipitation. Il
est donc possible de s’attendre, sur la base desnants thermodynamique, a une inhibition de
la croissance des films multicouches dans le cakk®wonditions seraient plus favorables a la
formation de PECs solubles. La désorption de pebtéblytes adsorbés sur les films
multicouches lors des cycles de dépéts, inhibantdassance en épaisseur des films, a été déja
décrite (Hoogeveemrt al, 1996; Kovacevicet al, 2003; Suiet al, 2003). Par conséquent et
suivant les conditions de construction, le proceskidépdt des couches peut étre soit favorable
a I'adsorption ou a la désorption (Dubas and SdctifeA001a). Dans le but de pouvoir prédire et
contrdler la transition entre une croissance staele films multicouches et la désorption des
polyélectrolytes, plusieurs études comparativesreeés PECs en solution et les films
multicouches ont été realisées. Différentes expéeeie ont montré que les films multicouches
présentent une structure similaire a celle des P&Csolution. La proximité des charges
opposées dans les films multicouches et la naterka @aomplexation des polyions ressemblent
fortement aux caractéristiques décrites pour le€SPEn solution (Dautzenberg al, 1994;
Rodriguezet al, 2000; Smithet al, 2003). Cette observation montre que le componémes
polyelectrolytes dans les multicouches est gouvgaréles mémes lois physiques que celles
correspondant aux complexes de polyélectrolytesotution. Ce résultat est en accord avec les

résultats de Boulmedais at.(Boulmedais et al., 2002yjui ont montré que pour le systeme
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PLL/PGA, les PECs, se formant a la fois en solutnsous forme de films multicouches,
présentent une structure secondaire similaire. deslusions similaires ont été rapportées par
Arys etal. (Arys et al, 2001), indiquant que I'organisation interne désd multicouches est
intimement liée a ce celle de la formation des PE@ssolution. La corrélation entre le
comportement des PECs en solution et dans les filmisicouches a été soulignée par Cohen
Stuart efal. (Kovacevicet al, 2002). Ces auteurs ont établi un diagramme dsepties PECs en
solution (Fig. 1.21), dont les paramétres sontréation f* du polycation dans le mélange
polycation/polyanionf{ = 1-f ") (f ~ est la fraction de charge négative du polyaniomd éorce

ionique.

il

Figure 1.21 : Représentation schématique du diagramme de lditgtales films multicouches.
L’'axe horizontal représente la fraction du polyoati contenu dans le mélange
polycation/polyanion en solution. L’axe verticaprésente la force ionique ou la concentration
du sel. Les régions L et G indiquent, respectivamétat liquide et vitreux des multicouches.
Les régions L’ et L” représentent les complexespdéyélecrolytes solubles. La région S est la
partie du diagramme ou aucune complexation entrediglectrolytes ne se produit. (Kovacevic
et al, 2002).

Ce diagramme de phase résume le comportementEigs & solution. Il indique que la
phase soluble ou insoluble des PECs dépend deda fonique et de la fractioh®. Ainsi, la
transition dissolution/croissance stable des multtbes est dictée par le comportement des PECs
en solution. Lorsque la force ionique est supéeeumune valeur critique (la région S), aucune
complexation entre les polyelectrolytes ne se ptpdue ce soit en solution ou dans les films
multicouches. L’écrantage des charges le long d@$neb polymériques inhibent fortement
I'attraction coulombienne. Les petits ions du sefremit en compétition avec les interactions

polycation/polyanion. Ce constat confirme les risdalde Dubas etl. (Dubas and Schlenoff,
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2001a), qui ont montré que le film multicouche asdade PDADMA/PAA se dissout
complétement a une concentration de 0.6 M en NaCHessous de cette valeur critiq@g) de
force ionique, la complexation des polyélectroly$esproduit. Ainsi, nous distinguons les deux
régions L' et L" qui correspondent, respectivemait, formation de PECs solubles négatives (da
a I'exces de polyanions) et positives (d0 a I'exdeés polycations). La formation de films
multicouches correspond aux régions L et G ou |BECP précipitent. La composition a
I'intérieure de la région G, ou la force ioniqué ie$érieure &Cy (glassy concentration), conduit a
la formation de films vitreux caractérisés par unebilité réduite des polyélectrolytes. Par
conséquent, lors de la construction aucun équitibest possible. Pour une force ionique située
entreCy et C,, nous avons la region L ou la mobilité des polgttdytes augmente avec la force
ionique Cs. Le film passe alors un état vitreux a un étatuspliquide. La mobilité des
polyélectrolytes permet d’établir un équilibre entes films et la solution. Cet équilibre refléte |
possibilité d'une dissolution partielle du film aontact d’'une solution contenant un large exces
de polyanions. Cette érosion est d’autant plus mapte que la force ionique augmente. Par
ailleurs, I'obtention d’un film stable requiére sanstruction dans la région S (Kovaceeical,
2002). Des études par calorimétrie ont égalementfiectuées. Il a été démontré que lorsque
I'enthalpie de complexation en solution de coupée pblyélectrolytes de charge opposée est
endothermique, les films multicouches a base decaeple présentent une croissance
exponentielle et structure plutét gel-liquide. Irs@ment, lorsque I'enthalpie de complexation est
exothermique, il en découle des films multicouctpeiscroient linéairement et qui présentent une

structure plus dense voire vitreuse (Lawgedl, 2006).

1.2.4  Vers des architectures multicompartimentés délms multicouches

Les films multicouches a croissance linéaire, pluis et plus denses, ne permettent pas la
diffusion des molécules, de ce fait, ils peuventjole réle d’'une barriere. Par contre, les films a
croissance exponentielle permettent la diffusion pi#gélectrolytes, ceci permet de les charger
par des principes actifs chargés. lls peuvent dés jbuer le réle de réservoir. Ces propriétés
peuvent étre mises a profit pour réaliser des fémompartiments, en alternant des domaines a
croissance linéaire et d’autres a croissance exiagfie. De telles architectures ont été réalisées
en déposant par exemple des films PAH/PSS surrdaditms de type PLL/HA (Garzet al,

2004). Le film exponentiel sert de réservoir poes gbrincipes actifs alors que le film linéaire
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représente une barriere a la diffusion des poly@ites entre deux compartiments successifs de
méme nature. Il a été constaté par microscopieocaté que la PLT'C, insérée dans un
compartiment réservoir, ne diffusait pas au trawkrda couche barriere. Grace a de tels films,
des cascades de réponses cellulaires peuvent étirélées dans le temps (Jesselal, 2006)
(Garzaet al, 2005)(Fig. 1.22).

\

(PLL/HA),o/PLLFITC = compartiment 3
4——(PAH/PSS )3y = barriére 2
{PLL/HA) g = compartiment 2
——(PAH/PSS )y, = barriére 1

(PLLIHA) /P LLFITC/HA = compartiment 1

o e —

B AN A Py

Figure 1.22: Observation en microscopie confocale de la secten z dun film
(PLL/HA)3o/PLLT T /HA/(PAH/PSS)o/(PLL/IHA) 3¢/ (PAH/PSS)/(PLL/HA) 5-PLLTT¢(3
compartiments séparés par 2 barriéres). La"Ptlcorrespond & de la PLL couplée de facon
covalente avec un marqueur vert fluorescent :uaréiscéine isothiocyanate (FITC). La ligne en
pointillés blancs correspond a la position de hadle de verre (bas du film).

Les films multistrates peuvent aussi se composetedix films multicouches exponentiels
déposés I'un sur l'autre. Le deuxieme film consamecomportement exponentiel méme s'il est
construit sur un film préexistant composé de pealgteblytes de nature différente. De plus, les
polyélectrolytes du film supérieur pénetrent daesfilm sous-jacent et le densifient. Cette
densification bloque alors la diffusion des nouwelshaines de polyélectrolytes déposées et

aboutit & une véritable barriere (Jourdaienal, 2007).

1.2.5 Films multicouches répondants a différents stiuli externes

La préparation et I'application de films multicowsh adaptatifs répondant a différents
stimuli est d'un intérét fondamental. Les réponseduites sont caractérisées par des
changements des propriétés physico-chimiques defiloes Ainsi, le controle externe des
fonctions comme la perméabilité ou les propriétésaniques des films multicouches peut dans

certains cas s'effectuer par un simple changemept de la force ionique et de la température.
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[.2.5.1 Films répondant au pH

Dans le cas des films multicouches a base de palyélytes faibles, la distribution des
charges a l'intérieur du film peut étre modulée lgapH du milieu environnant. La fraction des
groupements ionisables dans le film est détermioiede 'assemblage par le pH des solutions
et les pKa des polyélectrolytes. Cette fractiored®ine la « capacité » du film multicouche a
s’adapter suite a un changement de pH apres I'ddagen Cette caractéristique d’adaptation est
largement étudiée et utilisée pour contrdler lesppétés physico-chimiques des films

multicouches.

[.2.5.1.1 Dissolution des films multicouches parrad@ment du pH

Une variation externe du pH, peut conduire a ussotution compléte des complexes au
sein d’un film multicouches. Dans le cas des filirisase de liaisons hydrogeéenes, I'ionisation des
groupements acides de I'assemblage en fonctioh®xgates, entraine I'effondrement du réseau
des liaisons hydrogénes, construit a bas pH. Aideg films constitués de PEO/poly(acide
methacrylique (PMAA), de PVPON/PMAA et de PEO/PABpmmencent a se disloquer a des
pH respectivement voisins de pH = 4.6, pH = 6.pkt= 3.6, puis se dissolvent complétement
pour des pH supérieurs a ces valeurs (Sukhishwili@ranick, 2000; Sukhishvili and Granick,
2002). Le seuil critigue de la dissolution peuteétontrélé en choisissant des combinaisons
différentes des polymeres. Dans le cas des filmicauches a base de polyélectrolytes faibles,
les interactions électrostatiques peuvent facitgrdae controlées par variation du pH du milieu
environnant. Ainsi, il est possible de construies anicrocapsules répondant au pH a base de
PAH/PSS (PAH est le polyélectrolyte faible donplkea est de 10.8). L’augmentation drastique
du pH (au dessus de 11) réduit la densité de ehl@dong de PAH. Un excés de charges
négatives provenant de PSS se créé. Les forcegpadésions et 'augmentation de la pression
osmotique au sein du film provoque un gonflememdviersible puis une dissolution complete de
la structure (Glinekt al, 2007). Burke e&l. ont montré que pour le film multicouche PAH/HA
se détruit lorsqu’il est exposé soit a un pH a¢RiB-3) soit a un pH basique (10-10.5). Pour les
autres valeurs de pH, la réponse de ce film eshémbent liée aux parameétres physico-chimiques
de la construction. Le taux de gonflement du figst dépendant de la valeur du pH de la solution
de contact (Burke and Barrett, 2005). De maniereégde, un film multicouche construit a base

de polyélectrolytes faibles a pH acide se détuitantact d’'une solution a pH basique (Sui and
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Schlenoff, 2004). L'effet du pH est essentiellemienproduit de I'équilibre chimique du couple

acide/base des groupements carboxylate et amimkgBnd Barrett, 2003).

[.2.5.1.2 Perméabilité des films multicouches pangement du pH

La dissolution partielle des complexes a étésdtdipour contrdler la perméabilité des films
multicouches. La formation des pores induits pag uariation de pH a été expérimentalement
mise en évidence aussi bien pour les films multbes de polyélectrolytes construits sur des
supports plans (Mendelsolat al, 2000) que pour les capsules creuses. Ainsi, @p@osité
induite réversiblement par le pH dans les paroiscdpsules a base de films PSS/PAH permet de
concevoir des capsules a perméabilité contrélégigdw et al, 2002; Sukhorukoet al, 2004).

En effet, lorsque le pH est inférieur a 6.5, lagpales capsules s'ouvre par augmentation de la
taille des pores permettant la diffusion de maciémues de dextrane a I'intérieur de la capsule.
Les auteurs suggerent que l'augmentation de laitdeds charge de PAH induit des forces de
répulsion et par conséquent a une fragilisatiotad®matrice. Lorsque le pH est supérieur a 8.2,
les pores de la paroi se referment, empéchantdeaga des macromolécules de dextrane (Fig.
1.23). L'existence d’'une telle nanoporosité réddesnent contrélée par le pH a été également
démontrée pour des films PAH/PAA (Hillet al, 2002), initialement construits a pH = 8.5 pour
PAH et a pH = 3.5 pour PAA. Ensuite, 'immersion film dans une solution a pH = 1.8,
provoque une séparation de phase a cause de tmation des groupements carboxylates. Par
conséquent, des micropores, de taille allant ded®@®0 nm, se forment accompagnés d’un
gonflement du film de 200%. Les auteurs ont progué de tels assemblages nanostructurés
utilisés comme revétement de surface sur des veptgues présentaient des propriétés anti-
réfléchissantes remarquables réduisant la lumiéfiéchie de 8% a 0.1%. Plus récemment,
Lutkenhaus et al (Lutkenhaes al, 2008), ont montré qu’il est possible de contridetaille des
pores pour le systeme LPEI/ PAA en variant les t@ws du pH & la fois lors de I'assemblage et
apres la construction. Le contréle de la perméébpar variation du pH est largement étudié

dans I'encapsulation et la libération de macromde¢(Chung and Rubner, 2002).
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Figure 1.23 : Observations par microscopie confocale de la pebitiggade capsules creuses

composées de (PSS/PAHYis-a-vis de molécules de dextrane-FITC (masseaineol77 000
g/mol). Ouverture a pH=3.5 et fermeture a pH=1@$ chpsules (Antipost al, 2002).

1.2.5.1.3 Membranes a sélectivité ionique bi-polaire

Park etal. ont montré que la construction de films multicoegla base de polyélectrolytes
partiellement couplés a la benzophénone (BP), PRAPBH-BP, suivie d’'une réticulation
photochimique entre ces groupements benzophénenmeftait d’obtenir des membranes trés
résistantes et d'une grande stabilité sur unelarge gamme de pH (Pamdt al, 2004). La
composition en groupes ionisables acides carbaxgticet amines du film a pu étre facilement
modulée par variation de pH permettant ainsi I'otbend’une membrane ionique bi-polaire par
passage d’'un excés de charges positives (duesraugeg ammoniums) a un exces de charges
négatives (dues aux groupes carboxylates). Lesmidzges constituent des membranes
sélectives aux ions, avec une sélectivité aux aniorsque I'on se place dans un milieu extérieur

de faible pH et aux cations lorsque I'on se plasesdin milieu extérieur de pH élevé.
1.2.5.2 Films répondant a la température
[.2.5.2.1 Par transition de phase

La température influence les propriétés viscoéass des films multicouches. Par
exemple, Mueller et al. ont montré que le modulestijue des capsules creuses a base de
multicouches PDADMA/PSS était divisé d'un factewoghe de 100 passant de 100 MPa a 1
MPa, par simple chauffage (Muellet al, 2005). En fait cette diminution importante du mied

d’Young est attribuée a une transition de phaseuse se situant vers 35°C faisant passer le film

58



Chapitre | : Revue Bibliographique

initialement vitreux a température ambiante a @ Béaucoup plus mou pour des températures
supérieures, se traduisant par une tres forte antgien de la mobilité des chaines par agitation
thermigue moléculaire. De plus, la nature du pelgtblyte déposé a la surface de la capsule
influence énormément le comportement thermique I&tadt al, 2006). En effet, sous I'action de
la chaleur, les capsules se terminant par PSS r#eactent (le rayon diminue) avec une forte
augmentation de I'épaisseur de la paroi, alors lgaecapsules se terminant par PDADMA se
dilatent (Fig 1.24)

Figure 1.24 : Effets de la température sur des capsules creéusmse de films multicouches
PDADMA/PSS. A) Capsules se terminant par PSS :telfe contraction, B) Capsules se
terminant par PDADMA : effet de dilatation(Kohlet al, 2006)

Ces effets sont notamment attribués a des intenscde surface entre le solvant (milieu
tampon) et les chaines polyméres trés mobiles te hampérature. Les chaines de PSS, portant
des groupes aromatiques, n’'établissent pas d'ctterss favorables avec les molécules d’eau du
milieu (effet hydrophobe), le comportement therreigle la capsule se traduit par un effet de
contraction due a une minimisation de la surfackmere-eau. Par contre, les chaines de
PDADMA étant tres chargées en surface et pas yr@ophobes, le comportement thermique de
la capsule se traduit alors par une expansion deafssule pour minimiser la répulsion
électrostatiqgue entre les charges positives deuldace. Ces observations suggerent que
'augmentation de la température permet d’accrdétifiuidité de la capsule et donc sa capacité a

se déformer.

59



Chapitre | : Revue Bibliographique

1.2.5.2.2 Utilisation de copolymeéres blocs hydropgihydrophobes

Le poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) est un polgre thermosensible soluble en
milieu aqueux a basse température, mais insolubldeasus d’'une température critique (lower
critical solution temperature LCST) vers 32°C. Atteetempérature, le polymere subit une
transition de phase réversible en expulsant lesécutds d’eau solvatant initialement les
monomeres. Des films multicouches de polyélecteslyhermosensibles ont été fabriqués a partir
de copolyméres chargés contenant le PNIPAM : PSBNI®AM et PAH-co-PNIPAM. L'étude
de la quantité d’eau dans le film en fonction déelapérature a mis en évidence I'existence de
deux transitions de phase, microscopique et macpage® respectivement a 33°C et 45°C (Jaber
and Schlenoff, 2005). Sous l'action du chauffagespde 50% de la quantité d’eau contenue
initialement dans le film est expulsée de facorersible. Une application prometteuse de tels
assemblages thermosensibles concerne la libératonmédicaments par changement de
température, par exemple en réalisant le chargediemtprincipe actif dans le film a 20°C et en
provoquant sa libération spontanée en le placarg dammilieu physiologique a 37°C. Ainsi, des
microgels constitués de PNIPAM-co-PAA et de PAH ét& chargés par un médicament utilisé
en chimiothérapie, la doxorubicine. Par déclencherde pulses thermiques entre 20 et 50°C, ce

médicament a pu étre libéré de fagon contrélégéSsral, 2005).

[.2.5.3 Films répondant a la force ionique et au cdre-ion

La force ionique joue un réle décisif lors de lanstouction des films multicouches. Une
fois le film formé, il est possible de changer tack ionique et le contre-ion de la solution
environnante. La réponse du film multicouche déped systeme de polyélectrolytes et du type
de contre-ion. Dubas et Schlenoff ont étudié le pomement de trois systemes de films
multicouches vis-a-vis d’'un changement de la foooéque du surnageant. lls ont observé que le
systeme PDADMA/PAA montrait un gonflement importamnite a I'augmentation de la force
ionique, le systeme PDADMA/PSS gonfle Iégéremergdoe la concentration de NaCl est au-
dessus de 1 M. Par contre, en dessous de cettentmaton, ce méme film se dégonfle
légérement. Pour ces deux systemes les changemsiepgyent non seulement au niveau de
I'épaisseur mais également au niveau de la rugdsifdm. Concernant le film PAH/PSS, moins

sensible, il ne répond qu’a des forces ioniquedessus de 2 M (Dubas and Schlenoff, 2001b).
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En effet, le systeme PAH/PSS commencent a gonfliéesaforces ioniques trés élevées et se
dissout complétement aux environs de 4 M. La camagon minimale & partir de laquelle les
films multicouches se dissolvent dépend fortementadnature des polyélectrolytes, elle est de
0.3 M pour PDADMA/PAA et de 2 M pour PDADMA/PSS. Geuil augmente avec la densité
de charge et diminue légerement quand la soluteoMNaCl est remplacée par une solution de
NaBr (Nazararet al, 2007). La forte interaction entre I'anion Bat le polycation PDADMA
renforce la décomposition. D’autre part, la foroaique pouvait contréler la perméabilité des
capsules a base de films multicouches. Cependamtragement au pH, la force ionique n’est
pas sélective aux polyélectrolytes et ne peut tgnaker les interactions électrostatiques au sein
des films multicouches. Dans cette optique, Antigb\al. ont montré que la perméabilité des
capsules a base de PAH/PSS était fortement augenentprésence de NaCl 0.5 M (Antipety

al.,, 2002). Cette perméabilité aux molécules est sivier (Ibarzet al, 2001). Pour les films
déposés sur une surface plane, les variations derde ionique peuvent également induire

I'apparition de pores (Femgt al, 2001).

[.2.5.4 Films répondant a des stimuli mécaniques
1.2.5.4.1 Des surfaces hydrophiles aux surfacesdpydibes

Une structuration basée sur le dép6t de multicoudbgmlyélectrolytes sur des feuilles de
silicone, a permis de passer réversiblement d’'umpootement surfacique hydrophile a une
comportement surfacique hydrophobe, par simpler@gnt mécanique longitudinal du substrat
de silicone (Hemmerlet al, 2005). Un polyélectrolyte hydrophobe, le Nafiogta utilisé pour
construire des assemblages formés de films multleesi PAH/Nafion (Naf) en tant que strate
hydrophobe et PAH/PAA en tant que strate hydrophll&angle de contact d'un film
PEI/(Naf/PAH)/Naf/((PAH/PAA), a été mesuré au cours de plusieurs cycles
d’élongation/rétraction successifs et a conduiea aleurs alternant réversiblement entre 57° et
100° lorsque l'on passe d'un état non-étiré a anédiré (taux d'étirement de 2.2) (Fig. 1.25).
Cette observation s’expliqgue notamment par I'exjpmsien surface de la strate hydrophobe

Naf/PAH sous étirement et son ré-enfouissementdonetour a un état de repos (rétraction).
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Figure 1.25.A gauche : Courbe représentant I'évolution dedlarde contact durant les cycles
d’élongation/rétraction pour une multicouche (PEf)NPAH/Naf)/(PAH/PAA),. La valeur de 1
correspond a I'état non-étiré et la valeur de 2'@tat étiré (d'un taux égal a 2.2 fois la longueu
initiale du substrat de silicone). A droite : Scl@éde la structure supposée stratifiee d’un tel film
: les bandes vertes et jaunes correspondent aN&f;lles bandes rouges et vertes a (PAH/Naf)
et les bandes rouges et bleues a (PAH/PAA)(Hemneedg 2005).

[.2.5.4.2 Formation de nano-valves

Mertz etal. ont étudié par microscopie confocale et par mmpge a force atomique, la
réponse meécanique, sous un étirement longitudishaltrois films multicouches différents:
PLL/HA, PAH/PSS et PDADMA/PSS, directement déposeés des feuilles de silicone. Sous
étirement en phase liquide, alors que les films pusés de 30 paires de couches PLL/HA et
PDADMA/PSS ne présentent aucune fracture a leurfasar indiquant leur caractére
viscoélastique, les films (PAH/PS§)montrent un comportement de type matériau vitreux
fragile, avec [l'apparition de microfractures a lesurface Ces fractures apparaissent
uniformément sur toute la surface et sont orien®esmoyenne perpendiculairement a la
direction de I'étirement (Fig. 1.26). Une fois liéss (PAH/PSS), ramenés a |'état non-étire,
elle se rapprochent mais ne cicatrisent pas.
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Figure 1.26 :Images de microscopie a force atomique (AFM) reprEmt le comportement d’un
film (PAH/PSS), sous un étirement mécanique de 100%, a) a I'ém@ttiré, b) a I'état étiré, c)
au retour a I'état non étiré. La fleche noire ingida direction de I'étirement qui sera toujours
identique par la suite (Mert& al, 2007).

Ces auteurs ont également étudié le comportenoeist &irement mécanique, de systemes
multicouches de type « réservoir/barriére » obtgrarsI’association de films jouant le role de
réservoirs PLL/HA et de barrieres (PAH/PSS ou PDABIRISS). Une barriére est soit déposée
sur un réservoir PLL/HA ou soit enfouie entre deéervoirs PLL/HA. lls ont alors comparé le
comportement sous étirement mécanique de ces gpas e barrieres et deux réponses trés
différentes ont été observées. En ce qui concamdarrieres PAH/PSS, d'abord des systémes
réservoir/barriere de type (PLL/HAJPAH/PSS), ont été construits, puis des réservoirs
« doubles » de type (PLL/HAYPAH/PSSY/(PLL/HA),. Pour ces deux structures, des
I'application d’un faible étirement, la strate bhare se fissure comme un matériau vitreux avec la
formation de fractures de taille micrométriques surte linterface (Fig. 1.27). Une fois ces
systemes ramenés a I'état non-étiré, ces fracagreapprochent mais ne se referment pas comme

cela avait été observé pour les films PAH/PSS seul.
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Figure 1.27 : A gauche (a et b), images (x,y) de microscopie @cale (CLSM) de systemes
(PLL/HA)N/(PAH/PSS)m (réservoir/barriere) sous dimegnent mécanique de 30% représentant
les fissures formées a la surface de la barrieee.diminution des temps de dépodts des
polyélectrolytes de la barriere (PAH et PSS) perdiebtenir des fissures moins étendues (b). A
droite (c et d), sections (x,2) CLSM représentant n u film
(PLL/HA)o/PLLR"Y(HA/PLL)/(PSS/PAH) (HA/PLL):y/HA/PLL™'TC (deux réservoirs séparés par
une barriére) (c) a I'état non étiré, (d) sous uirement mécanique de 40%. La fleche blanche
indique la diffusion de chaines de PI'® d'un réservoir & I'autre a travers une fissure.

Concernant le deuxieme systeme réservoir/barrierede type
(PLL/HA)/(PDADMA/PSS),, les observations en microscopie confocale et a&mostopie a
force atomique ont montré que les barrieres PDADRBS ne se fissuraient pas sous étirement
comme les barrieres PAH/PSS, mais qu’elles s’oaataen formant des nanopores dont les

tailles varient de quelques dizaines a quelquetaires de nm (Fig. 1.28).

Retour, t=0

]

10 ym
— Retour, t=30 min

Figure 1.28 :a) Image AFM de nanopores formés sur la barri&ne slystéme réservoir/barriére
(PLL/HA)3/PLL/(PSS/PDADMA} sous un étirement de 100%, b) Image (x,y) CLSM
représentant le phénoméne de relaxation de laebarrd’'un systéme réservoir/barriere
(PLL/HA)3/PLLR"Y (HA/PLL)/(PSS/IPDADMA}) au retour & I'état non-étiré, c et d) sections
verticales (x,z) CLSM illustrant la cinétique deavadtion des oscillations de la barriere entre t=0
(c) et t=30 min (d).

Ces nanopores se forment a des taux critiquegali@nt croissants avec le nombre de
couches constituant la barriere. Par ailleurs, éeamisme est réversible, c'est-a-dire que les
pores se referment et la barriére redevient impabheéorsque le film est replacé a I'état non-

étiré. De plus, il apparait que la fermeture der@spores est liée a un processus de relaxation
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mécanique faisant intervenir des oscillations ¢ansrtissent sur une certaine durée, au niveau
des couches composant la barriere. Ainsi, ces igtépr indiquent la possibilité pour ces

systemes polymériques de jouer le réle de nancesalwcommande mécanique.

1.2.5.5 Films répondant a des stimuli électriques

Le potentiel électrique peut perturber les intecastipolymere-polymere au sein d’un film
multicouches au méme titre qu’un changement extémpH ou de la force ionique. Pour une
étude électrochimique, les films sont construitswsu substrat conducteur qui est utilisé comme
une électrode de travail. Ce film peut étre, soitstruit avec un des deux polyméres présentant
un couple oxydo réducteur (Laurent and Schlend®7), soit avec un des deux polymeres
fonctionnalisé par greffage d’'un groupement rédma¢, exemple le ferrocéne (Liet al, 2003).

Le film peut également contenir une molécule aydes propriétés rédox, appelée sonde
électrochimique qui se confine dans le film. Dae<as, le signal électrique mesuré sera sensible
aux interactions entre la sonde et le film. Plusesondes peuvent étre utilisées, le couple
ferrocyanure/ferricyanure (Hubsakt al, 2005), des protéines rédox (Lu and Hu, 2006), la
dopamine ou l'acide ascorbique (Koktyshal, 2002; Rmaileet al, 2003). L'application d’'un
potentiel électrique conduit a une réaction d’oxgdiniction. Plusieurs publications traitent de

I'étude des effets du stimulus électrique sur dessfmulticouches.

1.2.5.5.1 Dissolution des films multicouches sous slirdlectrique

La dissolution d’un film multicouches a base de_Rit d’héparine PLL/HEP, a été décrit
en appliguant un potentiel électrique de 1.8 V (Bmdaiset al, 2006). La motivation de ce
travail etait la réalisation de systemes a mémigbédecr de maniére contrblée une espece, a vertu
curative par exemple, en solution. Quand le patkett appliqué a 1.8 V au niveau de I'anode
(le substrat de construction), I'électrolyse deligorend place, produisant ainsi des protohs H
Ceci induit l'acidification du milieu et par consémnt la protonation des groupements
carboxylates et sulfate de I'héparine. L'entrée élestrolytes dans le film et le changement du
pH fragilisent les interactions entre I'héparindaePLL causant ainsi la dissolution du film. It es
a noter que durant la dissolution, des trous ajgss@at au niveau du film mais n’atteignent pas

toute son épaisseur. La taille de ces nanoporesndépt de la durée du potentiel, plus la durée
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est importante plus la taille des trous est grahdelibération de I'héparine s’opére seulement
sous potentiel électrique (1.8 V et au-dela), algi d'un phénoméne contrélable. Diéguealet

ont également étudié l'effet du courant électriggie le film multicouches PLL/ acide
désoxyribonucléique (ADN). Ces auteurs ont montré quand ce film est construit a 0 V sur
une électrode de type ITO (Indium Tin Oxide), sasdlution est lente et partielle apres
application d'un potentiel de 1.9 V. Au contraiggiand une tension de 1.2 V est appliquée lors
de la construction de ce méme film, sa destru@girbeaucoup plus rapide et presque totale a 1.9
V. Cet effet a été observé a différents taux deetehussi pour d’autres systémes comme
PAH/PSS. Pour expliquer cet effet, les auteurs éxggg qu’au niveau de lI'anode, il y a non
seulement production de protons mais également gdsuie a I'application du potentiel. Le Cl
interagit avec I'eau pour donner HCIO, connu paagir avec les amines, en l'occurrence les
amines de la PLL. De ce fait, la PLL perd sa chafgdiminue son habilité a interagir avec le
polyanion (Dieguezt al, 2009). En 2007, Hammond &t ont montré que le film non toxique,
construit sur une électrode ITO, & base de LPEBIda de Prusse (BP) et d&CDS se détruit
quand un potentiel de 1.4 V est appliqué. La litiénade *CDS, la biomolécule d'intérét,
dépend de la durée du stimulus, plus la duréerasidg plus la libération est importante. Cette
libération sous stimulus électrique reflete la degton du film. En effet, 'oxydation du BP
chargé négativement en Brun de Prusse (PX) neutés application d’'un potentiel de 1.4 V,
induit un excés de charges positives dans le flar. conséquent, les forces de répulsions entre
les polycations augmentent et fragilisent le filviiood et al, 2008). Le groupe du Professeur
Voros a utilisé la propriété de certains films riaadtiches & se dissoudre sous stimulus électrique
pour induire un détachement cellulaire. Aussi, deflules sont cultivées sur un film fin de
PLL/HA. Arrivées a confluence, le tapis cellulagst détaché par dissolution du film PLL/HA

sous potentiel électrique (Guillaume-Gestilal, 2008).

[.2.5.5.2 Gonflement et dégonflement des films maoliiches sous stimuli électrique

Une étude par ellipsométrie de films composésamzyme glucose oxydase (GOXx) et de la
PAH modifiee par greffage d’'un complexe d'osmium X#AH-Os soumis a des cycles
d’oxydation et de réduction a été rapportée paedoretal. (Forzaniet al, 2002). Les auteurs
ont pu montrer que ces cycles s’accompagnaientodfiggnent ou de I'amincissement du film

(Fig. 1.30). lls ont également discuté des origidexces phénoménes en termes d’incorporation
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ou de rejet de contre-ions et/ou de molécules d'ssus de la solution électrolytique.
Typiguement, une augmentation de 10% de I'épaisdaufilm et une diminution de 3% de
I'indice de réfraction sont enregistrées quandlie st completement oxydé. Ces changements

sont réversibles et proportionnels a la fractigpdée d’osmium.
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Figure 1.30. Epaisseur en fonction du potentiel appliqué d’'ihm fmulticouche dont I'un des
polyélectrolytes possede des propriétés d’oxydaoly déterminée par ellipsométrie. Courbe
issue de la référence(Forzatial, 2002).

Outre I'utilisation de polyélectrolytes portantsdgroupes rédox, il est possible de confiner
une sonde électrochimique dans un film multicoudbepolyélectrolytes. Grieshaber et al. ont
étudié la réponse de deux films multicouches, paMeD couplée a I'électrochimie, en présence
de ferrocyanure [Fe(ChJ", confiné dans ce film, suite & I'application d’patentiel électrique
par voltamétrie cyclique. Ces auteurs ont montr lgufilm multicouche PAH/PGA répondait a
I'excitation électrique par un gonflement et un aiétement respectivement lors de I'oxydation
et de la réduction de la sonde électrochimiques lae I'oxydation le ferrocyanure perd un
électron et se transforme ainsi en ferricyanureGRB{>, pour conserver I'électroneutralité au
sein du film, les ions chlorure Gét I'eau pénetrent dans le film conduisant a somflgment
(Fig. 1.31). Le phénoméne inverse se produit dulam&duction. Les pics d’oxydation et de
réduction sont proportionnels aux nombres desrélestiransférés, plus le transfert est important

plus la réponse du film est accentuée.
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Figure 1.31 :(a) Schéma représentatif d’'un film PAH/PGA conterlangonde électrochimique
ferrocyanure [Fe(CN)*. L’application d’un potentiel électrique induitl®@xydation des ions
[Fe(CN)]*, il en résulte une entrée des ions chloruree€le film gonfle. Lors de la réduction
les ions [Fe(CNJ*> se transforment en [Fe(C4fy, les ions Clsortent du film et le fim se
contracte.(b) La QCM-D couplée a I'électrochimientre que I'application d’'un potentiel de 600
mV provoque une diminution de la variation de légfience (gonflement du film) et une
augmentation de la dissipation. La situation ingeys produit quand le potentiel est remis a 0V.
(Grieshabeet al, 2008).

Contrairement au systéme PAH/PGA, le film PLL/R8fond trés faiblement au potentiel
et dans le seul cas ou la sonde est présente @tipeolEn effet, la diffusion de [Fe(CNJ au
sein du film PLL/PSS est trés limitée du fait defede densité d’empilement. L'intérét de ce
travail est de montrer que les changements (goefiérat dégonflement) peuvent survenir trés
rapidement et pour des stimuli électriques trélsléai (< 600 mV), ce qui permet d’entrevoir de

potentielles applications biomédicales.

1.2.6  Applications et fonctionnalisation des filmsmulticouches dans le

domaine des biomatériaux

Depuis I'élaboration des premiers films multicouch&echer, 1996), de nombreuses
applications ont été développées. Un des avan@gesnulticouches de polyélectrolytes est la
possibilité de modifier leurs propriétés en ajustegrtains parametres comme la nature des
polyélectrolytes, la force ionique, le pH ou endaréempérature. Les propriétés modulables sont
entre autres, I'épaisseur, la rugosité, la perntié@bles propriétés mécaniques ou encore la
charge de surface. La facilité de construction aetsimplicité de mise en ceuvre des films

multicouches de polyélectrolytes ont généré undufeo rapide des connaissances dans ce
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domaine ainsi que le développement d'une grandersliié de systemes fonctionnels. Ces
assemblages supramoléculaires permettent aujourd’envisager de nombreuses applications
potentielles balayant un champ technologique @égel allant des matériaux électroniques aux

nanobiotechnologies.

1.2.6.1 Comportement des films de polyélectrolytesis~a-vis du milieu de culture

Avant de traiter les différentes voies de fonatigiisation des films multicouches, il est
intéressant de comprendre le comportement de loes firsqu'ils sont en contact avec le milieu
biologique contenant des protéines et des cellidesplus, la mise au point de surfaces ou
d'interfaces qui résistent a l'adsorption protéigtieu a I'adhérence cellulaire constitue un défi
pour I'élaboration de matériaux destinés a étre eniscontact avec le milieu sanguin, pour

I'elaboration d'implants, ainsi que pour le dévplpent de nouveaux biosenseurs.

1.2.6.1.1 Adsorption de protéines

Le contrble de I'adsorption des protéines et dellésion cellulaire a la surface des
substrats constitue un objectif majeur dans le dgeenhiomédical. Les films multicouches de
polyélectrolytes offrent la possibilité de modifiers propriétés de surfaces de maniére simple,
applicable a tous types de supports et a toutegydesnétries. Des études d'adsorption de
différentes protéines sur des films de type PAH/R&SE montré que les quantités adsorbées
dépendaient de la charge. En effet, lorsque legehglobale des protéines est inverse a celle de
la multicouche, I'adsorption protéique est tres éewet due essentiellement aux interactions
électrostatiques. Au contraire, les quantités dofses sont moindres mais non nulles lorsque les
protéines sont de méme signe que le film (Laddral, 2001), dans ce cas ce sont les liaisons
hydrogénes et les interactions hydrophobes quiisgpitquées. Des films bio-inertes, résistant a
'adsorption protéique ont également pu étre mig\adence (Mulleet al, 2001). Il a également
été montré dans le cas de polyélectrolytes faiples 'adsorption des protéines est dépendante
du type de polyanion, du pH et de la force ionigeda solution (Mullert al, 2001; Mulleret
al., 1999).
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[.2.6.1.2 Adhésion cellulaire

La modification des propriétés de surface peutedgaht controler I'adhésion cellulaire.
Les films multicouches permettent de rendre sdittaghtes ou non adhérentes les surfaces. La
nature chimique de la derniere couche déposée sepaticulierement importante pour le
comportement cellulaire a la surface. Ainsi, le P&Até couplé de facon covalente avec le
poly(éthylene glycol) (PEG) (PGA-g-PEG). Des surfacecouvertes de films multicouches
PLL/PGA et terminant par une ou plusieurs couchesP@GA-g-PEG deviennent ainsi anti-
adhérentes aux bactéries et aux protéines (Boulsetal, 2004).

En 1999, Elbert eal. ont déposé des multicouches de type PLL/Alginatedes supports
solides de gélatine, de matrice extracellulairelpite par des fibroblastes et de collagene de type
| (Elbertet al, 1999). Ces films constituaient un premier exeng@amulticouches a croissance
exponentielle possédant des propriétés de bioken@ésistant a I'adhésion cellulaire) vis-a-vis
de fibroblastes humains. En effet, la constructd® ces multicouches sur une surface
initialement "adhésive" permet d'obtenir une swefanerte vis-a-vis des cellules. D'autres
multicouches a base de polysaccharides comme ténsgsPLL/HA et chitosan (CHI)/HA, se
sont depuis, également révélées non adhérented-wss-des cellules de chondrosarcomes
(Richertet al, 2002) ou d'ostéoblastes, du fait de leur fortérdghilicité et leur comportement
d’hydrogel. Cependant, une réticulation chimiqueeagonstruction peut rigidifier le systeme et
le rendre adhérent (Richest al, 2004a).

Les films multicouches peuvent aussi étre utilipéar promouvoir I'adhésion cellulaire.
Boura etal. et Mobyet al, ont montré que I'adhésion des cellules endotleSiaimbilicales
humaines (HUVEC) pouvait étre améliorée en modifiansurface du substrat avec des films
multicouches PAH/PSS ou poly(D-Lysine) (PDL)/ Copoére d’'acide lactique et glycolique
(PLGA) (Bouraet al, 2003) ; (Mobyet al, 2007), la conservation du phénotype cellulaire a
également été démontrée. Berthelemgled montré que la culture cellulaire réalisée siilrie
multicouche PAH/PSS accélére la différenciation deBules progénitrices endothéliales en
cellules endothéliales matures (Bertheleetyal, 2008). En effet, il suffit de deux semaines de
culture sur PAH/PSS au lieu de deux mois en cultarenale pour aboutir cette différenciation.

Des motoneurones de la moelle épiniére de rat (Batat al, 1998) ont été déposés sur
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différentes architectures de polyélectrolytes eilisaht comme référence des surfaces

recouvertes de la laminine. La laminine, qui est wprotéine composante de la matrice

extracellulaire, est connue pour présenter desrigtép d'adhésion vis-a-vis des cellules. lls ont
démontré que I'adhésion et la survie des motonesrsar les multicouches construits a partir de
polyélectrolytes de synthese sont comparables #bipasupérieures a celles observées sur la
surface de référence.

L'élaboration de multicouches non adhérentes daestion seulement un objectif en soi
mais s'inscrit aussi dans une stratégie qui cansistonctionnaliser ensuite sélectivement de
telles surfaces pour induire l'adhésion d'un typalutaire spécifique. Pour cela, la voie
envisagée consiste a fonctionnaliser égalementcdashes non adhérentes par des peptides

d'adhésion spécifiques de certains types cellglaire

1.2.6.2 Fonctionnalisation des films multicouches pades molécules actives

Les films multicouches peuvent étre fonctionnaliskans le but de leur conférer une ou
plusieurs propriété(s) spécifiqgue(s), soit par semmsertion de molécules biologiques a
différents niveaux de I'édifice lors de leur comstion, soit par greffage covalent du facteur
biologique sur une chaine de polyélectrolyte (Rig2). Cependant, ces molécules biologiques
doivent conserver une structure proche de celledeforme native et aprés insertion pouvoir

interagir avec des cellules déposées au sommdindu f

a- Protéine chargée b— p  Peptide
: !
o T oo
&0 &S50

Substrat Substrat

Figure 1.32 :Schémas illustrant la fonctionnalisation de filmalticouches de polyélectrolytes
(a) soit par intégration directe dans le film decreanolécules biologiques (protéines) au cours de
la séquence de dépot (Lveval, 1996a), (b) soit par enfouissement d’un prineipef greffé sur
une chaine de polyélectrolyte (Chluitaal, 2001).
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Cependant, ces molécules biologiques doivent ceasene structure proche de celle de
leur forme native et apres insertion pouvoir ing@ravec des cellules déposées au sommet du
film.

Une grande variété de molécules actives peuvemir@égrées dans les films multicouches
afin de les fonctionnaliser et d'obtenir un matéb#actif, telles que des protéines (Ladetnal,
2001), des médicaments tel que le piroxicam (BankirJessadt al, 2004b), I'héparine (Thierry
et al, 2003), la lipopolysaccharide (LPS) (Jesselal, 2004; Legueret al, 2007), des virus
(Dimitrova et al, 2008; Lvovet al, 1994), ou I'ADN (Jessedt al, 2006; Vazqueet al, 2002)

pour la transfection cellulaire.

[.2.6.2.1 Insertion de protéines par simple dépot

L’activité biologique des protéines insérées ddes films, nécessite d'éviter leur
dénaturation. Des études réalisées a I'aide dedet®scopie infrarouge a transformée de Fourier
(Schwintéet al, 2002) ont montré qu’'une protéine peut conserver structure proche de la
structure native. Il a été aussi montré que lactira secondaire de protéines (telles que le
fibrinogéne, I'albumine ou le lysozyme) inséréesslis architectures de polyélectrolytes par
simple dépdét (Schwintét al, 2001) était conservée. Les enzymes, telles qugluaose
isomérase, la glucosamylase, la glucose oxidasepetroxydase (Ondat al, 1996a; Ondet al,
1996b), incluses dans les multicouches de polyélgtes, conservent toute leur activité
enzymatique. De méme, des IgG enfouies sous uhmmetibre de couches de polyélectrolytes
interagissent avec leurs antigenes (Carisa, 1998b).

Un élément primordial dans la fonctionnalisatices dilms multicouches est I'acces des
cellules aux protéines enfouies dans les films icalthes. Cet aspect a été étudié pour un
systeme modele (Jesset al, 2003). La protéine A est une molécule aux progsigbro-
inflammatoires. L'inclusion de la protéine A danesdarchitectures de type (PLL/PGAR
montré que la protéine ne peut diffuser verticalendans le film. Néanmoins, les cellules
peuvent interagir avec celle-ci. Ainsi des monosyteltivés au contact de ces architectures
produisent du TNFe (Tumoral necrosis factor) en réponse a I'activajar la protéine A. Des
dégradations locales du film apparaissent, probadaié¢ suite a I'action d’enzymes spécifiques
sécrétées par les cellules susceptibles de coepéaisons peptidiques des chaines, PLL et PGA.

Cette dégradation peut expliquer I'action de lagine enfouie. L'accessibilité des protéines peut
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étre modulée en fonction du type de polyélectrolyansi, Jesselet al ont montré que
I'utilisation de I'’énantiomére D de la poly(lysine)on dégradable par les cellules, permet de
moduler la réponse cellulaire (Benkirane-Jess$all, 2004a). La formation de pseudopodes au
travers du film a également été décrite comme neogelur l'interaction cellulaire avec les
protéines (Chlubat al, 2001). Les films multicouches peuvent jouer lerdé réservoir puisque
les molécules actives, une fois insérées, se reamtnt dans la multicouche malgré les multiples
rincages et I'ajout de multicouches en surfaceildu (Vodouheet al, 2006). Dans certains cas,
les principes peuvent diffuser passivement damsilieu. Le phénoméne est alors dépendant de
stimulus comme le pH (Wooet al, 2006), la température (Serpeal, 2005), la force ionique
(Antipov et al, 2003), ou encore de la liaison spécifique d’'ur@écule de biotine a l'avidine
(Inoue and Anzai, 2005). Lors de I'ensemencemertetiales en surface du film, les cellules

seront donc directement en contact avec les m@gdans le surnageant.

[.2.6.2.2 Insertion de peptides par couplage covalen

Une autre voie de fonctionnalisation consiste duire dans I'architecture d’'un film des
polyélectrolytes modifiés par couplage covalennddeptide. Ce couplage n’affecte pas I'activité
du peptide. D’autres études ont montré que suiilomFALL/PGA, la couche terminale de PGA
peut étre remplacée par une couche de PGA coupléagm covalente au peptide RGD
(Arginine-Glycine-Acide aspartique). Ce peptide estnu pour favoriser I'adhésion cellulaire
via les intégrines. Lors de I'ensemencent d'osastdd primaires sur ces films, il apparait que le
dépdt d'une couche PGA-RGD en surface du film malithe améliore significativement leur
adhésion (Picaret al, 2005a). Le peptide RGD couplé au polyélectroBgeH et déposé sur un
film multicouche de poly(acide acrylique)/PAA présele méme effet (Bergt al, 2004).

L'implantation de biomatériaux dans I'organismeeutp déclencher une réponse
inflammatoire massive. De nouvelles stratégiesponir but de développer des recouvrements de
surfaces contenant un anti-inflammatoire local. gremiere étude a consisté a utiliser la PLL
couplée de facon covalente au peptide anti-inflatoimea-MSH (a- Melanocyte Stimulating
Hormone). L’'activité de stimulation de la synthégsemélanine pard-MSH a tout d’abord été
testée. Ainsi, des mélanocytes murins (B16-F1}jw&d sur des films PLL/PGA fonctionnalisés
par une couche terminale de PdMSH, synthétisent puis sécrétent de la mélanink aeéme

maniére qu’en présencesdVISH libre dans le milieu de culture. Le délai deéponse cellulaire
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peut étre modulé par insertion au sein du film FAGA d'une couche de PLd- MSH plutét
gu’en couche terminale (Chluke al, 2001). Par la suite, I'activité anti-inflammawmide lo-
MSH couplée au PGA et utilisée pour construireilm multicouche (PLL/PGAa-MSH), a été
testé sur des monocytes humains (THP-1). Comme maod&luden vitro de l'inflammation, une
réponse inflammatoire est induite par la mise entami des monocytes avec du LPS, une
endotoxine bactérienne. En réponse au stimuluanmfiatoire, les monocytes synthétisent du
TNF-a (Tumoral Growth Factos), une cytokine pro-inflammatoire. Lorsque le filest
fonctionnalisé avec d-MSH, une diminution de la production de TFest observée ainsi que la
sécrétion d'une cytokine anti-inflammatoire, I'llG-Interleukine 10). En comparaison avec le
comportement cellulaire en présence-WSH libre en solution, le fait d'insérer la moléxu
active dans le film aboutit a une action prolondéaas le temps de I'effet anti-inflammatoire. De
plus, I'action anti-inflammatoire est anticipée smie les monocytes synthétisent I'lL-10 au bout
de 6 heures en présence de la molécule libre qidils réagissent a 4 heures si la molécule est
insérée dans un film (Benkirane-Jesstehl, 2004b).

[.2.6.2.3 Insertion d’autres molécules actives

Outre les protéines, d’autres bio-macromoléculearse I'’ADN, peuvent étre incorporées
dans les films. En effet, TADN chargé négativemprtt se substituer & un polyanion, qui en
association avec la PLL, conduit a un film multicba PLL/ADN (Sukhorukowet al, 1996).
Une telle surface permet une transfection direeteadlules ensemencées sur le film (Jestal,
2006; Shiet al, 2002).

A des fins de modulation de la réponse inflammatoiun anti-inflammatoire non
stéroidien, le piroxicam, a aussi été intégré denfiim multicouche avec succes. Pour cela, il est
tout d'abord mis sous forme de complexe avec uriéaue def3-cyclodextrine pour réussir a le
solubiliser. En effet, le piroxicam est une moléchydrophobe. Il est difficile d’immobiliser des
molécules hydrophobes a des interfaces surto& @douvrement se fait par voie aqueuse. Le
piroxicam est donc encapsulé a l'intérieur de laitéahydrophobe de I8-cyclodextrine pour
former un complexe médicament-cage soluble. Gramtta molécule cage, il est mis en réserve
dans le film PLL/PGA ou il conserve sa structuranasa fonction. Ce complexe est alors déposé

au sein du film multicouche. Le délai de répondkuledre au piroxicam dépend de la profondeur

74



Chapitre | : Revue Bibliographique

d’enfouissement du compleXgcyclodextrine-piroxicam dans le volume du film (Beane-
Jessekt al, 2004b).

Un autre exemple de fonctionnalisation est l'itisarde molécules thérapeutiques dans les
films multicouches de polyélectrolytes. En effetsdilms PLL/HA ont trouvé une application
spécifique comme réservoir de molécules anticansése(Vodouhet al, 2006). Le paclitaxel
(ou Taxol) est une molécule utilisée en chimiothé&rgour son activité anti-proliférative dans le
traitement du cancer du sein et des ovaires. Datraail, les auteurs ont montré que la dose de
Taxol insérée dans le film est complétement modelab que l'activité de la molécule reste
stable aprés son insertion. La viabilité de cellalmscéreuses ensemencées en surface peut alors
étre réduite de 80 % indiquant I'efficacité de fdlms a visée thérapeutique.

Les facteurs de croissance constituent la clasgaelus courante de molécules insérées.
L’intérét est d’améliorer la croissance cellulaist/ou de différencier le type cellulaire
ensemencé. Il est ainsi possible d’insérer un @actke croissance neurotrophique comme le
BDNF (brain-derived growth factor), ou une protéina, sémaphorine 3A, dans des films
PAH/PSS ou PLL/PGA afin de favoriser la formationl@ croissance d’axones. Ces deux
principes actifs conservent leur activité dans fikes multicouches (Vodouhet al, 2005).
Dierich etal. ont montré que l'insertion des facteurs BMP-2 (Banorphogenetic protein 2) et
TGRs: (Transforming growth factor Béta 1) dans les filmsiticouches PLL/PGA, induisent

I'ostéogenése a partir de cellules souches embay@m(Dierichet al, 2007).

[.2.6.2.4 Fonctionnalisation par des enzymes : i@eshcteurs

L’activité spécifique des enzymes vis a vis de Isuipstrat constitue un axe de recherche
attractif pour développer des biodétecteurs de mtdéc des multi-réacteurs a cascade de
réactions, des nano-colloides biocatalytiques, @orendes membranes autosupportées a activité
enzymatique.

L'activité catalytique des enzymes n'étant pasctde par la présence des multicouches, elle
pourrait étre mise a profit dans le domaine deélaagation par des interactions bio-spécifiques
(Graul and Schlenoff, 1999). En outre, l'incorpmmatd'enzymes dans les multicouches permet
de construire de véritables réacteurs enzymatigpésifiques. Des détecteurs spécifiques bio-
optiques et bioélectroniques d'hydropéroxyde, deagle, d'amidon, de maltose, de fructose et de

méthanol ont déja été congus a partir de filmsemant des couches de peroxydase (Gatd,
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1996a; Ondeet al, 1996b), de glucose oxydase (Narvaeal, 2000; Ondeet al, 1996b), de
glucoamylase (Ondat al, 1996a), de fructose déshydrogénase et d'alcomlase (Narvaeet
al., 2000).

Par exemple, Ondet al.ont préparé une multicouche d'enzyme, poly(étleylamne) (PEI)
et poly(styréne sulfonate) (PSS) sur une membrangaliltration (Ondaet al, 1996a). Ils ont
utilisé la glucose oxydase (GOD), qui catalyseyidation du glucose en gluconolactone, et la
glucoamylase (GA), qui catalyse la décompositiofiadaidon en glucose. L'architecture du film
obtenue est [filtre-(PEI/PSSJPEI/GOD)-(PEI/PSS)-(PEI/GA)-PEI]. L'activité enzymatique

de ce film a été testée en utilisant le schémaraxrpétal de la figure 1.34.
Amidon
Amidon
TN Ao B o~ g ————— GA

N\ 2 O G GOD
@ H20, D-gluconosd-lactone
NN e 0 >—

NN\ g S—
I 1 | | 1 |
H,0, B-glucose

Figure 1.34 : Processus enzymatique séquentiel sur un film omulthe a base de glucose
oxydase (GOD) et de glucoamylase (GA). (DecherZatdenoff, 2003; Lvoet al, 1996b).

Par contact du film avec une solution aqueuse damsoluble, la GA décompose I'amidon
en glucose et le GOD convertit le glucose en glotmione et génére de 8. Les
concentrations en 4, et en glucose sont déterminées par colorimétransDces conditions
expérimentales, le rapport molaire en glucose £,Hst de 59/41 dans le filtrat. Cela indique
gue 40% du glucose produit par les couches de Géoaserti en HO, par les couches de GOD.
Le rendement de conversion du glucose e®.Hest fonction de I'épaisseur des couches

intermédiaires PEI/PSS, du débit et de la conceoran amidon.
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Chapitre Il : Matériels et Méthodes

1.1 Matériel

Les espéces chimiques utilisées durant cette tbaséfé fournies principalement par :
% Sigma-Aldrich, & Quentin Fallavier, France.
% VWR International S.A.S., qui fournit les produlerck et Prolabo,
Strasbourg, France.
& Alfa Aeser, Karlsruhe, Allemagne

% Lifecore Biomedical, Chaska, Minnesota, Etats Unis.

[1.1.1 Les polyélectrolytes

Un polymére est une macromolécule, organique ougamque, constituée de
I'enchainement répété d’'un méme motif, le mononi@wegrec monos : un seul ou une seule,
et meros : partie), reliés les uns aux autres eatidisons covalentes. Un polymeére peut étre
naturel, obtenu par modification chimique d’'un po8re naturel, ou bien entierement
synthétisé par polymérisation.

Les polyélectrolytes sont des polymeres dont le an@re présente au moins un
groupement ionique. Les polyélectrolytes chargéstipement sont appelés « polycations »
et ceux chargés négativement sont appelés « polyami Il existe des polyélectrolytes forts
dont tous les monomeres ionisables sont chargéde oqyee soit la valeur du pH et des
polyélectrolytes faibles, caractérisés par une teors de dissociation (pKa ou pKb) dans la
gamme de 2 a 10. Ainsi, la densité de charge deagsglectrolytes faibles est fonction du
pH.

De nombreux polyélectrolytes peuvent étre utiliggsur construire des films
multicouches. Les tableaux 2.1 et 2.2, récapitulestdifférents polycations et polyanions
utilisés au cours de ce travail de these.

Les masses molaires des polyélectrolytes, indigpaetes différents fournisseurs, sont
définies ainsi:

& M,: La masse molaire moyenne viscosimétrique, mesuaé viscosité.

% My: La masse molaire moyenne en masse, mesurée fhsiah de la
lumiere aux petits angles (DF) ou chromatograplee pgrméation sur gel
(CPQG).

% M,: La masse molaire moyenne en nombre, mesuréehpamatographie

de perméation sur gel (CPG).
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Ka Masse
Nom des Formule Masse molaire pdu Fournisseur molaire
polyélectrolytes développée M, (g/mol) monomare de l'unité
monomere
_ il
Poly(L-lysine) *c\im M,, = 29 200 105
' Aldrich 208 g/mol
H,
(PLL) o (GPO) (Kyte, 1995)
HZC\CHZ
rlwg Br
Poly(diallyldiméthyl _
ammonium) - M.= 936 000 ,
~_ / Aldrich 161 g/mol
- , .
(PDADMA) Lo (GPC)
HsC" 'CH;
Poly(allylamine) M,= 70 000 10
Y P (Yoo et al Aldrich 93.15 g/mol
(PAH) H2(|: (GPC) 1008)
NH; Cf
Tableau 2.1 :Polycations utilisés.
Ka Masse
Nom des Formule Masse molaire pdu Fournisseur molaire
polyélectrolytes développée M., (g/mol) monomere de l'unité
monomere
Acide Hyaluronique | My=381000 2.9 Lifecore | o1 i
(HA) & tﬁ ‘ (Lapciket | Biomedical g
L (GPC) al., 1998)
Poly(styréne Ao,
sulfonate) M,,= 70 000 / Aldrich 206 g/mol
(PSS) I .
nh
Poly(acide P vy
glutamique) 7 _ 4.3 .
i\ My=47500 | o Jggs)|  Aldrich 151 g/mol
(PGA) |
O/C\O' Na

Tableau 2.2 :Polyanions utilisés.
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Les polyélectrolytes utilisés dans la constructi@s films multicouches, ont été dissous
dans une solution aqueuse de NaCl ou de Ca@parée avec de 'eau ultra-pure (de résistivité
18.2 MQ.cm, systeme Milli-Q-plus, Millipore) et tamponngauf indication contraire) avec de
'HEPES (acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine étbasulfonique) (tampon HEPES 1mM/
NaCl ou Cadl a différentes concentrations) ou du Tris (Trisdffoxy méthyle) aminométhane)
(Tampon tris 10 mM/ NaCl a différentes concentradgjo(tableau 2.3). Le pH des solutions a été
ajusté a 7.4 avec des solutions concentrées deeH@k NaOH. Lors de notre travail, les

solutions de polyélectrolytes ont été préparéesedconcentration de 3. $M (sauf indication

contraire).
Nom du produit Masse molaire Fournisseur
(g/mol)
Chlorure de sodium 58.44 Prolabo
(NaCl)
Chlorure de calcium 107.02 Prolabo
(CaCl, 2H,0)
Acide 4-(2-
hydroxyéthyl)
pipérazine éthane 238.3 Prolabo
sulfonique
(HEPES)
Tris (hydroxyméthyle
aminométhane 121.14 Merck
(Tris)

Tableau 2.3 :Produits chimiques utilisés pour la préparationsigstions tampon.

[1.1.2 Alginate de sodium

[1.1.2.1 Structure de l'alginate

L’alginate est un polysaccharide qui a été décdupar Stanford en 1881 dans l'algue
Laminaria digitata, sous la forme d'acide alginidualginate constitue une part importante de la
structure membranaire des cellules des alguesest produit presque uniquement par les algues
brunes.

Les alginates sont des copolymeres binaires liegaiont les monomeres, l'acifieD-
mannuronique (M) et l'acide-L-guluronique (G), sont liés par des liaisons gbidiques3-(1-

4) eta-(1-4) (Fig. 2.1). Les motifs M et G sont organigésblocs, formant ainsi des séquences

répétitives donnant leurs propriétés aux chairagidate (Haug and Smidsrod, 1965).
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La structure des alginates dépend fortement duorap@/G, c'est-a-dire le rapport du
nombre de monomeéres mannuronate sur le nombre dem@res guluronate. Celui-ci varie
selon l'origine de l'alginate et les traitementdisupar celui-ci. Ce ratio est généralement situé
entre 0.25 et 2.25 (&t al, 1984). Par ailleurs, l'alginate est un polyéldgte du fait des charges
négatives apportées par les fonctions carboxykdentbonomeres avec un pKa situé entre 3.38 et
3.65 (Simsek-Egeet al, 2003). Chaque monomeére ayant une charge négativéegré de
polymérisation moyen donne directement le nombrelderges négatives portées par la chaine

d’'une molécule d'alginate.

Ho o | H
E'hl-afi |1 TR ong | W H |1
N T = ot N VA il

H!Lf -/ O ML O el A

! &| G#L '!-' | H ||~3 T__}_/ aH

JRNNP M N M

":' H | ‘ | &
H Hg? o

Figure 2.1: Schéma représentant la structure chimique deilalg. M est I'acideg3—-D-
mannuronique, G est l'acide-L-guluronique, liés par des liaisons glycosidiqyeél-4) et
o—(1-4). Site internet http://www.Isbu.ac.uk/water/hyalg.html

11.1.2.2 Gélification de l'alginate

Les alginates ont la capacité de former des hydsagye présence de cations divalents ou
trivalents (Morriset al, 1978). Cette méthode de gélification, dite ioopijue, met en jeu des
interactions entre les charges des cations ebtegibns carboxylate et hydroxyle portées par les
monomeéres G des chaines d'alginate. La gélificatmfialginate de sodium en présence d’ions
divalents se fait selon le modéle désigné par Fesgion anglaise « egg-box model » (boite a
ceufs) (Granet al, 1973). Généralement le sel de cation divaleqius souvent utilisé pour la
gélification de l'alginate est le chlorure de catoi CaC} (Dragetet al, 2001). La chélation des
ions C&" par les monomeéres G permet de créer des zonemdeoj stables. Ainsi, un cation
C&” peut interagir avec 8 2 résidus G (Fig. 2.2) (Stoklet al, 1993).
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coo H coo
0 2 o)
" o) H
H e o) H ' Co0
00¢C /' . OH 00C / . OH
OH o oH T o
0
0 T ° 0
OH OH
OH O OH 00

Figure 2.2 : Schéma illustrant I'interaction entre les ionsabénts (en noir) et une paire de
séquence d’acide L-guluronique (G) induisant amnsine gélification de l'alginate suivant le
modeéle « egg-box ». (Jorgensatral, 2007).

[1.1.2.3 Préparation d’'une solution d’alginate de sdium

L'alginate utilisé, lors de ce travail de thése,ugssel solide d'alginate de sodium de faible
viscosité Low-viscosity sodium alginat@yoduit par Alfa Aeser (référence: B25266)

L’alginate de sodium a été dissous a une concémtrae 0.01 g/mL (1 %ma) dans

volume
de l'eau ultra-pure. La solution d’alginate de smdia été ensuite placée sous agitation

vigoureuse pendant 14 heures.

[1.1.3 Polyélectrolytes fluorescents

Dans le cadre de la these, les films multicoucmtset® caractérisés généralement a l'aide
de la microscopie confocale a balayage laser. Ral@, nous avons eu recours a des
polyélectrolytes fluorescents. Ces polymeéres somtidsorigine commerciale soit fonctionnalisés
par des fluorophores. Dans les deux cas, le maegdagces polyélectrolytes est réalisé par
couplage covalent avec des sondes fluorescentesflutaescéine isothiocyanate, verte
fluorescente (FITC, longueur d'onde d'absorptien488 nm/ d'émissioh = 520 nm) ou encore
la rhodamine succinimidyl ester, rouge fluorescéRtieo, longueur d'onde d'absorptibrr 570
nm / d'émissiofh. = 595 nm) (Fig. 2.3).
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1
SOZNHtCH;?)S-C —O—N;

Figure 2.3 : Structures moléculaires des sondes fluorescentéi®gs de facon covalente sur les
polyélectrolytes. a), la rhodamine succinimidyleegexcitation. = 570 nm/ émission = 595
nm). b), la fluorescéine isothiocyanate (excitatien488 nm/ émissiona = 520 nm).

1.1.3.1 Protocole de marquage du HA & la FITC : (HA'™®)

Pour réaliser le couplage de la FITC au HA, la famcthiocyanate de la FITC réagit avec
la fonction hydroxyle de I'acide hyaluronique. L&action implique le carbone électrophile du
groupe isothiocyanate, il en résulte la formatiamd liaison isothiourée permettant le couplage

du fluorophore sur le polyélectrolyte.

Le couplage de la FITC au HA a été réalisé de laiéna suivante : 4jtmol de la FITC ont
été dissoutes dans 2 mL de DMSO. Parallelemert, 030l de HA ont été dissous dans 18 mL
d’eau ultra-pure. Le mélange des deux solutionsnestitenu a pH 9 et mis sous agitation durant
12 heures a température ambiante. Par la suitl4@'eau ultra-pure sont rajoutés au mélange.
La solution finale est dialysée pendant 6 jourstreordO litres d’eau ultra-pure. Le taux de
marquage du HA™ est de 0.01 %, c'est-a-dire, 0.0001 molécule dECFpour un di-

saccharide).

1.1.3.2 Protocole de marquage du PSS & la RhodamifeS$"™)

En ce qui concerne le poly(styréne sulfonate) mawgla rhodamine (P8%), la stratégie
de couplage est différente. Le P&%a été synthétisé suivant le protocole suivans :n@mol de
monomeres de 4-styréne sulfonate de sodium (S81&)igont dissous dans 7.5 mL d’eau ultra-
pure. Puis une solution de methacryloxyéthyl-thibaaoyl-rhodamine B (MRho, Polysciences,

Allemagne) soit 0.0125 mmol dans 2 mL de méthagsilajoutée a la solution précédente de SS,
. MRh , . o
avec un rapport molalres—co de 0.5 %. Ce mélange est maintenu sous agitadodagmt une

heure sous atmosphere d'azote. Puis 2pD d'une solution aqueuse de tetra-
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méthylethylenediamine (TMEDA, Sigma) a 0.1 M et 280d’une solution aqueuse de peroxo-
disulfate d’ammonium ((N.S;0s, Sigma) a 0.05 M sont ajoutés au milieu réactibsoels
atmosphere d’'azote afin d'initialiser la réactiom mblymérisation. La solution, maintenue sous
atmosphére d’'azote, est chauffée a 40 °C pendhetires puis refroidie a température ambiante
pendant 12 heures sous agitation. La solutiondieal dialysée pendant une semaine contre de

I'eau et finalement lyophilisée pour donner undeliouge fluorescent de P8%(Dahneet al,

2001).

11.1.3.3 Récapitulatif des polyélectrolytes fluoresents utilisés

Selon les expériences, les polyélectrolytes flumets ont été dissous a une concentration
de 1 mg/mL, dans le méme tampon de construction lgse films multicouches. Les

polyélectrolytes fluorescents utilisés, sont rémégs dans le tableau 2.4.

Nom My
Notation Source pKa (g/mol)
FITC . : 10.5
PLL Sigma-Aldrich (Kyte, 1095 58 900
HAFITC Marqué 2.9
au (Lapciket | 381 000
laboratoire al., 1998)
ho Synthétisé / /
PSS AU
laboratoire

Tableau 2.4 :Polyélectrolytes fluorescents utilisés.

II.2 Préparation des échantillons

Lors de ce travail de thése, nous avons réalisgtypes de construction :
1. Les films multicouches (PLL/HA)
2. Les films multicouches (PSS/PDADMA)
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3. Les architectures microstratifées a base de film#ticouches (PLL/HA) et de

gels d’alginate

[1.2.1 Les substrats utilisés

Les films multicouches ainsi que les architectumigrostratifices (a base de films
multicouches et de gels d’alginate) ont été coitsteur des lamelles de verre a base de silice
(VWR), de 12 mm de diamétre et chargées négativemda surface. Du fait de leur faible
rugosité et de leur transparence facilitant leeolaions optiques, les lamelles de verre sont des
supports adéquats pour nos études. De plus, @ eméntré que les résultats obtenus sur le verre
sont facilement transposables a d'autres surfareles films multicouches de polyélectrolytes,
apres le dépbt de quelques couches, possedenamdesétistiques de construction indépendantes
du substrat (Ladarat al, 2000).

Les lamelles de verre sont préalablement nettoy@es le protocole suivant :

1. Les lamelles de verre sont d'abord immergées peérmdamoins 15 minutes dans
un bain de sodium dodecyl sulfate (SDS) a 0.01 Mbain-marie. Cette étape permet le
dégraissage du substrat.

2. Dans un second temps, les substrats sont trempésudabain de HCI a 0,1 mol/L
au bain-marie pendant au moins 15 minutes.

3. Enfin, un rincage abondant a I'eau est effectuétdear utilisation.

[1.2.2 Procédés de construction des films multicoucts

Pour la construction des films multicouches, detoc@dés ont été utilisés : le trempage et

la nébulisation

[1.2.2.1 Méthode de trempage

Pour le trempage, deux techniques différentesténtitdisées : trempage automatisé et
trempage manuel.

N Trempage automatisé.Pour la construction des films multicouches (PLL)KA
constitués d’'un grand nombre de couches, nous awilis® la méthode de trempage a l'aide
d’'un robot automatisé (Dipping Robot, Riegler etstgin, GmbH, Berlin, Allemagne) (Fig.
2.4).
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Figure 2.4 : Systeme automatisé de trempage ou Dipping robotlpagnstruction des films
multicouches

Ce robot est constitué d'un bras automatisé auegtefixé un portoir ou sont placés les
substrats (lamelles de verre). Le déplacement deasedans les différents bains de solutions de
polyélectrolytes et de rincage est contrdlé paonginateur via un programme défini au préalable
(positions et temps de trempage), qui sera toujodestique au cours de nos études. Les
substrats sont immergés séquentiellement danslesons de polyélectrolytes et de rincage. lls
sont tout d’abord immergés dans la solution degadlgns (10 min, volume 18 mL) puis rincées
(20 min, volume 40 mL) avec la solution tampon.dént ensuite plongés dans la solution de
polyanions et rincés en suivant le méme protocake aglui pour le dépbt des polycations. Ces
opérations d’'immersions successives sont répétéegl’a I'obtention du nombre de couches
souhaité (Fig. 2.5).

Polycation Rincage 1 Polyanion Rincage 2

Temps d’adsorption
|

| | |
1 1 1 >
0 min 10 min 20 min 30 min 40 min

Figure 2.5 : Séquence standard de construction d’un film multbe par trempage automatisé a
l'aide d’un robot. La construction compléte d’'urieduche de polyélectrolytes dure 40 minutes.

N Trempage manuel. Les films multicouches (PSS/PDADMA) construits au-
dessus des films multicouches (PLL/HAPLL, destinés a constituer une barriere empédaant
diffusion des polyélectrolytes depuis le film présmur vers le surnageant, ont été réalisés par
trempage manuel. Le temps d’adsorption des polyélgtes est de 1 minute, séparé par 1
minute de rincage avec le tampon de constructiguré 2.6). Un volume de 200 puL a été

déposé pour chaque solution.

110



Chapitre Il : Matériels et Méthodes

Polycation Rincage 1 Rincage 2
Temps d’adsorption
| | | >
1 1 1 1
0 min 1 min 2 min 3 min 4 min

Figure 2.6 : Séquence standard de construction d’un film mulitbe par trempage manuel. La
construction compléete d’'une bicouche de polyéldygties dure 4 minutes.

[1.2.2.2 Méthode de nébulisation

La construction des films multicouches peut égatdnee faire par nébulisation, une
alternative intéressante au procédé classiqueed®ptge, qui présente I'avantage de réaliser les
films multicouches en un temps réduit cette fin, un dispositif de nébulisation a étiéisé (Fig.
2.7).

a Outils de nébulisation b- Schéma du support de nébulisation
Aérographe o .
— AR 104 Pulvérisation rotatoire

Figure 2.7 : Systéme de nébulisation utilisé pour la réalisaties architectures étudiées. a),
I'aérographe de pulvérisation et le compresseupguinet d’effectuer une nébulisation sous une
pression contrdlée. b), le support de nébulisatjonoffre la possibilité d’orienter le substrat,

lamelle en verre (en vert clair), selon un anglel8zou 90° par rapport & un axe horizontal. Ici,
nous avons choisi d’orienter notre substrat a U&hébulisation se fait a une distance de 20 cm.

La nébulisation des solutions de polyélectrolytest@ réalisée grace a des nébuliseurs
appelés aérographes (Référence : 280004, SEDIRcaéj France). Ces derniers sont reliés a un
compresseur (Référence : 210023, SEDIP, Poincaeic€) afin de contrdler la pression de

nébulisation (fixée a 1 bar). La nébulisation da@stions tampon, lors du ringage, a été effectuée
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grace a des nébuliseugirspray, Fisherblock Scientific, lllkirch, France) (Fig.8 ou la mise
sous pression se fait a l'aide d’un systéme de pg@pnanuel. Les lamelles de verre, substrats
pour les constructions, sont orientées a 45° papaid au support vertical, ce qui permet un

meilleur drainage.

0245-01

Figure 2.8 : Bouteilles de nébulisation Airspray.

La séquence standard de nébulisation est préseatés figure 2.9.

Temps de contact

€UTEEEIEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEESE >
Polymere Attente Rincage | Attente |
Temps d’adsorption
L | | | | >
1 1 1 1 1
0 sec 5 sec 20 sec 25 sec 30 sec

Figure 2.9 : Séquence standard de construction d’'une couchelgél@ctrolyte par méthode de
nébulisation. La construction compléete d’une bidwude polyélectrolytes dure 60 secondes.

La premiére solution de polycation est nébuliséedpat une durée de 5 secondes. Elle est
suivie par une période de repos de 10 secondesgpiant le drainage de la solution sous I'effet
de la gravité, puis la nébulisation de la soluttampon pour une durée de 5 secondes. Elle
permet le rincage du film et la désorption des patipns en exces, et est suivie par une nouvelle
période de repos de 5 secondes. La poursuite denktruction se fait par la nébulisation de la
seconde solution (de polyanions). Cette étape smildéde maniéere identique et vient compléter

le cycle de dépdt. Chaque nébuliseur est réutilaé plusieurs expériences et est dédié a une
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espece polyélectrolytique. Entre chaque expérielesenébuliseurs sont rincés a I'éthanol puis

abondamment a I'eau milliQ.

[1.2.3 Procédés de construction des architectures iriostratifiés

Un des objectifs de la thése est I'élaboration diiomatériau microstratifié, par des dépobts
alternés de films multicouches et de gels d’algin®our la réalisation de ce projet, la méthode
de nébulisation a été choisie. Le dispositif deutightion utilisé est identique a celui décrit dans
le paragraphe8ll.2.2.2 La solution d’alginate est nébulisée a Il'aide rd’'aérographe. La
formation du gel d'alginate se fait par contact awme solution de Cagla 0.05 M. La
gélification peut étre réalisée de deux facon<ediffites : soit par nébulisation de la solution de
CaCl directement sur la solution d’alginate pendané&oades a I'aide du nébuliseur Airspray,

soit par trempage de la solution d’alginate daressolution de CaGpendant 2 heures.

Les différentes étapes conduisant a la réalisal#olarchitecture microstratifiée sont:

1. Construction, par nébulisation, d'un film précuns@@LL/HA),- PLL™T dans le
tampon adéquat (NaCl 0.15 M ou CaGl05 M). La PLE'™ a pour but: (i) la visualisation du
film multicouches en microscopie confocale, (igdsorption de I'alginate de sodium.

2. Nébulisation de la solution d’alginate sur le filmulticouche précurseur puis
gélification au contact d’'une solution de Ca@lar trempage ou nébulisation.

3. Construction d’un film multicouche (PLL/HA)- PLL™™® dans une solution de
CaCl 0.05 M au-dessus du gel d’alginate.

4. Empilement d’un deuxieme gel d’alginate de la ménaniere que pour |'étape
(2).

L’architecture est ensuite gardée dans une soluienCaC] a 0.05 M. Pour une
observation en microscopie confocale, I'adsorptiame couche de PL1C est nécessaire au-

dessus du dernier gel d’alginate.

1.3 Meéthodes de caractérisation et d’analyse

[1.3.1 Microscopie confocale a balayage laser
11.3.1.1 Phénomene de florescence et sondes fluorestes

La fluorescence est la propriété d’'une moléculesoeer un photon, puis a le réémettre a

une longueur d’'onde plus élevée (Diagramme de dakipFig. 2.10). Soumise a une excitation
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lumineuse de longueur d'onde donnée, la molécuerdlscente est portée dans un état
électronique excité (9. A température ambiante, la conversion interméradne une perte
partielle de I'énergie absorbée et la moléculeetmuve a un état excité moins éleve).(&e
retour de la molécule a son état stablg) t associé a la libération d’'énergie sous forme
lumineuse. La perte d’énergie par conversion imterse traduit par une longueur d’onde

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

@ -

hVE:{ [ :-'!.\': h"r"l-:h'l @)

4

Figure 2.10 : Diagramme de Jablonski. Un électron du fluorophadveorbe de I'énergie sous

forme lumineuse (1) et se retrouve a I'état ex8itéLors de la désexcitation, il y a tout d’abord

perte de I'énergie par conversion interne (vibratiohocs...). La molécule se trouve a état
d’excitation inférieur (9 et retrouve son état stablg)ette transition libere de I'énergie sous
forme lumineuse, ce qui correspond a une longu&urdd plus élevée (car I'énergie est plus
faible).

Les sondes fluorescentes (tableau 2.5) sont desciieb relativement petites pouvant étre
couplées de facon covalente a difféerents polyé@bdrs ou macromolécules biologiques. En
raison de leur large rendement quantique de fleeres, les sondes fluorescentes peuvent
fournir une tres grande sensibilité de détectiopeztnettent I'imagerie d’espéces moléculaires
présentes dans les films multicouches de polyélgtéss par des techniques de microscopie de

fluorescence telle que la microscopie confocalalayage laser.
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Sondes

fluorescentes

Longueur d'onde

d’excitation (nm)

Longueur d’'onde

d’émission (nm)

FITC

488

520

Rhodamine

570

595

Tableau 2.5 :Les sondes fluorescentes.

[1.3.1.2 Principe de la microscopie confocale a bayage laser

Le principe général de la microscopie confocaléegpéopose par Minsky (1957). Il s’agit
de diriger une lumiere ponctuelle, généralementérlg a partir d’un laser, sur un point précis
(point focal) de I'échantillon a l'aide d’'un micraspe a épi-fluorescence. Cependant, le trajet du
faisceau laser dans I'échantillon génére de ladismence en dehors du plan focal. Pour éliminer
cette fluorescence parasite, un trou de filtraggh@e ou trou d’aiguille) (Fig. 2.11) est plage e
amont du détecteur et ne laisse passer que larei@meprovenance du point focal. L'image ainsi

obtenue présente un bon rapport signal /bruit.

Photomutiplicateur

Trou d'aiguille (pinhale)
Lentille I

Diophragme

Miroir |
dichroiguz |

— Lentille de I'objectif

Dessus du plan focal
- Plan focal
Dessous du plan focal

Figure 2.11 : Schéma de principe d'un microscope confocale ayagdalaser. La source laser
est condensée par I'intermédiaire d’'une premiémnélle, d’'un miroir dichroique et de I'objectif

en un point focal. La fluorescence émise par I'@tHan est ensuite recueillie par un
photomultiplicateur. Pour éliminer la fluorescemarasite (ligne en pointillé), le trou de filtrage
(pinhole) est disposé au niveau du plan imagealgdttif.

Le balayage de I'échantillon par le laser, en poiht (X,y) de la surface fournit une image

du plan focal. Ce balayage dans le plan horizoasalobtenu a I'aide de miroirs motorisés
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disposés sur le trajet optique du laser. Pour leybge vertical (en z), I'objectif est monté sur un
moteur piézo-électrique. Il est ainsi possible téolr des images en provenance de différents
plans focaux de I'échantillon et ainsi de reconstitune structure en trois dimensions. Pour une
longueur d'onde d'excitation de 500 nm, la résoluti horizontale et verticale sont
respectivement de 0.15 pm et @B pour un objectif ayant une ouverture numeériquel de
(Stelzer and Lindek, 1994). Cette caractéristicgteparticulierement intéressante pour étudier la
structure normale des films multicouches d’épaissmicrométrique en milieu aqueux. La
configuration la plus courante est le mode réflexgae nous avons utilisé pour I'observation des
films multicouches. Dans ce mode, la méme lensdle a focaliser la source et a réaliser I'image

sur le détecteur.

[1.3.1.3 Reconstitution des images

Le faisceau laser se déplace par lignes pour imaggrlan (x,y). La platine porte-obijet,
support de I'échantillon (lame de verre), est égalet déplacée en z d’'un pas fini constav)
Une image numérique des plans (x,y) du film essgsuccessivement pour chaque fpaset
l'utilisation du pinhole (« trou d’aiguille ») pewrh d'imager un plan donné en éliminant les
contributions des zones situées en-dessus et sptdesle ce plan. L'image tridimensionnelle
peut alors étre reconstituée et I'objet peut étseialisé par tranches, sous différentes vues a

I'aide du logiciel Zeiss LSM Image Browser (Figl2).

Projection gauche Projection droite

— % ; Az
Coupe

4

sommé des plans x-y

Figure 2.12 : Principe de reconstitution d'images en 3D. Unegenaumeérique (x,y) est réalisée

a différentes hauteurs en z avec un pas de dépdstaonstant z et I'image en 3 D est
reconstituée par la somme de ces plans. On peust abcéder aux coupes transversales suivant
les plans verticaux (xz) et (yz). La résolutionticade du microscope confocale dépend de la
longueur d’onde utilisée et se situe aux alentders00 nm.

Les lasers les plus couramment utilisés sont :
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% Laser Argon contenant trois raies : 459 nm, 48§oleu) et 514 nm (bleu vert).
% Laser Hélium Néon | : 543 nm (vert).

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

[1.3.1.4 Déroulement d’'une expérience

Le microscope confocal utilisé (Institut de BiolegMoléculaire des Plantes, CNRS,
Strasbourg) est de type LSM 510 (Zeiss), montéusumicroscope AxioVert 100M (Zeiss)
associé aux lasers Hélium/Néon et Argon. Au coess ekpériences de microscopie confocale,
nous avons utilisé les raies d’excitation a 488 foarnie par le laser Argon et celle a 543 nm
fournie par le laser Hélium Néon I. Pour visualiksr films multicouches de polyélectrolytes, les
polyélectrolytes sont couplés avec des sondes effgentes, géenéralement la fluorescéine
isothiocyanate (tableau 2.5). Sur les films mulidzes dont 'un au moins des polyélectrolytes
diffuse a travers I'ensemble de la constructiondép6t d’'un polyélectrolyte marqué permet de
visualiser toute I'épaisseur du film (Fig. 2.18)nsi, pour obtenir un marquage complet du film,
le polyélectrolyte est déposé en couche terminatelant une dizaine de minutes. Le microscope
confocal utilisé disposant de plusieurs lasemsstipossible de co-marquer les films multicouches

a l'aide de deux sondes fluorescentes différentes.

Figure 2.13 : Coupe verticale (en z) d'un film multicouche (PLBHyPLL™™ construit sur

une lamelle de verre et observé par microscopiéocate avec un objectif x 40. La bande verte
correspond & la diffusion de la PLL® & travers tout le film et permet de mesurer I'épairr du
film, ici environ 14.5um.

[1.3.2 Microbalance a cristal de quartz

11.3.2.1 Principe général

La technique de microbalance a cristal de quar@Mest utilisée depuis de nombreuses
années pour contrbler les dépbts de couches métdlisur des supports solides. Son principe

repose sur les propriétés piézo-électriques dtatdg quartz. En effet le quartz est un matériau
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qui se déforme sous I'application d’'une différemt= potentiels électriques et réciproquement
une contrainte mécanique entraine I'apparition e’palarisation a ses bords.

Le cristal se présente sous la forme d’'un disquguadetz de 0.3 mm d’épaisseur environ, entourée
de deux électrodes en or, I'une d’entre elles éeatuverte de silice de 100 nm d’'épaisseur (Fig.
2.14)

Si0-

Quartz

:_\“—- Electrodes en or

Figure 2.14 :a) Schéma de principe d’'un cristal de quartz entparédeux électrodes en or et
recouvert d’'une couche superficielle de SiQa différence de potentiels appliqguée entre les
électrodes induit une contrainte de cisaillement lsucristal perpendiculairement au champ
électrique appliqué. b) Photo du cristal de quarztilm est déposé sur une des deux faces en or
constituant les deux électrodes.

En appliquant une différence de potentiel entre desix faces, un mouvement de
cisaillement pur est induit. Si la face infériedgi® la lame est fixée sur un support immobile, la
face supérieure subira un mouvement de translatoizontal se traduisant par des oscillations
mécaniques. En premiére approximation, lI'ensembleydteme est équivalent a un oscillateur
harmonique. La différence de potentiel appliquéeecles électrodes est équivalente a une force
mécanique extérieure qui s'applique sur l'oscillat€et oscillateur harmonique est caractérisé

par sa fréquence de résonafce

= ®
OuM représente la masse de l'oscillateur (le cristajudetz) ek sa constante de raideur.

En déposant une massed'un matériaurf << M) sur la lame de quartz, la masse totale de
l'oscillateur est alors égaleMirm et la nouvelle fréquence de résonahdevient:

f :i K = fr(]_—ij (2)
2T\ M +m 2M

Ainsi, le dépd6t d'une massed’'un matériau sur la lame de quartz conduit a ufiérdnce

de fréquence de résonance donnée par la relation :
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Af=f—f =_Mk__m 3)
2M C
OuC est une constante caractéristique de la lame dé&zaqpelée constante de Sauerbrey:

f

.
Le principe de la microbalance a cristal de quadmsiste a mesurer cette variation de
fréequence de résonanféapres le dépot d’un matériau de masse m et peronetadlavoir acces
a la masse déposée par unité de surface avec écisigpn proche du ng.cfDe plus, une telle
lame de quartz peut non seulement étre mise enagse a sa fréquence fondamentale (niée
mais également a toutes ses harmoniques impdjresf(ou v est un entier impair positif). A
chaque harmonique correspondra aussi un changetednéquence de résonance conseécutif au
dépbt de matiere et sera relié d\f, par la relation de Sauerbrey:

Af,
14

m=-C

()

~

Cette relation s'applique de facon approchée, @éapdt de matériau en milieu liquide
(Rodahl and Kasemo, 1996), mais toujours pour itfes fins, rigides et uniformes. Or, les films
multicouches étudiés tels que PLL/HA sont tres aigl et possedent généralement un
comportement semblable & celui d’'un gel ou d'unidig visqueux lorsqu’ils deviennent épais.
La relation de Sauerbrey n’est alors plus applieadl un autre modele qui tient compte des
propriétés viscoélastiques des films multicouchstsuélisé. Les récentes évolutions techniques
ont permis l'acquisition d’'un nouveau paramétre éipental : le facteur de dissipation
visqueuse noté D (d’ou le nom de I'appareil : QCMeD) est lié aux propriétés viscoélastiques
du film déposé. Une analyse de I'évolution des fetmes et de la dissipation a été réalisée a
partir du modéle proposé par Voinostal (Voinovaet al,, 1999). Ce modele a été étendu par le
Dr B. Senger (Inserm Unité 977) aux données isdassnesures réalisées avec l'appareillage de
QCM-D (Q-Sense). A l'aide de ce programme, nousvpos déterminer I'évolution de
I'épaisseur sur plusieurs centaines de nanomeinss @ue la viscosité et le module élastique

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

[1.3.2.2 Fonctionnement de la QCM-D

L’appareil que nous avons utilisé est de marquee@s8 (Q-Sense AB, Goteborg, Suede)
de type QCM-D301. Il comporte une chambre de methamnostatée par un systéme Pelletier et

une unité électronique interfacée a un ordinatéig. .15).
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Figure 2.15 : Photographie de I'appareillage de QCM-D comprenardg chambre de mesure
thermostatée et une unité électronique interfaaée @rdinateur.

Cet appareil fonctionne sur le principe suivantn: générateur de frégquence excite le
cristal de quartz avec une tension sinusoidale réguéncef;. Cette fréquence prend
successivement la valeur de la fréquence fondameedéarésonance de la lame (5 MHz) et de
ses harmoniques (15, 25 et 35 MHz). L’excitationcdstal est imposée sur une durée tres breve
(quelquesus). Aprés l'arrét de I'excitation, pour chaque mgsace ¢=1, 3,5,7), le cristal oscille
librement a une fréquence de résonance proche dedaence d’excitation du cristal. Ces
oscillations mécaniques géneéerent des oscillatidestrégues aux bords du cristal, qui sont
enregistrées et traitées informatiqguement. Cesllatsons sont amorties, comme cela est

représenté sur la figure 2.16.

Excitation Relaxation
(f=fo MHz) (= (f-A flu MHz: D
e N ~N
o n
el
£
<
Temps o t

Figure 2.16 :Amplitude des oscillations du cristal en fonctiantdmps lors d'une expérience en
QCM-D. Premiére phase (jusqug : excitation du cristal a sa fréquence de résomaBeconde
phase t{( > to) : étude de la relaxation du cristal avec obtentie la nouvelle fréquence de
résonance f( = f - Af) et du facteur de dissipation visqueud®) (relié a la constante
d’amortissement.
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La constante d’amortissement est inversement ptiopoelle au temps de relaxation du
cristal aprés son excitation et elle est reliééaateur de dissipation visqueuBedu systéme. En
effet, 'amortissement du signal est di a I'énedjgsipée dans la lame, mais surtout dans le film
et dans le fluide au contact de la lame. En QCMds, grandeurs que I'on mesure sont la
fréquence de résonance et le facteur de dissipaismueuseD (déterminé via la constante
d’'amortissement) pour les 4 fréquences d’excitaflonl5, 25 et 35 MHz). Cette dissipation

renseigne en principe sur les propriétés viscaglees des films.

11.3.2.3 Déroulement d'une expérience

Les cristaux utilisés sont du type QSX 303 (Q-Sensgls sont recouverts d’un film de
SiO, de 100 nm d’épaisseur et ils possedent une fréguiemdamentale de résonance a 5 MHz
et des harmoniques a 15, 25 et 35 MHz. Avant chagpérience, le cristal est nettoyésitu,
avec une solution de Hellmanex a 2% pendant une-kdeane a température ambiante. Il est
ensuite rincé avec une solution de HCI 0.1M pwe la I'eau et séché a l'azote. La construction
d’un film multicouche de polyélectrolytes se fa#trd la chambre de mesure de I'appareil QCM-

D (Fig. 2.17) ou se trouve le cristal de quartz.

Sortie de VEEILE
T-loop controle

\
Y

Sortie de la
chambre

contenant

i iz cristal
VA S

T-loop Cristal

Figure 2.17 :Schéma de la chambre de mesure de I'appareil QCMeDiquide est injecté dans
un systeme de boucles (T-Loop) utilisé pour la legan de température. La valve de controle
permet d’injecter le liquide dans la chambre deurethermostatée contenant le cristal de quartz
ou bien d’écouler le liquide a I'extérieur (sortie la T-loop).

Au début de la mesure, il faut attendre la staddili; du signal en présence de la solution
tampon. Ensuite, on injecte 1.5 mL de la solutienpdlycations (le support ayant une charge
négative) dans un circuit thermostaté appelé T-L&p systeme de boucle (Loop) permet de
réguler tres précisément la température des sohifiixée a 25°C) avant leur injection dans la
cellule de mesure, afin d'éviter les instabilitésriniques de mesure. Aprés 2 minutes, 0.5 mL de
cette solution sont mis en contact avec le criddais la cellule de mesure et laissé 8 minutes au

repos. L'opération est répétée avec la solutiorriggage puis la solution de polyanions est
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injectée de facon similaire. Les étapes d’injecteinde rincage sont poursuivies jusqu’a

I'obtention du dép6t du nombre de couches voulu.

[1.3.3 Fluorimétrie

La fluorimétrie permet soit de déterminer les spectie fluorescence (excitation/émission)
d’un spécimen, soit de réaliser des dosages gatistirés sensibles (10> M). L'intensité de la
fluorescence d’'un échantillon varie linéairemerg@sa concentration, dont l'intensité est définie
par :

F =kQR(L-10"*°) (6)
OuF est l'intensité de la fluorescence mesurée, kagtetir géométrique de l'instrument,
Q le rendement quantique de fluorescegd’intensité lumineuse de la source d’excitatiete
coefficient d’absorption moléculaire btet c sont des parametres de la loi de Beer-Lambert.
Cette relation empiriqgue indique principalement qliebsorption de la lumiere est

proportionnelle a la concentration de moléculeodimnt la lumiére dans I'échantillon.

[1.3.3.1 Fonctionnement du fluorimeétre

Le fluorimétre utilise comme source lumineuse wampde halogéne de quartz qui émet une
lumiére de longueur d’onde variant de 350 a 900 lrariumiére est ensuite dirigée vers un filtre
d’excitation (monochromateur). La fluorescence @nuians la cuvette est focalisée par un miroir
sphérique et dirigée vers une premiere lentilleh@sgue. La lumiere passe par un deuxieme
filtre (émission) de longueur d’onde correspondamd fluorescence de I'échantillon. Ensuite la
lumiere traverse une deuxieme lentille asphéridirede la diriger au niveau du détecteur. Le
systeme de détection est une photodiode avec uunitcanalogique permettant d’amplifier le
signal. Le signal amplifié est transformé en umaidigital et converti en unités relatives de

fluorescence (Fig. 2.18).
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_.— Lampe d' halogéne

Filtre d'émission

Filtre d’excitation

Détecteur

]

\

Miroir sphérique

N2

Lentilles

Figure 2.18 :Schéma du systéeme optique du fluorimeétre.

11.3.3.2 Protocole expérimental

Nous avons utilisé un fluorimétre de marque VensaFl(Biorad, Marnes-la-Coquette,
France). Les filtres utilisés sont dénommeés EX #0@fongueurs d’onde de 485 a 495 nm) pour
le filtre d’excitation et EX520/10 (longueurs d’ande 515 a 525 nm) pour le filtre d’émission.
La cuvette recevant la solution & analyser a umedsion de 35 x 5 x 5 mimAvant une série de
mesures, I'appareil est calibré avec une courbmldiénage. La figure 2.19 illustre un exemple
de courbe d'étalonnage pour la Pt mise en solution dans NaCl 0.15 M, 1 mM, Hepes=pH
7.4.

18000
16000 -
14000 -
12000 -
10000 -
8000 -
6000 -

Intensité de fluorescence

4000 -
2000 -

g - : : : :
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000

Concentration de la PLL™™ (nM)

Figure 2.19 : Schéma d’une courbe d’étalonnage pour laPLlde masse molaire M= 58.9

10° Da (Sigma-Aldrich). A chaque solution de PLC préparée & une concentration connue
(dilution en cascade a partir d'une solution detefoconcentration déterminée par pesée)
correspond une intensité de fluorescence mesurés. points peuvent étre ajustés par une
régression linéaire du type Intensitédo= a x Concentrationg = 0.325,b = -203.9791)R =
0.998.
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A partir d'une courbe d’étalonnage, on pourra daieer avec précision la quantité de

PLL™® contenue dans une solution donnée.

[1.3.3.3 Calcul de la fluorescence cumulée

Des films multicouches (PLL/HA) ont été marqués avec la P ou le HA'™. Pour
évaluer l'effet de 'augmentation de la force iamgdu surnageant sur ces films, des cinétiques
de libération des molécules fluorescentes ont ésdisées. Pour cela, des prélevements du
surnageant (200 pL) ont été réalisés pour doskrdeescence. Entre deux prélévements, la perte
du volume est compensée par ajout de la solutiopda étudiée. Les courbes d’étalonnage de la
PLLFTC (Fig. 2.19) et du HR™ ont été utilisées pour convertir la fluorescencesunée en
concentration (nM) de PLI™ ou du HX'™®,

Pour calculer les fluorescences cumulées dangit@geant, il est nécessaire de corriger les
mesures de la fluorescence en tenant compte desdd effectuées. La fluorescence corrigée
sera noté€i et sera calculée de la maniere suivante :

Au temps 0, nous admettons que l'intensité de #scence est nulle, i.k= 0.
Pour la mesurg la concentration est :
I, =1,_, —Al

Avec Al, =F, -F_ x 08

Voluméinitial _ (100QuL-200uL) _

La dilution étant : — = 08
Volume final 100QuL

Al est I'incrément de fluorescence apparu entre geébevements pendant la dui@d;.,).
Fi et Fi1 sont les intensités de fluorescence mesurées aianisi et i-1 respectivement.
L'intensité de fluorescence est ensuite conventiecencentration en se basant sur la courbe
étalon de la PLT'™ ou du HA'™.

[1.3.4 Spectroscopie UV-visible

11.3.4.1 Principe

La techniqgue de spectrophotométrie est basée syropriété de la matiere, et plus
particulierement de certaines molécules, d'absarbdaines longueurs d'ondes du spectre UV-
visible. Elle permet de réaliser des dosages géateloi de Beer-Lambergui montre une
relation de proportionnalité entre l'absorbancelaeitoncentration, aussi bien qu'une étude

structurale des complexes par I'étude des spediabsorption. Cette méthode est basée sur
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['utilisation d'un spectrophotométre qui détermifabsorption d'une solution pour une longueur
d'onde donnée ou pour une plage de longueurs dgadieieusement choisie.

La loi de Beer-Lamberest une relation donnant la variation de l'intEnfimineuse en
fonction de la distance parcourue dans un miliengparent (généralement une solution mais
peut aussi se faire sur des lames de verre). @ettit que si un faisceau de photon d'intensité
initiale lo traverse une cuve de longudufgénéralement 1 cm) contenant une solution de

concentratiorC (mol.L'™%), lintensitél une fois la cuve traversée aura comme valeur :
| =1,exp ™ (7)
g est appelé le coefficient molaire d'absorption.

Cette relation possede des domaines de validité.est valide pour des concentratiofs:

< 100 mmol.L%,

Nous définissons égalemelibbsorbance unité utilisée en spectrophotométrie UV-

visible :

A= Iogll—0 =-logT (8)

Avec T =— 9)

Et I"absorbance peut donc s'écrire sous la forme :
A=c¢lc (10)

Ou ¢ est appelé coefficient d'extinction molaire qui &sction de la longueur d’onde

d’absorbance.

Les parametres A £ o I

Les unités - L.molt.cm? mol.L? cm
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11.3.4.2 Déroulement d’'une expérience

Pour nos travaux, la spectroscopie UV-visible audtésée comme méthode pour suivre
I'évolution de la turbidité d’une solution pour rtreten évidence les interactions moléculaires.
Le principe est simple : il est basé sur la modifan de I'absorbance d’'un milieu suite a une
interaction entre des macromolécules ou a une dasmn. En effet, une solution turbide diffuse
une partie du rayonnement lumineux incident etaleckau qui la traverse sera d’autant moins
intense que sa turbidité sera importante, et pasdmuent I'absorbance A mesurée sera plus
forte. Le spectrophotometre utilisé est un specwaphétre UV-visible, double faisceau, modeéle
Safas UVme (Monaco).

Nos étude consistaient a mesurer la turbidité poumélange de solutions de polycation
et de polyanion a différents ratib: (e rapport du nombre de moles de monomeéres caqtiesiau
nombre de moles de monoméres anioniques) et adliffe taux de sel. La longueur d’onde
d’absorption utilisée est 500 nm, longueur d’ondardaquelle ni le polycation, ni le polyanion
et ni la solution tampon n’absorbent. Dans une aivelastique (dimensions : 12.5 x 12.5 x 45
mm®, Plastibrand, Wertheim). Les solutions de polymatt de polyanion sont préparées & une
concentration de 1 mg/mL, sauf indication contraiteur le ratid, les volumes des solutions de
polyélectrolytes mélangées ont été ajustés en c¢tspieun volume total de 1 mL, supplémenté
de 3 mL de la solution tampon pour éviter une dimure supérieure a 2, sauf indication

contraire. La ligne de base a été réalisée a Iagda solution tampon adéquate.
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Chapitrelll :
Etude des complexes de polyéectrolytes :
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1.1 Résumé

Dans cette partie, nous nous sommes consacrés uid'ée la complexation de
polyélectrolytes. Nous avons compare le comportérdes complexes en solution afin de
comprendre comment ils interviennent lors de olastruction des films multicouches a partir
du méme couple polycation/polyanion. Cette étudatéaeffectuée pour différents couples
polycations/polyanions. Cette étude a été portésiguifférents couples de polyélectrolytes :
PLL/HA, PLL/PSS, PLL/PGA, PAH/PSS, PAH/PGA et PDA@/PSS. Nous avons tout
d’abord évalué le comportement des polyélectrolgtesolution. Des mesures d’absorbance,
reflétant I'état « turbide » de la solution, on¢ éffectuées a la longueur d’'onde de 500 nm.
Le maximum de turbidité est obtenu pour une valdeir (rapport polycation/polyanion)
proche de 1. La valeur de I'absorbance dépend galede la force ionique de la solution du
chlorure de sodium (NaCl). Lorsque nous représentaisorbance en fonction de la force
ionique de la solution de NaCl et pour un ratio denous obtenons donc une courbe
présentant un maximum dont la force ionique dépmnth nature des polyélectrolytes. Une
courbe de méme allure est obtenue lorsque I'épaisdes films, évaluée par QCM-D
(microbalance a cristal de quartz, suivi de ladigdtce et de la dissipation) pour les films fins
ou par microscopie confocale pour les films plugigpest représentée en fonction de la force
ionique de la solution de NaCl. Pour la construtties films multicouches, nous partons de
solutions de polyélectrolytes ayant la méme comagoh rapportée en nombre de moles
d’unités monomeres pour PLL/HA et en masse pouralgses couples. Cette observation
suggere que le comportement des complexes polpgadilyanion en solution permet de
prédire I'aptitude de ces couple de polyélectradyaepouvoir former des films multicouches
dont I'épaisseur (pour un nombre de paires de aaidonnées) est reliée a la turbidité des
complexes en solution. Cette étude avec les différgystémes, suggére qu'il est possible de
prédire, par un simple mélange au préalable de gelyélectrolytes de signe opposé, sous

les conditions souhaitées, s'’ils sont susceptitleson de former un film multicouche.
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111.2 Projet Article 1

“Turbidity diagrams of polyanion/polycation complexassolution as

a tool to predict polyelectrolyte multilayer growth

1. Introduction

The coating of surfaces, with functional molecutesyield films with controlled
properties and thickness, is of major importanaebioth its fundamental aspects as well
as its applications in technology. The first dentoatson of the possibility to use
electrostatic self assembly (ESA) to deposit may@r films from colloids (ller, 1966) as
well as the generalisation of the concept to pageblytes (Decher, 1997; Decher and
Hong, 1991; Dechert al, 1992; Hoogeveeret al, 1996; Yooet al, 1998) and
polyelectrolytes in combination with charged callei(Caruscet al, 1998b; Caruset al,
1998c; Kelleret al, 1994; Kotovet al, 1995) (among them biomolecules like DNA (Lvov
et al, 1993), proteins (Lvowet al, 1995), polysaccharides (Richest al, 2004}® and
even cells (Krolet al, 2005)) has opened the route to the easy and tilersaating of
substrates from aqueous solutions with films havanghickness ranging from a few
nanometers up to several micrometers. The laydaygr (LBL) deposition can rely on
ESA as well as on the self-assembly of moleculesyosy complementary functionalities,
for intance polymers carrying hydrogen donor oregptor moieties (Cho and Caruso,
2003; Sukhishvili and Granick, 2000; Sukhishvilida@ranick, 2002; Xie and Granick,
2002). Multilayer films can be obtained from two Iifunctional molecules A and B
provided the functionality of A overcompensatest thfaB during the alternate adsorption.
In the case of polyelectrolytes, the driving forfoe the deposition of a polyelectrolyte
multilayer (PEM) film is the charge overcompensatat the topmost part of the film in
contact with the aqueous solution, as has been dsimaded by means of zeta potential
measurements (Caruss al, 1998a; Ladanet al, 2000). The PEM films are easy to
deposit on various substrates, among them on dsliDe Geeset al, 2007; Donathet
al., 1998; Wanget al, 2008) where they offer a pletora of possible eggpions in biology
(De Geestet al, 2007; Tanget al, 2006; Wanget al, 2008) as well as in materials
science(Arigaet al, 2007; Lutkenhaus and Hammond, 2007). In additioey can be
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deposited by regular solution coating (using digpmachines), by spin coating (Chiarelli
et al, 2001) or by spray deposition (Schleneffal, 2000).

The ease of the processing of such films is taltoontrast with the complexity of
the underlying deposition mechanism. The two maosblems to be fully undestood
before understanding PEM deposition at a moledelel, a prerequisite for applications,
are :

(i) the problem of the internal charge compensatiwhich can be either of intrinsic
(Schlenoffet al, 1998; Schlenoff and Dubas, 2001) or of extringture (Hubsclet al,
2005; Takitaet al, 2007) (meaning that electroneutrality in the bafikhe film is due to
the quantitative ion pairing between the polycatiand the polyanion or to the
incorporation of an excess of small electrolytespeztively).

(i) as well as the understanding of the film grbwegime. Indeed, 3 different situations
have been described in the case of polyelectrotytes

* linear growth, in which the film thickness as Wwab the amount of deposited molecules
increase linearly with the number of deposited tgyairs,n. A layer pair consists in the
successive deposition of a polycation and a pobaror vice versa This film growth
regime is by far the most common, the combinatibrpaly(4-styrene sulfonate) (PSS)
and poly(allylamine) (PAH) at ambient temperatusinlg one of the most representative
example (Decher, 1997; Ladaah al, 2000; Ramsdeat al, 1995).

* supralinear growth in which the derivative of tfiam thickness with respect ta is
positive. The first example of such growth has b&amd in the combination between
poly-L-lysine and sodium alginate (Elbegt al, 1999) and many examples followed in
the literature (Boulmedaist al, 2003; Lavalleet al, 2002; Picartet al, 2002). It has
been demonstrated that the supralinear growth canddscribed by an exponential
function in many cases. This growth regime is doediffusion of at least one of the
participating polyelectrolyte in and out of the vidahe film during each deposition step
(Picartet al, 2002). This growth has been modeled by meansrabdel relying on the
assumption that the deposition of one polyelecteobtops when its chemical potential in
the bulk of the film is equal to the chemical pdtahin solution. In addition the last
deposited layer constitutes an electrostatic p@kbiarrier impeding the release of the
polyelectrolytes from the film in the solution befothe contact with the solution
containing the polyelectrolyte of opposite cha(@ecartet al, 2002).

* the absence of film growth which most of the timanifests in the adsorption of one

polyelectrolyte followed by its desorption when thebstrate is put in contact with the
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polyelectrolyte of opposite sign (Kovacevat al, 2002; Kovacevicet al, 2003). This
observation means that polyelectrolytes A and Bfgoréo form complexes that desorb
from the substrate and are soluble in solutioneathan to stick as an insoluble film on
the substrate. These findings have been ratiorchligeSukhishviliet al. in terms of phase
diagrams (Sukhishvilet al, 2006): the formation of soluble complexes in $iolu being
unfavorable to the deposition of PEMs whereas tlimétion of insoluble complexes (and
phase separation in a polyelectrolyte rich preatpit and a solution poor in
polyelectrolyte) correspond to a glassy state dredformation of PEM films when the
same polyelectrolytes are deposited in LBL maniiéis relationship between turbidity
diagram and multilayer buildup has been experimbntupported on poly(methacrylic
acid) and quaternized poly(vinyl pyridine) (QPVukhishvili et al, 2006). It has been
demonstrated that the stability of polylectrolytelyglectrolyte or polyelectrolyte-protein
complexes (where the proteins have to be considasexblloids carrying a heterogeneous
surface charge distribution) depend among otheramaters on the chain length
(Takahashet al, 2000), the linear charge density of the polyeldgte (Dautzenberg and
Jaeger, 2002; Mattisoat al, 1998; Seyreket al, 2007; Trukhanovat al, 2005), the
ionic strength (Seyrelet al, 2007), thepH (Hallberg and Dubin, 1998; Seyrek al,
2007) in the case of weak polyelectrolytes or pr@nd the temperature. The (Zacharia
et al, 2007)appear to be basically the same as thosergionyg the build up of PEM films.
For instance an increase in ionic strength of autsmh containing already formed
complexes or a PEM film leads finally to a solubdliion of the complexes (Izumrudov
and Zhiryakova, 1999) (or a disappearance of trecewvate phase, where a coacervate
corresponds to a liquid phase of insoluble commeXxBurke et al, 2007)) and a
progressive (Burkest al, 2007; Nolteet al, 2007) or quantitative dissolution of PEM
films (Mjahedet al, 2009). Exchange mechanism provide an other agabegween PE
complexes and PEM films. One polyelectrolyte ofadypation-polyanion complex can be
displaced from these complexes by the introductodna competiting polyelectrolyte
(Zelikin et al, 2003) and similarly exchange phenomena can occBEM films (Ball et
al., 2005; Jomaa and Schlenoff, 2005; Zachatial, 2007). Finaly, both self assembled
systems can display variable mobility of their dituagnts : BSA can display a diffusion
coefficient in PE complexes (Bohidat al, 2005) as well as in PEM films (Szyk al,
2002) that is only slightly lower than in the freglution at the same temperature.
Despite these strong analogies in the behaviorpangderties of PE complexes and

PEM films, there have been only few experimentakestigations to find their molecular
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origin. Some isothermal titration microcalorimetryperiments suggest that the regime of
film growth is related to the sign of the enthalgyring the complexation process in
solution (Laugeket al, 2006). These data strongly suggest that entrbpypges are one of
the driving force in both PE complexation (Batlal, 2002) as well as in PEM film build
up. The importance of entropic contributions to efreenergy changes during
polyelectrolyte complexation has been assumed eanyy in the literature (Michaels,
1965), however the quantification of these entropgnges are difficult to measure by the
unique use of ITC (Isothermal Titration CalorimétBucur et al, 2006; Fenget al,
2008). All these investagations and analogies betweomplexation in solution and
growth of PEM films give important support to thesamption of Sukishvili etl.
(Sukhishviliet al, 2006).

In the present investigation, we aim to usbraad rangeof polyelectrolytes already
used in the preparation of PEM films, to try to raak correlation between the turbidity
diagram of polycation-polyanion complexation beloavi in solution and the possible
buildup of PEM films from the same polyelectroly@sd to extend the rule introduced by
Sukhishvili et al to the correlation between the turbidity diagramd the type of
multilayer growth. If the polycation-polyanion assation in solution, which will be
measured by means of turbidity, is related to ttevwgh of PEM films, this will provide a
very easy and predictive tool when experimentalistsnt to try novel polycation-
polyanion combinations to build up PEM films : thpyst have to mix polycation and
polyanion solutions in different solution conditeifppH, ionic strength) and to follow if
phase separation occurs. They do not have to chiegsolution conditions and to follow
systematically the builup of the films. We will alsise the turbidity experiments to make
the diagnostic of the occurrence of Ithe lineas@pralinear growth regime of PEM films.

Our investigation will also highlight, as alreadyggested by Sukishvili edl.
(Sukhishvili et al, 2006), that polymers carrying sulfonate groups eery efficient to
produce stable PE complexes as well as robust lwpildf PEM films over a broad range
of physicochemical conditions. To be as general @sssible, we used both
polycarboxylates (sodium Poly-L-glutamate, PGA, isad hyaluronate, HA) and
polysulfonates (poly(sodium-4-styrene sulfonateheTused polycations carried both
primary amine groups (poly(allylamine), PAH and \pttlysine) and quaternary

ammonium groups (poly(diallyldimethylammonium chtte), PDADMAC).
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2. Materials and Methods

2.1 Polyelectrolyte solutions

Poly(L-lysine) (PLL, ref: P2636, W= 2.92 x 10 g/mol, M,/M, = 1.64), fluorescein
isothiocyanate poly(L-lysine) (PLT'®, M,, = 5.89 x 18 g/mol, M,/M,= 2.82) with an
average of 0.008 FITC group per lysine monomer,y(oohllydimethylammonium
chloride) (PDADMA, M, = 9.36 x 16 g/mol), poly(allylamine) (PAH, M= 7 x 1d
g/mol), Poly(sodium 4-styrenesulfonate) (PSS, M 7.0 x 16 g/mol), sodium(poly-L-
glutamate) (PGA, M = 4.75 x 10), poly(éthyléne imine) (PEI, I 75x10, were all
purchased from Sigma (St. Quentin Fallavier, FranSedium hyaluronic acid (HA, ref:
80190, M, = 3.81 x 168 g/mol, My/M, = 1.76) was purchased from Lifecore (Chaska,
MN). The mass distribution of HA was determined Ineans of steric exclusion
chromatography — multi angle laser light scatte(8§C-MALLS).

NaCl aqueous solutions were prepared at differemic strengths, and buffered at
pH 7.4 with 1 mM Hepes (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperagathanesulfonic acid) for PLL
and HA solutions or with 10 mM Tris (tris(hydroxybhgl)aminomethane) to dissolve all
other polyelectrolytes, using ultrapure water (MQH plus system, Millipore) with a
resistivity of 18.2 M2.cm. The ionic strength of all the solutions wasamyed from
experiment to experiment by adding variable amoohtdaCl.

Polyelectrolyte solutions were prepared by dissolu of adequate amounts of
polyelectrolyte powders (or by dilution of the commial solution in the case of
PDADMAC) in 1 mM Hepes or 10 mM tris — NaCl buffat pH 7.4. HA and PLL
solutions were prepared at a concentration of 30X M in monomer units. All other

polyelectrolyte solutions were prepared at a cotre¢gion of 1 mg/mL.

2.2 Build-up of polyelectrolyte multilayers

The PEM films, aimed to be imaged by means of coalf laser scanning
microscopy (LSCM), were buildup with a dipping rab@Riegler & Kirstein GmbH,
Potsdam, Germany) on glass slides (glass coverdlipsn Menzel GmbH & Co,
Braunschweig, Germany). Before polyelectrolyte agson, the glass slides were cleaned
with 0.1 M sodium dodecyl sulfate (15 min), 0.1 MCH(15 min), and pure water. Then,
the glass slides were dipped in a polycation sotutior 8 min. A rinsing step was

performed by dipping the substrates for 10 minhia NaCl containing bufferp 7.4).
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The polyanion was then deposited in the same mafiner build-up process was pursued
by alternated depositions of the polycation andgblyanion. After deposition afi layer

pairs, the film obtained is denoted (polycationjawlion),.

2.3 Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)

Confocal laser scanning microscopy investigationsrevperformed on films in
contact with a NaCl solution. CLSM observations evearried out with a Zeiss LSM-510
microscope using a 40x/1.4 oil immersion objectivel a 0.43 mm z-section interval. For
all CLSM observations unless otherwise stated, atisorption of PLL™ (respectively
PSE") was performed by dipping the multilayer films fd5 min in a PLE™
(respectively PS%9) solution and rinsing with 1 mM Hepes or 10 mM isTbuffer atpH
7.4 before its observation. FITC fluorescence watected upon excitation at 488 nm,
through a cut-off dichroic mirror and an emissicaantpass filter of 505-530 nm (green).
Rhodamine fluorescence was detected upon excitaid¥3 nm and an emission long-
pass filter above 585 nm (red emission). Virtualtieal sections can be visualized,

allowing the film thickness to be determined.

2.4 Quartz cristal microbalance and dissipation (Q®1-D)

The construction of multilayer films was monitored situ by quartz crystal
microbalance with dissipation monitoring QCM-D (@8e E4, Goétenborg, Sweden).
The device was fitted with a 4-sensor chamber mgpthat 4 build-up experiments could
be performed simultaneously. The QCM-D techniquestgis in measuring the resonance
frequency changesA{) of a quartz crystal induced by polyelectrolytesagption on the
crystal, when compared to the crystal in contacthwa buffer solution solution. The
guartz crystal is excited at its fundamental fregquye(5 MHz), and the measurements are
performed at the first, third, fifth and seventheawnes (denoted by = 1, 3, 5 and 7,
respectively) corresponding to about 5, 15, 25, 3dMHz, respectively. Changes in the
resonance frequencieaf, and in the relaxation of the vibration once theiwtion is
switched off are measured at these four frequendibs relaxation measurement gives
access to the change in the dissipation fadorThe used quartz crystal is coated with a
~50 nm SiQ film. The four sensors are fixed in removable flavodules with inlet and

outlet. The measurement methodology has been asiites details elsewhere. 600 of
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NaCl solution was injected into the measuremenit édter stabilization of the signals,

600 uL of the polycation solution dissolved in a NaChtaining buffer was injected. This

solution was left in the cell for 5 min, and rinsedh the NaCl containing buffer solution

and left again for 5 min. During the whole procdse, frequency shifts were continuously
recorded as a function of time. The same proceeas used for the deposition of the
polyanion. The construction was pursued by altern@épositions of polycation and
polyanion. A positive shift in the opposite of thermalized frequency shiftAf/v, can be

associated, in first approximation, with an inceea$ the mass adsorbed on the crystal.

2.5 Turbidity as a function of mixing ratio (r) of polyelectrolytes and as

a function of ionic strength

Mixtures of different couples of polycation/polyani were prepared at different
mixing ratios and at different ionic strengths ia®! (the buffer always containing 1mM
Hepes or 10 mM Tris gbH 7.4). During the complex preparation, a given woduof a
polycation solution was injected in a given voluwfebuffer containing polyanion. The
mixture was vigorously stirred to ensure fast hoeragzation. In a typical experiment, an
aliquot from polycation solution was added to aiguabt from polyanion solution in such
a way to establish different molar ratios betweehygation and polyanion at different
ionic strength of NaCl buffered solution in a pdigene cuvette. A different cuvette was
used for each value of the mixing ratiotypically r was varied between 0 (no polycation)
and 10, corresponding to a large excess of polyoatnonomerst is defined as the ratio
between the number of moles of cationic units drelrtumber of moles of anionic units.
In the case of PSS and PDADMAC each monomer caareglementary negative and
positive charge respectively. We make the assumphat each weak polyelectrolyte is
also fully protonated (for the polyamines) or fullgprotonated (for the polyacids). This
assumption is realistic giH 7.4 which far below the averagea of the polyamines
(around 10 for PLL and 9.5 for PAH) and far abolie pKa of the used polyacids. The
validity of this assumption is also better at highaic strength where the intramolecular
electrostatic interactions between charges areeseck

In order to have absorbance values lower thanr2l ®f buffer solution were added,
unless otherwise stated. The obtained solution thas aged for 10 minutes at room
temperature before absorbance measurement.

The occurrence of complexation was quantified as dpparent absorbance at 500
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nm, which corresponds to light scattering becausefrthe used polyelectrolytes absorbs
light at this wavelength. Spectrophotometric meaments were performed using UVmc?

spectrophotometer (Safas, Monaco).

3. Results and discussion

We will first investigate two polycation-polyaniocombinations that are known to
display different behaviours at an ionic strendgtld.d5 M and forpH values between 5 and 8
: the thickness of (PLL/HA)films grow in an exponential manner (Picattal, 2001; Picart
et al, 2002), whereas the (PAH/PS3)ms display a linear growth regime (Ramsdstral,
1995). However, it has to be noted, that the PAI/R8mbination of polyelectrolytes can
also lead to a supralinear growth regime at tentpera higher than 55°C (Saloma# al,
2005). Fig. 1 shows a typical turbidity diagram feme PLL/HA combination of
polyelectrolytes in which the absorbance at 500ofithhe mixture is plotted as a functionrof
at different ionic strengths in NaCl. The reportdasorbances were measured 10 min after
mixture of the polycation and polyanion solutioddter longer times we observed either
sedimentation or a progressive decrease in abstelilepending on the polycation/polyanion
combination as well as on the ionic strength. Taglbycthe reduction in absorbance, be it due
to sedimentation (hence macroscopic phase sep@raiioto an other process was most
pronounced around values of 1, namely at charge equivalence betvweempolycation and
the polyanion. This phenomenon is well known in literature. Because of the absence of a
steady state in turbidity as a function of time palycation/polyanion mixtures satisfying to
r=1, the notion of turbidity diagram is used in algative manner only.
It is not the aim of this work to investigate wheththe PE complexes sediment or
undergo another evolution with time. This will deetsubject of a forthcoming work. In
the particular case of the PLL/HA combination thebtdity of the solution at=l
decreased progressively as a function of time withapparent sedimentation (Fig. 1 of
the Supporting Information) as we will report intai¢ elsewhere. It appears in the recent
literature that PE complexes made from polyelegtesineutral bloc copolymers can
rearrange slowly, typically with characteristic #m of hours, we hypothetize that the
PLL/HA complexes also follow this trend (Lindhoedtlal, 2009).
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Figure 1. Turbidity diagram, representing the turbidity gtiteed as the absorbance at 500

nm, of the PLL/HA combination of polyelectrolytes a function of the mixing ratioand the
ionic strength (adjusted with NaCl).

It is not the aim of this work to investigate whet the PE complexes sediment or
undergo another evolution with time. This will deetsubject of a forthcoming work. In
the particular case of the PLL/HA combination thebtdity of the solution at=l
decreased progressively as a function of time withapparent sedimentation (Fig. 1 of
the Supporting Information) as we will report intaié elsewhere. It appears in the recent
literature that PE complexes made from polyelegtesineutral bloc copolymers can
rearrange slowly, typically with characteristic 8m of hours, we hypothetize that the
HA/PLL complexes also follow this trend (Lindhoedtlal, 2009).

In opposition to the PLL/HA system, the PAH/PS3npbexes at mixing ratios close
to 1 display a clear sedimentation after only a f@mutes in the ionic strength range
between 0.1 and 5 M in NaCl. Whatever, the finablation of the polyelectrolyte
complexes, phase separation or slow decreasebidity;, for all the “turbidity diagrams”
investigated in this work, the maximal turbidity abtained close to = 1 at all ionic
strengths. This means that in this region eitherttimber of PE complexes is maximal or
their size is maximal. We did not focus on the siigribution of the complexes: they are
polydisperse and there are aggregates in the soldhat can be bigger than a few pm

particularly for the PAH/PSS and PAH/PGA combinato Therefore, we will focus on

the turbidity atr = 1 as a function of the ionic strength for all thevestigated of

polycations/polyanions combinations. The turbidihange for the PLL/HA and PAH/PSS
combinations are plotted in Figure 2 as a functbthe ionic strength at= 1.

It appears that the two systems behave ratherrdiity: the extent of PLL/HA

complexation seems to reach a maximum at arounfl Bllin NaCl and at 0.48 M in
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NaCl, the solution is fully transparent. Examioatiof the PLL/HA mixture at £ 1 in
these conditions of ionic strength by means of dyicalight scattering reveals the
absence of complexes because the average hydrodynaahius is close to that of HA and
PLL in their individual solutions (data not showngmely a few nanometers. On the other
hand, the turbidity evolution for the PAH/PSS condiion does not display a maximum
as a function of the ionic strength between 0.1 and. This means that an increase in
ionic strength is not able to “soften” the PAH/P&38nplexes, which is expected to occur
because the small ion/polyelectrolyte interactidioltdd become predominant over the
polycation/polyanion interactions (pas sur A rediec) (lzumrudov and Zhiryakova,
1999). This may also occur for the PAH/PSS comlomatbut the solubility of NaCl is
limited to around 6 M in our conditions. Anyway, tgw 4 M in ionic strength, the extent

of PAH/PSS complexation is strong.
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Figure 2. Turbidity, quantified as the absorbance at 500 omPLL/HA and PAH/PSS
mixtures at r=1 as a function of the salt concentration in Nallie arrow indicates the
approximate position of the maximal turbidity. Tiivee is aimed to guide the eye.

Let us now turn to the PEM films build up for thense combinations of
polyelectrolytes. Figure 3 shows that the thicknessched after the deposition of 6 layer
pairs is maximal at around 0.15-0.225 M in NaCl floe HA/PLL combination whereas
the film thickness increases monotonously for tRHAPSS combination up to 5 M in
NaCl. The same trend is observed for much thickdL(HA), films (n=50 instead of
n=6) as investigated by means of CLSM (Figure ghefSupporting Information).
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Figure 3. QCM-D monitoring of PEM film deposition after a xsibilayers of
polycation/polyanion deposition steps.

Clearly the shape of the PEM film buildup (Fig.f8llows the trend of the turbidity
versus ionic strength curve (Fig. 2) with one snexiteption : in the case of the PLL/HA
combination there is already an important turbiditymall ionic strength (10 mM) but almost
no PEM deposition.

Indeed, in this particular condition, the depositaf HA on a PLL covered substrate
is followed by its near quantitative desorption nmmntact with a PLL solution, Figure 4.
This phenomenon persists although with the useEdfa anchoring first layer. Note also
that the position of the maximum in turbidity dasst exactly match with the position of

the maximum in the thickness versus ionic strengihve in the case of the PLL/HA

system.
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Figure 4. Evolution of the reduced frequency (&t 3), monitored by QCM-D as a function
of the nature of the adsorbing polyelectrolytehe tase of the PLL/HA combination in the

presence of NaCl at 0.01 M.
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The trend for the PLL/HA and PAH/PSS combinatiomfaons the findings of
Sukishvilli etal. (Sukhishviliet al, 2006), namely that the absence of turbidity aedde

of PE complexation in solution is related to thepossibility to build up PEM films in the

same physicochemical conditions.

We will now check if these findings can be genedi to other combinations of

polycations and polyanions. Let us first consides polycation/polyanion combinations in

which the polyanion is a polycarboxylate: for theLAFPGA as well as for the PAH/PGA

system the turbidity versus NaCl concentration &l w&s the reduced frequency change

(hence the amount of deposited film) versus NaQiceatration curves display the same

shape as for the PLL/HA system (Fig. 5).
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Figure 5. Comparison between (a) the turbidity (at 500 nmjsus ionic strength and (b)
reduced frequency change versus ionic strengthpfbycation/polyanion systems. The
reduced frequency changesrat 3 obtained by QCM-D are quoted in the case chy@i

pairs.

More specifically, the sodium chloride concentratia which maximal turbidity is

obtained at k= 1 matches closely the salt concentration at wthehfilm thickness reaches

an optimal value. In addition it appears from Fg& that buildup of PEM films made

from PGA as a polyanion is possible up to 3 M inONa presence of PAH whereas the
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film growth is not possible anymore above 2 M wh#ri is used as the polycation. This
may probably come from structural differences bemvPLL and PAH.

To go furher in this direction, let us now considikee PE complexes as well as the
PEM films made from the same polycations, namelly. Rnd PAH but the polyanion
being now PSS instead of PGA. The data for the &% combination are given in
Figures 2 and 3 : in the 0.01 M- 4 M NaCl concetidrarange, both the solution turbidity
(measured at # 1) and the film thickness increase monotoneouthe same trend is

found for the PLL/PSS combination as shown in feg@r
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Figure 6. Evolution of (a) the turbidity for PLL/PSS mixturasr=1 as a function of the ionic
strength and (b) the evolution of the reduced feeqy change at= 3 after the deposition of
a (PLL-PSS-PLL film as a function of the ionic strength.

This finding means that for the two polycations Pahd PAH carrying primary
ammonium groups, it is the change in the polyamopartner that determines the
complexation in solution and the buildup of the PHiMns : in the presence of the
carboxylate carrying PGA, the complexation and fibunilup display a maximum at

intermediate ionic strengths whereas no maximumeagpup to 5 M in NaCl in the
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presence of the sulfonate carrying PSS. Let us oomsider the situation of a constant
polyanion, PSS, put in the presence of either ggadion carrying primary amines (PLL
and PAH) or quaternary ammonium groups (PDADMAC).

It appears that when complexes are formed betw&XDMAC and PSS, the turbidity
versus NaCl concentration curve displays a markeximum (at around 2 M) which

corresponds closely to the ionic strength at witiiehPEM film buildup is optimal (Fig. 7).
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Figure 7. Evolution of the turbidity for PDAMAC/PSS mixturedr =1 as a function of the
ionic strength and (b) the evolution of the filmickness after the deposition of a
(PDADMAC-PSS)ofilm as a function of the ionic strength.

Hence the change from PLL or PAH to PDADMAC totathodifies the behaviour of
the PE complexes as well as that of the PEM filnpodédion: qualitatively the
PDADMAC/PSS combination behaves as the PLL/HA (Rcgand 3) and the PLL/PGA as
PAH/PGA combinations (Fig. 5). Taken together theést confirm the trend extracted from
the experiments performed by The group of lzumru@ukhishviliet al, 2006), namely that
complexes made from polycations carrying primaryings and from polyanions carrying

sulfate (not investigated herein) or sulfonate geoare particularly stable in a broad range of
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salt concentrations (Sukhishviéit al, 2006). Our investigation shows on the basis of 6
polycation/polyanion combinations that it is possito predict qualitatively the possibility to
deposit multilayer films at a givgpH and ionic strength by just mixing a polycation and
polyanion solution to reach a mixing ratio of 1the solution turns immediately to turbid, its
is a strong indication that the buildup of PEM fidns possible under these conditions. When
the solution remains transparent, praticularly ahhionic strength, it means that the
formation of soluble interpolyelectrolyte complexasd the absence of complexation are
thermodynamically favored, which plays againsttibgdup of PEM films.

However, the analysis of turbidity in solution doaot allow to explain all the
behavior of PEM deposition. As seen from the PLL/ifAgure 2) as well as from the
PAH/PGA (Fig. 5), PLL/PSS (Fig. 6) and PDADMAC/P$Big. 7) combinations, the
absence or the slow film buildup at small ionicesgth seems not related to the
occurrence of PE complexation. The analysis of fi@ buildup for the PLL/HA
combination at 0.01 M in NaCl provides an explamatithe film does not deposit because
the introduction of the polycation in solution rewes the polyanion that is already
adsorbed, meaning that the formation of complexe$avorable but that they do not
adhere to the substrate (Figure 4). Hence therimiteof important turbibity in solution to
predict the occurrence of film deposition is notidzaat low ionic strength. In addition,
each polycation/polyanion mixture, even PAH/PSSusthde characterised by a ionic
strength above which no complexation in solution ao film deposition should occur
owing to the competition between small countericawsd the oppositely charged
polyelectrolyte to interact with a given polyelesitrte.

Let us now see if we can correlate the occurr@i@g@maximum in turbibity with the
growth regime of the PEM film. For now, we only fmed at a film obtained after the
deposition of a given number of polycation/polyamiayer pairs. It seems also that in the
region where the turbidity displays a maximal valilne film growth regime is of supralinear
nature, whereas it is linear at smaller ionic giterand the buildup rate decreases at higher
ionic strengtth, as already mentioned. In the sattcentration regime above the maximum,
the buidup regime of the film remains exponentighva growth rate that decreases when the
ionic strength increases. Finally, one reaches iticalr ionic strength above which the
multilayer no longer builds up. This trend is regmeted in Figure 8 for the PDADMAC

combination and in Figure 9 for the PLL/HA combipat
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Figure 8. Growth regime of the PDAMAC/PSS PEM films at difat positions in the
turbidity (measured as the absorbance at 500 nnsusesodium chloride concentration plot.
The gowth curves at 0.01 M was fited with a straigte whereas the growth curves at 1 and
4 M were fitted with an exponential growth law. Rdhe difference in the y axis scales for
the different plots in insert.

The same trend was also found for the PAH/PGA a8 a® for the PLL/PGA
combinations (data not shown). However, the tengeioc an exponential growth of
PLL/PSS and PAH/PSS PEM films was less pronouncéeénwthe ionic strength in
solution increases. This could be related to theeolation that the turbidity of the
mixtures characterized biy= 1 does not reach a maximum for the PAH/PSS misture
(Figure 2) and only a weakly pronounced maximumtbha PLL/PSS mixtures (Figure 6).
The comparison between the growth regime and tlestof the turbidity versus NacCl
concentration curves (at= 1) hence suggests that when the turbidity reaahmaximum,
the PEM film growth underewents a transition froringar to an exponential exponential
growth regime. At high salt concentration wherebidity vanishes the multilayer no
longer builds up. At low salt concentrations, déspurbidity, the film does not buildup,
but for totally different reasons, namely the dgsimn of polyanion/polycation complexes

from the surface.

146



Complexes de polyélectrolytes : Solution versum$-inulticouches

1 0.15M NaCl

1'0 T %200
E _./ 0
C 0.8 0 1 2 i 4 5 6
o
S
" 061
< | .]0.01MNa
® .
O i30
% 04 15 20 120
o o w| 0.48 M NaG
o OD 1 2 3 4 5 6 7 g ”
8 2 . é‘ 60
g o “

0-0 T T T T T !

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

lonic strength (M)

Figure 9. Growth regime of the PLL/HA PEM films at differepbsitions in the turbidity
(measured as the absorbance at 500 nm) versusrsatilaride concentration plot. The build
up experiments were followed by QCM-D and only teduced frequency changes at the
third overtone are represented. Note the diffexendhe y axis scales for the different plots
in insert.

We make the assumption that in the case of thd & and PAH/PSS combination the
interpolyelectrolyte interactions are so strong #aen a high concentration in NaCl (4 M) is
not able to disrupt the polycation-polyanions i@ allowing for the build up of PEM films.
This disruption should hower occur at higher temees or in the presence of other small
electrolytes. Note, however, that the mechanicaperties of the PEM films made from PAH
and PSS are weakened in conditions of high Na@teatration, typically above 3 M .

4. Conclusions

In this report we have put additional evidencet ttieere is a strong correlation
between polyelectrolyte complexation in solutiomd &EM build up as previous examples
have been provided in the literature (Kovaceeical, 2002; Kovacevicet al, 2003;
Sukhishvili et al, 2006). But here we rely on experiments perforraadsix polycation—
polyanion combination widely used in the investigatof PEM films, namely : PLL/HA,
PLL/PGA, PAH/PGA, PLL/PSS, PAH/PSS and PDADMAC/P$%.all the investigated

cases, it appears that strong interpolyelectrotyteaplexation (occuring in a lower ionic
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strength range) is associated with important filmepasition. The different
polycation/polyanion distinguish from one anothgrtivo makedly different behaviors :
in some instances the turbidity versus NaCl conegioin as well as the film deposition
versus NaCl concentration curves have a maximumobrThe combinations containing a
polycarboxylic acid seem to give rise to curvesptiiging the presence of a maximum
versus the combinations containing the strong petteolyte PSS show a monotonous
behavior in turbidity as well as in film thickneddowever, when PSS is associated to a
polycation containing quaternary ammonium grou@3ABPMAC, the turbidity as well as
film deposition versus NaCl concentration curvesptily again the presence of a
maximum. These two kinds of behaviors are directjated to the interaction strength
between the polycation and the polyanion. It degermh the structure of the
polyelectrolytes as weel as on the physicochentoalditions in the solution (pH, ionic
strength, temperature). Our investigation also sstgythat the precence of a maximum in
the turbidity versus NaCl concentration is als@tetl with the occurrence of a supralinear
growth regime, again in accordance with the ocauwee of a weakening in the
polyacation-polyanion interactions.

Anyway the investaigation of polyelectrolyte comdtion in solution,particularly
around charge equivalencex 1), is a particularly powerful disgnostic tool poedict the
fate of PEM deposition on surfaces. Nevertheldss fact that complexation is maximal at
r = 1 whatever the ionic strength in solution does nwman that the PEM films are
charecterized by an intrinsic charge compensati@mce by the incorporation of equal
number of cationic and anionic groups from the pwys (Schlenoffet al, 1998;
Schlenoff and Dubas, 2001).
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5. Projet Article 1 (Supporting information)
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V.1 Résumeé

Les films multicouches de polyélectrolytes comsisten une structure supramoléculaire
obtenue par adsorption alternée de polycations @bti/anions. Ces films multicouches, basé
principalement sur des interactions électrostaigpeuvent répondre de maniere spécifique a
différents stimuli externes. Selon les polyélegtesd qui les composent, ces films adaptatifs
peuvent étre utilisés comme des matériaux foncénrayant des propriétés physico-
chimigues modulables (densité de charges, propriéstoélastiques, propriétés optiques),
soit dans le but de délivrer des composés actifiséamtivement a une variation de pH, de
température ou de lumiére ou encore des films riieractifs. Dans ce travail, nous nous
sommes intéressés a l'influence de différents clogosotiques, via un changement de force
ionique de la solution surnageante, sur le film trooliche poly(L-lysine) PLL/(acide
hyaluronique) HA. Ce film est caractérisé par ar@ssance exponentielle de I'épaisseur en
fonction des cycles de dépodts des polyélectrolytaseutralité des charges au sein du film
PLL/HA est assurée a la fois par une compensatimtningeque (association entre
polyélectrolytes de charge opposées) et une corapensextrinseque des charges (contre-
ions qui sont en équilibre avec le surnageant).c®dait, ces films sont trés sensibles aux
variations de la force ionique durant et apres ¢emstruction.

Les films multicouches PLL/HA constitués de ciagte paires de couches ont été
marqués par la PIT'C. Cette derniére, diffusant & travers tout le fimermet de visualiser
toute I'épaisseur du film par microscopie confocdleus avons pu ainsi visualisersitu le
comportement des films PLL/HA en réponse aux diffiés chocs osmotiques. Dans un
premier temps, nous avons observé que l'augmentatiogressive de la force ionique du
surnageant induit un gonflement du film et une réén des polyélectrolytes, suivie par
fluorimétrie. Ce phénomeéne de libération dépendadéorce ionique, puisqu’'a une force
ionique de 0.375 M en NaCl, le film présente unfgonent plus important et une cinétique
de libération de polyélectrolytes beaucoup pluside@apque pour des forces ioniques
inférieures a cette derniere . Aprés 1 mois, autambnd’'une solution de NaCl dont la
concentration est supérieure a 0.3 M, le film fpar se dissoudre. L'exposition du film & une
force ionique de 0.48 M induit, en plus de sa diggm matérialisée par la libération des
polyélectrolytes, I'apparition de cavités sphérgue I'intérieur du film. La présence de
polyélectrolytes libres dans ces cavités, visuslipar microscopie confocale, induit une
concentration ionique plus fortdPar conséquent, la pression osmotique deviestfplte a

I'intérieur des cavités que dans le film environn&@ette augmentation de la pression conduit
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a une augmentation en taille de ces cavités. Capencu fur et a mesure que les
polyélectrolytes diffusent vers le milieu, la priess osmotique diminue et I'excés de la
concentration en ions diminue entrainant la disiparides cavités. A la fin de ce processus,
une dissolution complete du film est observée. duoesla libération des polyélectrolytes est
bloguée par la construction d'un film barriere &sdale PDADMAC/PSS préalablement
déposée sur le film PLL/HA, I'apparition des casitést observée a une concentration de
0.375 M en NacCl plus faible qu’en absence de laidra: La présence de ce film barriere
empéche la diffusion des polyélectrolytes a travées film. La concentration en
polyélectrolytes ainsi qu’en ions ne diminue passdkes cavités, la différence de pression
osmotique est maintenue. Cependant, dés la rugauta barriere, les polyélectrolytes libres
diffusent vers la solution et les cavités se réshtign taille et disparaissent.

Dans un second temps, nous avons évalué le coznpamt de ce méme film
multicouche lorsque celui-ci est soumis a une diutidm de la force ionique. Nous avons
montré que le film multicouche diminue en épaissu@c une libération des polyélectrolytes
dans le surnageant. Lors du dégonflement, lorsguehdc subit est important, des cavités
apparaissent a l'intérieur du film. La taille desamavités dépend de I'écart de force ionique
entre la solution de contact et la solution ingide construction (0.15 M en NacCl). Plus cet
écart est grand plus la taille des cavités est iapte. Par contre, lorsque I'écart est faible, la
microscopie confocale ne révele pas de cavitéseau du film. Ces cavités finissent par
disparaitre au cours du temps quelle que soittéélle. La libération des polyélectrolytes dans
le surnageant refléte une restructuration au seirfilch multicouche. La diminution de la
force ionique du surnageant appauvrit le film ensi@odium et chlorure, la compensation
extrinseque des charges est réduite engendrant @éss forces de répulsion entre les
polyélectrolytes de méme signe. D’autre part, agmglement du film par augmentation de
la force ionique, le retour a la force ionique iadgé du surnageant s’accompagne d'une
compaction du film avec formation de craqueluresgulieres qui disparaissent au cours du
temps et cela sans libération des polyélectrolgiass le surnageant. Le film retrouve alors
son épaisseur initiale dans la mesure ou le terapsodtact lors du gonflement n’induit pas
une libération conséquente des polyélectrolyteanttlonné que lors du dégonflement, une
libération rapide et importante des polyélectradyadieu des les premiers moments de contact
avec la solution de plus faible force ionique, ilenfmulticouche se voit réduit en épaisseur
une fois remis dans sa solution initiale.

Dans cette partie, nous avons montré giaele changement de force ionique de la

solution de contact, le film multicouche PLL/HA o par un gonflement ou un
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dégonflement accompagnées ou non de libérationotiglpctrolytes et de formation de

cavités ou de craquelures.
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IV.4 Projet d’Article 3

“Exponentially growing polyelectrolyte multilayerSilm
restructurations under osmotic stresses”

1. Introduction

The buildup of polyelectrolyte multilayer films (PEWby the so called layer by layer
(L.b.L) approach became a very popular and simpiase coating process. It's based on an
alternated deposition of oppositely charged pobtetdytes. The driving force for the buildup
results generally from the charge overcompensatimrurring during each new deposition
cycle. The success of the process comes also fierfatility to realize such buildups which
can be obtained easily via consecutive dippingas/¢Decher, 1997), spin coating (Chiarelli
et al, 2001) or by spraying the different elements dtutstg the architectures (Porcel al,
2005; Schlenoffet al, 2000). Different kind of charged polymers, of gatic or natural
origin, can be employed for the film constructiofafg et al, 2006). With the different
constituting building elements two growth regime®rev described (i) linear and (ii)
exponential or super linear growing films. The tfimme is generally thin, often built with
synthetic polyelectrolytes or in the presence adkvgalt amounts, whereas the second is often
obtained in the presence of higher salt amountsithbr polypeptides and or polysaccharides
(Lavalle et al, 2002; McAloneyet al, 2001). The versatility of the L.b.L approach is o
interest for various areas like coatings, catalysetectrooptics, photovoltaic cells
(DeLongchamp and Hammond, 2003; Hammond, 1999eW\Aal, 2006). The concept is also
interesting for biomedical applications in parteutiue to the possibility to “biofunctionalize”
the films by growth factors, active peptides, drog®NA embedding (Picart, 2008; Taery
al., 2006). Because of their thickness, exponent@bwing films are particularly interesting
for this functionalization. Indeed, large amountsnwlecules could be included into these
films by simple diffusion (Vodouhét al, 2006). Moreover, cells deposited on these buddup
can interact with the film and then access to thbexlded molecules (Benkirane-Jestedl,
2005; Benkirane-Jesset al, 2004).

The poly(L-lysine) (PLL) and hyaluronic acid (HAgultilayer film is exponentially
growing (Picartet al, 2002), the reached thicknesses lie in the micamge after a limited
number of adsorption cycles (Lavake al, 2002; Mertzet al, 2007; Mjahedet al, 2009).

Therefore, PLL/HA system could play a reservoirerébr drugs delivery (Vodouhét al,
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2006). Both polyelectrolytes (HA and PLL) are calesed as weakly charged polymers and
thus they are very sensitive to pH and ionic stiiergdhanges (Burke and Barrett, 2003;
Mjahed et al, 2009). The biological applications of such filnmvolve the contact with
physiological medium which often induce a swellorga degradation of films (Mendelsokh
al., 2003; Yanget al, 2003). The control of the degradation kineticsnesded in drug
delivery and tissue engineering applications. TWadwtion of such multilayer films, built in a
given condition, once the ionic strength is changedf particular interest. Because of the
reached thickness, their morphological evolution ba easily followedn situ by confocal
microscopy or comparable techniques (Mjakéedl, 2009).

Previously, we investigated the HA/PLL film evabart once the ionic strength of the
medium was increased compared to the buildup donditand found that within the film
holes appeared. The holes formation was attribuatelde dissolution of part of the complexes
of the film. The free polyelectrolytes appearingtie film induce locally an extra osmotic
pressure leading to the formation of holes. Withetj the free polyelectrolytes diffuse out of
the film leading to an identical pressure in antsmle of the film inducing film healing and
holes disappearance (Mjahetal, 2009).

The present work is first aimed to investig@tehe HA/PLL film growth over a large
panel of ionic strengths (ranging from 0.02 M to8M) and (ii) to study the film behaviour
when different strong osmotic stresses are appljedarying the ionic strength of the solution

in contact with the film.

2. Materials and Methods

2.1 Materials

Polyelectrolyte solutions. Poly(L-lysine) (PLL, reP2636, M, = 2.92 x10" g/mol,
M./M, = 1.64) and fluorescein isothiocyanate poly(Lgi (PLLTC, ref: P3069, Mw =
5.89 *10* g/mol, MM, (vis) = 2.82) with 0.008 FITC group for one lysimeonomer,
poly(sodium 4-styrene sulfonate) (PSS, wM= 7.06 x10* g/mol) and poly
(diallyldimethylammonium chloride) (PDADMAC, = 9.36x10° g/mol) were purchased
from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France). Hyahic acid (HA, ref: 80190, i = 3.81
x10° g/mol, MJ/M, = 1.76) was purchased from Lifecore (Chaska, MNhe mass
distributions of the polyelectrolytes were deteretirby steric exclusion chromatography —

multi angle laser light scattering (SEC-MALLS). ETabelled HA was synthesized
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according to the following procedure: 41 mmol oT €| dissolved in 2 mL of DMSO, were
added to 18 mL of HA aqueous solution (0.31 mmal enaintained at pH 9 under stirring
for 12 h at room temperature. After addition of @l of MilliQ water, the product was
dialyzed against 10 L of MilliQ water during 6 day$A™C is labeled at 0.01% in FITC
(0.0001 FITC group for one di-saccharide). Rhodastabelled PSS (PE%) was
synthesized according to a procedure describew/eége (Dahnet al, 2001). NaCl agueous
solutions were prepared at 0.01 M, 0.04 M, 0.150M225 M, 0.3 M, 0.375 M and 0.48 M,
and buffered at pH 7.4 with 1 mM Hepes (Sigma Aldyiref: H3375) using ultrapure water
(MilliQ- plus system, Millipore) with a resistivitpf 18.2 MQ.cm. Polyelectrolyte solutions
were prepared by dissolution of adequate amoung®lgklectrolyte powders (or by dilution
of the commercial solution in the case of PDADMARG)YL mM Hepes — 0.15 M NaCl buffer
at pH 7.4. HA and PLL solutions were prepared ebrcentration of 310° M in monomer
units. PDADMAC, PSS and PIFI'® solutions were prepared at a concentration of inthg
in 1 mM Hepes 0.15 M NaCl buffer at pH 7.4. BP%Svas used at 1 mg/mL in 0.15 M NaCl
solution. At pH 7.4, PLL and PDADMAC are positivegharged and HA and PSS are
negatively charged.

2.2 Build-up of polyelectrolyte multilayers

The PEM films were built with an automatized dipgpirobot (Riegler & Kirstein
GmbH, Potsdam, Germany) on glass slides (coverdiip;m Menzel GmbH & Co,
Braunschweig, Germany). Before polyelectrolyte aolson, the glass slides were cleaned
with 0.1 M sodium dodecyl sulfate (dipping for 150 0.1 M HCI (dipping for 15 min), and
pure water. Then, the glass slides were dippedpalygcation solution for 10 min. A rinsing
step was performed by dipping the substrate fomi®in 1 mM Hepes — (0.01 M, 0.02 M,
0.15 M, 0.225 M, 0.3 M, 0.375 M, 0.48 M) NaCl buffgH 7.4). The polyanion was then
deposited in the same manner. The buildup procasspwrsued by alternated depositions of
the polycation and the polyanion. After depositaim bilayers, the film obtained is denoted
(polycation/polyanion) The buildup of the PDADMAC/PSS barrier on theface of the
(PLL/HA)so multilayer film was realized directly under thenéocal microscope. 200 mL of
each polyelectrolyte solution were deposited a#tely for 1 min of adsorption. It must be
pointed out that the buildup of the barrier maydi¢éa exchange phenomena at the interface
with the PLL/HA film. Limiting the adsorption timef PSS and PDADMAC to 1 min should

attenuate this exchange and avoid the disorgaoizafithe PLL/HA film. A rinsing step was
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performed by adding 200 mL of ImMHepes — 0.15 M Nadfer (pH 7.4) and letting it in
contact with the film for 5 min, after each polyiadsorption step. The multilayer films were

not dried.

2.3 Quartz cristal microbalance and dissipation (Q®-D)

The construction of multilayer films was monitorad situ by quartz crystal
microbalance with dissipation monitoring QCM-D (@fSe E4, Goétenborg, Sweden),
containing 4-sensor chambers. The QCM techniquesistenin measuring the resonance
frequency changesAf) of a quartz crystal induced by polyelectrolytes@gbtion on the
crystal, when compared to the crystal in contadhvéa rinsing solution (aqueous NacCl
solution). The quartz crystal is excited at its damental frequency (5 MHz), and the
measurements are performed at the first, thirth ihd seventh overtones (denoted/by1,

3, 5 and 7, respectively) corresponding to 5, 55,aAd 35 MHz, respectively. Changes in the
resonance frequencieaf, and in the relaxation of the vibration once theitation is
switched off are measured at these four frequentias relaxation measurement gives access
to the change in the dissipation factdr,of the vibration energy stored in the resonaitie
crystal used is coated with a ~50 nm Sfilin. The four sensors are fixed in removable flow
modules with inlet and outlet. The measurement ouglogy has been addressed in details
elsewhere (Zhangt al, 2005). 60QuL of NaCl solution were injected into the measuratne
cell. After stabilization of the signals, 6QQ of the polycation solution containing NaCl were
injected, left in the cell for 5 min, and rinsedtiwwthe NaCl solution and left again for 5 min.
During the whole process, the frequency shifts wenatinuously recorded as a function of
time. The same procedure was used for the deposifipolyanion by adding 600L of its
solution also containing NaCl. The construction wassued by alternate depositions of
polycation and polyanion. A positive shift in thepmsite of the normalized frequency shift, -
Aflv, can be associated, in first approximation, withirecrease of the mass adsorbed on the

crystal.

2.4 Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)

Confocal laser scanning microscopy investigatimese performed on films in contact
with NaCl solution. CLSM observations were carr@d with a Zeiss LSM-510 microscope

using a 40x/1.4 oil immersion objective and a O z-section interval. For all CLSM
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observations unless otherwise stated, the adsorpfi@LL™"®

was performed by dipping the

multilayer films for 15 min in a PLT'® solution and rinsing with 1 mM Hepes — 0.15 M
NaCl buffer at pH 7.4 before its observation. Flifi@rescence was detected upon excitation
at 488 nm, through a cut-off dichroic mirror andemission bandpass filter of 505-530 nm
(green). Rhodamine fluorescence was detected upctaton at 543 nm and an emission
long-pass filter above 585 nm (red emission). \dktuertical sections can be visualized,

allowing the film thickness to be determined.

3. Results and Discussions

3.1 HA/PLL film buildups at different ionic strengths

Typical HA/PLL multilayered films built at pH 7.4nithe presence of variable
concentrations of NaCl from (0.02 M to 0.48 M) ntoned by QCM-D are given in Fig .1. It
comes clearly that the signals evolve exponentialty superlinearly for the buildups
performed in presence of NaCl ranging from 0.02 M &r875 M. Such growth regimes have
been described earlier for the same HA/PLL systeavdlle et al, 2002). It was also shown
that the exponentially growing films become linedier roughly twelve adsorption cycles
(Porcelet al, 2006). The slope of this second linear regimadpejuite larger than that of
typical linear growing films explaining also why @ufilms reach rapidlyum thicknesses
range. The buildups realized at 0.01 M and 0.48 Mdspss a particular behaviour and the
thickness increases are quite slower with respettie deposition cycles. The process at 0.01
M clearly indicates a decrease of theffv signal after each PLL addition constituting a
signature for a loss of material during this s#&plow ionic strength, the interactions within
the film are mainly due to fixed intrinsic charg&hlenoffet al, 1998) of HA and PLL. A
possible origin of the signal decrease could bend &f “erosion” due to the exchange of the
upper complexes by incoming PLL chain forming stremelectrostatic interactions with the
underneath layer and lead to soluble charged complélhe observation of removal during
PEM deposition was observed by Suiakt (Sui et al, 2003). These authors explain this
phenomenon by the formation of soluble complexeshé following, polyanion addition step
HA is again uptaken and the signal rises agaithérmpresence of 0.48 M NaCl, the important
ionic strength screening leads to a strong decrefatfee electrostatic interactions (Dubas and

Schlenoff, 2001). Thus, the interactions betweempiexes are very weak. At the 0.48 M
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ionic strength, the adsorption of both PLL and Héke very low. Moreover, this value

constitutes the upper limit of ionic strength foe touildup of the HA/PLL films at pH 7.4.
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Figure 1. Changes in frequencyf/n) at 15 MHz of (a) multilayers film of PLL/HA as
function of layer number at different ionic stremgtf NaCl solution and (b) values dif{/n)

at 15 MHz at 5 bilayers of PLL/HA as a functioniohic strength of NaCl solution. Two
measurements were made by QCM-D to obtain the geefi'equency variation and the
corresponding standard deviation (error bar).

All these observations do not hold only for thdiah film buildup steps (Fig. 1.b) but

also for thicker films (Fig. 2) where the thicknessare estimated from confocal microscopy

imaging for (PLL/HA).
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Figure 2. Thickness of (PLL/HAg as a function of the buildup concentration of NacCl
solution. The thickness was evaluated by CLSM. &hdédferent films were observed by
CLSM to obtain the average thickness and the cooreding standard deviation (error bar).

The ionic strength of 0.15 M NaCl is among theigostrengths explored one the most
favourable in terms of growth for the PLL/HA builduAs most polyelectrolyte-based
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systems studies in literature for applications ioldgical domain, it was of interest to
consider more specifically the case of 0.15 M igstiength. For the next of our studies, all
PLL/HA films have been built at 0.15 M NacCl.

3.2 PEMs submitted to an osmotic shock by ionic stngth decreases

We investigated the film restructuration processd athickness evolutions for
(PLL/HA)s0 built in the presence of 0.15M NaCl. We explored situations: either the ionic
strength is (i) rapidly or (ii) slowly decreasedg.F3 gives the evolution of the film structure
and thickness when the decrease is performed apid manner by a rapid decrease of the
ionic strength from 0.15 M to 0.04 M (step b) feolled, after one minute, by a further
reduction to 0.01 M (step c). Finally, after morenuate stabilization, the film is brought back
to its initial ionic strength of 0.15 M. The strom@nic strength decrease leads to the formation

of large holes observed in step (b) or (c) (Fig. 3)

Figure 3. Vertical section images of (PLL/HA} PLL™™ built up at 0.15 M NaCl and
observed by CLSM (a) in contact with a 0.15 M NaGlution, (b) after 1 min in contact with
a 0.04 M NaCl solution, ( c) after 1 min in contagth a 0.01 M NacCl solution, (d) after 16
hours in contact with a 0.15 M NacCl solution. Thaial film was put step by step in contact
with decreasingly concentrated NaCl solutions (In rof contact at each step) before
observation. The scale bar represents 10 pm.

A possible origin of these holes could be the ingod counter-ion release involved in
the extrinsic charge compensation of polyelectedytomplexes inside the film. As a
consequence, an important destructuration of tihgpéexes is occurring in addition with new
complexes formation. These novel complexes couldniaesult from interactionsvia
intrinsic charges born by both polyelectrolytesisTimportant restructuration step could be
accompanied by free polyelectrolytes and/or solilgemplexes formation within the film
due to the increase of repulsion forces. The fdgabectrolytes create an excess of osmotic

pressure inside the film and therefore induce tremétion of holes. The holes sizes depend
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on the importance of the shock. Thus, in step (balsholes are formed, which disappear
after about 10 min once the ionic strength is naam@d constant (data not shown). However,
when the ionic strength is further decreased rgpldiger holes (step c) are formed probably
because of further decomplexation processes. Whagn, waits, again several minutes
(depending on the hole sizes), the holes disapgehia thinner film finally remains (data not
shown). Once it is put back to its initial ioniaestgth of 0.15 M, a homogeneous film
recovers after several hours. However, the filnokhéss decreases by about 50% due to the
important loss of polyelectrolytes during the i@itosmotic shocks application. This material
loss is materialized by the rapid and importanofiscence (PLT'C) appearing during the
ionic strength decreases.

When, in the first step (b), a less strong de@eaghe ionic strength, from 0.15 M to
0.075 M followed by 0.03 M, is applied (data nobwim), the film also decreases in thickness.
However, no apparent holes were visible by confatialoscopy, although a loss of material

IS occurring.

3.3 PEMs underwent several osmotic shocks

In a second time, we were interested by the bebawf PEMs after several osmotic

shocks.

a. lonic strength increase followed by a decrease

In order to evaluate the effect of an increaseofedid by a decrease of the ionic
strength, films built at 0.15 M were either putcontact with a solution at 0.225 M NaCl or
progressively brought from 0.15 M to 0.48 M NaCithna contact time of 5 min at each step
(i.,e. at 0.225 M, 0.3 M, 0.375 M and 0.48 M) beftrebring them back to the initial solution
contact of 0.15 M NacCl (Fig. 4). At 0.48 M NaCletfilm remains homogeneous when the
contact time does not exceed 5 min. Otherwise, shalgpear inside multilayers film as
previously described leading to the dissolutiothef film (Mjahedet al, 2009).

It is interesting to notice that in both cases fimal film thickness once the film is
brought back to 0.15 M NaCl is identical to thetialithickness of the built film. Moreover,
no fluorescence release is observed during theriexpe. However, in both cases, when the
ionic strength was brought back to 0.15 M NaCl,okserved that holes with irregular shape
appeared throughout the film. The shape of theseshdiffer totally from the ones found
when the ionic strength of the PEMs was increasednaaintained for a long period at values
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above 0.375 M (Mjahee@t al, 2009). An explanation of these holes formation ddog as
following. The osmotic shock during ionic strengtibrease induces counter ion flow into the
film which swells. When the ionic strength is broudpack to 0.15 M NacCl, counter ions are
released in the supernatant. This release couttittea condensation of the complexes which
shrink in size and forms cracks through the filnariBg this process, absolutely no material is
lost (absence of fluorescence in solution) sugggdtie absence of polyelectrolytes release
from the film during the different stages. Becausfe the large mobility of involved
polyelectrolytes, the cracks disappear with timealy, the whole film heals and recovers

totally its initial thickness in one hour.

b
NacCl 0.15 M NaCl 0.15 N

NaCl 0.225 M NaCl 0.48 M

EAt=1min
v

m Sifees+ = NaCl0.15 N

NaCl 0.15 M

E At =1 hour

NaCl 0.15 M | 13 um |t NaCl 0.15 M

Figure 4. Vertical section images of (PLL/HA}PLL™® built in 0.15 M NaCl and (a) put in
contact with a 0.225 M NaCl and brought back tdoVLNaCl, or (b) progressively brought
to 0.48 M and put back in 0.15 M Na@Lk represents the time contact. The bar represkeats t
thickness of the films.

b. Films capped by a (PDADMAC/PgSharrier submitted to increases and

decreases of ionic strength

To try to understand the mechanism of the formawdnirregular holes after two
osmotic shocks, PDADMAC/PSS multilayers, acting asbarrier of polyelectrolytes

diffusion, were built on the top of PLL/HA film.
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We brought a (PLL/HA) film (Fig. 5), capped by a (PSS/PDADMAD)arrier,
progressively to a NaCl solution at 0.3 M. The filmereases in thickness. Once it is brought
back to 0.15 M NaCl, again numerous irregularlypgithholes appears over the whole film.
We observed, as in Fig. 5, a fully similar behavithan in the absence of the capping film
suggesting again that the holes are the consequd#nuemplexes restructuration with ions
releases without polyelectrolytes diffusion outtoé film. These ion releases could contribute
entropically to the film restructuration. A shrinkj of the sizes of complexes occurs when
ions are releasing and the holes finally disappsféer about 2h consequence of the
reorganization of the film. Finally a homogeneoilis is recovered with a thickness identical
to the initial film built at 0.15 M. The absence aiiy incidence of the capping neither in the
process evolution nor in the time evolution cleartnforts the hypothesis of the small ion

releases without lost of polyelectrolyte.

Initial film (PLL/HA) s PLLF'™
built in NaCl 0.15 M

i(PSS/PDADMAC;- pPSEh

0.15M NacCl
P ——
SN RSREEEN =
. Swelling

0.3 M NaCl

20 um

¢At:1min
|20um

0.15M NaCl

0.15M NaCl At = 2 hours

Figure 5. Vertical section images of (PLL/HA}PLL™™ built in 0.15 M NaCl and capped
by a (PSS/PDADMAY PSE"™. The structure was progressively brought to 0.2md put
back in 0.15 M NaCIAt represents the contact time. The bar represkatthickness of the
films.

C. Films underwent several different osmotic shacksccessively ionic strength

increase, decrease and increase
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In this part of work, we submitted the PEMs tcagaade of ionic shocks, by increasing,
decreasing and increasing again successively tiie girength of the supernatant solutions
(Fig. 6). In such typical experiments the ioniesgth is progressively increased from 0.15
M to 0.375 M. Then decreased to 0.3 M NaCl with tteracteristic irregular holes
formation, without loss of material and healingeateveral hours. Now, instead of remaining
the film at rest, it is brought to 0.375 M, we inmfiegely observed disappearance of holes. At
0.48 M, the characteristic spherical holes dueaxigd complexes dissolution resulting from
the high ionic strength (Mjahest al, 2009) appear. These holes could be the conseguénc
an excess of osmotic pressure due to the free lpotyelytes appearing during complexes
dissolution. These holes disappear with time whih diffusion of the free polyelectrolytes in

the bulk solution leading to a total dissolutiorttod film.

e
40 pm
g
68 pm

Figure 6. Vertical section images of (PLL/HA} PLL™™ built up at 0.15 M NaCl and
observed by CLSM (a) in contact with 0.15 M NaCluson, (b) and after 1 min in contact
with 0.225 M NacCl solution, (c) and after 1 mindantact with 0.3 M NaCl solution, (d) and
after 1 min in contact with 0.375 M NaCl solutige) and after 1 min in contact with 0.3 M
NaCl solution, (f) and after 1 min in contact wiit875 M NacCl solution, (g) and after 8 min
in contact with 0.48 M NacCl.

3.4 Holes formation in polyelectrolyte films and réated mechanisms

We found that as a general rule, the ionic stiengbhanges lead to important

multilayered film (re)structurations which can be mot accompanied by film shrinking
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materialized by the release of free polyelectr@dytérst of all, when a film is rapidly brought
above 0.375 M NaCl (for example 0.48 M), large mbishaped holes are formed. These
cavities originate most probably from the free ptdgtrolytes appearing in the film. Indeed,
the dissociation of certain complexes occurred wienionic strength is increased. Taking
into account that the Nand Cl content in the film is identical outside and iresidhe film,

the presence of the free polyelectrolytes insi@efitim leads to an excess of osmotic pressure
in the buildup with formation of holes (Mjahed al, 2009). However, when the film is in
contact with a NaCl solution at 0.48 M for a longripd, it dissolves totally (scheme 1,

column A).

cr Vv PLL (PLL/HA)g,- 0.15 M NaCl

°*Na" /VV® HA

C- Shock =0.48 M
® - ---- > and backto 0.15 M

A- Shock 20.375M

¢ e o [ ] [ ]
B- Shock £0.15M
t o4t
[ ] [ ] e o
[ J
i ®
i i
v v

Back to 0.15 M

VUL Ao
t o4

<9

Scheme 1.Schematic representation of holes within a PLL/HAnfunderwent several
osmotic shoks.

A strong osmotic shock can also be apph&an important ionic strength decrease.
This instantaneously induces an important releasingpns from the film. This release is

followed by an important destructuration of the pbexes with free polyelectrolytes present
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in the film which diffuse progressively out of the free polyelectrolytes in the film induce
an extra osmotic pressure creating again largerigheshaped holes. Free polyelectrolytes
diffuse out leading to a progressive healing offtlm. Its final thickness is smaller than the
initial one (scheme 1, column B).

After a short shock at [NaCl] > 0.15 M and broughtk to its initial value (0.15 M),
film restructuration is again observed. It is onlyedto ionic releases. In this case ions are
liberated in solution. This ions release does petsto lead to complexes separation with the
formation of free polyelectrolytes able to diffusaitside the structure (no fluorescence
labelled molecules appear in the bulk). Constragtsur inside the complexes and lead to
interactionvia more fixed intrinsic charges born by the polyaielgtes. A film compaction
accompanies formation of irregular holes or cradkith time the film heals, recovers its

original thickness when brought back to the iniiiadic strength value (scheme 1, column C).

4. Conclusion

To summarize the buildup of PLL/HA film is, in awdance with previous observations,
influenced by the ionic strength. At very low anery high ionic strength, the film doesn’t
make construct anymore. At low ionic strength, énesion of the film occurred during the
buildup. At high ionic strength, the charges scmgnavoids the association between
polyelectrolytes preventing the PEM buildup. On tb#mer hand, we investigated the
behaviour of exponentially growing (PLL/HAXilms under several osmotic shocks. We
found that when the ionic strength of the soluiimeontact decreases, the PEM film deswells
with a release of polyelectrolytes. During the delng, the stepwise plays an important role
in holes appearance inside the film. An importamhp in ionic strength, contrary to small
one, leads to holes formation which disappears tintle leading to homogenous film. These
holes are probably due to the release of small amtsthe increase of repulsive interactions
inside the film creating free polyelectrolytes dsithe holes. The increase of ionic strength
and the return to the initial one lead to holeseappnce without material loss leading to the

recovery of the initial thickness of the film a.8.M NacCl.
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V.1 Résumé

Afin de construire un biomatériau tridimensionatemicro-stratifié, des dépbts alternés
de films multicouches poly (L-lysine) PLL/ acidediyronique (HA) et de gels d’alginate
(AGLs) ont été réalisés. L'alginate de sodium arapriété de former un gel au contact des
ions bivalents et est largement utilisé dans le aloebiomédical. La solution d’alginate de
sodium est tout d’abord nébulisée sur une lamedleselre, préalablement traitée par une
couche de PLL, inclinée de maniére a permettremightion par simple drainage de I'exces
des polyélectrolytes. L'alginate chargé négativeitne’adsorbe sur la monocouche de la
PLL, chargée positivement. L'ALG est ensuite obtgam réticulation soit par nébulisation
de la solution de chlorure de calcium (CaCkoit par immersion du substrat (lamelle de
verre et solution d'alginate adsorbée) dans uneitisol de CaCl La microscopie
électronique a montré que la nébulisation du ga@uit une structure microporeuse alors
que le trempage induit un gel plus homogene. L&gmir du dépbét d’ALG peut étre
contrblée par le temps de nébulisation de la smiuti’alginate. Les épaisseurs ont été
mesurées par microscopie confocale en utilisaRLId"“ & la fois adsorbée a la surface de
la lamelle et au dessus de 'ALG. Dans le but deerguoser les films multicouches PLL/HA
et les AGLs, nous avons étudié l'influence du fipmécurseur PLL/HA sur la formation de
'ALG. Lorsque la solution d'alginate est nébuliséar un film PLL/HA construit en
présence d’une solution de CaQle film précurseur joue le role d’un réservoiriems C&"
eten chaines de PLL, qui tous les deux diffusertedrors du film pour complexer I'alginate
conduisant a la formation d’'un pré-gel d’algina@eiand cette construction est trempée dans
une solution de Caglun gel additionnel ne contenant pas de PLL smdomMous avons
egalement montré qu’il est possible de construirdilm multicouche PLL/HA a la surface
de I'ALG en présence uniquement de Gaél non de NaCl. Ainsi, un deuxieme dépot
d’ALG a pu étre formé afin d’obtenir un biomatérimicro-stratifié et fonctionnalisé. Pour
une application dans le domaine de lingénieriesulidire, les ALGs constituent un
biomatériau tridimensionnel dans lesquels les llunécessaires a l'ingénierie tissulaire
seront introduites et les films multicouches PLL/H®urront servir de réservoirs de
principes actifs capables d’interagir avec cesutaedl Ce nouveau biomatériau est tout a fait
original car il permet de mimer la distributionasiple des différentes couches cellulaires

composant un tissu biologique.
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V.4 Résultats complémentaires

v.4.1 Choix de I'angle du positionnement du substrat pouta

nébulisation

La construction du biomatériau micro-statifiey p#ternance de films multicouches et
de gels d'alginate, a été réalisée par la nébidisate ces deux constituants. Ainsi, nous
avons comparé deux angles d’orientation du subdaraklle de verre), 45° et 90° par rapport
a I'horizontal. L'angle 90° ne permet pas d’obtetes gels avec des surfaces planes. De plus,
les épaisseurs des gels atteintes sont beaucospfghles que celles obtenues avec une
orientation a 45° (Fig. 5.1). Cela est probablentné la force de gravité et a la viscosité de

la solution d’alginate. Nous avons des lors placgubstrat a un angle de 45°.

Figure 5.1 : Section verticale observée par CLSM de I'architest (PLL/HA)- PLL™TC-

gel d'alginate- PLE'™®, construite par nébulisation avec une orientatierfa) 90° du substrat
et de (b) 45° par rapport au support vertical. emfs de pulvérisation de la solution
d’alginate est de 10 secondes. Le trait en pagnblanc correspond a la position de la lamelle
de ver:]%re servant de substrat de départ. La tadliBimage est (a) 230 x 50 |fret (b) 230 x

74 uni.

V.4.2 Effet du milieu de culture sur les films multcouches PLL/HA

Nous avons évalué l'effet du milieu de cultureldalre sur le film multicouche
(PLL/HA)s0 construit dans NaCl 0.15 M. Le milieu de cultutdisé se compose de 90% de
DMEM (Dulbecco’s minimal essential medium, congitliacides aminés, de vitamines, de
minéraux/oligoéléments et de glucoses) enrichi a6 du sérum de veeu feetal SVF, dont
I'albumine est le constituant majeur. Nous avonseobé que I'épaisseur du film multicouche
PLL/HA ne variait pas au contact du DMEM seul. Gegant, I'ajout du DMEM supplémenté
du SVF induit un gonflement du film multicouche dFi5.2). Plus la teneur en SVF est

importante dans le milieu de culture plus le ganfat du film est important.
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Figure 5.2 : Section verticale observée par CLSM de l'architeet (PLL/HAXe-PLL™C,
construite par dans une solution de NaCl a 0.15uM pbservée apres un contact (a) d’'une
solution de NaCl a 0.15 M, (b) du milieu DMEM e} @u milieu DMEM supplémenté du
SVF & 10%. Le trait en pointillé blanc correspond @osition de la lamelle de verre servant
de substrat de départ. La taille des images e28@e 55 prh

Lorsque le film PLL/HA est mis au contact du DMEdul, nous ne détectons pas de
fluorescence dans le surnageant (P19). Tandis que, I'ajout du DMEM supplémenté du
SVF induit non seulement un gonflement du film né&galement une libération de la P
dans le surnageant (Fig. 5.3). Ce résultat est mpacer a celui obtenu lorsque nous
augmentons la force ionique du surnageant du filmticouches (Mjaheckt al, 2009). Les
protéines contenues dans le milieu de culture p@nt diffuser dans le film et y induire une
augmentation de la pression osmotique. Ainsi, Faegtation de la force ionique au sein du
film entrainerait une solubilisation de certaingngbexes et une dissociation de ceux-ci puis

leur diffusion vers le surnageant.

[PLL™™] (nmol/icm?)
N

[N
1

0 5 10 15 20
Time (min)

Figure 5.3 : Libération de la PLE™® en fonction du temps dans le surnageant du filbb.{P
HA)so-PLL™T construit dans NaCl 0.15 M puis mis au contactlieu de culture DMEM
supplémenté a 10% du SVF.
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V.4.3 Viabilité et activité des cellules nébuliséatans le mélange cellules/gel

d’alginate

Dans le but de valider les potentialités « biajags » du biomatériau micro-stratifié
gue nous avons mis au point, Grossialgtdans le cadre d’'une collaboration inter-laboratoi
(UPR 22 CNRS, I'UMR 977 INSERM a Strasbourg et 'BM561 CNRS a Nancy) soutenue
par une ANR « cartilspray », ont évalué la viabikt I'activité de cellules nébulisées dans le
gel d’alginate formé. Ainsi, ils ont montré queviabilité des fibroblastes nébulisés, contenus
dans le mélange cellules/gel d’alginate, est coaipgara celle des cellules témoins déposées
sur du verre (Fig. 5.4). Concernant la conservatiorphénotype des cellules nébulisées, les
mélanocytes ont été choisis comme modele d’étudesque ces cellules sont stimulées par
I'aMSH (alpha-melanocytes stimulating hormone), efesduisent la mélanine. Il a été
montré que les mélanocytes nébulisés sont capalelestpondre a la présence de cette
hormone en solution en produisant de la mélanims. dellules nébulisées conservent leur
phénotype (Grossiet al, 2009). D’autre part, #dMSH a été covalemment couplée au poly
(acide glutamique) (PGA) pour étre incorporée dassfilms multicouches (Chlubet al,

2001), ce couplage n’altere aucunement la fona@nette hormone.
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Figure 5.4 : Viabilité des fibroblastes en fonction du tempsn{paraison entre a) cellules en
culture sur une lamelle de verre, contrble, b)uted en culture sur la surface d'un gel
d’alginate et c) cellules en culture dans le galgihate. (Grossiet al, 2009).
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Chapitre V : Biomatériau micro-stratifié

V.4.4 Les films multicouches de polyélectrolytes come réservoir de principe

actif

Grossin efl. ont montré que les films multicouches a croissagonentielle peuvent
jouer le réle d’'un réservoir biologiquement actifirteragir avec les cellules contenues dans
le gel d'alginate. En effet, PGA'™" a été incorporé & différents niveaux dans le film
multicouche PLL/PGA, construit comme film précunsdies mélanocytes ont été nébulisés a
la surface du film en présence d’alginate puiséiculation a été réalisée a l'aide d’une
solution de CaGl Il a été montré que les cellules présentes dangel produisent la
mélanine. Cette production augmente en fonctiotiedups et avec le degré d’incorporation
de PGA™SH || s’agit d’'un phénoméne de dose-réponse (Fif). Xe résultat montre la
possibilité de moduler la réponse des cellules esrgs dans le gel en variant tout
simplement la quantité du principe actif incorpodams les films multicouches (Grosgh
al., 2009).
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Figure 5.5 : Production de la mélanine par les mélanocytesecmst dans le gel d’alginate
nébulisé puis gélifié par nébulisation d’'une santide calcium a la surface du film
multicouche (a) (PLL/PGA)( PLL/PGA*™H),  (b) (PLL/PGA}-( PLL/IPGA"™™; et (c)
(PLL/PGA)-( PLL/PGA™™SH),, (Grossiret al, 2009)
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Conclusions et Perspectives

Le concept des films multicouches, basé sur I'gutgan alternée de polyanions et de
polycations, ouvrent une nouvelle voie de fonctalisation des biomatériaux. Une premiére
partie du travail présenté est consacrée a la c@igpa entre la complexation des chaines de
polyélectrolytes de charges opposées en solutioalletdans les films multicouches adsorbés
sur un substrat. Un deuxiéme volet concerne I'étiideomportement des films multicouches
soumis a différents chocs osmotiques. Le dernidetva consisté a mettre au point un
biomatériau tridimensionnel et micro-stratifié aséade films multicouches et de gels
d’alginate.

Dans la premiére partie de I'étudeh@pitre 11l ), nous avons étudié la formation des
complexes de polyélectrolytes en solution, par meede la turbidité, ainsi que dans les films
multicouches, par QCM-D. Le but initial était derréder le diagramme de turbidité avec la
formation des films multicouches en fonction defdece ionique. Ainsi, par I'étude de six
systemes de polycation/polyanion : PLL/HA, PLL/PS8.L/PGA, PAH/PGA, PAH/PSS,
PDADMAC/PSS, nous avons pu confirmer la tendandensé&quelle, la formation des
complexes en solution et dans les films multicosckent régis par les mémes lois. Le
maximum de turbidité est obtenu pour une valeur geoche de 1. Lorsque les valeurs de
turbidité sont tracées en fonction de la forceqari nous obtenons une courbe en cloche.
Une courbe de méme allure est obtenue pour I'épaisdes films en fonction de la force
ionique. La valeur maximale du diagramme de tutéidorrespond a I'épaisseur maximale du
film multicouche. A cette valeur, le film multicone est caractérisé par une croissance
exponentielle. A une force ionique plus importaries complexes ne se forment plus en
solution et n’induisent pas la formation des filmsiticouches. L'effet de I'écrantage des
interactions ploycation/polyanion est alors trepamtant et dominant. A faible taux de sel, la
complexation des polyélectrolytes se produit entgm et la formation de films multicouches
est caractérisée par une croissance plutét linéailela compensation des charges est
essentiellement intrinséeque. L'étude de la turbidies complexes de polyélectrolytes en
solution pourrait constituer un moyen permettanpi@diction de la formation ou non des

films multicouches de polyélectrolytes.

Dans la deuxieme partie de I'étudeh@pitre 1V), nous nous sommes intéressés a

I'influence du changement de force ionique du sgeaat sur le film multicouche PLL/HA.
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Nous avons observé que l'augmentation progressvia force ionique du surnageant induit
un gonflement du film et une libération des polgé&i@ytes. A une force ionique critique, des
cavités apparaissent au sein du film. La présepcpotiélectrolytes libres dans ces cavités,
visualisés par microscopie confocale, augmenteptdasion osmotique. Il s’agit d'une phase
transitoire, puisqu’au fur et & mesure que les @ebtrolytes diffusent vers le milieu, la
pression osmotique chute, les cavités diminuertaidle et finissent par disparaitre. A la fin
de ce processus, une dissolution compléte du fédtmobservée. La construction d'un film
barriere, & base de PDADMAC/PSS au dessus du fil/yHA, bloquent la sortie des
polyélectrolytes, I'apparition des cavités est slg@récocement observée. Nous avons
également évalué l'influence d’'une diminution dédece ionique. Nous avons montré que le
film multicouche se dégonfle avec une libération delyélectrolytes dans le surnageant. Lors
du dégonflement, les cavités apparaissent a lietédu film. La taille des cavités dépend du
choc osmotique subit. Néanmoins, les cavités emspar disparaitre quelle que soit leur
taille. La libération des polyélectrolytes suitdifierents chocs osmotiques d’arrétent une fois

le film multicouche est remis a la force ioniquéiaie (de construction).

La troisieme partie de I'étud€lapitre V) a été consacrée a la mise au point d’'un
biomatériau tridimensionnel et micro-stratifié, &asur la pulvérisation alternée de films
multicouches PLL/HA et de gels d’alginate (ALGS)ALG a été obtenu par pulvérisation
d’une solution d’alginate suivie soit par une phdseagélification au contact d’une solution de
CaCb. Une structure microporeuse est alors obtenuequersa solution de Caglest
pulvérisée. Par contre, la gélification par trengdgns une solution de CaCbnduit a un
ALG plus homogeéne. L'épaisseur de 'ALG peut étmntclée en fonction du temps de
nébulisation de la solution d’alginate. Nous aveégalement montré qu’il est possible de
former un ALG au dessus d’un film multicouche deLRHA. Ce film précurseur joue le réle
d’un réservoir en ions Gheten chaines de PLL, qui tous les deux diffusemtedors du film
pour complexer avec la solution d'alginate. Nousorev également constaté que la
construction d’'un film multicouche PLL/HA a la sade de 'ALG n’est possible qu’en
présence de Cagét non de NaCl. L’architecture plus compléte étiate par pulvérisation
d’'un deuxieme ALG. Dans le but d’'une applicationlbgique de ce biomatériau notamment
dans l'ingénierie tissulaire, les ALGs constitugram biomatériau tridimensionnel dans
lesquels les cellules nécessaires a l'ingéniessulaire pourront étre introduites et les films
multicouches PLL/HA pourront servir de réservoies grincipes actifs capables d’interagir

avec ces cellules.
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Le chapitre 1l a permis de déterminer la forcaigme pour laquelle nous obtenons
I'épaisseur la plus favorable. En effet, les filmmlticouches, en particulier PLL/HA,
constituent un réservoir potentiel de principesfacta quantité de matiére pouvant étre
incluse peut dépendre de I'épaisseur. La libéral®mes principes peut étre contrdlée par un
stimulus externe, notamment, la force ionique. uatgéme chapitre nous a permis d’étudier
I'influence de la force ionique et de préciser éenportement des films en fonction du temps.
Le facteur temps est tres important dans la cioétide libération des principes actifs. Les
chocs osmotiques via la force ionique constituer® simulation du milieu physiologique.
Enfin, ces deux parties nous permettront de mieumprendre et adapter le fonctionnement
du biomatériau micro-stratifié lors de son applmaen biologie.

Les perspectives de ce travail pourront principa&let concernées les applications
biomédicales. Des études sont actuellement en caui$-R 111 a 'UHP (Nancy), dans le
domaine de la régénération tissulaire notammenatglage et la région ostéochondrale. La
partie inférieure du biomatériau contiendrait lesllules caractéristiques de la zone
ostéochondrales, au contact de l'os et d'autre, paripartie supérieure contiendrait des
chondrocytes. Les films multicouches joueraientle de réservoir de facteurs de croissance
cellulaire. Aprés une période de culture, le bi@rnat sous forme de greffon pourrait alors
étre transplanté chez le patient au niveau desiarié

Nous avons également montré qu’il était possitléte a 'augmentation de la force
ionique, d’'induire une porosité au sein du film traduche. Il est connu que dans le domaine
des biomatériaux, la porosité dwseaffold» est primordiale. Il serait intéressant de coetrdl
la taille des cavités et surtout de les stabiliser.

L'étude des complexes pourrait étre plus appraéoriRiusieurs parametres pourraient
étre intéressants a explorer, notamment I'effelad@masse molaire des polyions et du sel du
fond sur la formation des complexes en solutione WWtude de granulométrie pourrait
apporter des informations sur I'évolution, en fametdu temps, de la taille des complexes en
solution, en tenant compte de la force ioniqueuetaghport polycation/polyanion. L'étude des
complexes en solution est trés particulieremenbmamte dans le domaine de I'encapsulation

dans le but de concevoir des systemes de délividapencipes actifs.
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Résumé

Les multicouches de poyélectrolytes, systémes asgemblés par adsorptions successives de
polycations et de polyanions, ouvrent des persgestilans le domaine de la fonctionnalisation des
biomatériaux. L'objectif du présent travail a comee le développement d’'un biomatériau multi-
stratifié a base de films multicouches et de g&lfguhate. Les exigences de biocompatibilité et de
biodégradabilité nous ont orienté vers des multibes a base de polypeptides et de polysaccharides.

Nos travaux s'articulent autour de trois axes [pagx :

0] Tout d’abord, nous avons comparé le comporténdes complexes en solution afin de
comprendre comment ils interviennent lors de lastroiction des films multicouches.
Cette étude suggére la possibilité de prédire, war simple mélange des deux
polyélectrolytes de signes opposés, s'ils sont eptddles ou non de former un film
multicouche sous certaines conditions de forcegiasi

(ii) Dans un deuxieme temps, nous nous sommes §#&sea l'influence du changement de
force ioniqgue du surnageant sur le film multicoudPleL/HA préformé. Nous avons
montré que I'augmentation ou la diminution de lecéoionique induit respectivement un
gonflement ou un dégonflement du film, accompadunéellibération des polyélectrolytes
avec l'apparition de cavités dans certains cas. €lemgements de force ionique
conduisent a la dissolution du film.

(iii) Le troisiéme volet a consisté a déterminernasilleures conditions permettant d’élaborer,
par la méthode de pulvérisation, un biomatériautirstriatifié en vue d’application dans
le domaine de I'ingénierie tissulaire. Ainsi, dém$ multicouches a base de polypeptides
et de polysaccharides ont été superposés aveetied'glginates. Les films multicouches
joueraient le rble de réservoir de principes adtf¢es gels d’alginate contiendraient des
cellules.

Mots Clés : Multicouches de polyélectrolytes, Complexes delectrolytes, Force ionique,
gel d’alginate, Biomatériau.

Alternated adsorption of polycations and polyaniatlews to form self-assembled systems called
polyelectrolyte multilayers. They offer new pergpees in the domain of functionalization of
biomaterials. The objective of this work was tobel@ate a multi-stratified biomaterial based on
multilayer films and alginate gels. Polypeptides golysaccharides were chosen because of their
biocompatibility and biodegradability properties.

This work was performed in three steps:

(i) First, we tried to show a correlation between thelygation-polyanion
complexation behaviour in solution (PECs) and thessfble buildup of
polyelectrolyte multilayer films (PEM) for the sarpelyelectrolyte system. This
will provide a very convenient and predictive tdol experimentalists to explore
novel polycation/polyanion combinations for theldup of PEM films.

(i) Then, we investigated the influence of the ioniersgth on the multilayer film
architectures. The ionic strength increase or @dsereof the contacting solution
induce respectively swelling or deswelling of PEMBhis phenomenon is
accompanied by polyelectrolyte releases and thendbon of holes in certain
cases. These variations of ionic strength induceeower dissolution of the PEMs.

(i)  Finally, we elaborated new micro-stratifiedobnaterials aimed to tissue engineering by
the spraying method. We determined the best camditio obtain such architectures and
thus, alternated stacking of PEMs and alginate geldd be performed with PEMs
playing the role of active molecules reservoir atginate gels containing the cells.

Key words : Polyelectrolyte multilayers, Polyelectrolytes coay®s, lonic strength, Alginate
gel, Biomaterials.
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