v UNIVERSITE DE STRASBOURG ~ EDSC

J Sciences Chimiques

ECOLE DOCTORALE DES SCIENCES CHIMIQUES

Laboratoire de Conception et Application de Molécules Bioactives

TH ES E présentée par :
Alexandre HARDY

soutenue le : 18 septembre 2018

pour obtenir le grade de : Docteur de l'université de Strasbourg
Discipline/ Spécialité :

Sciences pharmaceutiques / Sciences du Médicament et des autres Produits de Santé

Biomatériaux fonctionnels a base de
complexes de polyélectrolytes
compactes de type chitosan/alginate

Conception, caractérisation et premieres
évaluations biologiques

THESE dirigée par :

M. FRISCH Benoit Dr., Université de Strasbourg

Mme BOUREL Line Pr., Université de Strasbourg
RAPPORTEURS: :

Mme GIROD-FULLANA Sophie Pr., Université de Toulouse

Mme KERDJOUDJ Halima Dr., Université de Reims Champagne-Ardenne

AUTRES MEMBRES DU JURY :
Mme BOULMEDAIS Fouzia Dr., Université de Strasbourg
Mme DES RIEUX Anne Pr., Université Catholique de Louvain






Remerciements

Cette thése a été réalisée au sein de 1’équipe 3Bio (ex equipe Biovectorologie) du
Laboratoire de Conception et Application de Molécules Bioactives (CAMB), dirigé par le
Docteur Jean-Serge Remy, a la Faculté¢ de Pharmacie de I’Université de Strasbourg et sous la

direction du Docteur Benoit Frisch et du Professeur Line Bourel.

Mes remerciements vont a Monsieur Benoit Frisch pour avoir dirigé cette thése et pour

m’avoir enseigné 1’exigence et la rigueur nécessaires a la conduite de travaux de recherche.

Je remercie également Madame Line Bourel pour avoir co-dirigé cette thése en y
apportant ’ensemble de son expertise scientifique. Je lui adresse en particulier ma gratitude
pour sa disponibilité, sa réactivité et sa bienveillance qui ont été précieuses tout au long de la

réalisation de ces travaux de these.

Je tiens a remercier les membres du jury, le Professeur Sophie Girod-Fullana, le
Docteur Halima Kerdjoudj, le Docteur Fouzia Boulmedais et le Professeur Anne Des Rieux,
pour me faire I’honneur d’évaluer la qualité des travaux de recherche rapportés dans ce

manuscrit.

Je remercie Marcella De Giorgi qui m’a supervisé au laboratoire de chimie tout au
long de cette thése. Je la remercie notamment pour sa disponibilité ainsi que pour le plaisir
que j’ai pu avoir a partager son bureau. Merci pour avoir contribué a mon épanouissement au
cours de ces trois années, aussi bien d’un point de vue professionnel que personnel. Je
remercie également Cendrine Seguin qui a largement contribué a mon initiation a la biologie
cellulaire et a ma formation a 1’étude in vitro. Je tiens particulierement a la remercier pour sa
disponibilité qui a été d’une trés grande importance tout au long de ces travaux ainsi que pour
ses qualités de pédagogue qui m’ont permis de développer un grand intérét et une curiosité
envers 1’évaluation biologique des matériaux développés. Je remercie aussi Anais Brion qui a
¢également contribué a mon initiation a 1’évaluation biologique in vitro a mon arrivée au

laboratoire.



Un grand merci également a Madame Sylvie Fournel qui a été trés disponible pour

I’orientation du projet et pour les diverses réflexions du point de vue de la biologie.

Je remercie également les autres membres permanents de I’équipe, Antoine Kichler
pour sa sympathie, Maria Vittoria Spanedda qui a toujours été disponible pour répondre a mes
questions, Béatrice Heurtault pour sa prévenance, Anne Casset, Carole Ronzani et Frangoise

Pons pour leur gentillesse.

Je remercie Monsieur Pierre Schaaf et Monsieur Philippe Lavalle de 'TUMR-S 1121
Biomatériaux et Bioingénierie pour leur participation a la valorisation des résultats obtenus au
cours de ces travaux de these. Je tiens aussi a exprimer ma reconnaissance a Monsieur Eric
Mathieu et Monsieur Joseph Hemmerlé de cette méme UMR-S 1121 pour leur assistance

concernant la réalisation des observations en microscopie électronique a balayage.

Je tiens également a remercier mes camarades doctorants et jeunes docteurs de
I’équipe 3Bio qui ont contribué a rendre cette thése agréable au quotidien. Merci a Hanadi
pour sa grande sympathie, a Célia, la source de nombreuses rigolades, a May pour sa
gentillesse inconditionnelle, a Florence pour ces instants improbables, a Eya pour son humour
si particulier mais néanmoins tres efficace ainsi qu’a Manon pour sa bonne humeur

communicative et Angéla pour ces échanges sympathiques.

Je remercie aussi les différents membres des équipes LFCS et V-SAT du CAMB et de
I’équipe CBIP du LIT qui ont tous participé a leur maniére a 1’atmosphére conviviale au
quotidien au cours de cette thése. Merci a Alexandre, Boris, Charlotte, Chloé, David,
Elisabetta, Eric, aux Fabien, Guilhem, Igor, Linda, Marc, Michel, aux Mickaél, Patrick,
Sacha, aux Sebastien, Sergii, Thi Minh Nguyet et Zolo. Un merci en particulier a Sylvain et
Florent pour cette complicité et I’ensemble de ces moments partagés, au laboratoire et en

dehors.

Je n’oublie pas I’ensemble de mes camarades de 1’Association des Doctorants et
Docteurs d’Alsace pour leur confiance ainsi que pour tous ces moments agréables et ces
projets réalisés ensemble qui m’ont beaucoup apporté, tant d’un point de vue professionnel

que personnel.



Je remercie évidemment I’ensemble de ma famille pour m’avoir tant apporté depuis
toujours. Je remercie en particulier mes parents a qui je dois tout et qui m’ont soutenu et aimé
depuis le debut et dans chaque instant de ma vie. Merci également a ma sceur qui compte tant

pour moi.

Merci a mes amis, toujours présents malgré la distance, en particulier & Mathieu,

Gautier, Aurélia, Yohan, Edouard, Kévin, Mathias, Enzo, Hugo, Nicolas. ..

Je remercie bien sOr Clarisse, ma fiancée, d’étre a mes cotés depuis maintenant
quelques années. Merci pour ton soutien, pour tout cet amour que tu me portes et pour le

bonheur a venir.

Enfin, merci a toutes les personnes que j’ai eu le plaisir de rencontrer au court de ces

trois années et que je n’ai pas pu citer.






Table des matieres

R CIEIMIBIES ...ttt b ettt s et e e bt e st et e bt s e e e e beeb e et e seeebeaneenbesreeneas 3
LI Lo L= LTSy T U T =T PSSR 7
N 0=V LA o] OSSP 15
F V=TI o] 0] o[0T OUR TSR 19
Chapitre 1 : Etat de PArt ..........cc.ooovvoieieeeeeeeeeeeeteee s, 23
I, LES DIOMALETTAUX ..vvveveiiiee ettt sttt ettt sttt ettt e et e be et e 26
I T g 1 OSSR 26
I. 2. Les biomatériaux MELAIlIQUES ........ccvoiiiiiicece e e 27
1. 2. 1. LeS aCiers iNOXYOaDIES ..........couiiiiiiieiseieee e 27
I. 2. 2. Les alliages & base de CODalt ... 28
I. 2. 3. Les alliages & hase de tItANE ...........oeiiiriiiiieieece e 29
I. 3. LeS DIOMAEriaUuX CEMAMIGUES.......c.vivereererieiirteste ettt sttt bttt sttt e 31
I. 4. Les biomatériauxX POIYMEIIQUES .......cecieiiiiieieecie ettt ene 33
O - o To] =Y )Y =T TSR 33
I. 4. 2. Le poly(méthacrylate de METhYIE) .......cccviiiiiic e 34
1. 4. 3. Le POIYPIOPYIENE ...ttt sttt st s be et s be e b reane e 34
I. 4. 4. Le polytétrafluoroBthylENe..........ccoiviieiiiie e 35
I 4.5, Le POIYUrBTNANE .....c.oviiiiiiieie et 35
I. 4. 6. Le poly(fluorure de VINYIIAENE) ........occoiiiiiiiiiiiiiiic e 36
1. 4. 7. LeS POIYAMIUES ..ottt 36
1. 4. 8. LeS POIYIMIAES ..ottt 37
L. 4. 9. LES SHHCONES . ...ttt bbbttt b et en et 38
I. 5. Les biomatériauxX COMPOSITES .......ciiiieierieitecee ettt e ettt sr et sresreebeenes 39
I1. Les complexes de POIYEIECIIOIYEES. .....c..coiiuiiice ettt 42
I1. 1. LeS POIYEIECIIOIVEES ...ttt sn e 42
I1. 2. Définition des complexes de POIYEIECIIOIYEES .........cooveiiiiiiiiceee e 43
I1. 3. Formation des complexes de pOlYEIECIrOIVEIES .........ccuveiiiiiieire s 43
I1. 4. Propriétés des complexes de polYEIECIIOIYEES .........ccccviiiireiiiieieee e 44
Il. 4. 1. Propriétés physicochimiques des complexes de polyélectrolytes ...........cccoevveernnnnenn. 44
Il. 4. 2. Propriétés de transport des complexes de poly&lectrolytes ..........ccovveveviiveceeiesinenenn, 44
I1. 5. Mise en forme et application des complexes de polyélectrolytes.........ccocoveviviviiieicnieeneane. 45
Il. 5. 1. Formulation des complexes de polyélectrolytes en présence de sels ternaires ............ 45

I1. 5. 2. Formulation des complexes de polyélectrolytes sous forme de complexes quasi-
0] 11 o =TSP 46

Il. 5. 3. Formulation des complexes de polyélectrolytes sous forme de multicouches de

POIYEIECTIOIYEES ...ttt bbbt b et et 47
I11. Les CoPEC, Complexes de Polyélectrolytes COMPACES ........cccevverieirerenieneisese e 49
L T o o] =T A o | (<SSP 49
I11. 2. La préparation de COPEC Par €XtIUSION ........cceieeeeiieieireeieitesreseeeestesreeeesrestessaesresresseenes 50
I11. 3. La préparation de COPEC par sédimentation et évaporation.............cccceeveveeveiecievesreerenns 53
I11. 4. La préparation de COPEC par ultracentrifugation ... 55
I11. 4. 1. Principe de la préparation de COPEC par ultracentrifugation............c.ccccoveivnciinnnnen. 55



I1. 4. 2. Les premiéres études sur les COPEC a base de polyélectrolytes synthétiques préparés

par UHEracentrifUQAtION .........ccoiii e e st reens 56
I1l. 4. 2. 1. Les COPEC PDADMA/PMAA comme matériaux mimant le noyau gélatineux
deS AISQUES INLEIVEITEDIAUX ... c.veveieieeierieieeiesiesie e este st e et se et seetestesee e esensenaeneenes 56
I11. 4. 2. 2. Les COPEC PDADMA/PSS comme matériaux poreux mimant le cartilage......57
I11. 4. 2. 3. Les COPEC PDADMA/PSS comme matériaux aux propriétés mécaniques
L0000 1] = o] =TSSR 58

I11. 4. 3. Vers des COPEC DIOSOUICES..........oouiiiiiiiieieieese e 60
I11. 4. 3. 1. Les COPEC PAH/PAA, des matériaux aux propriétés contrélables................... 60
III. 4. 3. 2. Les CoPEC PAH/PAA comme supports d’immobilisation d’enzymes ............. 61
I11. 4. 3. 3. Les CoOPEC PAH/PAA comme matériauxX autoréparants ............ccoceevvevververreannns 63
1. 4. 3. 4. Le CoPEC chitosan/alginate comme biomatériau empéchant I’adhésion de
CElIUIES €t 8 DACLEIIES ..ottt e e 65

V. ODJECHITS A 18 TNESE ... e 67

Chapitre 2 : Synthese des molécules-outils pour la formulation de CoPEC fonctionnels69

I. Le chitosan, les alginates et les cyclodextrines comme molécules-outils pour la formulation de

matériaux d’interét DIOMEAICAL ........c.uviiiiiiiieiiie e nes 72
I. 1. Les alginates et le chitosan dans le domaine biomédical...........c..ccoovveieieiininnivcicceree, 72
I L. 2. LS AIGINALES ...t 72

I. 1. 1. 1. Obtention des algINALES ..........ccueiiiriirieiiiie e 72

I. 1. 1. 2. ComposSition des algiNates..........ccoviirieiiiiiieieee e 72

I. 1. 1. 3. Fonctionnalisation des alginates...........cccviverieieiieieniie e 73

1. 1. 1. 4. Formulation des algiNatesS..........ccoviieieiiiieeie it 73

I. 1. 1. 5. Application des alginates dans le domaine biomédical ..............cccccoevriviiiiiinennn, 74

O O = o 1 o SO SSPTRTRP 75

1. 1. 2. 1. Obtention du CRITOSAN..........cciiiiiiiiee et eneas 75

I. 1. 2. 2. CompOSItioN du CITOSAN ........cviiiiiiiiieece s 76

I. 1. 2. 3. Fonctionnalisation du ChitOSAN ..........ccoiviieieiie i 76

1. 1. 2. 4. FOrmulation du ChitOSAN ........cccoveiiiieie et enes 77

I. 1. 2. 5. Applications du chitosan dans le domaine biomédical ...........c..cccccevvvriveiiiiinenns 77

I. 2. Les cyclodextrines comme molécules cages aux multiples intéréts .........ccccovvvvevveveveennnne 79
I. 2. 1. Nature des cyclodextrings « NALIVES .......cccccviieiieiiiiiiesie e sie st sre et sre e 79

I. 2. 2. Formation de complexes d’inclusion a base de cyclodextrines............ccoceveververnenennne 79

1. 2. 3. Applications des CYCIOUEXEIINES ........civeieeiieeieereere e r e e e e e e sree e 81

I1. Modification de la f—cyclodextrine en vue de son greffage sur le chitosan et ’alginate............. 83
I1. 1. Modification de la B—cyclodextrine pour la fonctionnalisation du chitosan ........................ 83
I1. 2. Modification de la B-cyclodextrine pour la fonctionnalisation de I’alginate..............c......... 84

Il — Fonctionnalisation du chitosan et de 1’alginate par la —cyclodextrine pour la formulation

ultérieure de CoPEC capables de contenir et relarguer des molécules hydrophobes ........................ 87
I11. 1. Greffage de la B-cyclodextrine sur le ChitoSaN..........ccocooeriiiiiiie s 87
I11. 2. Greffage de la B—cyclodextrineg sur I’al@inate ...........cocerereieiirienineneiesesese e 89

IV. Synthése de dérivés d’adamantane et de cholestérol pour la formulation de CoPEC capables de

contenir et relarguer des molécules hydrophilES............coooviiiiiiiii i 93
IV. 1. L’adamantane et le cholestérol en complexe d’inclusion avec la B-cyclodextrine............. 93

IV. 1. 1. L’adamantane en complexe d’inclusion avec la f—cyclodextring............ccocevvvrvrnnenn. 93
IV. 1. 2. Le cholestérol en complexe d’inclusion avec la f—cyclodextring...........c.ccoceevvvrnnnne 94
IV. 2. Synthése d’un dérivé d’adamantane présentant une fonction maléimide ............cccoovrnnne. 95



IV. 3. Synthese d’un dérivé de cholestérol présentant une fonction maléimide .............c.cccoeneeee. 96
IV. 3. 1. Synthése du N-(2-aminoéthyl)maléimide TFA ..., 96
IV. 3. 2. Synthése de I’hémisuccinate de cholesterol...........coovvveiiiiiiiii i 97
IV. 3. 3. Synthése du (3S, 8S, 9S, 10R, 13R, 14S, 17R)-10,13-diméthyl-17-((R)-6-
méthylheptan-2-yl)-2, 3, 4,7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17-tétradécahydro-1H-
cyclopenta[a]phenanthren-3-yl 4-((2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)éthyl)amino)-4-

(0 )do] o]0 v= Vg0 = (S S 99
V. CONCIUSTON PAITIEIIE ...ttt bbb 102
V1. Partie eXPEIMENTAIE .........ccviiiiiice ittt e sreere e e srearaeneas 103
A O R =T 1= 111 (-SSP 103
V1. 2. Synthése des dérivés de B-CyCIOUEXIIING ........cccorieiiiiiiriiic e 104
V1. 2. 1. Synthése de la B-cyclodextrine monotoSYIEe 1.........cccovvieeriiineineiseeseeee, 104
VI. 2. 2. Synthese de la B—cyclodextrine monoazidée 2..........cccvveveveveiieevese e 105
VI. 2. 3. Synthése de la B—cyclodextrine mon0aminge 3...........cccevrererieenienenenereeesese e 105
V1. 3. Fonctionnalisation de 1’alginate et du chitosan par la B—cyclodextrine............ccccooenene. 106
VI. 3. 1. Synthése du B-cyclodextrine-chitosan (BCD-Chitosan) 4 ..........ccccoovviieneneinnenennns 106
VI. 3. 2. Synthése du B-cyclodextrine-alginate (BCD-alginate) ..........covvvvererenereeinnenennns 107
VL. 4. Synthese des dérivés d’adamantane et de cholestérol..........ccoovriiiiiiiiiiicieis 109
VI 4. 1. Synthése du dérivé d’adamantane............ccocvveveriririnieneseeese s 109
VI. 4. 2. Synthése du dérivé de CholeSterol..........cccoviiiiiiiiici e 111
Chapitre 3 : Mise en forme et caractérisation des biomatériauX............cccccevevervninrnenne. 115
I. Les associations entre le chitosan et I’alginate dans le domaine biomédical .............cccevevvvrinnnnne. 118
I. 1. Les associations chitosan/alginate en tant que revVEtEMENtS........cccveveieeiiereseseere s 118
I. 2. Les associations chitosan/alginate pour la culture cellulaire 3D ...........cccocevivveicieiecnenn, 119
L. 3. Les associations chitosan/alginate pour la délivrance d’éléments actifs .............ccccceriernnens 119
I. 4. Les associations chitosan/alginate pour le développement de pansements .............c.ccouee.e. 121
I. 5. Les associations chitosan/alginate pour I’ingénierie tiSSUlaire .............ccccoovveieicicinenenn 121
1. Fabrication de CoPEC a base de chitosan et d’alginate par ultracentrifugation .................c....... 123
Il. 1. Préparation de CoPEC chitosan/alginate, chitosan/BCD-alginate et BCD-chitosan/BCD-
alginate par Ultracentrifugation...........ocv oo 123
I1. 2. Préparation de COPEC BCD-chitosan/alginate par ultracentrifugation ..............ccccccveenene. 125
Il. 2. 1. Adaptation de la formulation de CoPEC au couple BCD-chitosan/alginate .............. 125
I1. 2. 2. Détermination de la composition du CoPEC BCD-chitosan/alginate ........................ 128
III. Préparation de CoPEC poreux a base de chitosan et d’alginate par ultracentrifugation ........... 131
III. 1. Préparation de CoPEC bruts poreux a base de chitosan et d’alginate...............cccccevinernnens 131
I11. 1. 1. Principe de la formulation de CoPEC bruts poreux a base de chitosan et d’alginate131
I11. 1. 2. Comparaison de deux milieux de dissolution des particules porogénes................... 132
III. 1. 3. Détermination de la durée nécessaire d’immersion du CoPEC dans la solution saline
acide pour dissoudre I’intégralité des particules de carbonate de calcium .........c.ccevervrernenn 136
I11. 1. 4. Impact de la proportion de particules porogénes sur la microstructure du matériau
L4 OSSR 136
I11. 1. 5. Préparation de COPEC BCD-chitosan/alginate poreux ...........cccooevvrererereeneneniennens 139
III. 2. Préparation de particules poreuses de CoPEC a base de chitosan et d’alginate................ 140
I11. 2. 1. Préparation de particules poreuses de CoPEC chitosan/alginate ...........cc.ccccceeueneene. 140
I11. 2. 2. Préparation de particules poreuses de CoOPEC BCD-chitosan/alginate...................... 142



IV. Fabrication de CoPEC a base de chitosan et d’alginate par sédimentation et évaporation ....... 144

IV. 1. Fabrication de membranes de COPEC a base de chitosan et d’alginate par sédimentation et

évaporation dans une plague de 12 PUILS ......ccvieeiiiiiicieec et 144
IV. 1. 1. Fabrication de membranes de CoPEC chitosan/alginate par sédimentation et
évaporation dans une plagque de 12 PUILS........coeeriierireiinieiciee e e 144
IV. 1. 2. Fabrication de membranes de CoPEC BCD-chitosan/alginate par sedimentation et
évaporation dans une plague de 12 PUILS........ceccveieiecieie i 146

IV. 2. Fabrication de membranes de CoPEC a base de chitosan et d’alginate par sédimentation et

évaporation dans une plague de 24 PUILS ........cecveiiieii i 148
IV. 2. 1. Fabrication de membranes de CoPEC chitosan/alginate par sédimentation et
évaporation dans une plagque de 24 PUILS..........cerieririeiiieinee e 148
IV. 2. 2. Fabrication de membranes de CoPEC BCD-chitosan/alginate par sédimentation et
évaporation dans une plagque de 24 PUILS..........ccuoiririiiiniereee e 149

V. CONCIUSTON PAITIEIIE ...ttt sbe s 152
V1. Partie @XPEIIMENTAIE .........cviiieiie ittt te e sbe s e e s ntesreane e 154

R B R =T =T 111 (-SSRSO 154

VI. 2. Préparation de CoPEC a base de chitosan et d’alginate par ultracentrifugation............... 154
VI. 2. 1. Préparation de CoPEC chitosan/alginate par ultracentrifugation ..............c.ccceenee. 154
V1. 2. 2. Préparation de CoPEC chitosan/BCD-alginate par ultracentrifugation .................... 155
VI. 2. 3. Préparation de CoPEC BCD-chitosan/BCD-alginate par ultracentrifugation............ 156
VI. 2. 4. Préparation de COPEC BCD-chitosan/alginate par ultracentrifugation .................... 156

V1. 3. Préparation de microparticules de COPEC ..........ccccooviiieieiine e 156

V1. 4. Préparation des échantillons pour les observations au MEB .............ccccociiiiniiiiinne, 156

VI. 5. Détermination de la composition du CoPEC BCD-chitosan/alginate ............ccccccecvrennene. 157
VL 5. 1. Synthése de I’alginate-rhOdamine............cooveiriieriiiinisese e 157
VI. 5. 2. Préparation de COPEC BCD-chitosan/alginate-rhodaming...........c.ccoccoevrereinnnnnnnns 158
VL. 5. 3. Détermination de la quantité d’alginate non incluse dans le CoPEC final ............... 158

VL. 6. Préparation de CoPEC bruts poreux a base de chitosan et d’alginate...........ccccceeeriuennnens 158
VI. 6. 1. Préparation de CoPEC brut chitosan/alginate pOreUX...........c.cceeveereensennenenenenns 158
VI. 6. 2. Préparation de CoPEC brut BCD-chitosan/alginate pOreuX..........c.ccocererverveereriennns 159

VI. 7. Préparation de microparticules poreuses de COPEC ...........cccocvvveeviiiivccve s 159

VL. 8. Préparation de membranes de CoPEC a base de chitosan et d’alginate par sédimentation et

YT o1o] € L o] [PPSR 159
V1. 8. 1. Préparation de membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate par
sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 PUitS .........ccccoeriieiinriiniiense e 159
VI. 8. 2. Préparation de membranes chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate par
sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 PUitS .........ccceevevieveve e 160

Chapitre 4 : Premiéres évaluations biologiques de I'effet des CoPEC a base de chitosan

et d’alginate fonctionnalisés avec la B-Cyclodextrine .............ccocovviiniiiiici 163
OO 0 14U =0 0011 01 T ) s PSPPSR 167

I. 1. Le déroulement de la réponse inflammatoire...........cccccviiieeiiiiiiecc e 167

I. 2. Les médiateurs de la réponse inflammatoire............ccccceviiiciiiiieecc e 168

I. 2. 1. Les médiateurs de I’inflammation produits par les pathOgénes...........cc.ccecvvervreruennn. 168

1. 2. 2. LeS pProtéings du PIaSMA..........cccveiiiiiiiiiie sttt sttt s re st ene 168

I.2. 2. 1. Les protéines impliquées dans la coagulation ..............ccccoeevniinnnniennesnen 168

I. 2. 2. 2. Les protéines du systeme du COMPIEMENL...........cccvriiieiinieinieeree e 169

I. 2. 2. 3. Les protéines impliquées dans le systeme des Kinines.............ccoccoeveivinnnenienn 169

I. 2. 3. Les médiateurs de I’inflammation produits par les leucocytes.........c.ccceevverviniiiinnnn 169

10



1. Evaluation in vitro de I’impact des CoPEC a base de chitosan et d’alginate sur I’inflammation

......................................................................................................................................................... 171
II. 1. Démonstration de 1’effet pro-inflammatoire des CoPEC contenant du BCD-alginate lors de
teStS N VItr0 PrélimINAITES ........ooviuiiiiiieie et 171
I1. 2. Evaluation biologique des CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate ................ 174

Il. 2. 1. Modele in vitro d’évaluation des propriétés anti-inflammatoires des matériaux a base
d’associations chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate ............cc.ccecererveinienienereieeneen, 174
II. 2. 2. Evaluation de la cytotoxicité des COPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate
................................................................................................................................................. 175
II. 2. 3. Evaluation de I’effet des COPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate sur la
production d’oxyde nitrique par des macrophages activeés ..........ccccverieriereeneenienienee e 176
II. 2. 4. Evaluation de I’effet des CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate sur la
production de TNF-a par des macrophages aCtiVES..........cceeveirireiineineisceseesee s 179
II. 2. 5. Evaluation de I’éventuel piégeage du LPS et du TNF-a dans le COPEC BCD-
ChItOSAN/AIGINALE........c.veieeceieie sttt e st et et e e e s aesteesaesaesreenen 180
I1. 2. 5. 1. Evaluation de I’éventuel piégeage du LPS dans le CoOPEC BCD-chitosan/alginate
............................................................................................................................................ 180
II. 2. 5. 2. Evaluation de ’éventuel piégeage du TNF-o dans le COPEC BCD-
CHITOSAN/AIGINALE ...t 183
II. 2. 6. Evaluation de I’effet des CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate sur
I’expression du marqueur d’activation CD40 par des macrophages activés..............cceeuernnene 185
IL. 2. 7. Evaluation de ’effet des COPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate sur
I’expression du marqueur de prolifération Ki-67 par des macrophages activés..................... 187
I1. 3. Détermination du role des polyélectrolytes dans 1’effet anti-inflammatoire des CoPEC
chitosan/alginate et BCD-Chitosan/alginate.............cooiiiiiiiiieic e 189

1. Evaluation in vitro de I’impact de I’incorporation de molécules actives anti-inflammatoires sur

les propriétés du CoPEC BCD-chitosan/alginate vis-a-vis de I’inflammation .............c.ccoceevevrurnnn 191
1. 1. Stratégie d’inclusion de substances actives dans les COPEC ............cccocviiiiiiiiiinnenn, 191
I1I. 2. Evaluation de I’impact de I’incorporation de piroxicam sur les propriétés anti-
inflammatoires du COPEC BCD-chitosan/alginate............ccoceveieiiiinineessese e 191

[T1. 2. 1. L8 PIFOXICAM ..ttt bbbttt b e e n 191
I11. 2. 2. Incorporation de piroxicam dans 1es COPEC ...........cccccvvvivevine v 192
I11. 2. 3. Extraction et dosage du piroxicam inclus dans les COPEC..........c.ccccoceviviiiereiiennenne. 193
I11. 2. 4. Evaluation de I’impact de I’inclusion de piroxicam dans le CoPEC BCD-
chitosan/alginate sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages actives ............... 195
IIL. 2. 5. Evaluation de I’impact de I’inclusion de piroxicam dans le CoOPEC BCD-
chitosan/alginate sur la production de TNF-a. par des macrophages activés............cccocceuvnee. 196
I1I. 3. Evaluation de I’impact de I’incorporation de prednisolone sur les propriétés anti-
inflammatoires du COPEC BCD-chitosan/alginate............ccocvoveeeieienieiene e 197
1. 3. 1. La PredniSOlONe ... ..ot 197
I11. 3. 2. Incorporation de prednisolone dans 1es COPEC. ..o 198
I11. 3. 3. Extraction et dosage de la prednisolone incluse dans les COPEC............ccccceevnuennen. 198
11. 3. 4. Evaluation de I’impact de ’inclusion de prednisolone dans le CoOPEC BCD-
chitosan/alginate sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages activés ............... 200
III. 3. 5. Evaluation de I’impact de I’inclusion de prednisolone dans le CoOPEC BCD-
chitosan/alginate sur la production de TNF-o par des macrophages actives..............cccouewe.. 201
IIL. 3. 6. Evaluation de I’effet d’un complexe d’inclusion B-cyclodextrine/prednisolone dans le
cadre du modele in vitro d’inflammation............ccccovviviiiiiiiiic s 202
III. 3. 6. 1. Préparation d’un complexe d’inclusion [3-cyclodextrine/prednisolone............ 202
III. 3. 6. 2. Evaluation de ’effet du complexe d’inclusion p-cyclodextrine/prednisolone sur
la production d’oxyde nitrique par des macrophages activés ........ccvvvvvveriuenieriiesieeneeneens 202

11



IV. Développement d’une stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans le CoPEC CD-
ChItOSAN/AIGINGLE .....veeeicie et e et e s e e s re e s re e e s te e s teereeeneeeneeteaneeas 204

IV. 1. Principe de la stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans le CoPEC BCD-
CRITOSAN/AIGINALE ...t bbb bbb ne s 204
IV. 2. Validation expérimentale de la stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans le
CoPEC BCD-chitosan/alginate dans le cas de la molécule d’adamantane contenant une fonction

=L E=TT 00 T [PPSR 206
IV. 2. 1. Synthése de la rhodamine-SH comme sonde MOodele..........cccccvevveveeieieiie e, 206
IV. 2. 2. Inclusion du N-adamantylméthyl maléimide dans des membranes chitosan/alginate et
BCD-ChItOSAN/AIGINALE. ..o 208
IV. 2. 3. Réaction de la rhodamine-SH avec le N-adamantylméthyl maléimide inclus dans les
membranes chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate ............ccocovevereiniiiienencsse s 208
IV. 2. 4. Quantification de la rhodamine-SH incluse dans les membranes chitosan/alginate et
BCD-ChItOSAN/AIGINALE. ..ot 209

V. CoNCIUSTON PAMTIEIIE ...t 212
V1. Partie eXPErimMENTAIE ..........coviiiiiicie bbb 214

VL L GBNEIAIITES. ...ttt bttt bbbt b e et 214
A O T O O 0111 1O PO PP UR P UP PO PRPRPR 214
A TR = 1o ] FoTo - SRS 214

VL. 2. Quantification des différents marqueurs utilisés pour évaluer I’effet des matériaux sur les

(012 U1 215
VI. 2. 1. Evaluation de l1a viabilité des CElIUIES ...............coerevereereieiereee e 215
VL. 2. 2. Quantification de la production d’oxyde nitrique par les macrophages .................. 215
VI. 2. 3. Quantification de la production de TNF-a. par les macrophages...........cccccevvrvvereane. 216
VI. 2. 4. Quantification de la production d’TL-6 par les macrophages .........ccccccevvvvveverernnnne. 216
VL. 2. 5. Quantification de I’expression de CD40 par les macrophages ..........cccceevererirernnens 216
VI. 2. 6. Quantification de I’expression de Ki-67 par les macrophages ...........cccoeeeervrvnenne 217

V1. 3. Déroulement des tests biologiquES IN VITIO ........cccveieiiiiiciiie e 217
VI. 3. 1. Tests biologiques préliminaires sur les COPEC contenant du BCD-alginate............ 217
VI. 3. 2. Déroulement global des tests in vitro pour 1’évaluation de I’impact des CoPEC
chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate sur I’inflammation.............ccceovevrenenenennsnnnenns 217

VI. 3. 3. Evaluation de 1’éventuel piégeage du LPS dans le CoPEC BCD-chitosan/alginate.218
VI. 3. 4. Evaluation de I’éventuel piégeage du TNF-a dans le COPEC BCD-chitosan/alginate

................................................................................................................................................. 218
VI. 3. 5. Evaluation de I’impact de I’alginate, du chitosan et du BCD-chitosan sur I’activation
AES MACTOPNAYES ....vvevetectieie sttt ettt ettt e st e teese e besteese e besbeesaeaesbeeteeneesresreenen 219
VI. 4. Inclusion de substances actives dans les COPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate
..................................................................................................................................................... 219
VI. 4. 1. Inclusion de piroxicam dans les COPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate
................................................................................................................................................. 219
VI. 4. 2. Inclusion de prednisolone dans les COPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate
................................................................................................................................................. 220
VL. 5. Préparation d’un complexe d’inclusion f-cyclodextrine/prednisolone .............cccceeeee. 220
VI. 6. Mise en place de la stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans les CoPEC......221
V1. 6. 1. Synthése de rhodamine-SH..........ccocoiiiiiiiiiiiiie e 221
VI. 6. 2. Inclusion de N-adamantylméthyl maléimide dans des membranes chitosan/alginate et
BCD-ChItOSAN/AIGINALE. .......eeveeieeieiece e e 222
VI. 6. 3. Réaction entre la rhodamine-SH et le maléimide contenu dans les membranes
chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate. ............ccoevviiriiineieiiseee e 222
V1. 6. 4. Dosage de la rhodamine-SH non incluse dans les membranes chitosan/alginate et
BCD-ChitoSAN/AIGINALE. ......c.veiviiiieie ettt sbe e resreenee s 222



Conclusion générale et PErSPECLIVES ........ccovciuiiiiiieie ettt

Références ...............

Publication associée

13






Ac
Ac20
ADN
AINS
ALP
ANOVA
APTS

Avidine-HRP

BCD
Boc20
BSA
CCM
CD40
CD154
CoPEC
COX
CSM
DAMP
DIEA
DMAP
DMEM
DMF
DMSO
DS
EDC-HCI
EDTA
ELISA
EtOH
EtsN
Et.O
FDA

Abréviations

Acétone

Anhydride acétique

Acide désoxyribonucléique
Anti-inflammatoire non-stéroidien
Phosphatase alcaline

Analyse de variance

Acide paratoluenesulfonique
Avidine-Peroxidase de raifort
B-cyclodextrine

Dicarbonate de di-tert-butyle

Albumine de sérum bovin
Chromatographie sur couche mince
Cluster de différenciation 40

Cluster de différenciation 154
Complexes de polyélectrolytes compacts
Cyclo-oxygénase

Cellules souches mésenchymateuses
Motifs moléculaires associés aux dommages cellulaires
N, N-Diisopropyléthylamine
4-Diméthylaminopyridine

Dulbecco’s modified eagle medium

N, N-Diméthylformamide
Diméthylsulfoxyde

Degré de substitution

Hydrochlorure de 1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)carbodiimide
Acide éthylenediaminetétraacétique
Enzyme-linked immunosorbent assay
Ethanol

Triéthylamine

Ether

Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux

15



FT-IR
FVD
HA
HBTU
IFM
IL-1
IL-1B
IL-6
IUPAC
LbL
LPS
MAMP
MEB
MeOH
NaPP
NaPSS
PA
PAA
PAF
PAH
PBS
PC
PDADMA
PDMAEMAHCI
PE
PE-BD
PEC
PE-HD
PEEK
PEG
PEI
PET
PFA
PHEMA

Spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
Fixable viability dye

Hydroxyapatite

Hexafluorophosphate Benzotriazole Tetramethyl Uronium
Intensité de fluorescence moyenne

Interleukine 1

Interleukine 1§

Interleukine 6

Union internationale de chimie pure et appliquée
Layer by layer

Lipopolysaccharide

Motifs moléculaires associés aux micro-organismes
Microscopie électronique a balayage

Méthanol

Poly(phosphate de sodium)

Poly(styrene sulfonate de sodium)

Polyamides

Poly(acide acrylique)

Facteur d’activation plaquettaire
Poly(hydrochlorure d’allylamine)

Tampon phosphate salin

Polycarbonate

Poly(diallyldiméthylammonium)
Poly(hydrochlorure de N, N-diméthylaminoéthyl méthacrylate)
Polyéthyléne

Polyéthyléne basse densité

Complexe de polyélectrolytes

Polyéthyléne haute densité

Polyétheréthercétone

Polyéthyléne glycol

Polyéethyleneimine

Polytéréphtalate d’éthyléne

Paraformaldéhyde

Poly(2-hydroxyéthyl) méthacrylate

16



PI
PLLA
PM
PMAA
PMMA
PP

PSS
PTFE
PU

PVA
PVBTAC
PVDF
PyBOP

g-PEC
RMN
RPMI
SVF
TFA
TGF-B3
TMB
TNF-a
uv

Polyimides

Acide poly(L-lactique)

Poids moléculaire

Poly(acide méthacrylique)
Poly(méthacrylate de méthyle)
Polypropyléne

Poly(styréne sulfonate)
Polytétrafluoroéthyléne

Polyuréthane

Acide polyvinylique

Poly(chlorure de vinylbenzyltriméthylammonium)
Poly(fluorure de vinylidéne)
Benzotriazole-1-yl-oxy-tris-pyrrolidino-phosphonium
hexafluorophosphate

Complexe de polyelectrolytes quasi-soluble
Résonance magnétique nucléaire

Roswell park memorial institute medium
Sérum de veau feetal

Acide trifluoroacétique

Facteur de croissance transformant 3
3,3, 5, 5’-Tetraméthylbenzidine

Facteur de nécrose tumorale o

Ultra-violet

17






Avant-propos

De nos jours, de nombreuses maladies a long terme, appelées maladies chroniques,
touchent de plus en plus de personnes a travers le monde. Plusieurs maladies chroniques liées
a l’inflammation, telles que la polyarthrite rhumatoide, I’arthrose ou le cancer, sont
notamment particulierement redoutables et nécessitent encore le développement de thérapies
efficaces. Une des difficultés principales de cette problématique réside dans le fait que ces
maladies chroniques nécessitent genéralement une thérapie sur une longue période, entrainant
alors des interventions médicales régulieres pouvant étre accablantes pour les patients. Pour
répondre a cette problématique, des biomatériaux capables de véhiculer et libérer de maniére
contrdlée des substances actives constituent une voie tres prometteuse pour le développement
de solutions efficaces et adaptées au traitement des maladies chroniques. En effet, il peut étre
imaginé qu’un biomatériau, sous la forme d’implant par exemple, ayant la capacité de libérer
une substance active de maniére prolongée, pourrait présenter des effets appropriés et limiter
le nombre d’interventions médicales en cours de traitement.

Dans ce contexte, 1’équipe 3Bio du Laboratoire de Conception et Application de
Molécules Bioactives, au sein de laquelle s’est déroulée cette thése, méne actuellement des
travaux de recherche sur des biomatériaux a base de complexes de polyélectrolytes. Formulés
selon un procédé bien établi de compaction de ces complexes, ces biomatériaux présentent un
caractére plastique et des propriétés mécaniques compatibles avec leur utilisation dans le
domaine biomédical. Ces biomatériaux ont d’abord été fabriqués au laboratoire a partir de
poly(hydrochlorure d’allylamine) et de poly(acide acrylique) et, ayant démontré des
propriétés trés intéressantes en vue d’une application dans le domaine biomédical, la
procédure a récemment été appliquée a un couple de polyélectrolytes biosourcés, le chitosan
et I’alginate.

Afin de développer, a partir de ces biomatériaux a base de chitosan et d’alginate, des
systémes capables de véhiculer des substances actives, notamment anti-inflammatoires, la
stratégie appliquée au cours de ces travaux de these a été de fonctionnaliser les
polyélectrolytes de départ avec la B-cyclodextrine, une molécule-cage connue pour sa
capacit¢ a former des complexes d’inclusion réversibles avec de nombreuses molécules
hydrophobes et en particulier avec des substances actives.

Dans ce manuscrit, un premier chapitre consistera en un état de I’art portant sur les

biomatériaux et en particulier sur les biomatériaux a base de complexes de polyélectrolytes.
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Un second chapitre abordera les différentes synthéses chimiques réalisées au cours de cette
thése, notamment celles concernant la fonctionnalisation des polyélectrolytes par la -
cyclodextrine. Les différents matériaux formulés a partir des polyélectrolytes fonctionnalisés
ou non par la B-cyclodextrine, ainsi que leur caractérisation, seront présentés dans un
troisieme chapitre. Enfin, dans un quatrieme et dernier chapitre, les différentes évaluations
biologiques in vitro menées sur les matériaux développés, seuls ou contenant une substance
active anti-inflammatoire (le piroxicam ou la prednisolone), seront détaillées. Des travaux
préliminaires concernant le développement d’une méthode d’inclusion de tout type de

molécules dans les matériaux développés seront également exposes dans ce dernier chapitre.

Les travaux réalisés au cours de cette thése ont donné lieu a un article publié dans un
journal scientifique et a plusieurs communications orales et par affiche lors de congres

nationaux et internationaux :

< Article publié

e Alexandre Hardy, Cendrine Seguin, Anais Brion, Philippe Lavalle, Pierre Schaaf,
Sylvie Fournel, Line Bourel-Bonnet, Benoit Frisch* et Marcella De Giorgi*, « f-
Cyclodextrin-Functionalized  Chitosan/Alginate  Compact  Polyelectrolyte
Complexes (CoPECs) as Functional Biomaterials with Anti-Inflammatory
Properties ”, ACS Applied Materials and Interfaces 10, 29347-29356, 2018.

«» Communications orales

e Alexandre Hardy, “Synthesis, Functionalization and Evaluation of
Biomacromolecules Complexes towards Tissue Engineering ”, Forum BioChem
2016, 2 juin 2016, Hikirch ;

e Alexandre Hardy, “ pB-Cyclodextrin-linked Chitosan/Alginate Compact
Polyelectrolyte Complexes (CoPECs) as Natural and Functional Biomaterials with
Intrinsic  Anti-Inflammatory Activity ”, 3" Annual Conference and Expo on

Biomaterials, 5 mars 2018, Berlin.
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+« Communications par affiche

o Alexandre Hardy, Marcella De Giorgi, Anais Brion, Maria Vittoria Spanedda,

Béatrice Heurtault, Sylvie Fournel, Pierre Schaaf, Philippe Lavalle, Line Bourel-
Bonnet et Benoit Frisch, “ Synthesis, Functionalization and Evaluation of
Biomacromolecules Complexes towards Tissue Engineering ”, Forum BioChem
2016, 2-3 juin 2016, IlIkirch ;

e Alexandre Hardy, Marcella De Giorgi, Anais Brion, Maria Vittoria Spanedda,

Béatrice Heurtault, Sylvie Fournel, Cendrine Seguin, Pierre Schaaf, Philippe
Lavalle, Line Bourel-Bonnet et Benoit Frisch, “ Compact Biomacromolecules
Complexes as New Carriers for Anti-Inflammatory Drug Delivery 7, 24¢me
édition des Journées Jeunes Chercheurs de la Société de Chimie Thérapeutique, 8-
10 février 2017, Chatenay-Malabry ;

e Alexandre Hardy, Marcella De Giorgi, Anais Brion, Sylvie Fournel, Cendrine

Seguin, Pierre Schaaf, Philippe Lavalle, Line Bourel-Bonnet et Benoit Frisch, “
Compact Polyelectrolyte Complexes as New Bioactive Biomaterials for
Regenerative Medicine , JCI1 2017, 27-28 mars 2017, llIkirch ;

e Alexandre Hardy, Marcella De Giorgi, Cendrine Seguin, Anais Brion, Pierre
Schaaf, Philippe Lavalle, Sylvie Fournel, Line Bourel-Bonnet et Benoit Frisch,
Natural B-cyclodextrin-linked Chitosan/Alginate  Compact Polyelectrolyte
Complexes as Bioactive Biomaterial for Combination Therapy », Journée
thématique “Matériaux pour la Santé”, 16 janvier 2018, Reims ;

e Alexandre Hardy, Marcella De Giorgi, Cendrine Seguin, Anais Brion, Pierre

Schaaf, Philippe Lavalle, Sylvie Fournel, Line Bourel-Bonnet et Benoit Frisch,
B-Cyclodextrin-linked Chitosan/Alginate Compact Polyelectrolyte Complexes
(CoPECs) as Natural and Functional Biomaterials with Intrinsic Anti-
Inflammatory Activity ”, 3" Annual Conference and Expo on Biomaterials, 5-6
mars 2018, Berlin ;

e Marcella De Giorgi, Alexandre Hardy, Cendrine Seguin, Anais Brion, Joseph

Hemmerlé, Philippe Lavalle, Pierre Schaaf, Sylvie Fournel, Line Bourel-Bonnet et
Benoit Frisch, « Natural B-cyclodextrin-linked chitosan/alginate Compact
Polyelectrolyte Complexes (CoPECs): New Biomaterials with Intrinsic Anti-
inflammatory Activity », RICT 2018, 4-6 juillet 2018, Strasbourg.

21






Chapitre 1 : Etat de I’art






Chapitre 1 : Etat de I’art

Au cours de ce chapitre introductif faisant un état de I’art relatif au domaine des
biomatériaux, une premiére partie consistera en une description générale des quatre
principales familles de biomatériaux ayant déja trouvé de nombreuses applications dans le
domaine biomédical, c’est-a-dire les biomatériaux métalliques, céramiques, polymériques et
composites. Une seconde partie s’intéressera a un type particulier de matériaux polymériques,
les complexes de polyélectrolytes, qui sont actuellement en cours de développement et qui
sont tres prometteurs pour des utilisations dans le domaine biomédical. Enfin, une troisieme
partie concernera les Complexes de Polyélectrolytes Compacts, ou CoPEC, qui constituent un
type particulier de forme pouvant étre prise par ces complexes de polyélectrolytes et qui ont

été utilisés lors de la réalisation de ces travaux de thése.
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Chapitre 1 : Etat de I’art

I. Les biomatériaux

l. 1. Généralités

Les biomatériaux ont été définis en 1982 par la National Institutes of Health
Consensus Development Conference comme « toute substance (autre qu’un médicament) ou
combinaison de substances, d’origine synthétique ou naturelle, pouvant étre utilisée sur une
durée variable, en tant que systeme ou partie de systeme traitant, accroissant ou remplacant
tout tissu, organe ou fonction du corps ». lls font de nos jours partie intégrante du domaine
médical et se retrouvent notamment dans des applications trés courantes telles que les lentilles
de contact, les prothéses auditives ou encore les implants orthopédiques et dentaires.?

Dans I’histoire, le développement des biomatériaux a connu trois générations
distinctes. Dans un premier temps, les biomatériaux développés devaient étre inertes et
biocompatibles, afin de ne causer aucun dommage au tissu biologique traité ou limitrophe.
Dans un second temps, des biomatériaux bioactifs pouvant se lier au tissu hote ont été
développés. Enfin, de nos jours, 1’objectif principal est le développement de biomatériaux
biodegradables pouvant se dégrader une fois leur action terminée, et laisser ainsi place a des
tissus naturels.?

L’utilisation des biomatériaux dépend de divers paramétres :

e La réponse de I’hdte, définie comme la réponse locale ou systémique de
I’organisme d’accueil au matériau implanté ;

e La biocompatibilité, correspondant & la capacité du matériau a exister au
contact des tissus biologiques humains sans causer de dommage intolérable a
I’organisme ;

e La biofonctionnalité, ¢’est-a-dire le fait d’occuper des fonctions physique et
mécanique spécifiques ;

¢ La non-toxicité, excepté dans les cas spécifiques ou la toxicité est souhaitée (le
ciblage de cellules cancéreuses par exemple) ;

e La facilité de mise en forme ;

26



Chapitre 1 : Etat de I’art

e Les propriétés mécaniques du matériau, telles que la résistance a la traction, a
la corrosion, a l'usure et a la fatigue,” le module élastique,”™ la limite
d’¢élasticité ou encore la dureté.

Ces biomatériaux émergent de quatre grandes familles de matériaux : les métaux, les

céramiques, les polymeres et les composites.

I. 2. Les biomatériaux métalliques

Les biomatériaux métalliques peuvent étre classés selon quatre groupes distincts, (i)
les aciers inoxydables, (ii) les alliages a base de cobalt, (iii) les alliages a base de titane et (iv)
les autres métaux divers (alliages a base de magnésium, de tantale et de zirconium, argent).
Les trois premiers groupes sont actuellement les plus productifs et ont mené a de nombreux
biomatériaux, approuvés par la FDA et utilisés de maniére routiniere, principalement dans le

domaine orthopédique.?

I. 2. 1. Les aciers inoxydables

Les aciers inoxydables sont des alliages a base de fer contenant une proportion
importante de chrome (entre 11 et 30 %m) et une proportion variable de nickel. Ceux utilisés
en tant que biomatériaux ont I’avantage d’étre peu colteux mais présentent néanmoins
plusieurs inconvénients dans I’optique d’une utilisation sur le long terme, tels qu’une faible
résistance a la fatigue, la corrosion et I’'usure ainsi qu’une toxicité et carcinogénicité du nickel
et du chrome qu’ils relarguent. Ainsi, ils sont principalement utilisés dans des dispositifs
temporaires tels que des fils chirurgicaux ou des broches par exemple (Tableau 1).
L’Orthinox, un acier inoxydable a forte teneur en azote, constitue cependant une exception
car il présente des résistances a la corrosion et a la fatigue plus importantes que les aciers
inoxydables « classiques ». Il est ainsi utilisé pour des applications a plus long terme comme

dans divers types de prothese (Tableau 1).2

* Phénomeéne de fracture intervenant a la suite d’un nombre important de cycles de charge.®
** Grandeur reliant la contrainte imposée a un matériau 3 la déformation du matériau engendrée par cette
contrainte.
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I. 2. 2. Les alliages a base de cobalt

Le cobalt, du fait de sa nature cristalline (présentant d’une part une structure
hexagonale compacte et d’autre part une structure cubique a faces centrées), permet a ces
alliages d’avoir une meilleure résistance a la fatigue et a 'usure que les aciers inoxydables. Le
cobalt est généralement associé au chrome qui permet d’augmenter la résistance a la corrosion
et a 'usure des matériaux finaux. Plusieurs autres €¢léments peuvent étre ajoutés au cobalt et
au chrome afin d’affiner les propriétés du matériau final.> Le molybdene et le nickel
permettent d’augmenter encore la résistance a la corrosion et d’augmenter le renforcement des
solutions solides obtenues. Du fait de leurs trés bonnes propriétés, les principaux alliages
contenant ces éléments (Co-28Cr-6Mo) sont utilisés pour des applications a long terme
comme dans les prothéses articulaires par exemple (Figure 1) (Tableau 1). Le tungstene
permet lui-aussi le renforcement des solutions solides finales mais peut également engendrer
une diminution de la résistance a la corrosion. Les alliages contenant ce tungsténe (Co-20Cr-
15W-10Ni et Co-Ni-Cr-Mo-W-Fe) sont donc plutdt utilisés pour des applications a court

terme telles que dans les plaques a os par exemple (Tableau 1).?

Figure 1 : Composants d’une prothése fémorale en alliage Co-28Cr-6Mo. Selon Chen et al.2

Les alliages a base de cobalt sont tres utilisés de nos jours mais présentent néanmoins
quelques inconvénients. lls sont en effet colteux et peuvent engendrer un relargage du cobalt,
du nickel et du chrome qu’ils contiennent, qui sont des éléments reconnus comme toxiques.
Du fait de I’importance de leur module élastique (220-230 GPa) par rapport a celui de 1’os
(10-30 GPa), ils sont également sujets a I’effet de déviation de contrainte™ qui fait glisser le

matériau par rapport a 1’os, détériorant ainsi I’interface entre ces deux éléments et pouvant

* Distribution inégale de 1’énergie provenant de la propagation des ondes de choc durant I’utilisation d’un
matériau.
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mener, a terme, a une perte osseuse et a une fracture de I’os ou de I’'implant, accélérant

finalement sa détérioration.?

I. 2. 3. Les alliages a base de titane

Le titane est un élément présentant intrinsequement une trés bonne résistance a la
corrosion. |l présente deux structures cristallines distinctes : une structure hexagonale
compacte (phase o) et une structure cubique centrée (phase ) avec une température de
transition entre les deux phases d’environ 885 °C. Le titane est utilisé sous forme brute non
alliée ou sous forme d’alliages qui sont répartis en quatre groupes selon leur microstructure
apres usinage : les alliages a, proche a, a-f et . De nos jours, les principaux biomatériaux a
base de titane sont faits de titane brut non allié ou d’alliages o-f, mais il y a un intérét
grandissant porté aux alliages B, présentant notamment des propriétés mécaniques plus
avantageuses.?

Différents ¢léments peuvent €tre associés au titane afin d’ajuster les propriétés
mécaniques des matériaux finaux et, selon que ces éléments augmentent ou décroissent la
température de transition entre les phases a et 8, leur addition est dite o ou pB-stabilisante. Les
principaux ¢éléments associés au titane pour la fabrication d’implants médicaux sont
I’aluminium (a-stabilisant), le vanadium, le niobium, le molybdene, le fer, le tantale (B-
stabilisants) et le zirconium (neutre).?

Les alliages de titane sont plus résistants a la corrosion et présentent une meilleure
biocompatibilité que les aciers inoxydables et les alliages a base de cobalt. Ils ont également
un module élastique (105-125 GPa) plus proche de celui des os (10-30 GPa). L’alliage a-3
Ti-6Al-4V et sa version de tres faible teneur en interstices (Ti-6Al-4V ELI) sont les plus
utilisés de ces alliages pour des applications médicales, avec le titane brut non allié. Les
biomatériaux a base de titane pur sont utilisés pour des applications ou ils ne subissent pas de
charge, tandis que les alliages a3, aux meilleures propriétés mécaniques, sont plutot utilisés
dans des applications ou ils sont mécaniquement sollicités (voir leurs applications en Tableau
1).2

Tout comme les aciers inoxydables et les alliages a base de cobalt, les alliages de
titane sont des biomatériaux fortement utilisés mais ne sont néanmoins pas parfaits. Les
alliages a-p présentent notamment une faible résistance au cisaillement et les alliages B une

faible résistance a 1’usure.?
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Tableau 1 : Exemples d’applications des trois principaux groupes de biomatériaux métalliques.

Biomatériaux métalliques

Aciers inoxydables | Aciers inoxydables « classiques »

Orthinox

Alliages a base de Co-28Cr-6Mo
cobalt

Co0-20Cr-15W-10Ni
Co-Ni-Cr-Mo-W
Alliages a base de Titane brut non allié

titane

Alliages a-f Ti-6Al-4V

Ti-6Al-4V ELI

Ti-6Al-7Nb

Ti-3Al-2,5Fe
Alliages Ti-Mo-Zr-Fe

Applications
Vis, broches et plaques a os,
clous et tiges intramédullaires,
fixations internes de fracture,
fils chirurgicaux
Protheses de hanche, d’épaule,
de genou, de cheville, de gros
orteil
Protheses articulaires métal sur
métal, prothéses de hanche, de
genou, de cheville

Fils et plaques a os

Implants dentaires, vis et
agrafes pour la chirurgie
spinale, implants maxillo-
faciaux

Prothéses de hanche, de genou,
d’épaule, de coude, de poignet,
implants dentaires

Plaques de fixation de
fractures, vis, clous, tiges et
fils chirurgicaux

Clous intrameédullaires

Prothéses de hanche

Ainsi, les biomatériaux meétalliques sont trés utilisés de nos jours et ce, tout

particulierement pour des applications & long terme, dans des conditions ou ils sont fortement

sollicités mécaniquement (par exemple dans le cas des protheses articulaires). Néanmoins, des

recherches sont encore & mener pour améliorer ces matériaux afin d’éliminer les quelques

limitations de propriétés rencontrées dans les différents groupes de biomatériaux métalliques.

En particulier, des biomatériaux métalliques de troisieme génération (biodégradables) sont
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actuellement au stade de recherche.? Dans ce contexte, les alliages a base de magnésium
paraissent tres prometteurs. lls présentent en effet des propriétés mécaniques proches de celles
de I’os et se dégradent au contact des environnements salins du corps humain, tandis que les
principaux éléments de ces alliages, le magnésium et le calcium, sont tolérés par le corps.
Néanmoins, un probleme majeur restant a résoudre dans le développement de ces alliages
concerne la libération d’hydrogéne lors de leur biodégradation. En effet, lorsque cette
libération est trop importante, elle méne a la formation de bulles de gaz sous-cutanées. Ces
bulles peuvent alors provoquer des séparations de couches de tissus biologiques et également

entraver le flux sanguin.*

I. 3. Les biomatériaux céramiques

Les ceramiques sont des matériaux polycristallins caractérisés par leur dureté, leur
faible densité, leur raideur, leur résistance mécanique, a la corrosion et a I’'usure, mais aussi
par leur fragilité. Cing céramiques sont principalement utilisées en tant que biomatériaux :*

e L’alumine (Al203), présentant une tres bonne résistance mecanique, a la
corrosion et a I’usure ainsi qu’un caracteére biocompatible ;

e Le carbone pyrolytique, ayant la particularité d’avoir notamment des propriétés
mécaniques similaires a celles des os et de ne pas étre sujet a la fatigue ;

e Lazircone (ZrOz2), dotée d’une bonne résistance mecanique et a la rupture ;

e Les vitrocéramiques et bioverres, qui ont la particularité de subir une
modification de surface une fois implantés dans le corps leur permettant, par
exemple, de se lier aux os ;

e Les phosphates de calcium, disponibles sous différentes formes physiques et
ayant pour principale particularité leur porosité.

L’alumine, le carbone pyrolytique et la zircone sont dit inertes, ¢’est-a-dire qu’ils
conservent leur structure et n’induisent pas de réponse immunologique aprés implantation
dans le corps. Les vitrocéramiques et bioverres, quant a eux, sont dits bioactifs dans le sens ou
ils forment des liens chimiques avec les os et tissus mous des organismes vivants. Enfin, les
phosphates de calcium sont qualifiés de biorésorbables car ils se dégradent par hydrolyse dans
le corps et sont alors remplacés par de nouveaux tissus naturels ; les produits de dégradation

de ces matériaux sont alors métaboliquement pris en charge par le corps.?
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Malgré leur fragilité, justifiant leur utilisation moins abondante que les biomatériaux
métalliques ou polymériques, les céramiques se retrouvent dans diverses applications,

principalement dans les domaines de la dentisterie (Figure 2) et orthopédique (Tableau 2).1

S mm

S mm

Figure 2 : Vues A) externe et B) interne d’'une armature de couronne dentaire en alumine préparée
par lithographie. Adapté du travail de Dehurtevent et al.®

Tableau 2 : Exemples d’application des principaux biomatériaux céramiques.*

Biomatériaux céramiques Applications

Alumine Implants dentaires, espaceurs et extenseurs
de vertebres, composants fémoraux,
protheses articulaires totales

Carbone pyrolytique Valves cardiaques, membres artificiels,
implants dentaires

Zircone Prothéses de hanche, de genou, de dent, de
tendon ou de ligament, produits de
comblement osseux

Bioverres Implants dentaires, valves cardiaques,
prothéses articulaires totales, plaques, vis et
fils chirurgicaux, clous intramédullaires

Phosphates de calcium Implants  dentaires, reconstructions de

machoire, d’oreille, de nez ou de gorge

Les céramiques sont donc des matériaux intéressants pour des applications médicales,

plus particulierement dans des applications dans lesquelles elles sont sollicitées en
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compression. En revanche, du fait de leurs faibles propriétés en traction, elles sont inadaptées

pour des applications dans lesquelles elles seraient sollicitées selon ce type de force.

I. 4. Les biomatériaux polymériques

Du fait notamment de leur facilité de fabrication, de leur flexibilité et de leur
biocompatibilité, les polymeéres sont des matériaux de premier choix pour le développement
de biomatériaux.® La consommation annuelle en biomatériaux polymériques est ainsi estimée
a plus de 8000 kilotonnes.” De nos jours, bien que de nombreux travaux de recherche soient
dirigés vers le développement de matériaux a base de polymeres naturels, les principaux
polymeres utilisés dans des applications commerciales en tant que biomatériaux sont
synthétiques et peuvent étre classés en neuf catégories : le polyéthylene, le poly(méthacrylate
de méthyle), le polypropyléne, le polytétrafluoroéthylene, le polyuréthane, le poly(fluorure de

vinylidéene), les polyamides, les polyimides et les silicones.

I. 4. 1. Le polyéthyléne

b~

n

Figure 3 : Structure du polyéthyléne.

Il existe deux grandes catégories de polyéthyléne (PE) : les PE a basse (PE-BD) et
haute densité (PE-HD), respectivement présentant un faible et un haut poids moléculaire. En
fonction de ce poids moléculaire, les polymeres correspondants ont des propriétés
variables (par exemple, un PE ayant un haut poids moléculaire sera robuste tandis qu’un PE
ayant un bas poids moléculaire sera plutdt élastique) ce qui permet de les adapter en fonction
de I’application envisagée. Les PE sont légers, résistants chimiquement et présentent une
faible température de fusion (141 °C)® ainsi qu’une capacité a sécher rapidement, ce qui
facilite leur mise en forme. Ils présentent néanmoins un important coefficient de friction.®

Le PE trouve diverses applications medicales, tout particulierement dans le domaine
des prothéses, notablement dans le remplacement de la hanche® mais également dans d’autres

types d’interventions chirurgicales comme par exemple dans le cadre de rhinoplasties.*°
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I. 4. 2. Le poly(méthacrylate de méthyle)

n
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|
Figure 4 : Structure du poly(méthacrylate de méthyle).

Le poly(méthacrylate de méthyle) (PMMA) est un polymere présentant les avantages
d’avoir une importante résistance mécanique tout en ayant une faible masse. Cependant, il est
trés peu sujet a 1’ostéo-intégration, ce qui limite son utilisation au contact des os s’il ne subit
pas de traitement spécifique avant implantation.

Le PMMA a été tres étudié dans de nombreuses applications médicales, comme par
exemple pour la formulation de lentilles intraoculaires,' en tant qu’implant injectable en

rhinoplastie? ou encore comme implant en cranioplastie.3

I. 4. 3. Le polypropyléne
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n

Figure 5 : Structure du polypropyléne.

Le polypropylene (PP) peut se retrouver sous la forme d’un homo- ou d’un co-
polymere et, selon le type de polymere, il présente des propriétés mécaniques variables ce qui
permet d’ajuster ces derni¢res en fonction de DI’application visée. Il présente cependant
I’inconvénient de ne pas étre dégradable. De plus, étant un matériau semi-rigide, il peut
causer une géne chez le patient.5 En outre, un doute subsiste de nos jours quant a la
biocompatibilité de ce polymere. En effet, Scheidbach et al.** et Zheng et al.*> ont montré que
certains types de PP peuvent induire une réponse inflammatoire tres prononcée in vivo.

Les problémes de biocompatibilit¢ rencontrés avec le PP sont a I’origine de leur
utilisation limitée de nos jours en tant qu’implant médical. Son caractére non-dégradable a
cependant été largement utilisé a profit dans le cadre d’applications en chirurgic de la hernie
inguinale.* Le PP a aussi été utilisé en urogynécologie, sous la forme de treillis chirurgicaux

pour renforcer des tissus affaiblis et pour soutenir la croissance de nouveaux tissus.®
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I. 4. 4. Le polytétrafluoroéthyléne

F
w
F n
F

Figure 6 : Structure du polytétrafluoroéthylene.

Le polytétrafluoroéthylene (PTFE), commercialement appelé Teflon™, présente une
bonne résistance mécanique et a les avantages d’étre chimiquement inerte et hydrophobe. Il
est cependant rigide et peut étre endommagé lorsqu’il est sollicité en traction.®

Le PTFE est souvent utilisé en tant que revétement. Par exemple, des endoprothéses
cesophagiennes en nitrinol recouvertes de PTFE sont apparues comme particulierement
adaptées dans le cadre du traitement du rétrécissement malin de I’cesophage.'® Le PTFE est en
effet notablement adapté dans le cadre de ce type de traitement car il permet d’empécher la

croissance de tissus biologiques.’

I. 4. 5. Le polyuréthane
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Figure 7 : Structure du polyuréthane. R1 = chaine hydrocarbonée ayant impliqué une fonction alcool
lors de la synthése du polymére et R2 = chaine hydrocarbonée.®

Le polyuréthane (PU) est un matériau robuste, dot¢ d’une bonne bio- et
hémocompatibilité¢, d’une faible perméabilité¢ a ’eau et d’un faible coefficient de friction. Il
est néanmoins sujet a des fissurations sous contraintes ainsi qu’a des attaques chimiques in
vivo pouvant mener a sa dégradation.®

Le PU peut étre utilisé dans le domaine médical pour recouvrir des implants,
notamment dans le cas d’implants mammaires'® 20 et également sous la forme de mousse en
tant que comblement dans le cas de traumatismes comme par exemple de la muqueuse de

I’oreille moyenne.?!
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I. 4. 6. Le poly(fluorure de vinylidéne)
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Figure 8 : Structure du poly(fluorure de vinylidéne).

Le poly(fluorure de vinylidéne) (PVDF) est un matériau chimiquement inerte
caractéris€ par sa forte résistance a I’hydrolyse, sa rigidité, sa résistance et sa
biocompatibilité. Il présente également un effet piézoélectrique, ¢’est-a-dire qu’il est capable
de se polariser ¢lectriquement lorsqu’il est soumis a une contrainte mécanique. Il présente
cependant une faible stabilité thermique et une mauvaise adhérence a d’autres matériaux, ce
qui limite ses applications, notamment dans le cas de matériaux composites.®

L’inertie chimique du PVDF est a I’origine de son potentiel d’utilisation en tant que
treillis chirurgical ou dans le cadre de sutures par exemple.® Son effet piézoélectrique, quant a
lui, le rend tres intéressant pour des applications dans la cicatrisation de plaies. Guo et al.?
ont par exemple montré qu’en appliquant une pression a un échafaudage polymérique
contenant du PVDF, la migration de fibroblastes peut étre accentuée et par conséquent la

vitesse de cicatrisation d’une plaie peut étre augmentée.

I. 4. 7. Les polyamides

Le principal polyamide (PA) utilisé dans le domaine des biomatériaux est le nylon ou
polyamide 6-6 (Figure 9).

Figure 9 : Structure du polyamide 6-6.

Le polyamide 6-6 présente les avantages de ne causer qu’une légére réactivité des
tissus avec lesquels il est en contact, d’empécher la contamination bactérienne, d’avoir une
résistance a la traction a long terme et une importante élasticité. En revanche, il est perméable

a ’humidité et présente un important coefficient de friction.® 1l est principalement utilisé dans
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des matériaux composites afin, par exemple, d’améliorer leurs propriétés mécaniques ou de

leur apporter sa capacité a empécher la contamination bactérienne.®

I. 4. 8. Les polyimides
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Figure 10 : Structure des polyimides.?*

Les polyimides (PI) représentent une classe de polymere aux trés nombreuses
propriétés avantageuses pour le domaine biomédical. lls présentent une bonne résistance
chimique, de bonnes propriétés mécaniques (faible sensibilité au fluage,” importante
résistance a la traction, flexibilité) et sont stables en température (parfois jusqu’a plus de
500 °C).?® En outre, ils présentent une transmittance élevée sur une large gamme de longueurs
d’onde.®

Les propriétés de stabilité chimique et thermique des PI peuvent étre mises a profit
dans le développement de capteurs, comme par exemple pour la surveillance d’implants de
genou.?’ Leurs propriétés mécaniques peuvent quant a elles étre utilisées dans le cadre du
développement de matériaux de protection, comme par exemple de gaines protectrices de
multi-électrodes.?® Les propriétés de transmittance des P1 permettent également de les utiliser

pour des applications médicales. Kwon et al.?° ont par exemple utilisé une rangée de micro-

* Déformation plastique progressive et dépendante du temps sous 1’effet d’une charge constante.?®
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diodes électroluminescentes fabriquées a partir d’un polyimide (le Pyralux®AP) afin
d’enregistrer 1’activité corticale dans le cadre du développement d’une interface cerveau-

machine.3°

l.4.9. Les silicones
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Figure 11 : Structure générale d’une silicone. RI et R2 = Radicaux organiques monovalents.®

Les silicones sont des polymeéres ayant une chaine principale inorganique et présentant
de nombreuses propriétés intéressantes dans le cadre de leur utilisation dans le domaine
médical. Elles sont notamment chimiquement inertes, peu toxiques, biocompatibles, stables
en température (certaines jusqu’a plus de 200 °C)* et présentent une importante perméabilité
au gaz. Elles présentent cependant un important coefficient de friction.®

Les silicones trouvent de nombreuses applications dans le domaine médical,
notamment en tant qu’implants, par exemple en chirurgie du larynx® et également en

chirurgie esthétique (Figure 12).34 3%

Figure 12 : Prothése de nez en silicone A) juste aprés impression 3D, B) aprés revétement et
coloration et C) apres polissage. Selon Unkovskiy et al.®

Le Tableau 3 récapitule différents exemples d’application des principaux

biomatériaux polymériques synthétiques.
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Tableau 3 : Exemples d’application des principaux polyméres synthétiques utilisés pour la
formulation de biomatériaux.

Polymeére Exemples d’application
PE Implants en rhinoplastie et dans les prothéses de la hanche
PMMA Lentilles intraoculaires, implants en rhinoplastie et en cranioplastie
PP Treillis chirurgicaux en chirurgie de la hernie inguinale et en

urogynécologie

PTFE Revétements d’endoprothéses

PU Revétements d’implants mammaires, mousses pour le comblement de
traumatismes

PVDF Treillis chirurgicaux, matériels de suture et de cicatrisation

Pl Capteurs pour la surveillance d’implants, protection de matériels
chirurgicaux

Silicones Implants en chirurgie du larynx et en chirurgie esthétique

Ainsi, de nombreux polymeéres sont couramment utilisés pour la formulation de
biomatériaux. L’attractivité présentée par ces polymeres dans ce domaine peut notamment se
justifier par la facilité avec laquelle ces matériaux peuvent généralement étre mis en forme.
Chaque polymere possédant des propriétés, notamment mécaniques, propres, ils peuvent alors
se retrouver dans des applications médicales diverses, allant du revétement de prothéses aux

lentilles intraoculaires.

I. 5. Les biomatériaux composites

Par définition, un composite forme un systeme constitué de deux, ou plus, matériaux
qui différent au niveau de leurs propriétés chimiques et physiques et qui ne sont pas solubles
les uns dans les autres. Le constituant primaire de ce type de matériau, appelé la matrice,
fournit notamment I’intégrité structurale de I’ensemble. Les autres constituants, appelés les
renforts, ont pour role principal de renforcer les propriétés mécaniques et tribologiques™ du
systétme. Les différents constituants d’un matériau composite peuvent étre organiques
(polymeéres), inorganiques (céramiques et verres) ou métalliques. Le plus souvent, les renforts

se trouvent sous la forme de fibres, qui peuvent étre courtes ou longues, de particules ou de

* Propriétés liées au frottement.
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trichites™. Enfin, une derniére phase, appelée I'interface, permet de lier les deux autres phases

ensemble et d’assurer la bonne distribution des charges lorsque le matériau est

mécaniquement sollicité.® Les composites sont donc souvent des matériaux qui sont congus

afin d’atteindre des exigences chimiques, physiques ou mécaniques spécifiques®’ et trouvent

alors des applications dans des domaines variés, tels que I’aérospatial, 1’automobile,

I’électrique ou encore le médica

|.38

En particulier, les composites trouvent de tres nombreuses applications dans le

domaine des biomatériaux et ce, dans différentes spécialités médicales. lls sont notamment

utilisés :37

en dentisterie. Ils peuvent alors étre retrouvés dans des protheses dentaires en
tant que bridges (PMMA renforcé avec des fibres de carbone® par exemple)
ou dans la composition d’appareils dentaires pour le réalignement des dents
(polycarbonate (PC) ou nylon renforcés avec des fibres de verre par
exemple) ;40
en chirurgie maxillo-faciale. lls se retrouvent dans des applications pour la
réparation d’os craniens (composite de phosphate tricalcique et de gélatine
réticulée au glutaraldéhyde en tant que substitut osseux* ou encore acide
poly(L-lactique) (PLLA) renforcé avec des particules d’hydroxyapatite (HA)
sous la forme de vis et plaques) ;%2
en ingénierie tissulaire. Les composites acide poly(lactique-co-
glycolique)/hydroxyapatite*® et gélatine nanofibreuse/apatite** peuvent par
exemple trouver application dans [I’ingénierie osseuse (Figure 13), le
composite collagéne/polycaprolactone dans 1’ingénierie de la peau ;*°
en orthopedie. lls peuvent notamment avoir des applications dans :
= les prothéses articulaires comme celles de la hanche avec par exemple
le polyétheréthercétone (PEEK)*® ou la résine époxy*’ renforcés par
des fibres de carbone ;
= les tendons artificiels, par exemple avec le poly(2-hydroxyéthyl)
méthacrylate (PHEMA) renforcé avec des fibres de polytéréphtalate
d’éthyléne (PET)* ou le PHEMA/polycaprolactone renforcé avec des
fibres d’acide poly(lactique) ;*°

* Monocristaux quasiment exempts de défauts.
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* les ligaments artificiels, avec un composite composé d’une matrice
extracellulaire a base de collagene et de fibres de polyester
téréphtalate® ou encore le polyuréthane renforcé avec des fibres de
PET par exemple ;!

= les cartilages artificiels, avec notamment un composite composé de
fibores de polyéthylene & trés haut poids moléculaire et
d’hydroxyapatite® ou encore I’alcool polyvinylique (PVA) renforcé

avec de I’hydroxyapatite.>3
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Figure 13 : Echafaudage a base d’acide poly(lactique-co-glycolique) et d’hydroxyapatite, ensemencé
d’ostéoblastes, pour l’ingénierie osseuse. Selon Kim et al. 43

Les composites, qui sont encore de nos jours dans une phase de grande expansion,
sont donc tres prometteurs dans le cadre du développement de nouveaux biomatériaux,
principalement car ils permettent d’allier les propriétés de divers types de matériaux afin
d’ajuster de manicre la plus exacte possible les caractéristiques visées pour I’application

finale du produit de formulation.

Ainsi, des biomatériaux peuvent étre formulés a partir des quatre principales classes de
matériaux, c’est-a-dire les métaux, les céramiques, les polymeres et les composites. Chaque
type de biomatériau présente des propriétés propres et trouve donc des applications dans des
domaines médicaux spécifiques en fonction de ces propriétés. Parmi ces biomatériaux sont
comptés de trés nombreux polymeéres. Au sein de cette famille se trouve un groupe particulier
dont les propriétés ont récemment suscité de nombreux travaux de recherche, notamment pour
des applications dans le domaine biomédical : les polyélectrolytes et plus particulierement

leurs associations sous la forme de complexes de polyélectrolytes.
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I1. Les complexes de polyélectrolytes

I1. 1. Les polyélectrolytes

Selon les recommandations de I'IUPAC,> un polyélectrolyte est un polymére
composé de macromolécules dans lesquelles une partie importante des unités
constitutionnelles contient des groupements ioniques et/ou ionisables.

Les polyélectrolytes peuvent étre naturels, synthétiques ou résulter de la modification
chimique de biopolymeres (Tableau 4). lls peuvent étre classés selon leur composition
(homopolymere ou copolymeére) ou encore selon leur architecture moléculaire (linéaire,

branchée ou réticulée).>

Tableau 4 : Exemples de polyélectrolytes naturels, synthétiques et semi-synthétiques.

Polyélectrolytes naturels Biopolymeres Polyélectrolytes synthétiques

chimiguement modifiés

Acide hyaluronique Chitosan Poly(acide acrylique)
Alginates Pectine Poly(acide méthacrylique)
Carraghénane Poly(acide styrénesulfonique)

Poly(acide vinylsulfonique)

Poly(diallyldiméthylammonium)

Les charges présentes sur les polyélectrolytes les rendent généralement hydrosolubles.
IlIs sont donc trés utiles dans le cadre de I’ajustement des propriétés rhéologiques et
associatives de matériaux en milieu aqueux. Au niveau commercial, ils sont principalement
utilisés pour le traitement des eaux (détartrage par exemple), pour la modification rhéologique
de produits (tels que des shampoings) ou pour la formulation de gels et en particulier de gels
superabsorbants.°®

De nos jours, de nombreux travaux de recherche portant sur ces polyélectrolytes
concernent leur utilisation sous la forme de complexes, forme tres prometteuse pour leur

application dans de multiples domaines.
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I1. 2. Définition des complexes de polyélectrolytes

D’aprés I'IUPAC,>* un complexe de polyélectrolytes (PEC) est un complexe
polymeére-polymére neutre composé de macromolécules portant des charges de signes
opposés, amenant les macromolécules a étre liées les unes aux autres par des interactions

électrostatiques.

I1. 3. Formation des complexes de polyélectrolytes

Depuis maintenant de nombreuses années (des 1929), il a pu étre observé que lors du
mélange de deux polyélectrolytes de charges opposées, un polycation et un polyanion, ces
deux macromolécules s’agrégent spontanément pour former des complexes hydratés.>” 8 Au
sein de ces complexes, le polycation, noté Pol* et le polyanion, noté Pol-, sont associés via des
interactions entre les groupements ioniques de charges opposees de leurs unités de répétition
(interactions de type « paires d’ions »).5® Au cceur des complexes de polyélectrolytes, les
charges de chaque polymere sont alors compensées soit par les charges de D’autre
polyélectrolyte (on parle alors de compensation de charge intrinséque), soit par des contre-
ions du milieu (et on parle dans ce cas de compensation de charge extrinseque).®® En notant
A le contre-ion de charge négative du polycation et C* le contre-ion de charge positive du

polyanion, un complexe de polyélectrolytes peut étre schématisé selon la Figure 14.

Pol*

Pol

Figure 14 : Schématisation d 'un complexe de polyélectrolytes.

Etant donné que lors de la formation de complexes de polyélectrolytes quasiment
aucune variation d’enthalpie n’est observée, il a été¢ conclu que la formation de ces complexes
est principalement due a la libération entropique de contre-ions (compensant les charges de

chaque polyélectrolyte)®® 61 et de molécules d’eau®? lors du rapprochement des deux chaines.
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La formation de complexes de polyélectrolytes Pol*Pol- peut alors étre résumée a

I’équation:%®

Pol*A~wH20 + Pol'C*xH20 - Pol*Pol~yH20 + A7aq + C*aq + zH20

En fonction notamment des polyméres utilisés, des complexes de polyélectrolytes non-
steechiométriques (avec un nombre de charges impliquées différent pour chaque
polyélectrolyte) ou steechiométriques peuvent étre formés. Dans le premier cas, des charges
extrinseques sont alors nécessaires, tandis que dans le second cas la présence de charges
extrinseques est optionnelle.® Ces complexes de polyélectrolytes présentent alors des

propriétés variees.

I1. 4. Propriétes des complexes de polyélectrolytes

I1. 4. 1. Propriétés physicochimiques des complexes de polyélectrolytes

Les complexes de polyélectrolytes sont généralement transparents a 1’état humide. Ils
sont insolubles dans les solvants communs et sont également infusibles, c¢’est-a-dire qu’ils ne
peuvent pas fondre. Ils peuvent étre plastifiés en présence d’eau ou d’¢lectrolytes, notamment
via des phénomeénes d’interaction entre ces éléments et les ions présents au sein des
complexes.

Les complexes de polyélectrolytes ont une capacité d’absorption de liquides
relativement limitée. Cependant, cette capacité d’absorption est hautement spécifique a 1’eau

par rapport aux autres solvants communs.>®

I1. 4. 2. Propriétés de transport des complexes de polyélectrolytes
Les complexes de polyélectrolytes sont hautement perméables a 1’eau, aux

microsolutés solubles dans I’eau ainsi qu’aux électrolytes. En revanche, ils sont imperméables

aux macrosolutés.>®
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I1. 5. Mise en forme et application des complexes de polyélectrolytes

Du fait de certaines de leurs propriétés et en particulier de leur infusibilité et de leur
caractere « cassant », il est relativement difficile de mettre en forme les complexes de
polyélectrolytes. Jusqu’a récemment, seules trois méthodes principales de formulation avaient

été développées.®®

1. 5. 1. Formulation des complexes de polyélectrolytes en présence de sels

ternaires

En 1961, Michaels et Miekka®® ont développé une premiére méthode consistant a
dissoudre les complexes de polyélectrolytes dans des sels ternaires puis a les mouler sous
forme de film. Dans leur étude, ils ont utilisé le couple polycation/polyanion poly(chlorure de
vinylbenzyltriméthylammonium) (PVBTAC) /poly(styréne sulfonate de sodium) (NaPSS)
(Figure 15).

n n
,L/ 0=5=0
| cr o
Na*
PVBTAC NaPSS

Figure 15 : Structures du poly(chlorure de vinylbenzyltriméthylammonium) (PVBTAC) et du
poly(styréne sulfonate de sodium) (NaPSS).

Selon leurs travaux, les deux polyélectrolytes sont dissous séparément dans un
mélange constitué de 60 % d’cau, 20 % de NaBr et 20 % d’acétone. Les deux solutions
obtenues sont ensuite versées dans une boite de Pétri en verre et le mélange gélifie alors par
¢vaporation de I’acétone. Aprés évaporation de I’eau a I’étuve, un résidu solide composé de

complexes de polyélectrolytes est obtenu.
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I1. 5. 2. Formulation des complexes de polyélectrolytes sous forme de complexes

quasi-solubles

Lorsque deux polyélectrolytes de charges opposées, par exemple le
poly(hydrochlorure de N, N-diméthylaminoéthyl méthacrylate) (PDMAEMAHCI) et le
poly(phosphate de sodium) (NaPP) (Figure 16),5% présentant des degrés de polymérisation
(longueurs de chaine) considérablement différents et avec un exceés d’un des deux
polyélectrolytes (le PDMAEMAHCI), sont associés en solution électrolytique diluée, une

dispersion colloidale de particules de complexes de polyélectrolytes peut étre obtenue.

,}/i(/n fe)

I
0 o HofP—o-H
g e

Na*
NH*
/ CI_\
PDMAEMA-HCI NaPP

Figure 16 : Structures du poly(hydrochlorure de N, N-diméthylaminoéthyl méthacrylate)
(PDMAEMA-HCI) et du poly(phosphate de sodium) (NaPP).

Les objets obtenus sont alors définis comme des complexes de polyélectrolytes quasi-
solubles, ou g-PECs, qui sont maintenus a 1’état dispersé grace a une « enveloppe chargée »,
constituée de parties des longues chaines chargées du polyélectrolyte en excés (Figure 17).54

En présence de sels, les particules de g-PEC peuvent alors étre dissoutes.
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Chaines libres de polyélectrolyte en exces

Particule de q-PEC

Parties de chaines de polyélectrolyte en excés

Figure 17 : Illustration d 'une dispersion colloidale de particules de complexes de polyélectrolytes
quasi-solubles (g-PEC).

Des g-PECs formés entre un polycation tel que la polyéthyléneimine (PEI) et de
I’ADN trouvent alors tout particuliécrement application dans le domaine du transfert de

génes.®

Il. 5 3. Formulation des complexes de polyélectrolytes sous forme de

multicouches de polyélectrolytes

En 1992, Decher et al.% ont décrit une méthode innovante permettant de mettre en
forme les complexes de polyélectrolytes. Cette méthode consiste & immerger une surface
plane chargée positivement dans une solution concentrée en polyanions, de telle sorte qu'une
monocouche de ces polyanions s’adsorbe sur la surface par des interactions électrostatiques.
La solution de polyanions étant concentrée, des groupements anioniques se retrouvent
exposes en surface, si bien que la charge de la surface plane devient négative. Aprés ringage a
I’eau, la surface est immergée dans une solution de polycations et a nouveau une monocouche
de polyélectrolytes s’adsorbe sur la surface dont la charge est une fois de plus inversée. En
répétant de maniére cyclique les immersions dans les deux solutions de polyélectrolytes, des

multicouches alternées des deux polyélectrolytes sont obtenues (Figure 18).57
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Figure 18 : Illustration d’un cycle lors de la formulation de multicouches de polyélectrolytes.

Selon cette méthode, des films constitues de plus de deux polyélectrolytes peuvent étre
obtenus. En effet, la surface peut étre immergée dans autant de solutions de polyélectrolytes
que souhaité, du moment que le signe des polyélectrolytes en solution est inversé entre
chaque couche.®® Un substrat de base non chargé peut également étre utilisé comme support.
En effet, s’il est de nature hydrophobe par exemple, la premiére couche de polyélectrolytes
pourra étre déposée via des forces d’attraction hydrophobes.®® Cette méthode de préparation
de multicouches de polyélectrolytes permet alors 1’obtention d’un trés large éventail de types
de films. Ces films ont généralement une épaisseur submicrométrique et peuvent présenter un
module élastique allant de 0,00001 a 12 GPa.®®

Plus récemment, des variations de cette méthode de préparation de multicouches de
polyélectrolytes, suivant un principe similaire, ont vu le jour.”” L’ immersion peut alors étre
remplacée par une pulvérisation’ ou encore par un revétement par centrifugation (« spin
coating »)"? des solutions de polyélectrolytes. Des techniques ont également été développées
afin de moduler les propriétés, notamment mecaniques, des multicouches de polyélectrolytes
formulées, comme en variant le pH'® 7 ou la force ionique’ du milieu lors de I’assemblage
ou en ayant recours a des réticulations chimiques”®"° ou photoinduites.80-83

Tres récemment, Woltmann et al.8 ont également préparé des films de compositions

diverses a partir de nanoparticules de complexes de polyélectrolytes.
Les multicouches de polyélectrolytes, dont la méthode de préparation est de nos jours

qualifiée de LbL (pour « Layer by Layer » en anglais), trouvent de nombreuses applications,

en particulier dans le domaine biomédical. Elles ont alors notamment été étudiées pour des
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applications en tant que revétements de biomatériaux. Elles peuvent en effet favoriser® ou au
contraire limiter®® 1’adhésion cellulaire et également apporter certaines propriétés telles qu’un
effet antimicrobien®” 8 ou encore une limitation de I’inflammation induite par 1’implantation
d’un biomatériau.®° Des multicouches de polyélectrolytes dégradables®*-°? peuvent également
étre trés intéressantes dans 1’optique d’une utilisation pour la délivrance de molécules actives
ou pour le développement d’échafaudages en ingénierie tissulaire qui auraient alors la

capacité de se dissoudre a mesure que les tissus biologiques croissent.®®

Ainsi, seules trois méthodes principales ont tout d’abord été développées pour la mise
en forme des complexes de polyélectrolytes. La troisiéme, permettant d’obtenir des films de
multicouches de ces complexes, a notamment constitué une avancée considerable dans ce
domaine de recherche, proposant un nombre important d’applications biomédicales.%®
Néanmoins, en suivant ces méthodes, seuls des matériaux sous forme de particules ou de
films peuvent étre obtenus. Tres récemment, en 2009, une toute nouvelle méthode de
formulation de complexes de polyélectrolytes a vu le jour, permettant alors d’obtenir des
matériaux compacts aux impressionnantes propriétés : les complexes de polyélectrolytes

compacts ou CoPEC.

I11. Les CoPEC, Complexes de Polyélectrolytes Compacts
I11. 1. La saloplasticite

En 2009, Porcel et Schlenoff®® ont découvert qu’en soumettant des complexes de
polyélectrolytes dopés avec des sels a une force ultracentrifuge, des objets macroscopiques
plastiques pouvaient étre obtenus. Dans le cadre de ce phénomeéne, les sels permettent d’une
part de rompre certaines interactions électrostatiques entre les chaines de polyélectrolytes,
réduisant alors la densité de réticulations physiques entre ces chaines. D’autre part, ils
conférent une certaine mobilité a ces chaines. Grace a ces sels, les matériaux obtenus peuvent
alors étre déformés de maniere permanente. En effet, les chaines de polyélectrolytes peuvent
d’une part se mouvoir les unes par rapport aux autres et d’autres parts les interactions faibles
entre les groupements ioniques des chaines peuvent étre recréées a la suite de ces

mouvements (Figure 19). Cette plasticité conférée aux matériaux par le biais des sels a alors
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été définie comme étant la « saloplasticité » par les auteurs («a saloplastic material
comprises ionic cross-links and may be permanently reshaped when sufficient cross-links are
broken, for example, by exposure to a solution of sufficiently high salt concentration »).% De
tels matériaux peuvent alors étre obtenus selon trois méthodes principales : I’extrusion, la

sédimentation/évaporation et I’ultracentrifugation.
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Figure 19 : Illustration du phénomeéne de saloplasticité. Pol+ = polycation, Pol- = polyanion, C+ =
contre-ion positif et A- = contre-ion négatif.

I11. 2. La préparation de CoPEC par extrusion

Une méthode permettant d’obtenir des CoPEC, en utilisant I’extrusion, a été
développée en 2012 par Shamoun et al.%

Selon cette méthode, deux solutions salines de polyélectrolytes (une de polycations et
une de polyanions) sont préparées et mélangées pour former des complexes de
polyélectrolytes sous la forme de précipités. Une décantation permet de collecter les
complexes qui sont par la suite hachés afin d’obtenir des morceaux de quelques millimétres
d’épaisseur. Les morceaux hydratés sont ensuite extrudés, avec chauffage, sous la forme de
fibres qui sont alors & nouveau coupées et extrudées afin d’obtenir des COPEC plus uniformes
(Figure 20).
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Figure 20 : Schématisation de la procédure de préparation de CoPEC par extrusion.

L’extrusion est une méthode permettant de formuler un matériau a partir d’éléments,
en particulier polymériques, en y imposant d’importantes forces de cisaillement. Afin
d’obtenir un matériau homogeéne, les éléments de base doivent nécessairement avoir une
certaine mobilité, qui est généralement acquise en les chauffant.® Dans le cas des complexes
de polyélectrolytes, la présence de réticulations ioniques entre les chaines rend ces derniéres
mobiles. De plus, il a été montré que la température permet d’intensifier le transport d’ions au
sein de complexes de polyélectrolytes.® Cette mobilité accrue des chaines de polyélectrolytes
au sein des complexes justifie donc leur compatibilité avec une mise en forme selon le

procédé d’extrusion.
Le premier travail sur ces COPEC extrudés a été conduit avec le couple

polycation/polyanion poly(diallyldiméthylammonium) (PDADMA)/poly(styréne sulfonate)
(PSS), deux polymeres synthétiques (Figure 21).
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Figure 21 : Structures du poly(diallyldiméthylammonium) (PDADMA) et du poly(styréne sulfonate)
(PSS).

Les parameétres d’expérience ont été fixés de telle sorte a obtenir un matériau
homogéne, de porosité limitée et composé de complexes de polyélectrolytes
steechiométriques, ceci afin d’atteindre les meilleures propriétés mécaniques envisageables.
En faisant varier la téte d’extrusion de I’extrudeur, plusieurs morphologies ont pu étre
obtenues telles que des rubans, des tiges ou des tubes (Figure 22),° démontrant alors le
caractere tres prometteur de cette méthode de formulation de complexes de polyélectrolytes.

Figure 22 : A) Ruban, B) tige et C), D) tube de COPEC PDADMA/PSS préparés par extrusion. Selon
Shamoun et al.**

En 2014, Fu et al.®® montrérent que des nanoparticules d’oxyde de fer peuvent étre
incorporées dans ce type de CoOPEC PDADMAV/PSS préparé par extrusion, résultant en un
matériau superparamagnétique, présentant des propriétés mécaniques (dureté, résistance a
I’étirement) augmentées et ayant la capacité d’étre chauffé a distance, le rendant tres
intéressant par exemple dans le cadre d’une application en tant qu’implant libérant des

molécules actives sous un stimulus thermique.
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I11. 3. La préparation de CoPEC par sedimentation et évaporation

En 2015, Costa et al.?” ont développé une méthode originale de préparation de
CoPEC : la sédimentation et évaporation/séchage. Selon cette méthode, des complexes sont
tout d’abord préparés par le mélange de deux solutions salines de polyélectrolytes de charges
opposées. Les complexes sont ensuite centrifugés a vitesse modérée (~ 250 g) pendant une
courte durée (~ 15 minutes) afin de les pré-sédimenter. Les complexes pré-sedimentés sont
alors re-suspendus et transférés dans un récipient, comme par exemple une boite de Pétri, qui
est placée a 37 °C. Les complexes sédimentent alors par gravité et sont compactés par
1’évaporation progressive du solvant assistée par la température imposée. En seulement 24 h,

un matériau sous forme de membrane plate est obtenu (Figure 23).
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Figure 23 : Schématisation de la procédure de préparation de CoPEC par sédimentation et
évaporation.

AQ?L—//«! .

Cette méthode présente des avantages certains. Elle permet 1’obtention de matériaux
de facon simple, rapide et peut étre adaptée a une production a grande échelle car de
nombreuses membranes peuvent étre formulées en méme temps et a partir de quantités tres
importantes de produits de départ étant donné qu’il n’y a aucune limitation provenant de
I’appareillage. Elle peut ainsi étre considérée comme trés prometteuse dans le développement

de matériaux et en particuliers de biomatériaux.
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Lors du premier travail sur cette méthode,®” les auteurs 1’ont adaptée au couple

polycation/polyanion chitosan/alginate de sodium, deux polyélectrolytes d’origine naturelle

(Figure 24).

Na*
OH OH OH OH on O
0 o) o) o) o 0 |y 0=_j0
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m n

Na* n
Chitosan Alginate de sodium

Figure 24 : Structures du chitosan et de [’alginate de sodium.

Les membranes obtenues (Figure 25) ont montré une résistance a la dégradation
enzymatique jusqu’a trois mois. Elles ont également présenté une résistance a la dégradation
dans des conditions extrémes de pH. En fonction de la concentration en sel utilisée lors de la
formulation, les propriétés mécaniques des membranes ont pu étre modulées. Des tests in
vitro ont également permis aux auteurs de prouver qu’en fonction de la concentration en sel,
les propriétés des membranes vis-a-vis de cellules, et en particulier vis-a-vis de la viabilité et
de la prolifération de ces derniéres, peuvent étre modulées, permettant notamment d’obtenir

des membranes non-cytotoxiques et favorables a la prolifération cellulaire.

Figure 25 : Membranes de chitosan et d’alginate préparées par sédimentation et évaporation en
présence de A) 0 M, B) 0,15 M et C) 0,5 M de NaCl aqueux. Selon Costa et al.%’

Plus récemment, en 2016, Rodrigues et al.®® ont adapté ce type de formulation de
CoPEC au couple polycation/polyanion chitosan/sulfate de chondroitine. Les membranes

ainsi obtenues ont présenté une certaine porosité et, de la méme maniere que dans le cas des
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membranes a base de chitosan et d’alginate de sodium, elles ont montré une résistance a la
dégradation enzymatique. Leurs propriétés mécaniques ont également pu étre modulées selon
la concentration en sel utilisée et les membranes ont présenté une capacité d’autoréparation.
Les matériaux étaient également capables de contenir et relarguer le TGF-3, un facteur de
croissance. Des études in vitro ont enfin mis en évidence que ces membranes ont la capacité
d’accueillir des chondrocytes qui expriment alors le collagene de type 11, laissant entrevoir un

potentiel d’application pour ces matériaux en ingénierie du cartilage.

I11. 4. La préparation de CoPEC par ultracentrifugation

I11. 4. 1. Principe de la préparation de CoPEC par ultracentrifugation

En 2009, I’équipe de Joseph B. Sclenoff a développé une méthode de formulation de
COPEC en utilisant la technique de ’ultracentrifugation. Lors de la préparation de CoPEC par
ultracentrifugation, des solutions salines de chaque polyélectrolyte sont tout d’abord
préparées et associées sous agitation pour donner lieu a la formation de complexes de
polyélectrolytes sous la forme de précipités en suspension. Les précipités sont ensuite

ultracentrifugés pour alors former le CoPEC saloplastique (Figure 26).%
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polyélectrolytes
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V)

Figure 26 : Schématisation de la procédure de préparation de CoPEC par ultracentrifugation.

La formation du matériau repose dans ce cas principalement sur la présence
d’¢léments autres que les polyélectrolytes. Les ions et I’eau présents au sein des complexes
donnent en effet une certaine mobilité aux chaines de polyélectrolytes. Lors de
’ultracentrifugation, cette mobilité permet une sorte de brassage des chaines et leur « fusion »

au niveau moléculaire, ce qui méne également a une expulsion d’une partie de 1’eau et des
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ions présents entre les chaines. L’ensemble de ces phénomenes méne alors a une densification

responsable de la formation d’un matériau compact (Figure 27).%

Ultracentrifugation

Figure 27 : Schématisation de la compaction des complexes de polyélectrolytes lors de
["ultracentrifugation en présence de sels.

A la suite du développement de cette nouvelle voie de formulation de complexes de
polyélectrolytes, divers travaux portants sur cette méthode ont été menés, dans un premier

temps en utilisant des polyélectrolytes synthétiques.

I11. 4. 2. Les premieres études sur les CoPEC a base de polyélectrolytes

synthétiques préparés par ultracentrifugation

. 4. 2. 1. Les CoPEC PDADMA/PMAA comme matériaux mimant le noyau

gélatineux des disques intervertébraux

Lors de leur premier travail sur les CoPEC, Porcel et Schlenoff®® ont tout d’abord
porté leurs études sur le couple polycation/polyanion poly(diallyldiméthylammonium)
(PDADMA)/poly(styrene sulfonate) (PSS) (Figure 21). lls ont alors appliqué la méthode de
préparation de CoPEC introduite en I11. 4. 1. & ce couple de polyélectrolytes et ont caractérisé
le matériau obtenu. Les auteurs ont alors déterminé la composition du CoPEC, démontrant un
léger exces de PSS pouvant étre expliqué par une solubilit¢ moins importante de ce

polyélectrolyte dans le solvant (NaCl aqueux a 2,5 M) par rapport a celle du PDADMA. lls
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ont également démontré une importante teneur en eau dans ce matériau (entre 60 % et 80 %
selon la concentration en NaCl utilisée), ainsi qu’un caractére poreux (Figure 28) pouvant
étre expliqué par la présence de PSS en exceés au niveau de ces pores, générant une certaine
pression osmotique. Les propriétés viscoélastiques du CoPEC PDADMA/PSS ont également

éteé étudiées par les auteurs.

Figure 28 : Image d’une tranche de CoPEC PDADMA/PSS obtenue par microscopie a
épifluorescence. Echelle = 100 zm. Selon Porcel et al.®

Dans le cadre de ce premier travail, les auteurs ont également formulé un second
CoPEC, toujours avec le PDADMA en tant que polycation mais cette fois avec le poly(acide
méthacrylique) (PMAA) (Figure 29) en tant que polyanion. lls ont alors montré que ce
nouveau CoPEC présentait des propriétés mécaniques dynamiques comparables a celles du

noyau gélatineux des disques intervertébraux.

(0) o
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Figure 29 : Structure du poly(acide méthacrylique) (PMAA).

I11. 4. 2. 2. Les COPEC PDADMA/PSS comme matériaux poreux mimant le cartilage

En 2010, Hariri et Schlenoff'® ont étudié de maniére approfondie la morphologie et
les propriétés mécaniques du CoPEC PDADMA/PSS préparé par ultracentrifugation, déja
étudié dans le premier travail de leur équipe sur les CoPEC.%® Ils ont alors confirmé les
premiéres observations faites sur ce matériau concernant son caractére poreux, justifié par
I’excés de PSS dans le CoPEC.
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Via des considérations mécaniques, les auteurs ont de plus pu montrer une similitude
du comportement mécanique viscoélastique (et tout particulierement du mécanisme de
relaxation des contraintes) du CoPEC PDADMA/PSS avec celui du cartilage articulaire,
ouvrant alors de nouvelles perspectives d’application de ce matériau dans 1’ingénierie du

cartilage.

I11. 4. 2. 3. Les COPEC PDADMA/PSS comme matériaux aux propriétés mécaniques

modulables

En 2012, Hariri et al.’% ont étudié I’influence de la teneur en eau d’un CoPEC
PDADMAV/PSS préparé par ultracentrifugation sur les propriétés mécaniques de ce matériau.
Pour ce faire, les auteurs ont, de maniére contr6lée, limité la quantité d’eau présente au sein
du CoPEC en utilisant du polyéthyléne glycol (PEG) en tant que facteur de stress osmotique.

Les auteurs ont alors mis en évidence que la concentration de la solution en PEG ainsi
que la durée d’immersion du CoPEC dans cette solution étaient deux facteurs permettant de
contrler 1’élimination d’eau présente dans le matériau. Cette eau se situant principalement
dans les pores de ce dernier, ces deux facteurs permettaient donc indirectement de contréler la
porosité du CoPEC (ce qui peut étre observe en Figure 30, le matériau perdant son opacité

provenant initialement de la présence de pores).
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Figure 30 : Aspect de COPEC PDADMA/PSS apreés immersion dans une solution de polyéthyléne
glycol 40 % pendant des temps croissants (de a) 0 heure a h) 50 heures). Echelles = 0,25 cm. Selon
Hariri et al.'®

En contrdlant la porosit¢ du CoPEC, les auteurs ont pu démontrer qu’ils pouvaient
alors contrbler les propriétés mécaniques de ce matériau et tout particulierement son
comportement élastique.

Ainsi, les premiers travaux sur les CoPEC préparés par ultracentrifugation, effectués
avec des polyélectrolytes synthétiques, ont permis de mettre la lumiére sur le potentiel de ces
matériaux, tout particulierement dans le domaine médical. En effet, ces CoPEC, formulés
selon une procédure relativement simple, avaient notamment des comportements mécaniques
modulables et comparables a ceux de certains éléments du corps humain tels que le noyau
gélatineux des disques intervertébraux ou encore le cartilage.

Les polyélectrolytes synthétiques n’étant cependant pas idéaux pour une utilisation en
milieu biologique des matériaux, les travaux de recherche sont depuis quelques années
maintenant axés vers le développement de CoPEC a base de polyélectrolytes d’origine

naturelle.
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I11. 4. 3. Vers des CoPEC biosourcés

Dans I’optique du développement de CoPEC biosourcés pouvant étre plus adaptés a
une utilisation a des fins médicales, des premiers travaux ont porté sur le couple
polycation/polyanion poly(hydrochlorure d’allylamine) (PAH)/poly(acide acrylique) (PAA)
(Figure 31). En effet, bien que ces polyélectrolytes ne soient pas naturels a proprement parler,
leurs chaines latérales présentent des structures proches de celles des acides aminés. Ils
constituaient donc un premier modéle acceptable dans le cadre du futur développement de
CoPEC d’origine naturelle.

PAH PAA

Figure 31 : Structures du poly(hydrochlorure d’allylamine) (PAH) et du poly(acide acrylique) (PAA).

I11. 4. 3. 1. Les CoPEC PAH/PAA, des matériaux aux propriétés contrdlables

En 2012, Reisch et al.’%? ont pour la premiére fois appliqué la méthode de préparation
de CoPEC par ultracentrifugation au couple polycation/polyanion PAH/PAA, un couple
précédemment étudié dans le cadre de la formation de multicouches de polyélectrolytes.’* 88

Apres avoir démontré que des CoPEC pouvaient bien étre obtenus avec ce couple, les
auteurs ont prouvé gque la composition du matériau final, ¢’est-a-dire le ratio PAH : PAA,
pouvait étre ajustée en variant I'ordre et la vitesse d’addition des polyélectrolytes, la
concentration en polyélectrolytes des solutions ou encore le pH. Ils ont alors découvert que
les matériaux obtenus sont spontanément poreux et que cette porosité peut, elle aussi, étre
modulée en faisant varier certains paramétres comme la composition du CoPEC, le pH ou

encore la concentration en sel lors du procédé (Figure 32).
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Made in [NaCl]

1.0M 1.5M 25M

Figure 32 : Influence de la concentration en sel sur la microstructure d'un CoPEC PAH/PAA préparé
par ultracentrifugation. Selon Reisch et al.?%

De plus, les auteurs ont montré que les propriétés mécaniques du CoPEC PAH/PAA
pouvaient étre modulées, en particulier en agissant sur la densité de réticulations entre les
chaines de polymeres, ce qui pouvait alors étre fait en faisant varier le ratio PAH : PAA dans

le matériau ou encore en modifiant la concentration en sel.

Ce premier travail sur le développement de CoPEC PAH/PAA était donc tres
prometteur, en particulier grace au fin contrdle que I’opérateur pouvait avoir sur les propriétés
finales du matériau, en faisant simplement varier certaines conditions de formulation. Ces
résultats ont alors encouragé la conduite de travaux d’exploration plus approfondis sur ce type
de CoPEC.

I11. 4. 3. 2. Les COPEC PAH/PAA comme supports d’immobilisation d’enzymes

A la suite du développement prometteur du premier CoPEC PAH/PAA, en 2013,
Tirado et al.*® ont étudié la capacité de ce CoPEC a immobiliser une enzyme modele, la
phosphatase alcaline (ALP), afin d’obtenir un biomatériau bioactif. Ils ont ainsi utilisé une
méthode similaire au travail de Reisch et al.!%? mais en incorporant ’enzyme dans une des
solutions de polyélectrolytes de départ. L’interaction d’une enzyme avec un polyélectrolyte se
faisant généralement par des interactions entre les groupements chargés de I’enzyme et du
polyélectrolyte et I’ALP présentant a la fois des charges positives et négatives, cette protéine
peut aussi bien réagir avec le PAA qu’avec le PAH. C’est la raison pour laquelle différents
essais de formulation ont ét¢ menés par les auteurs. D’une part, il a été essayé d’introduire
I’ALP dans les deux solutions et d’autres part différentes méthodes de mélange des deux

solutions de polyélectrolytes pour la formation des complexes ont été mises en ceuvre, a
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savoir un mélange simultané des deux solutions de polyélectrolytes, I’ajout de la solution de

PAH dans celle de PAA ou I’inverse (Figure 33).
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Figure 33 . Les différentes méthodes de formulation de CoPEC PAH/PAA contenant de I’ALP testées.
Selon Tirado et al.*®

Dans tous les cas de figure, la méthode de formulation a permis 1’obtention d’un
matériau compact en fin de procédé. L’utilisation d’une ALP marquée par la rhodamine
fluorescente et d’une méthode de spectroscopie de fluorescence a cependant permis de
déterminer les conditions optimales d’immobilisation de I’enzyme dans le CoPEC. Il a alors
¢ét¢ montré que I’immobilisation était meilleure dans le cas ou I’ALP était dans un premier
temps introduite dans la solution de PAH, ce qui a éte expliqué par la charge nette négative de
I’enzyme menant alors a une interaction plus importante avec les groupements cationiques du
polymére. D’autre part, ’immobilisation était plus efficace lorsque la solution de PAA était
ajoutée a celle de PAH-ALP. En outre, une fois formulé, ’immersion du CoPEC PAH/PAA +
ALP, méme coupé en morceaux, dans une solution saline ne permettait pas de détecter de
fluorescence significative dans la solution, prouvant que la protéine était bien liée au matériau
et pas seulement piégée dans ses pores.

Apreés avoir optimisé la formulation du CoPEC PAH/PAA contenant I’ALP, les
auteurs ont démontré que I’immobilisation de I’ALP dans le matériau ne I’avait pas
désactivée. Pour cela, ils ont fait usage d’une molécule modéle, le p-nitrophénylphosphate,

dont I’hydrolyse, catalysée par I’ALP, produit un composé, le p-nitrophénol, absorbant a
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405 nm et permettant donc un dosage. Ils ont également prouvé que I’activité de 1’enzyme
pouvait étre modulée en faisant varier la concentration en sel de la solution dans laquelle les
tests étaient menés et que le matériau pouvait étre réutilisé plusieurs fois en conservant
I’activité enzymatique de I’ALP. En outre, en plus de préserver I’activité de 1’enzyme, le
CoPEC permettait de protéger ’ALP d’une dégradation thermique. Les auteurs ont alors mis
a profit cette protection thermique, permettant d’atteindre des activités enzymatiques plus

importantes.

Ainsi, le CoPEC PAH/PAA peut étre utilis€ comme support d’enzymes, permettant
alors la catalyse de nombreuses réactions, en particulier en milieu biologique et donc dans des

applications médicales.

I11. 4. 3. 3. Les CoPEC PAH/PAA comme matériaux autoréparants

A la suite d’observations selon lesquelles des morceaux d’un CoPEC PAH/PAA
préparé par ultracentrifugation avaient spontanément tendance a se coller entre eux lorsqu’ils
étaient immergés dans des solutions salines sans changement de température particulier,
Reisch et al.»% ont mené en 2014 une étude visant & évaluer les propriétés d’autoréparation de
ce type de CoPEC.

Ils ont tout d’abord étudié la résistance a I’étirement présentée par deux morceaux de
CoPEC PAH/PAA mis au contact I’'un de ’autre pendant différents intervalles de temps et

dans des solutions aqueuses de NaCl a des concentrations variees (Figure 34).

0" Yo
Na’\’,
PAA

15 min
contact

stretching

Figure 34 : Représentation de la procédure de test de la résistance a l’étirement de morceaux de
CoPEC PAH/PAA coupés et remis en contact en solution saline. Selon Reisch et al.*%®

A 2,5 M en NaCl aqueux, le matériau obtenu par mise en contact des deux morceaux

de CoPEC PAH/PAA présentait alors une élongation maximale de plus de 500 %, une
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contrainte a la rupture de ’ordre de 3,2 MPa, un module de Young de I’ordre de 300 kPa ainsi
qu’une dureté de 1,7 MJ/m3, soit des propriétés mécaniques trés impressionnantes pour un
matériau « réparé » (le module de Young étant par exemple comparable a celui de la peau).t04
Les propriétés mécaniques du matériau, et en particulier son élongation maximale, étaient
alors dépendantes de la concentration en sel, diminuant a mesure que cette concentration
décroissait. Les temps de relaxation en 3C RMN étant connus pour corréler la mobilité des
groupements fonctionnels analysés, les mesures de ceux-ci ont permis aux auteurs de mettre
en évidence que le mécanisme de réparation du matériau impliquait une augmentation de la
mobilité des chaines de polyélectrolytes due a une diminution de la quantité de liaisons
électrostatiques entre ces chaines du fait de la présence de sel, ce qui peut se résumer a

I’équation :

Pol*Pol's + Na*aq + Cl'ag = Pol*Cls + Pol'Na‘s

avec Pol* et Pol respectivement les unités ioniques du polycation et du polyanion, « aq » la
phase aqueuse et « s » la phase solide constituée par le complexe de polyélectrolytes.

Une seconde expérience, durant laquelle le CoPEC n’a été que partiellement coupé
afin de s’affranchir de I’intervention manuelle de I’opérateur, a également été réalisée par les
auteurs afin de pouvoir estimer la capacité d’autoréparation du matériau. Un CoPEC
PAH/PAA a ainsi été partiellement coupé puis placé pendant 2 h dans du NaCl aqueux a 1 M.
Il a ensuite ét¢ légerement étiré pour apprécier le début de 1’autoréparation avant d’étre
replacé 8 h dans la solution saline. En fin de manipulation, une autoréparation quasiment

totale du matériau a alors été constatée (Figure 35).

Figure 35 : Autoréparation du CoPEC PAH/PAA. Selon Reisch et al.%
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Ainsi, le CoPEC PAH/PAA est un matériau doté d’une capacité d’autoréparation
rendue possible par I’interdiffusion des chaines de polyélectrolytes le long de la zone
endommageée, interdiffusion favorisée par la présence de sel augmentant la mobilité de ces
chaines. Cette propriété est d’un grand intérét dans le cadre de I’utilisation de ce CoPEC en
tant que biomatériau, notamment car elle permettrait a celui-ci de s’autoréparer in situ. En
comparaison avec de nombreux autres matériaux polymériques autoréparants, ce CoPEC
présente en outre 1’avantage de ne pas nécessiter la modification des polyméres ou

I’intervention d’une autre substance chimique pour s’autoréparer.

Les premieres études sur les CoPEC PAH/PAA, modeéles pour le développement de
CoPEC biosourcés, ont ainsi produit des résultats trés intéressants dans 1’optique d’une
utilisation de ces matériaux dans le domaine médical, avec une facilit¢ d’ajustement des
propriétés du matériau, une capacité de ce dernier a immobiliser et protéger une enzyme ainsi
qu’une faculté d’autoréparation. Motivées par ces résultats prometteurs, les recherches sur les
CoPEC sont actuellement dirigées vers le développement de matériaux a base de
polyélectrolytes biosourcés et en particulier a base du couple polycation/polyanion

chitosan/alginate.

I11. 4. 3. 4. Le CoPEC chitosan/alginate comme biomatériau empéchant 1’adhésion de

cellules et de bactéries

Trés récemment, en 2017, Phoeung et al.!% ont pour la premiere fois adapté avec
succes la méthode de préparation de CoPEC par ultracentrifugation décrite précédemment au
couple polycation/polyanion chitosan/alginate (de sodium), deux polysaccharides biosourcés.

Différentes concentrations en sel, concentrations en polyélectrolytes et vitesses
d’ultracentrifugation (Figure 36) ont été évaluées afin de déterminer les conditions optimales
([sel]] = 1M NaBr, [polyélectrolytes] = 1,25 mg/mL, vitesse d’ultracentrifugation =
308 000 g) de préparation pour I’obtention d’un COPEC homogéne, manipulable et

faconnable.
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Figure 36 . Impact de la vitesse d’ultracentrifugation sur la formulation d’'un CoPEC
chitosan/alginate. Selon Phoeung et al.}%®

L’évaluation des propriétés rhéologiques du matériau ainsi obtenu a permis de
démontrer d’intéressantes propriétés mécaniques pour ce CoPEC, avec notamment un module
de Young de I’ordre de 12 MPa, comparable a celui de 1’épiderme (9 MPa). Des tests
biologiques ont de plus permis aux auteurs d’affirmer que ce matériau n’est pas cytotoxique et
que, malgré son important module de Young, il présente la faculté remarquable d’empécher
I’adhésion de cellules telles que des fibroblastes ou des pré-ostéoblastes mais aussi de
bactéries telles que les Staphylococcus aureus. Enfin, les auteurs ont également mis en

évidence le caractere non pro-inflammatoire du nouveau CoPEC chitosan/alginate.

Ainsi, le CoPEC chitosan/alginate est un matériau tres prometteur pour le domaine
biomédical. Son caractére antiadhésif le rend par exemple intéressant dans le cadre
d’applications telles que le développement d’instruments médicaux ne devant pas adhérer aux

tissus biologiques (cathéters, etc.).
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V. Objectifs de la these

Ainsi, de nombreux travaux ont a ce jour déja été conduits concernant le
développement de biomatériaux performants. Ces biomatériaux peuvent émaner des quatre
principales familles de matériaux, a savoir les métaux, les céramiques, les polymeéres et les
composites.

De nombreux travaux ont également été menés concernant un type particulier de
polymere, les polyélectrolytes, et plus particulierement sur les associations de polyélectrolytes
chargés de maniere opposée, c’est-a-dire les complexes de polyélectrolytes. Malgré la
réputation initiale de ces complexes, considérés comme impossibles a mettre en forme,
plusieurs méthodes ont vu le jour afin de les formuler pour obtenir des matériaux d’intérét,
notamment pour le domaine biomédical. La méthode « layer by layer », notamment, a
constitué une premiere percée dans le domaine, permettant de recouvrir des surfaces afin de
donner a ces dernieres de nombreuses propriétés physico-chimiques. Une seconde avancée
majeure dans le domaine des complexes de polyélectrolytes a été constituée par le
développement de plusieurs méthodes permettant d’obtenir des matériaux compacts aux
propriétés plastiques : les complexes de polyélectrolytes compacts ou CoPEC.

Trois méthodes de formulation permettant 1’obtention de CoPEC ont été récemment
développees : I’extrusion, la sédimentation/évaporation et 1’ultracentrifugation en présence de
sels. Cette derniére a été appliquée a plusieurs couples polycation/polyanion, permettant tous
I’obtention de CoPEC aux propriétés trés intéressantes dans 1’optique d’une utilisation en tant
que biomatériaux. Les premiers couples de polyélectrolytes étaient purement synthétiques
(PDADMA/PMAA et PDADMAV/PSS) puis un couple de polyélectrolytes synthétiques mais a
la structure proche de celle d’¢léments naturels a été utilisé (PAH/PAA) avant 1’adaptation de
la méthode d’ultracentrifugation a un couple constitué¢ de polyélectrolytes biosourcés, le

couple chitosan/alginate.

Les premiers travaux sur le CoPEC chitosan/alginate formulé par ultracentrifugation
¢tant trés prometteurs dans ['optique du développement de biomatériaux biosourcés
performants, I’objectif principal de cette thése était la fonctionnalisation de ce nouveau
CoPEC afin de lui conférer une capacité de piégeage et de relargage de substances actives.
L’application premiere envisagée pour ce nouveau type de matériau était alors le traitement

des maladies inflammatoires. Dans ce contexte, la stratégie était d’utiliser la B-cyclodextrine,
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une molécule-cage ayant la capacité de former des complexes d’inclusion réversibles avec de
nombreuses molécules hydrophobes et en particulier avec diverses substances actives telles
que des anti-inflammatoires.

Dans un premier chapitre, des points bibliographiques sur les alginates, le chitosan et
les cyclodextrines seront exposés et les principales syntheses chimiques effectuées au cours
de cette thése, notamment pour fonctionnaliser le chitosan et I’alginate avec la [3-
cyclodextrine, seront détaillées.

Dans un second chapitre, aprés une introduction bibliographique concernant les
associations entre le chitosan et l’alginate dans le domaine biomédical, les différents
matériaux formulés, sous forme de CoPEC bruts, de microparticules et de membranes, a partir
des polymeres fonctionnalisés ou non par la B-cyclodextrine seront exposés et leur
caractérisation sera abordée.

Enfin, dans un dernier chapitre, une introduction concernant I’inflammation sera tout
d’abord proposée. Les études biologiques in vitro menées concernant les propriétés anti-
inflammatoires intrinseques de divers matériaux formulés seront ensuite présentées.
L’inclusion de deux substances actives anti-inflammatoires, le piroxicam et la prednisolone,
dans ces matériaux afin d’accentuer leurs effets anti-inflammatoires sera par la suite
présentée, ainsi que les nouvelles études biologiques in vitro conduites sur les biomatériaux
ainsi obtenus. Une partie finale concernera le développement préliminaire d’une nouvelle
stratégie permettant €galement d’inclure des molécules hydrophiles dans les nouveaux

matériaux développés.
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Chapitre 2 : Synthése des molécules-outils pour la formulation de CoPEC fonctionnels

De nos jours, de plus en plus de biomatériaux a base d’¢léments naturels sont
développés. En effet, ces composants sont généralement considérés comme plus adaptés étant
donnée leur proximité avec les molécules biologiques.

Dans ces travaux, deux polysaccharides biosourcés actuellement trés étudiés par la
communauté scientifique, le chitosan et ’alginate, ont été utilisés comme composants de base
de nouveaux biomatériaux fonctionnels et bioactifs. Ces deux polyméres n’ayant a priori pas
de capacité intrinseque a contenir et relarguer des molécules actives, ils ont été modifiés par
une molécule spécifique permettant un tel comportement : la B—cyclodextrine. Celle-ci a alors
été modifiée de diverses manieres afin de pouvoir étre greffée sur les deux polymeres.

La cyclodextrine étant plutdt adaptée a 1’inclusion de molécules hydrophobes, une
seconde stratégie a été mise en place afin de rendre possible I’inclusion de molécules
hydrophiles dans les biomatériaux. Des molécules spécifiques contenant une partie formant
un complexe d’inclusion avec la P—cyclodextrine (’adamantane et le cholestérol) et une
partie reactive (une fonction maléimide) vis-a-vis de molécules hydrophiles contenant par
exemple un groupement thiol ont ainsi été synthétisées. Incluses dans les cyclodextrines des
polyméres modifiés, ces molécules permettront alors 1’incorporation indirecte de molécules
hydrophiles dans ces nouveaux biomatériaux.

Dans ce chapitre, apres une introduction bibliographique sur le chitosan, les alginates
et les cyclodextrines, les diverses syntheses chimiques réalisées au cours de cette these seront

détaillées.
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I. Le chitosan, les alginates et les cyclodextrines comme molécules-

outils pour la formulation de matériaux d’intérét biomédical

I. 1. Les alginates et le chitosan dans le domaine biomédical
I. 1. 1. Les alginates

I. 1. 1. 1. Obtention des alginates

Les alginates sont des polyméres anioniques naturels généralement obtenus a partir
d’algue brune (Phaeophyceae). Ces polyméres sont extraits de 1’algue par traitement par des
solutions alcalines (de soude aqueuse par exemple). L’extrait est filtré et du chlorure de
sodium ou de calcium est ajouté au filtrat pour précipiter 1’alginate sous forme de sel. Une
poudre hydrosoluble d’alginate de sodium ou de calcium est finalement obtenue aprés
purification.1% L’acide alginique peut ensuite étre obtenu a partir de ces sels d’alginate par
traitement a ’acide chlorhydrique. Une autre voie de production d’alginates, par biosynthése

bactérienne (par des bactéries des genres Azotobacter et Pseudomonas), existe également.’

I. 1. 1. 2. Composition des alginates

Les alginates sont des copolymeéres linéaires composés de blocs de résidus de B-D-

mannuronate et d’a-L-guluronate liés en (1,4) (Figure 37).
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Figure 37 : Structure de ’alginate. C+ = contre-ion cationique.

Ces blocs sont constitués d’une répétition de cycles p-D-mannuronate, d’une

succession de cycles a-L-guluronate ou d’une alternance de ces deux types de cycle. Les
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alginates extraits de différentes sources varient par leur composition en les différents cycles
ainsi que par la longueur de chaque bloc, si bien que plus de 200 types différents d’alginate
sont actuellement produits. La masse molaire des alginates de sodium commercialement
disponibles varie de 32000 a 400 000 g/mol. Plus la masse molaire d’un alginate est
importante, plus ses propriétés physiques pourront étre intéressantes mais plus les solutions
obtenues lors des procédés de préparation seront visqueuses. Ainsi, lors de la sélection d’un
alginate, la masse molaire de celui-ci est un paramétre clé qui doit étre considéré en fonction
des propriétés physiques du matériau final envisagé et du procédé de fabrication mis en ccuvre

pour la formulation de ce matériau.%’

I. 1. 1. 3. Fonctionnalisation des alginates

Comportant des groupements hydroxyles ainsi qu’une fonction carboxylate, les
alginates sont susceptibles d’étre chimiquement modifiés afin de moduler les propriétés du
polymeére final. Dans leur revue, Pawar et Edgar'®® ont ainsi répertorié les principales chimies
ayant été publiées concernant les alginates. Les principales fonctionnalisations de ces
polymeéres apparaissent alors comme étant leur acétylation,%-11 leur phosphorylation,*> leur
sulfatation, 15118 leur modification par des groupements hydrophobes,*1%1?* leur modification
par des molécules de signalisation permettant I’attachement cellulaire comme par exemple le
galactose!?127 ou le peptide d’adhésion cellulaire GRGDY2 et le greffage de polyméres sur

leur chafne.129-136

I.1.1. 4. Formulation des alginates

Les alginates peuvent étre formulés sous trois formes principales :**

e sous forme d’hydrogels, qui sont des réseaux tridimensionnels composés de
polyméres hydrophiles et contenant une quantité importante d’eau. Ces hydrogels
d’alginate peuvent alors étre obtenus de différentes manieres comme par réticulation
ionique (en utilisant des ions divalents tels que le Ca®*, le Mg?* ou encore le Fe?* en
tant qu’agents de réticulation), par transition de phase, par polymérisation radicalaire

ou encore plus récemment par chimie « click » ;
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e sous forme de microsphéres pouvant étre solides et préparées par émulsion et
évaporation de solvant ou composées de gel et dans ce cas préparées par réticulation
ionique en milieu aqueux ;

e sous forme d’échafaudages poreux fabriqués par lyophilisation ou encore par

électrofilage de nanofibres.

I. 1. 1. 5. Application des alginates dans le domaine biomédical

Du fait notamment de leur biocompatibilité, leur faible toxicité et leur faible codt, les
alginates sont tres utilisés dans le domaine biomédical.X%” Dans la littérature, ils peuvent alors
étre retrouves sous leurs différentes formes décrites précédemment pour diverses applications

comme la délivrance de molécules actives ou I’ingénierie tissulaire (Tableau 5).
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Tableau 5 : Exemples d’application de [’alginate dans le domaine biomédical.

Forme de I’alginate Type d’application

Hydrogels Ingénierie tissulaire

Délivrance d’éléments
actifs biologiques
Microspheéres Délivrance de

molécules actives

Délivrance d’éléments

actifs biologiques

Echafaudages Ingénierie tissulaire

poreux

l.1. 2. Le chitosan

I. 1. 2. 1. Obtention du chitosan

Exemples
Régénération osseuse!®
Matrice extracellulaire synthétique!?®
Injection intracoronaire pour remodelage
cardiaque®®

Facteurs de croissancel4% 141

Cellules!#?
Isoniazide (antimycobactérien),43
théophylline (bronchodilatateur),44

tartrate de métoprolol (B-bloquant),4
furosémide (diurétique),'*® rifampicine et
(antibiotiques),t4”: 148
ibuproféne  (AINS),!49

(antidiabétique)t*

gatifloxacine

metformine

Insuline!®?

Nétrine-1 (protéine de guidage axonal)!®?
Cellules  souches
(CS M)153—156
ADN157’ 158

Glucocérébrosidasel®?

mésenchymateuses

Régénération osseuse6? 161

Régénération du cartilage'®

Le chitosan est un polymére obtenu a partir de la chitine. Cette chitine, ou poly (B-(1-
4)-N-acétyl-D-glucosamine) (Figure 38), est un polysaccharide naturel synthétisé par une
grande variété d’organismes vivants. C’est le biopolymére le plus abondant au monde apres la

cellulose.163
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OH
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OHO
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Figure 38 : Structure de la chitine.

La chitine se présente a 1’état naturel sous forme de microfibrilles cristallines,
participant notamment a la structure de I’exosquelette des arthropodes. Elle se retrouve
également dans d’autres organismes vivants, remplissant des fonctions liées au renforcement
et a la résistance de certaines parties de 1’organisme (carapace des crabes et crevettes, etc.).

Ce polymére est insoluble dans tous les solvants communs. 63
I. 1. 2. 2. Composition du chitosan

La désacétylation partielle (a hauteur d’au moins 50 %) de la chitine en conditions
alcalines (soude aqueuse concentrée) ou par hydrolyse enzymatique en présence de chitine-
désacétylase forme le chitosan, qui est le dérivé le plus important de la chitine en termes
d’applications.'63

Le chitosan (Figure 39) est un polymére semi-cristallin a 1’état solide, qui est soluble
en milieu acide par protonation de ses fonctions amines primaires, formant alors un

polyélectrolyte cationique.'6 1l posséde une masse molaire allant de 300 a 1000 kDa.'64

OH OH OH OH

o o] o) o) o]
HO o) o) o)
NH; 10 NH, |0 NHCOCHZ]O NH, OH
m n

Figure 39 : Structure du chitosan.

I. 1. 2. 3. Fonctionnalisation du chitosan

Présentant plusieurs fonctions reéactives (-NHz, -OH), le chitosan peut-étre
chimigquement modifié afin de lui conférer diverses propriétés. La réactivité de sa fonction
amine primaire permet par exemple d’obtenir un chitosan triméthylé, N-succinylé, thiolé ou
encore sous forme d’azoture.'®® Il est également possible de synthétiser un chitosan lié a un

élement de reconnaissance spécifique de cellules, virus ou bactéries comme un sucre tel que
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le galactose,*®® par réaction de I’amine primaire du polymere. Des chitosans liés a des éthers
couronnes ont également été préparés avec succes, conférant alors au polymere une plus forte

capacité de complexation ainsi qu’une meilleure sélectivité pour les ions métalliques.*6°

I. 1. 2. 4. Formulation du chitosan

Le chitosan peut étre formulé sous quatre formes principales :163

¢ sous forme d’hydrogels, qui peuvent alors étre obtenus par réticulation du chitosan
en utilisant des agents de réticulation*®” ou des anions multivalents ;68

e sous forme de films, qui sont le plus souvent obtenus par dissolution du chitosan
puis moulage et séchage,'® éventuellement en présence d’un plastifiant®’® et suivi
d’une réticulation ;11

e sous forme de fibres, qui peuvent par exemple étre formulées par extrusion’? ou
encore par injection d’une solution de chitosan dans un bain de coagulation ;173

e sous forme d’éponges, souvent préparées par lyophilisation d’une solution de

chitosan.1

I. 1. 2. 5. Applications du chitosan dans le domaine biomédical

On retrouve ainsi le chitosan, sous forme modifiée ou non, dans des domaines tres
variés tels que D’agriculture (enrobage des semences, protection antigel...), 1’alimentaire
(conservateurs, revétements antibactériens...) ou encore le traitement des déchets et des eaux
(retrait d’ions métalliques, réduction des odeurs...). Tout comme les alginates, on retrouve
dans la littérature le chitosan plus particulierement dans le domaine des biomatériaux, sous

ses quatre formes principales (Tableau 6).163
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Tableau 6 : Exemples d’application du chitosan dans le domaine biomédical.

Forme du chitosan Type d’application Exemples
Hydrogels Délivrance de Thymol (antimicrobien),!”> amoxicilline
molécules actives (antibactérien),'’®: 177 hydrochlorure de
benzydamine (AINS),"® doxorubicine et
docétaxel (antitumoraux),’® héparine
(anticoagulant)!&°
Cicatrisation de plaies®! 18 et brlilures!8s 184
Ingénierie tissulaire = Régénération du cartilage!®®
Traitement de la hernie discale'8
Adhésif pour tissust’’
Délivrance d’éléments | CSM,*®”  facteurs de croissance,*t®
actifs biologiques protéines®®
Films Délivrance de Paclitaxel (antitumoral),t®
molécules actives dexaméthasone (corticoide),'%*
antibiotiques, % 193 griséofulvine
(antifongique),** metformine
(antidiabétique)*™
Délivrance d’éléments | CSM169. 19
actifs biologiques Protéines'®®
Ingénierie tissulaire = Régénération osseuse!’!: 1%
Cicatrisation!70: 195, 197
Fibres Systémes fibreux antibactériens8-200
Cicatrisation?0%: 202
Ingénierie tissulaire | Reconstruction nerveuse,?% du
Iigament,2°4 de 190S172, 173, 205, 206
Eponges Matériaux antimicrobiens?7. 208

Cicatrisation209-213

Délivrance de

molécules actives

Vancomycine, amphotéricine B et

215

amikacine (antibiotiques),?*

hydrochlorure de buspirone

(anxiolytique)?®

Ingénierie tissulaire

Régénération osseuse,'’* du cartilage®'’
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Ainsi, les alginates et le chitosan sont des macromolécules de choix pour le
développement de biomatériaux polymériques et c’est pourquoi ils ont été choisis comme

composants de base des CoPEC formulés au cours de cette these.
I. 2. Les cyclodextrines comme molécules cages aux multiples intéréts

I. 2. 1. Nature des cyclodextrines « natives »

Les cyclodextrines sont des oligosaccharides cycliques obtenus lors de la dégradation
enzymatique de I’amidon par transglycosylation intramoléculaire opérée par la cyclodextrine
glucanotransferase. Les cyclodextrines « natives » sont composées de six, sept ou huit unites
glucopyranoses liées en a-(1,4) et sont alors respectivement nommees o—, B— et y—

cyclodextrines en fonction du nombre de ces unités (Figure 40).2%8

on éﬁ %mﬂéﬁ o o% O&ﬁ

OH

Figure 40 : Structures des trois cyclodextrines « natives ».

A partir des cyclodextrines « natives », divers dérivés peuvent étre synthétisés,
principalement par fonctionnalisation de leurs groupements hydroxyles primaires et
secondaires. Ces fonctionnalisations peuvent par exemple étre des aminations, des
estérifications ou encore des éthérifications. En fonction de I’application visée (comme par

exemple le greffage sur un polymére) une cyclodextrine peut donc étre modifiée a souhait.?*®

I. 2. 2. Formation de complexes d’inclusion a base de cyclodextrines

Les cyclodextrines ont la particularité d’avoir une structure en forme de cdne tronqué

présentant une surface externe hydrophile, du fait de la présence de groupements hydroxyles
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secondaires sur la partie externe la plus large et primaires sur la partie externe la moins large,
et une cavité interne hydrophobe résultant notamment de la présence d’éléments apolaires que
sont les carbones et les oxygénes en liaison éther (Figure 41). Ainsi, les cyclodextrines sont
des molécules cages qui ont la capacité de former des complexes d’inclusion avec diverses

molécules « invitées » hydrophobes.?®

Cavite interne
hydrophobe

Surface externe
hydrophile

Figure 41 : Représentation schématique d 'une cyclodextrine.

Une des principales différences entre les trois cyclodextrines « natives » est la taille de
leur cavité interne et donc également le volume de cette cavité (Tableau 7). Ces différences
définissent le type de molécule que ces cyclodextrines peuvent contenir car la formation d’un
complexe d’inclusion entre une cyclodextrine et la partie apolaire d’une molécule invitée
dépend grandement de la compatibilité de taille entre ces molécules et la cavité interne de la
cyclodextrine en question. Ainsi, I’a-cyclodextrine permet de former des complexes avec des
molécules de faible poids moléculaire ou contenant une chaine aliphatique, la B-cyclodextrine
est particulierement adaptée a la complexation de cycles aromatiques et d’hétérocycles et la
y—cyclodextrine est, quant a elle, a privilégier pour la complexation de molécules plus grosses

telles que des macrocycles.?*®

Tableau 7 : Taille et volume de la cavité interne des cyclodextrines « natives ».

a-cyclodextrine | B-cyclodextrine | y-cyclodextrine
Taille de la cavité interne (A) 4,7-5,3 6,0 - 6,5 75-8,3
Volume de la cavité interne (A3) 174 262 427
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La principale force motrice de la formation d’un complexe d’inclusion impliquant une
cyclodextrine est le gain d’entropie provoqué par la sortie de molécules d’eau de la cavité lors
du processus de complexation. Ces molécules d’eau sont alors remplacées par des parties plus
hydrophobes pour former une association apolaire-apolaire menant alors a un état de plus
basse énergie, donc plus stable. Le complexe ainsi formé se trouve alors en équilibre
dynamique principalement régi par des interactions faibles (de type Van Der Waals); aucune
liaison covalente n’est créée ou rompue durant la complexation. Ces complexations peuvent
avoir lieu aussi bien a I’état cristallin qu’en solution. Dans ce dernier cas de figure, le solvant
privilégié est I’eau mais la complexation peut également étre menée dans un systéme a co-
solvants impliquant n’importe quel solvant organique.

En général, une seule molécule invitée est incluse dans une cyclodextrine, formant
alors un complexe d’inclusion steechiométrique (ratio cyclodextrine : molécule invitée de
1:1). Néanmoins, dans le cas de certaines molécules de faible poids moléculaire, plus d’une
molécule peuvent étre incluses dans la cavité d’une cyclodextrine. De la méme maniere, dans
le cas de molécules invitées de haut poids moléculaire, plus d’une cyclodextrine pourront étre

impliquées dans des complexes d’inclusion aveC une unique molécule invitée (Figure 42).2%
219

Figure 42 : Illustrations de complexes d’inclusion a base de cyclodextrine, en fonction du ratio
cyclodextrine : molécule invitée.

I. 2. 3. Applications des cyclodextrines

La complexation par les cyclodextrines permet d’améliorer les propriétés apparentes
des molécules invitées. Elle peut par exemple augmenter leur solubilité en milieux aqueux, les
protéger de la chaleur ou de la lumiére ou encore contréler leur volatilité. Les cyclodextrines
trouvent donc de trés nombreuses applications dans des domaines aussi variés que 1’industrie

alimentaire, cosmétique, textile ou encore pharmaceutique (Tableau 8).
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Tableau 8 : Exemples d’application des cyclodextrines.

Industrie

Alimentaire

Cosmetique

Textile

Pharmaceutique

Exemples d’application
Encapsulation d’ardmes?%°
Masquage d’amertume??!
Délivrance de molécules odorantes??
Encapsulation d’agents de protection solaire??3-22°
Limitation de la pénétration cutanée de conservateurs??®
Agent de lavage en solution??’
Teinture??8
Incorporation  de  molécules  actives  (odorantes,
antimicrobiennes)??®
Délivrance de substances actives (petites molécules,

génes...)?%0. 231

Parmi les trois cyclodextrines « natives », la B—cyclodextrine (BCD) est la plus

accessible et la moins colteuse. De plus, du fait de sa capacité a former des complexes

d’inclusion avec des composés aromatiques et hétérocycliques, elle est particulierement

employée dans le domaine biomédical, ce qui justifie son utilisation dans ces travaux de these.

Dans ces travaux, deux polyélectrolytes ont été utilisés : I’alginate de sodium et le

chitosan. Les principales fonctions réactives du chitosan sont des alcools et surtout une

fonction amine primaire. Celles de ’alginate de sodium sont des alcools et un carboxylate.

Ainsi, dans le cadre de cette thése, afin de lier chimiquement la B-cyclodextrine a ces deux

polymeéres, des fonctionnalisations préalables de la cyclodextrine étaient nécessaires.
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Il. Modification de la B—cyclodextrine en vue de son greffage sur

le chitosan et I’alginate

Il. 1. Modification de la B-cyclodextrine pour la fonctionnalisation du

chitosan

Pour le greffage de la cyclodextrine sur le chitosan, il a été choisi de suivre des
procédures existantes consistant a introduire un groupement tosyle sur la cyclodextrine puis a
effectuer une substitution nucléophile impliquant ce groupement comme groupement partant
et ’amine nucléophile du chitosan.

Dans un premier temps, une méthode de tosylation de la B—cyclodextrine, utilisant la
pyridine réputée comme étant le solvant optimal pour la monotosylsation, sur le groupement
hydroxyle situé sur le carbone en position 6 de la cyclodextrine et menant a priori a de bons
rendements, a été envisagée.?® Cependant, la pyridine ne pouvant pas étre totalement
éliminée en fin de réaction (signaux détectables en *H RMN) et menant alors & un produit de
faible pureté non satisfaisant pour un greffage ultérieur sur les polymeres, une autre
méthode?*® n’impliquant pas I’utilisation de pyridine a été mise en ceuvre.

Dans cette méthode, la tosylation a eu lieu via une substitution nucléophile entre
I’hydroxyde en position 6 de la cyclodextrine et le chlorure de tosyle dans une solution
aqueuse de soude (Schéma 1). De plus, la précipitation/purification du produit apres réaction
a éteé effectuée par acidification du milieu grace a I’utilisation d’une résine échangeuse de
protons, facilement extractible, permettant le remplacement des ions sodium du milieu par des
protons. La solubilité dans 1’eau de la cyclodextrine tosylée étant bien inférieure a celle de la
B—cyclodextrine native (< 0,04 g/100 mL d’ecau contre environ 1,859/100 mL), la
cyclodextrine n’ayant pas réagi a facilement été éliminée aprés filtration et lavage a 1’eau du

produit précipité.
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OH
o Ho0 / NaOH 2,5 M

OH ~07, 0:58:0 Résine échangeuse
cl de protons

Schéma 1 : Tosylation de la p-cyclodextrine.

La tosylation a été vérifiée par la présence de signaux propres au groupement tosyle
(6=2,43; 7,43 et 7,75 ppm) sur le spectre *H RMN, permettant également de noter un ratio
entre les molécules de cyclodextrine et les groupements tosyle de I’ordre de 1 : 1.

Malgré un rendement relativement faible (23 %) mais néanmoins cohérent par rapport
a la littérature de référence (rendement de 35 % obtenu par Tripodo et al.?%), cette méthode a
permis 1’obtention d’une cyclodextrine monotosylée 1 d’une bien meilleure pureté (pas de
solvant résiduel dans le produit) que lors des premiers essais de synthese et donc beaucoup

plus adaptée a une utilisation ultérieure lors du greffage sur le chitosan.

Il1. 2. Modification de la B-cyclodextrine pour la fonctionnalisation de

I’alginate

Concernant le greffage de la cyclodextrine sur I’alginate de sodium, une des deux
stratégies envisagées consistait a faire réagir une cyclodextrine monoaminée sur les
groupements hydroxyles activés de I’alginate.

La synthese de la B—cyclodextrine aminée, basée sur les travaux de Xu et al.,?3* a alors
été effectuée en deux étapes en partant de la cyclodextrine monotosylée. Premierement, le
groupement tosyle de la cyclodextrine monotosylée 1 a été converti de maniére quantitative
en azide par une substitution nucléophile impliquant I’azoture de sodium, 1’azoture étant
nucléophile et le tosyle étant un bon groupement partant (Schéma 2). La réaction a été
effectuée dans le DMF a 80 °C et le produit 2 a été isolé par précipitation dans 1’acétone et

filtration.
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\ DMF

R = Quantitatif

Schéma 2 : Conversion de la S-cyclodextrine tosylée en S-cyclodextrine azidée.

La disparition des signaux propres aux groupements tosyle autour de 7,5 ppm et de
2,5 ppm a alors été observée par 'H RMN. De plus, I’apparition d’une bande a 2106 cm™ sur
le spectre FT-IR, caractéristique de 1’étirement de 1’azide (N'=N*=N"), a permis de confirmer
la substitution par cet azide.

Le groupement azide de la cyclodextrine a ensuite été réduit en amine selon une
réaction de Staudinger (Schéma 3). Le phosphore d’une triphénylphosphine a tout d’abord
réagi sur 1’azide de la cyclodextrine pour former un intermédiaire phosphazide qui s’est
réarrangé en iminophosphorane. Cet iminophosphorane a ensuite été hydrolysé par ajout
d’ammoniaque pour donner la PB-cyclodextrine aminée 3. Le produit a été purifié en
précipitant I’oxyde de triphénylphosphine par ajout d’eau et en I’éliminant par simple

filtration, puis il a été lavé a I’acétone. 3 a alors été obtenu de maniére quantitative.
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Schéma 3 : Conversion en deux étapes de la S-cyclodextrine azidée en S-cyclodextrine aminée.

En FT-IR, la disparition de la bande caractéristique de I’azide (2106 cm™) et
I’apparition de bandes a 1608 et 3302 cm™, respectivement caractéristiques de la déformation
et de I’étirement de la liaison N-H d’une amine, ont permis de confirmer la réduction de la

fonction azide.

Ces premieres fonctionnalisations de la B-cyclodextrine ont ainsi permis d’obtenir des
dérivés contenant des fonctions réactives vis-a-vis des différents groupements fonctionnels du
chitosan et de l’alginate de sodium, donc des dérivés adaptés au greffage de la -

cyclodextrine sur ces deux polyélectrolytes.
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11 — Fonctionnalisation du chitosan et de D’alginate par la
B—cyclodextrine pour la formulation ultérieure de CoPEC

capables de contenir et relarguer des molécules hydrophobes

I11. 1. Greffage de la B-cyclodextrine sur le chitosan

La p—cyclodextrine a été greffée au chitosan en suivant une méthode décrite par

Pattarapond et al.?%®
Dans cette méthode, le greffage s’est produit par une substitution nucléophile

impliquant le groupement tosyle de la B—cyclodextrine tosylée 1, jouant le role de groupement
partant, et I’amine du chitosan, jouant le réle de nucléophile, en milieu acide permettant la

solubilisation du polymére (Schéma 4).
OTs

OH OH OH OH (
o) o) o) o) . Yal
HOf0 0 fo) o) Ry
NH, 10 NH, |0 NHCOCHZJ O NH, OH LrP
m n

1

CH3;COOH 1% | 100 °C
DMF 16 h

OH OH
0 0
HO o)
NHCOCH370 NH, OH

m n

Schéma 4 : Greffage de la #-cyclodextrine sur le chitosan.

Une dialyse, a travers une membrane avec un seuil de rétention des molécules de
3500 Da, a permis de purifier le produit 4 en évacuant les cyclodextrines n’ayant pas réagi

avec le chitosan puis une lyophilisation a permis d’obtenir le produit sous forme solide.
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Le succes du greffage a alors pu étre apprécié par *H RMN (Figure 43). En effet, on
peut constater sur le spectre une présence conjointe des signaux caractéristiques du chitosan
(un massif vers 4 ppm correspondant aux protons en position 1°, 3°, 4’, 5> et 6” et un singulet
large & environ 3 ppm correspondant au proton en position 2’ des cycles) et de la
B—cyclodextrine (un massif vers 4 ppm correspondant aux protons en position 2, 3, 4, 5 et 6 et
un singulet a environ 5 ppm correspondant au proton en position 1 des cycles).

On distingue parmi ces signaux un signal isolé spécifique a la cyclodextrine autour de

5 ppm et un signal isolé spécifique au chitosan autour de 3 ppm.
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Figure 43 : Spectre *H RMN du SCD-chitosan.

Ces deux signaux ont ainsi permis la détermination du degré de substitution (DS) du
polymére, correspondant a la proportion de B-cyclodextrines greffées par rapport aux unités
de répétition de polymeére. En effet, le signal de la cyclodextrine a 5 ppm correspond au
proton en position 1 sur les cycles de B-cyclodextrine et représente donc 7 protons (car il y a7
cycles dans la B-cyclodextrine). Le signal du chitosan a environ 3 ppm correspond, quant a
lui, au proton en position 2 des cycles de chitosan qui est présent une fois par unité de
répétition du polymere. Pour faciliter le calcul tout en restant cohérent, I’approximation que le
chitosan était totalement désacétylé a été faite, ce qui était acceptable étant donné que le
chitosan était selon le fournisseur desacétyleé a hauteur d’au moins 90 %. Le degré de

substitution du chitosan greffé a donc pu étre déterminé via 1’équation :
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DS (%) = ((HiCD / 7) / H2Chi) x 100

ou HiCD correspond a I’intégration du signal RMN du proton en position 1 de la B-
cyclodextrine et H2Chi correspond a 1I’intégration du signal RMN du proton en position 2 du
chitosan. Dans ces travaux, deux lots de CD-chitosan, préparés selon le méme protocole, ont
été utilisés. Des degrés de substitution du méme ordre, c’est-a-dire de 19 et 25 %, ont été
obtenus. Ces degrés ont été considérés comme adaptés a 1'utilisation des polymeres greffés
correspondant dans la conception de CoPEC car ils étaient suffisamment faibles pour
conserver une quantité de sites ioniques (-NHs*) relativement importante afin de former des
complexes avec les polyanions, tout en permettant I’inclusion d’une quantité significative de

molécules extérieures.

I11. 2. Greffage de la —cyclodextrine sur I’alginate

Concernant le greffage de la B—cyclodextrine sur ’alginate, deux méthodes ont été
envisagées, chacune d’elles permettant de greffer la cyclodextrine sur un groupement

different du polymere.

Dans la premiére méthode (Méthode 1), inspirée du travail de Yang et al., > e
greffage a été effectué sur le groupement carboxylate de I’alginate (Schéma 5). Les
groupements carboxylates de I’alginate ont dans un premier temps été partiellement protonés
dans du DMF en présence d’acide paratoluénesulfonique. Un couplage entre les fonctions
acides carboxyliques ainsi obtenues et un groupement hydroxyle de la p—cyclodextrine, grace
a I'utilisation d’EDC-HCI en tant qu’activateur d’acide carboxylique et d’APTS en tant que
catalyseur de réaction d’estérification, a alors permis d’obtenir le BCD-alginate qui a été
précipité par ajout d’éthanol. Une dialyse du produit dissous dans de I’cau a alors permis de le

purifier. Le BCD-alginate purifié 5 a été isolé par lyophilisation.
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o
o , APTS, EDC-HCI, o) H

’ » DMF o :
ot A HO .
o op 24 h, 50 °C 0
m n

Schéma 5 : Greffage de la S-cyclodextrine sur I’alginate selon la méthode 1.

Le spectre *H RMN (Figure 44) a permis de confirmer le succes du greffage par la

présence des signaux caractéristiques de I’alginate (signaux autour de 3,5-4 ppm) et de la

B—cyclodextrine (signaux autour de 3,5-4 ppm et a 5 ppm).
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Figure 44 : Spectre *H RMN du ACD-alginate synthétisé selon la méthode 1.

Le degre de substitution a dans ce cas été calculé en utilisant les équations suivantes,

décrites dans 1’étude de Tan et al. ;237

HiCD / Heert= 7X / (28X + 4n)
DS (%) = (X /n) x 100

ou HiCD correspond a I’intégration du signal RMN des protons en position 1 de la
B—cyclodextrine (autour de 5 ppm), Heert correspond a 1’intégration du signal RMN des

protons situés sur les carbones tertiaires de 1’alginate et de la f—cyclodextrine (3,5-4 ppm), X

90



Chapitre 2 : Synthése des molécules-outils pour la formulation de CoPEC fonctionnels

correspond au nombre de moles de B—cyclodextrine greffée et n correspond au nombre moyen
de monosaccharides dans une chaine d’alginate (la masse molaire d’une chaine d’alginate
étant dans le cas présent de 155 000 g/mol, n vaut ici 783).

Le degré de substitution du BCD-alginate formulé selon la méthode 1 était de 11 % ce
qui, tout comme dans le cas du BCD-chitosan, semblait suffisant pour 1’inclusion d’une
quantité significative de molécules extérieures tout en étant assez faible pour permettre aux
CoPEC de se former.

Dans la seconde méthode (Méthode 2), inspirée du travail de Puemsab et al.?® adapté
ici a un autre type de cyclodextrine, le greffage a été effectué sur les groupements hydroxyles
de I’alginate et non pas sur le carboxylate (Schéma 6).

Cette fonctionnalisation a dans ce cas nécessité deux étapes. Lors de la premiére étape,
les groupements hydroxyles de I’alginate ont été activés par réaction avec du bromure de
cyanogene en milieu basique, formant un ester de cyanate 6.23° Une premiere dialyse a travers
une membrane avec un seuil de rétention des molécules de 12-14 000 Da a permis d’évacuer
le bromure de cyanogéne n’ayant pas réagi. Dans la seconde étape, les esters de cyanate de
I’intermédiaire 6 ont réagi avec les amines de la B-cyclodextrine aminée 3 pour former le

BCD-alginate 7.

Og H,0, pH 10-11

.+t N=C—bBr
Tamb, 1 h

v’&
I'"\ 3
<
, %
, H,O

H,N

Tamb, 3 jours

Schéma 6 : Greffage en deux étapes de la f-cyclodextrine sur [’alginate selon la méthode 2.
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Une nouvelle dialyse, a travers une membrane avec un seuil de rétention des
molécules de 12-14 000 Da, a permis de purifier 1’alginate greffé en évacuant les molécules
de cyclodextrine n’ayant pas réagi avec le polymere.

La réussite du greffage a a nouveau été vérifiée par la présence des signaux
caractéristiques de 1’alginate (Signaux autour de 3,5-4 ppm) et de la B-cyclodextrine (signaux

autour de 3,5-4 ppm et a 5 ppm) sur le spectre *H RMN du polymere greffé (Figure 45).

W01 (br 5

1018

T T T T T T T T T T T T T T
0 45 4.0 35 3.0 25 Chemical Shift (ppm)

Figure 45 : Spectre *H RMN du SCD-alginate synthétisé selon la méthode 2.

Le degré de substitution du BCD-alginate 7 formulé selon la seconde méthode, calculé
avec les équations de Tan et al. détaillées précédemment, était de 9 % donc toujours adéquat
par rapport a I’utilisation ultérieure du polyélectrolyte.

Ce second type de fonctionnalisation de 1’alginate est particulierement adapté a
I’utilisation ultérieure des polymeres greffés dans ces études. En effet, ce greffage n’implique
pas les fonctions carboxylates de I’alginate qui restent ainsi entiérement disponibles pour la

formation de complexes avec des polycations lors de la formulation de CoPEC.

Ainsi, a travers diverses réactions impliquant notamment des B-cyclodextrines
fonctionnalisées et les deux polymeéres choisis, le chitosan et I’alginate portant des
B—cyclodextrines ont été synthétisés et ont pu étre utilisés dans le cadre de la formulation de

matériaux biosourcés fonctionnels (qui seront abordés en chapitre 3).
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V. Synthése de dérivés d’adamantane et de cholestérol pour la
formulation de CoPEC capables de contenir et relarguer des

molécules hydrophiles

Les cyclodextrines étant adaptées a la complexation de molécules hydrophobes
uniquement, une stratégie complémentaire a été mise en place afin de rendre également
possible I’inclusion de molécules hydrophiles dans les matériaux finaux. Dans le cadre de
cette stratégie, deux molécules contenant une partie hydrophobe connue pour former un
complexe d’inclusion avec la B-cyclodextrine, c’est-a-dire I’adamantane ou le cholestérol, et
une fonction maléimide, réactive vis-a-vis de molécules hydrophiles contenant notamment un

groupement thiol, ont été synthétisées.

IV. 1. L’adamantane et le cholestérol en complexe d’inclusion avec la -

cyclodextrine

IV. 1. 1. L’adamantane en complexe d’inclusion avec la B—cyclodextrine

Du fait notamment de son importante hydrophobicité, I’adamantane, ou tricyclo[3. 3.
1. 13,7]décane, une molécule essentiellement composée de carbone, forme un complexe
d’inclusion avec la B—cyclodextrine. Ce complexe d’inclusion présente une stcechiométrie
1:1 dans laquelle I’intégralit¢ de ’adamantane se situe dans la cavité hydrophobe de la
cyclodextrine (Figure 46).2° Une constante d’association entre 1’adamantane et la P-

cyclodextrine de 1410 M a récemment été reportée.?*

Figure 46 : Représentation du complexe d’inclusion f-cyclodextrine/adamantane.

La capacit¢ de I’adamantane et de la P—cyclodextrine a former des complexes

d’inclusion a été utilisée dans divers travaux pour la formulation d’assemblages polymériques
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comme par exemple un réseau polymérique a base de poly(acide acrylique),?*? des hydrogels
physiques a base de polyacrylamide?*® ou encore des assemblages supramoléculaires a base

d’acide hyaluronique.?*

IV. 1. 2. Le cholestérol en complexe d’inclusion avec la B—cyclodextrine

Du fait de sa structure, et en particulier de la présence de cycles et d’une chaine
aliphatique au sein de celle-ci, le cholestérol, ou 10, 13-diméthyl-17-(6-méthylheptan-2-yl)-2,
3,4,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17-tétradécahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-ol,
est capable de former un complexe d’inclusion avec la P—cyclodextrine. Il a été tres
récemment démontré que ce complexe est en fait formé selon une steechiométrie
B—cyclodextrine : cholestérol 2 : 1, avec le groupement stérol du cholestérol dans la cavité
d’une premiére cyclodextrine et sa queue aliphatique dans la cavit¢ d’une seconde
cyclodextrine (Figure 47)*°. Dans la littérature, une constante d’association entre la P-

cyclodextrine et le cholestérol de 17 000 M a été reportée.?46

Figure 47 : Représentation du complexe d’inclusion [-cyclodextrine/cholestérol.

De la méme maniere que dans le cas de I’adamantane, les complexes
B—cyclodextrine/cholestérol ont été mis a profit pour la formulation d’assemblages
polymériques comme par exemple d’hydrogels.?*’ Par ailleurs, la formation de ces complexes
a été valorisée par des applications dans le domaine agro-alimentaire. En effet, la
B—cyclodextrine a été largement utilisée pour réduire la quantité de cholestérol présente dans

certains aliments manufacturés communs, tels que le lait?*® ou le fromage.?*°
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Ainsi, ’adamantane et le cholestérol sont des candidats trés intéressants pour la
synthése de molécules présentant une partie formant un complexe d’inclusion avec la

B—cyclodextrine, ce qui justifie leur utilisation dans le cadre de cette thése.

IV. 2. Synthese d’un dérivé d’adamantane présentant une fonction

maléimide

Une méthode décrite par Hooley et al.? a été utilisée pour synthétiser une molécule
présentant une partie adamantane et une fonction maléimide.

Cette synthese a été effectuée en deux étapes (Schéma 7). Tout d’abord, 1’acide N-
adamantaneméthylmaléamique 8 a été obtenu par réaction entre 1’anhydride maléique et
I’amine primaire du 1l-adamantaneméthylamine dans de I’éther éthylique anhydre et sous
atmosphére d’argon. L’intermédiaire réactionnel 8, insoluble dans 1’éther, a alors formé un
précipité blanc qui a facilement été collecté par filtration puis a été lavé a 1’éther éthylique et
enfin séché sous pression réduite avant d’étre engagé dans la seconde étape sans autre forme

de purification.

(0]
NH; | (|_)|H
(6]
N
Et,O anhydre 8
+ | ey o
Tamb, Ar, 3 h
(0]
(0]
2-butanone anhydre 4
ACzO N
EtsN & 9
80 °C, Ar, 6 jours
R=45%

Schéma 7 : Synthése en deux étapes du N-adamantylméthyl maléimide.

Lors de la seconde étape, I’acide N-adamantaneméthylmaléamique 8 a été cyclisé en
présence d’anhydride acétique et de triéthylamine dans de la 2-butanone anhydre et sous

atmosphére d’argon pour finalement former le N-adamantylméthyl maléimide 9. Le produit a
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été purifié par différentes extractions (NH4Cl aqueux, saumure et eau ultrapure) puis par
chromatographie sur colonne de gel de silice et a été obtenu avec un rendement de 45 %,
identique a celui obtenu dans le travail de réféerence.

La réussite de la synthése a été attestée par *H RMN, le spectre présentant les signaux
spécifiques de la partie adamantane (les différents signaux entre 1,4 et 3,2 ppm) et de la
fonction maléimide (signal a 6,9 ppm caractéristique des protons éthyléniques de la fonction

maléimide).

IV. 3. Synthése d’un dérivé de cholestérol présentant une fonction

maléimide

Pour coupler le maléimide au cholestérol, une molécule de N-(2-
aminoéhtyl)maléimide sous forme de sel de TFA, contenant une amine primaire réactive, a

été synthétisée. La synthése de cette molécule a été effectuée suivant trois étapes (Schéma 8).

IV. 3. 1. Synthese du N-(2-aminoéthyl)maléimide TFA

Tout d’abord, le tert-butyl (2-aminoéthyl)carbamate 10 a été synthétisé en s’appuyant
sur le travail de Ton et al.?! par une méthode de protection classique d’une des deux amines
de I’éthylénediamine par réaction avec du Boc20 dans du chloroforme. Cette réaction a ainsi
permis de protéger une des deux amines de la molécule afin de conserver cette fonction dans
la molécule finale aprés régénération par déprotection. Le produit, soluble dans le
chloroforme, a été purifié¢ par des lavages a la saumure puis a ’eau avant d’étre isolé sous la
forme d’une huile jaune par évaporation du solvant sous pression réduite. Ce premier
intermédiaire a été obtenu avec un trés bon rendement (94 %) comparable a celui obtenu dans
la littérature de référence (rendement quantitatif). L’obtention de cet intermédiaire a été
vérifiée par le spectre 'H RMN.

Au cours de la seconde étape, ’amine primaire de I’intermédiaire 10 a réagi avec
I’anhydride maléique afin de former le tert-butyl (2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-
yl)éthyl)carbamate 11. La réaction & reflux dans de l’acétone a été catalysée par la
tri¢thylamine en présence d’anhydride acétique en tant qu’agent déshydratant. Le produit 11,
qui a été purifié par chromatographie sur colonne de gel de silice, a été obtenu avec un

rendement de 63 %. La *H RMN a a nouveau permis de vérifier I’obtention du produit avec la
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disparition du signal des protons de ’amine (1,3 ppm) et I’apparition du signal caractéristique
des protons éthyléniques du maléimide (6,7 ppm).

Enfin, lors de la troisiéme étape, I’intermédiaire 11 a été déprotégé par I’acide
trifluoroacétique pour donner le N-(2-aminoéthyl)maléimide TFA 12. Aprés réaction dans le
dichlorométhane, le produit, qui a été récupéré sous forme de résidu liquide aprées évaporation
du solvant sous pression reduite, a été dilué dans du méthanol puis purifié par précipitation et
lavage dans I’anhydride acétique. Le composé 12 a alors été obtenu avec un trés bon
rendement (92 %) et la disparition du signal propre au Boc (1,4 ppm) sur le spectre *H RMN a

permis de confirmer la déprotection.

H
(0] (6] (0] N (@]
o ot s ey

O (0] Tamb, 18 h
10
O R=94 %
| © 0
, Et,0 puis Ac, Et3N, Ac,O H o
o} | N \[( \¢/ 1
60 °C, 20 h O
(0]
R=63%
0 o)
TFA a 40% dans CH,CI NH
212 I N/\/ 2 HO)J\CFa 12
Tamb, 4 h
(0]
R=92%

Schéma 8 : Synthése en trois étapes du N-(2-aminoéthyl)maléimide TFA.

1V. 3. 2. Synthése de I’hémisuccinate de cholestérol

Afin de rendre le cholestérol réactif vis-a-vis de la fonction amine du N-(2-
aminoéthyl)maléimide TFA, son hémisuccinate a été synthétisé afin d’y introduire une
fonction acide carboxylique. Cette synthese a été effectuée en se basant sur les travaux de
Yang et al.?%

La synthese en une étape a consisté en une réaction d’estérification entre le

groupement hydroxyle du cholestérol et I’acide succinique activé sous forme d’anhydride,

97



Chapitre 2 : Synthése des molécules-outils pour la formulation de CoPEC fonctionnels

catalysée par la DMAP dans du dichlorométhane (Schéma 9). Le léger excés d’anhydride
succinique utilisé a permis d’assurer la réaction de 1’ensemble des groupements hydroxyles
terminaux du cholestérol. La consommation du cholestérol et la formation de I’hémisuccinate
a 60 °C ont été suivies par CCM. L’anhydride succinique n’étant pas soluble a froid dans le
dichlorométhane, une simple filtration apres refroidissement de la solution en fin de réaction a
permis 1’¢limination de I’excés de cet anhydride. Le produit a ensuite été purifié par des
lavages a I’eau et I’hémisuccinate 13, soluble dans le dichlorométhane, a été collecté par
évaporation du solvant sous pression réduite. Le tres bon rendement de la réaction, de 87 %,

était cohérent par rapport a la littérature de référence (97 %).

DMAP

60 °C, Ar, 3 jours

R=87%

Schéma 9 : Synthése de I’hémisuccinate de cholestérol.

Le spectre *H RMN a permis de vérifier I’obtention de la molécule. On y retrouvait en
effet les signaux caractéristiques du cholesterol (entre 0,5 et 2,5 ppm et a 5,4 ppm) ainsi que
de nouveaux signaux validant la présence de la chaine ajoutée au cholestérol (signaux autour
de 2,65 ppm correspondant aux protons lies aux deux carbones de la chaine située entre

’acide carboxylique et I’ester).
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IV. 3. 3. Synthése du (3S, 8S, 9S, 10R, 13R, 14S, 17R)-10,13-diméthyl-17-((R)-6-
méthylheptan-2-yl)-2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17-tétradécahydro-1H-
cyclopenta[a]phenanthren-3-yl 4-((2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-
yl)éthyl)amino)-4-oxobutanoate

La synthese du dérive de cholestérol 14 par couplage entre le N-(2-
aminoéthyl)maléimide TFA et I’hémisuccinate de cholestérol 13 a été inspirée par le travail de
Foley et al.?>3 qui ont utilisé le méme dérivé de maléimide mais pour un couplage avec une
molécule de rhodamine.

Cette synthese a consisté en la formation d’un lien amide entre I’amine primaire du N-
(2-aminoéthyl)maléimide TFA 12 et I’acide carboxylique terminal de 1’hémisuccinate de
cholestérol 13 (Schéma 10). Ce couplage, effectué dans le DMF et a température ambiante, a
été catalysé par I’utilisation du couple HBTU (un agent de couplage)/DIEA, permettant
I’activation de I’acide carboxylique. La réaction a été suivie par CCM permettant de constater
la disparition de I’hémisuccinate de cholestérol. Aprés dilution dans 1’acétate d’éthyle, le
produit 14 a été purifié, d’abord par des lavages a la saumure et a I’eau puis par
chromatographie sur colonne de gel de silice. Il a alors été obtenu avec un bon rendement
(79 %) et la 'H RMN a permis de s’assurer de la réussite du couplage en constatant la
présence simultanée des signaux propres a I’hémisuccinate de cholestérol (de 0,5 a 2,7 ppm, a
4,6 ppm et a 5,4 ppm) et a la partie maléimide (signaux correspondant aux protons de la
chaine carbonée autour de 3,5 ppm et protons éthyléniques de la fonction maléimide a

6,7 ppm).
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0]
NH
| N/\/ 2
o +
0 HO)J\CFs
12
HBTU, DIEA
DMF
Tamb, 24 h

14

R=79 %

Schéma 10 : Synthése du (3S, 8S, 9S, 10R, 13R, 14S, 17R)-10,13-diméthyl-17-((R)-6-méthylheptan-2-
yh-2,3,4,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17-tétradécahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-yl
4-((2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)éthyl)amino)-4-oxobutanoate.

Ainsi, deux molécules composées d’une partie formant facilement un complexe
d’inclusion avec la B—cyclodextrine, a savoir I’adamantane ou le cholestérol, et une partie
maléimide réactive vis-a-vis de nombreuses molécules contenant notamment une fonction
thiol ont été synthétisées pour étre ensuite utilisées dans une stratégie d’inclusion de tout type
de molécules extérieures, et en particulier de molécules hydrophiles, dans les CoPEC

(stratégie détaillée dans le chapitre 4).

Le Tableau 9 récapitule les principales molécules synthétisées au cours de ces travaux
de these.
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Tableau 9 : Structures des principales molécules synthétisées.

Numeéro Structure

1

14
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V. Conclusion partielle

La B—cyclodextrine a ét¢ modifiée afin d’y introduire différentes fonctions réactives.
Ces dérivés de cyclodextrines ont alors été greffés sur les deux polymeres d’intérét dans ces
travaux, le chitosan et I’alginate de sodium, en impliquant les principaux groupements
fonctionnels de ces derniers. Les degrés de substitution des polyméres fonctionnalisés obtenus
ont été jugés comme adéquats pour une utilisation ultérieure lors de la formulation des
matériaux et lors de leur utilisation pour capter et relarguer des molécules hydrophobes. Afin
de permettre également aux matériaux finaux de contenir et relarguer des molécules
hydrophiles, deux molécules constituées d’une fonction maléimide et d’une partie soit
adamantane, soit cholestérol, ont été synthétisées. De cette fagon, des molécules contenant par
exemple un groupement thiol peuvent étre attachées a ces molécules par une réaction de type
addition de Michael, tandis que ’autre partie des molécules, ¢’est-a-dire I’adamantane ou le
cholestérol, peut former un complexe d’inclusion avec les B-cyclodextrines greffées aux
polymeéres composants les matériaux formulés ultérieurement.

Les différents polymeéres fonctionnaliseés ont alors été utilisés dans la formulation de

diverses formes de CoPEC.

102



Chapitre 2 : Synthése des molécules-outils pour la formulation de CoPEC fonctionnels

V1. Partie expérimentale

V1. 1. Généralités

Les différents solvants étaient de chez Acros Organics, Carlo Erba Reagents, Merck,
Sds, Sigma-Aldrich.

Le 1-adamantaneméthylamine, I’anhydride maléique, ’azoture de sodium, le Bocz0,
le cholestérol et la triphénylphosphine provenaient de chez Sigma-Aldrich, la B-cyclodextrine,
le chlorure de tosyle, la DIEA et le DMAP de chez Alfa Aesar, le bromure de cyanogéne et
I’éthylénediamine de chez Acros Organics, 1’anhydride succinique de chez Fluka, le HBTU
de chez Novabiochem.

Le chitosan (poids moléculaire moyen de 250 000 g/mol, viscosité de 30-100 cP,
degré de désacétylation > 90 %) provenait de chez Glentham life sciences et 1’alginate de
sodium (poids moléculaire moyen de 155 000 g/mol, viscosité de 15-20 cP, taux M/G de
1,56) de chez Sigma-Aldrich.

La résine échangeuse de protons utilisée lors de la synthese de la B-cyclodextrine
tosylée était de I’ Amberlite® IR 120, H de chez Acros Organics.

L’eau ultrapure (18 mQ) utilisée lors des expériences était obtenue a partir d’un
appareil Elga de chez Veolia.

Les membranes de dialyse, présentant des seuils de rétention des molécules de 3 500
et 12-14 000 Da, étaient du type Spectra/Por® de chez Spectrum Laboratories.

Les CCM ont été réalisées sur des plaques de gel de silice 60 F2s4 de chez Merck.

Les évaporations sous pression réduite étaient effectuées sur un évaporateur rotatif de
chez Heidolph relié a un groupe de pompage PC 101 NT de chez Vacuubrand (Wertheim,
Allemagne).

Les lyophilisations étaient faites sur un lyophilisateur Alpha 1-2 LD de chez Bioblock
Scientific.

Les spectres RMN ont été acquis sur un spectrométre Bruker Advance DPX 400. Les
solvants deutérés utilisés étaient de chez Sigma-Aldrich excepté 1’acétone-ds qui provenait de
chez Euriso-top.

Les analyses infrarouges ont été effectuées sur un spectrometre FT-IR Spectrum 2000
de chez Perkin Elmer (Waltham, MA).
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V1. 2. Synthése des dérivés de B-cyclodextrine

VI. 2. 1. Synthese de la B-cyclodextrine monotosylée 1

PM =1289,2 g/mol

29,89 (26,3 mmol, 1éq) de p—cyclodextrine sont suspendus dans 270 mL d’eau
ultrapure. La cyclodextrine est dissoute par ajout de 105 mL de NaOH 2,5 M aqueuse et le
mélange est agité pendant 5 minutes a température ambiante. 7,6 g (39,9 mmol, 1,5 éq) de
chlorure de tosyle sont introduits en plusieurs portions dans la solution et le mélange est agité
pendant 1 h a température ambiante. Le précipité formeé est éliminé par filtration sur papier
filtre qualitatif et le résidu est lavé a 1’eau ultrapure (2 x 30 mL). Le filtrat est acidifié par
ajout de résine échangeuse de protons (pHsiral = 2-3) afin de précipiter 1. Les billes de résine
sont séparées du melange par tamisage (pores du tamis de 300 um). 7,7 g (6,0 mmol) de 1
sont collectés par filtration sur fritté, lavés a 1’eau ultrapure (3 x 90 mL) et lyophilisés.

Rendement : 23 %.

IH RMN, DMSO-ds : & (ppm) = 7,75 (d, 2H, Ph), 7,43 (d, 2H, Ph), 5,84-5,62 (m, 14H,
OH: et OH3), 4,89-4,74 (m, 7H, H1), 4,56-4,38 (m, 6H, OHs), 4,38-4,28 (m, 2H, H¢'), 4,24-
4,10 (m, 1H, Hs*), 3,74-3,51 (m, 25H, Hs, Hs et Hs), 3,41-3,17 (M, H2 et Ha), 2,43 (s, 3H, Ph-
CHs).
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V1. 2. 2. Synthese de la B—cyclodextrine monoazidée 2

PM =1160,0 g/mol

5,09 (3,9 mmol, 1¢éq) de 1 sont dissous dans 70 mL de DMF et 3,3 g (50,8 mmol,
13 éq) de NaNs sont ajoutés au mélange. La solution est chauffée a 80 °C pendant 24 h puis
6,7 g (5,8 mmol) de 2 sont obtenus sous la forme d’un solide blanchétre par précipitation a
I’acétone.

Rendement : Quantitatif.

!H RMN, DMSO-ds : & (ppm) = 5,78-5,63 (m, 14H, OH2 et OH3), 4,86-4,79 (m, 7H,
H1), 4,52-4,45 (m, 6H, OHs), 3,67-3,53 (M, 25H, Hs, Hs et He), 3,40-3,26 (m, H2 et Ha).

V1. 2. 3. Synthese de la B—cyclodextrine monoaminée 3

PM =1134,0 g/mol

3,09 (2,6 mmol, 1éq) de 2 et 2,79 (10,3 mmol, 4 éq) de triphénylphosphine sont
dissous dans 37,5 mL de DMF et le mélange est agité pendant 1 h a température ambiante et
sous argon. Le mélange est ensuite placé dans un bain de glace, 15 mL de NH4OH aqueux
30 % m/m sont introduits puis le milieu réactionnel est agité a température ambiante pendant
4 jours. Apres évaporation du DMF sous pression réduite, I’oxyde de triphénylphosphine est
précipité par addition d’eau puis est éliminé par filtration. Le solvant du filtrat est alors
évaporé pour donner 2,9 g (2,6 mmol) de 3 sous la forme d’un solide blanchétre qui est lavé a
I’acétone.

Rendement : Quantitatif.
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IH RMN, DMSO-ds : & (ppm) = 5,78-5,67 (m, 14H, OH2 et OH3), 4,85-4,80 (m, 7H,
Hi), 4,50-4,44 (m, 6H, OHe), 3,66-3,53 (M, 27H, Ha, Hs, He et -NHz), 3,39-3,26 (m, Hz et Ha

superposés avec H20).

V1. 3. Fonctionnalisation de I’alginate et du chitosan par la B—cyclodextrine

VI. 3. 1. Synthese du B-cyclodextrine-chitosan (BCD-chitosan) 4

PM (unité de répétition contenant une BCD, en faisant I’approximation que le chitosan est totalement
désacétylé) = 1764,6 g/mol

2,0 g (12,4 mmol d’unités de répétition, 1 éq) de chitosan sont tout d’abord dissous
dans 160 mL de CH3COOH 1% v/v aqueux. Une solution de 7,0 g (5,4 mmol, 0,4 éq) de 1
dans 80 mL DMF est introduite dans la solution de chitosan et le mélange est chauffé a reflux
a 100 °C pendant 16 h. Le mélange est concentré sous pression réduite puis est dialysé
pendant 2 jours a travers une membrane avec un seuil de rétention des molécules de 3 500 Da,
contre une solution aqueuse de NaCl 0,1 M puis contre de 1’eau ultrapure. La solution est
finalement lyophilisée pour donner 2,7 g de 4 sous la forme d’un solide blanc.

DS : 25 % (déterminé par *H RMN).

'H RMN, D20 : 6 (ppm) = 7,69 (d, Ph de 1), 7,37 (d, Ph de 1), 5,07 (s, H1 de 1), 3,97-
3,48 (m, Hz, Hs, H4, Hs, He de 1 et Hi», H3, Ha', Hs> et He’), 2,97 (S, H2’), 2,41 (S, Ph-CHs de
1).
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V1. 3. 2. Synthese du B-cyclodextrine-alginate (BCD-alginate)

Méthode 1

Synthese du S-cyclodextrine-alginate 5

o
OH OH
0 © o o ©
THO HO »
0”0 o
' :
AP

. »
1]
Qf—‘ Dy

PM (unité de répétition contenant une BCD) = 2719,1 g/mol

1,0 g (5,1 mmol d’unités de répétition, 1 éq) d’alginate de sodium est dissous dans
50 mL de DMF contenant 1,1 mL (7,2 mmol, 1,4 éq) d’APTS. La solution est agitée pendant
30 minutes a 50 °C puis 12,7 g (11,2 mmol, 2,2 éq) de B-cyclodextrine et 1,3 g (6,8 mmol,
1,3 éq) I’EDC-HCI sont ajoutés. La solution est agitée a 50 °C pendant 24 h puis 100 mL
d’éthanol sont introduits, formant un précipité blanc qui est filtré et lavé a 1’éthanol. Ce
précipité est ensuite dissous dans de 1’eau, la solution obtenue est neutralisée (pH 7) par ajout
de Na2COs 15% aqueux puis est dialysée contre de 1’eau ultrapure pendant 4 jours. 5 est alors
isolé sous forme solide par lyophilisation.

DS : 11 % (déterminé par *H RMN).

'H RMN, D20 : & (ppm) = 5,08 (s, H1 de la BCD), 4,05-3,53 (m, Hz, Hs, Hs, Hs, He de
BCD et hydrogénes tertiaires de I’alginate).
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Méthode 2

Etape 1 : Synthése du cyano-alginate 6

M (unité de répétition) = 225,1 g/mol

2,0 g (10,1 mmol d’unités de répétition, 1 éq) d’alginate de sodium sont dissous dans
500 mL d’eau distillée et 1,2 g (11,3 mmol, 1,1 éq) de bromure de cyanogéne est ajouté dans
le mélange. Le pH du milieu réactionnel est fixé entre 10 et 11 par ajout de NaOH 1 M
aqueuse et la solution est agitée 1h a température ambiante. La solution est ensuite
concentrée sous pression réduite avant d’étre dialysée pendant 3 jours dans une membrane
avec un seuil de rétention des molécules de 12-14 000 Da contre de 1’eau ultrapure. 6 est alors
obtenu par lyophilisation sous la forme d’une poudre cotonneuse non isolée et utilisée sans

autre forme de purification.

Etape 2 : Synthése du S-cyclodextrine-alginate (SCD-alginate) 7

PM (unité de répétition contenant une CD) =3635,5 g/mol

0,2 g (1,8 mmol de fonctions -OCN, 1 éq) de 6 est dissous dans 150 mL d’eau distillée

et 1,59 (1,3 mmol, 0,7 éq) de 3 est ajouté dans la solution. Le milieu réactionnel est agité
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pendant 3 jours a température ambiante puis est concentré sous pression réduite. La solution
est ensuite dialysée pendant 3 jours dans une membrane avec un seuil de rétention des
molécules de 12-14 000 Da contre de 1’eau ultrapure. 7 est alors obtenu sous la forme d’une
poudre cotonneuse beige apres lyophilisation.

DS : 9 % (déterminé par *H RMN).

'H RMN, D20 : & (ppm) = 5,07 (s, H1 de 3), 4,02-3,52 (m, Hz, Hs, Hs, Hs, He de 3 et

hydrogenes tertiaires de 1’alginate).

V1. 4. Synthése des dérivés d’adamantane et de cholestérol

VI. 4. 1. Synthese du dérivé d’adamantane

Etape 1 : Synthése de [’acide N-adamantaneméthylmaléamique 8

PM = 263,3 g/mol

834 mg (8,5mmol, 1éq) d’anhydride maléique sont dissous dans 40 mL d’Et.0
anhydre sous argon. 1,5 mL (8,5 mmol, 1 éq) de 1-adamantaneméthylamine est alors ajouté
goutte a goutte dans la solution puis le mélange est agité pendant 3 h sous argon et a
température ambiante. Le précipité blanc formé est alors récupéré par filtration, lavé a I’Et20
et séché sous pression réduite pour donner 2,4 g (9,1 mmol) de 8 qui sont engagés dans
I’étape 2 sans autre forme de purification.

Rendement : Quantitatif.
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Etape 2 : Synthése du N-adamantylméthyl maléimide 9

1T o
1§/;¢
N2
o . 5
3 3
47 374

PM = 245,3 g/mol

2,49 (9,1 mmol, 1éq) de 8 sont placés dans un ballon surmonté d’un réfrigérant et
sous argon. 100 mL de 2-butanone anhydre sont alors introduits et une suspension est
obtenue. 1262 puL (13,4 mmol, 1,5 éq) d’anhydride acétique puis 2489 uL (17,8 mmol, 2 éq)
d’EtsN sont ajoutés a la suspension puis la solution résultante est chauffée a reflux (80 °C)
pendant 135 h. Apres refroidissement a température ambiante, le milieu réactionnel est dilué
avec 200 mL de CH2Cl: et une extraction est effectuée avec 60 mL de NH4Cl aqueux. La
phase aqueuse est lavée avec 3 x 30 mL de CH2Cl.. Les phases organiques sont rassemblées
puis lavées avec 100 mL de saumure puis 100 mL d’eau ultrapure. Le solvant est évaporé
sous pression réduite pour donner un solide marron-noir qui est ensuite dissous dans de I’Et20
et purifié par chromatographie sur colonne (phase stationnaire : silice, éluant = EtzO/Heptane,
50/50 v/v) pour former 1,0 g (4,1 mmol) de 9.

Rendement : 45 %.

'H RMN, Acétone-ds : & (ppm) = 6,87 (s, 2H, H1), 3,13 (s, 2H, H>), 1,93 (s large, 3H,
Hs), 1,64 (m, 6H, H4), 1,49 (d, 6H, J = 2,5 Hz, Hs).

13C RMN, Acétone-ds : § (ppm) = 172,4; 135,2; 50,1; 41,5; 37,5; 35,8.
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V1. 4. 2. Synthese du dérivé de cholestérol

Etape 1 : Synthése du tert-butyl (2-aminoéthyl)carbamate 10

4
2 N_ o 4
1 HNT
2 3W/\k
° 4

PM = 160,2 g/mol

20 mL d’éthylénediamine (299 mmol, 10 éq) dilués dans 300 mL de CHClIs sont
placés dans un bain de glace. Une solution de 6,5 g (29,8 mmol, 1 éq) de Boc20 dans 150 mL
de CHCIsz est alors ajoutée goutte a goutte sur une période de 2h & la solution
d’éthylénediamine et le mélange réactionnel est agité pendant 18 h a température ambiante.
La solution est lavée avec 4 x 100 mL de saumure puis 100 mL d’cau ultrapure et la phase
organique est séchée sur MgSQOa. 4,5 g (28,1 mmol) de 10, sous la forme d’une huile jaune,
sont obtenus apres évaporation sous pression réduite.

Rendement : 94 %.

'H RMN, CDClz : & (ppm) = 4,94 (s large, 1H), 3,15 (q, 2H, Hs, J = 5,8 Hz), 2,77 (t,
2H, H2, J = 6,0 Hz), 1,42 (s, 9H, Ha), 1,27 (s, 2H, Ha).

13C RMN, CDCls : & (ppm) = 156,4; 79,3; 43,4; 41,9; 31,3; 28,5.

Etape 2: Synthése du tert-butyl  (2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-
yhéthyl)carbamate 11

0 4
1 2 R o 4
N/\/
oy
o
S 4

PM = 240,2 g/mol

4,0 g (25,0 mmol, 1 éq) de 10 dilués dans 50 mL d’Et20 sont placés dans un bain de
glace pendant 30 minutes. Une solution de 2,59 (25,5 mmol, 1éq) d’anhydride maléique
dans 50 mL d’Et20 est alors ajoutée goutte a goutte a la solution de 10 sur une période de

20 minutes. Le mélange est agité pendant 4 h a température ambiante, donnant une suspension
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blanche. Le solvant est évaporé sous pression réduite jusqu’a obtenir un solide jaunatre qui est
dissous dans 100 mL d’acétone. 14 mL (100 mmol, 4 éq) d’EtsN puis 3,5 mL (37,0 mmol,
1,5¢éq) d’anhydride acétique sont alors introduits dans la solution obtenue. Le milieu
réactionnel est chauffé a reflux (60 °C) pendant 20 h puis le solvant est évaporé sous pression
réduite pour donner un solide noir-marron. 3,8 g (15,8 mmol) de 11 sont isolés par
chromatographie sur colonne (phase stationnaire : silice, éluant: cyclohexane/acétate
d’éthyle, 50/50 v/v).

Rendement : 63 %.

'H RMN, CDCls : & (ppm) = 6,71 (s, 2H, H1), 4,74 (s large, 1H), 3,65 (t, 2H, H2, J =
5,5Hz), 3,33 (g, 2H, H3, J = 5,4 Hz), 1,40 (s, 9H, Ha).

Etape 3 : Synthése du N-(2-aminoéthyl)maléimide TFA 12

0 o)
1 2
NH
QN/\?’/ 2 HOJ\CF3
]
o)

PM = 254,2 g/mol

3,4 g (14,2 mmol) de 11 sont dissous dans 160 mL de TFA a 40 % dans du CH2Cl: et
la solution est agitée pendant 4 h a température ambiante. Le solvant est évaporé sous
pression réduite et le liquide résiduel est dilué avec 5 mL de MeOH. 12 est précipité par ajout
d’anhydride acétique, filtré puis lavé a I’anhydride acétique pour donner 3,3 g (13,0 mmol) de
solide jaunatre.

Rendement : 92 %.

'H RMN, D20 : & (ppm) = 6,93 (s, 2H, Hu), 3,87 (t, 2H, Hz, J = 5,8 Hz), 3,26 (t, 2H,
Hs, J =5,9 Hz).

13C RMN, D20 : & (ppm) = 172,7; 134,8; 38,5; 35,1.
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Etape 4 : Synthése de I’hémisuccinate de cholestérol 13

i ‘
HO
NO
(0]

PM = 486,7 g/mol

3,0 g (7,8 mmol, 1 éq) de cholestérol, 1,6 g (16,0 mmol, 2 éq) d’anhydride succinique
et 0,5¢g (4,1 mmol, 0,5 éq) de DMAP sont dissous dans 80 mL de CH2Cl.. Le mélange est
chauffé a reflux a 60 °C et sous argon pendant 65 h et la réaction est suivie par CCM (éluant
= CH2Cl2/MeQOH, 95/5 v/v, Rf du produit = 0,30). Le milieu réactionnel est ensuite filtré, la
phase organique est lavée avec 3 x 150 mL d’eau ultrapure puis séchée sur MgSOas. 3,3 ¢
(6,8 mmol) de 13 sont alors obtenus par évaporation du solvant sous pression réduite.

Rendement : 87 %.

'H RMN, CDClz: & (ppm) = 5,37 (d, 1H, J = 3,6 Hz), 4,63 (m, 1H), 2,72-2,55 (m,
4H), 2,37-2,28 (m, 2H), 2,06-1,76 (m, 6H), 1,70-0,77 (m, 42H), 0,67 (s, 3H).

13C RMN, CDCls: & (ppm) = 178,0; 172,0; 140,0; 123,2; 75,0; 57,2; 56,6; 50,5; 42,8;
40,2; 40,0; 38,5; 37,4; 37,1; 36,7; 36,3; 32,4; 32,3; 29,7; 29,4; 28,7; 28,5; 28,2; 24,8; 24,3,
23,3; 23,0; 21,5; 19,8; 19,2; 12,3.
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Etape 5: Synthése du (3S, 8S, 9S, 10R, 13R, 14S, 17R)-10,13-diméthyl-17-((R)-6-
méthylheptan-2-yl)-2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17-tétradécahydro-1H-
cyclopenta[a]phenanthren-3-yl  4-((2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)éthyl)amino)-4-
oxobutanoate 14

PM = 608,9 g/mol

1,99 (3,9 mmol, 1 éq) de 13 est dissous dans 100 mL de DMF. 1,5 g (4,0 mmol, 1 éq)
de HBTU puis 1,4 mL (8,0 mmol, 2 éq) de DIEA sont ajoutés a la solution de 13 puis le
milieu réactionnel est agité pendant 30 minutes a température ambiante. 2,0 g (7,9 mmol,
2 éq) de 12 dissous dans 10 mL de DMF sont alors introduits et le mélange est agité a
température ambiante pendant 24 h, la réaction étant suivie par CCM (éluant : CH2Cl2/MeOH,
92/8 vi/v). Le milieu réactionnel est dilué avec 200 mL d’acétate d’éthyle et la phase
organique est lavée avec 3 x 200 mL de saumure puis 200 mL d’eau ultrapure avant d’étre
séchée sur MgSOs. Le solide obtenu par évaporation sous pression réduite de la phase
organique est dissous dans du CH2Cl2 puis est purifié par chromatographie sur colonne (phase
stationnaire : silice, éluant : CH2Cl2 puis CH2Cl2/MeOH 98/2 v/v puis MeOH) pour conduire
a1,9g (3,1 mmol) de 14.

Rendement : 79 %.

'H RMN, CDCls : & (ppm) = 6,71 (s, 2H), 6,01 (s large, 1H), 5,36 (d, 1H, J = 3,8 Hz),
4,59 (m, 1H), 3,69 (t, 2H, J = 5,3 Hz), 3,46 (q, 2H, J = 5,6 Hz), 2,64-2,37 (m, 4H), 2,34-2,27
(m, 2H), 2,06-1,76 (m, 6H), 1,63-0,81 (m, 42H), 0,67 (s, 3H).

13C RMN, CDCls: & (ppm) = 172,4; 170,9; 139,6; 134,2; 122,7; 74,4; 56,7; 56,2; 50,0;
42,3; 39,7, 39,5; 38,9, 38,1; 37,5; 37,0; 36,6; 36,2; 35,8; 31,9; 31,0; 29,7, 28,2; 28,0; 27,7,
24,3; 23,8; 22,8; 22,5; 21,0; 19,3; 18,7; 11,8.
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Chapitre 3 : Mise en forme et caractérisation des biomatériaux

Lors du développement d’un matériau, et en particulier d’un biomatériau, une des
étapes cruciales est la formulation de celui-ci. Au cours de cette étape, les constituants de
base, comme par exemple les polyélectrolytes dans le cas des CoPEC, sont mis en forme afin
d’obtenir le matériau final a proprement parler. L’idéal est alors de pouvoir formuler de
diverses maniéeres un matériau. En effet, le matériau final peut alors prendre des formes
variées et ainsi étre adapté en fonction de son utilisation.

Au cours de ces travaux, des CoPEC ont été formulés a partir de chitosan et d’alginate
de sodium et également a partir des polymeéres de BCD-chitosan et BCD-alginate synthétisés.
Ces CoPEC ont dans un premier temps été formulés par ultracentrifugation, la principale
méthode utilisée au laboratoire pour d’obtention de ce type de matériaux. Le CoPEC BCD-
chitosan/alginate, alors considéré comme le plus prometteur, a été caractérisé afin d’en
déterminer la composition exacte et la microstructure. Une méthode permettant d’induire une
porosité contr6lée dans ces matériaux, via ’utilisation de particules de carbonate de calcium
en tant qu’éléments porogenes, a alors été mise en place. Cette méthode a été ajustée afin
d’étre adaptée a la formulation de CoPEC sous forme de microparticules poreuses. Enfin, une
autre voie de formulation de CoPEC, selon laquelle la compaction est effectuée par
sédimentation et évaporation, a été adaptée aux polyélectrolytes et la microstructure des
matériaux obtenus a été étudiee.

Dans ce chapitre, a la suite d’une introduction sur les associations entre le chitosan et
I’alginate dans le domaine biomédical, les formulations et caractérisations des divers

matériaux préparés au cours de ces travaux de recherche seront exposées.
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I. Les associations entre le chitosan et I’alginate dans le domaine

biomédical

Du fait de leurs propriétés tres intéressantes pour des applications dans le domaine
biomédical et également de leur capacité a former des complexes grace a des interactions
entre leurs groupements ioniques, I’association du chitosan et de 1’alginate sous forme de
biomatériaux est actuellement trés étudiée par la communauté scientifique. De nombreux
travaux ont ainsi démontrée de potentielles applications de ces associations, tout
particulierement dans les domaines du revétement, de la culture cellulaire 3D, de la délivrance

d’¢léments actifs, des pansements et de I’ingénierie tissulaire.

I. 1. Les associations chitosan/alginate en tant que revétements

Plusieurs travaux ont évalué I’application de 1’association chitosan/alginate pour le
revétement de systemes thérapeutiques, de la macro- a la nano-échelle.

Silva et al.?>* ont ainsi revétu par dép6t « layer by layer » (LbL) plusieurs lentilles de
contact contenant du diclofénac avec des couches d’alginate et de chitosan et ont démontré
que ce revétement permet de controler la libération de la substance active anti-inflammatoire.
Kyung et al.?® ont démontré que des films a base de chitosan et d’alginate préparés par dépot
LbL et réticulés par I’utilisation de glutaraldéhyde, de chlorure de calcium ou par traitement
thermique peuvent étre considérés comme des revétements performants pour biomateriaux.
En effet, ces films présentent une activité antithrombotique ainsi qu’une stabilité physique
accrue grace a la réticulation. Shanmugasundaram et al.?>® 257 ont, quant a eux, recouvert des
pansements a base de coton par du chitosan et de I’alginate, améliorant ainsi les propriétés de
cicatrisation de ces matériaux.

Enfin, Feng et al.?®® ont recouvert des nanoparticules de silice mésoporeuses par de
’alginate et du chitosan par dépot LbL avant de charger ces nouveaux systemes avec de la
doxorubicine. Leurs études ont montré que ce revétement permet d’augmenter la
biocompatibilité des nanoparticules et de contréler le relargage de la substance active, qui
peut alors avoir lieu au niveau intracellulaire, de maniére pH-dépendante. La doxorubicine
véhiculée dans ce systeme bénéficie alors d’une durée de circulation systémique augmentée et

d’une vitesse d’élimination plasmatique réduite.
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I. 2. Les associations chitosan/alginate pour la culture cellulaire 3D

Du fait notamment du caractére poreux des matériaux pouvant étre obtenus a partir de
chitosan et d’alginate, ces systemes ont été étudiés pour le développement de supports 3D
pour la culture cellulaire.

Kievit et al.?>® démontrérent en 2014 que des échafaudages poreux a base de chitosan
et d’alginate préparés par lyophilisation et réticulés par du chlorure de calcium, utilisés
comme support de culture de cellules de glioblastome, permettaient de promouvoir la
prolifération et Penrichissement des cellules souches cancéreuses. Kievit et al.?®® ont alors
utilisé ce type d’échafaudage pour évaluer I’'impact du microenvironnement tumoral du
glioblastome sur son développement et sa malignité. Florczyk et al.?s* montrerent que ce
méme type d’échafaudage pouvait également étre adapté a la culture d’autres cellules
cancéreuses, comme les cellules cancéreuses de la prostate, du foie et du sein. Wang et al.?62
ont démontré que ce type d’échafaudage pouvait étre utilisé afin d’évaluer le ciblage et la
délivrance de matériel génétique induits par des nanoparticules dans le cadre du cancer de la
prostate. Chung et al.,?®® quant a eux, ont formulé des éponges poreuses a base de chitosan
galactosylé et d’alginate par lyophilisation et ont montré que ces derniéres permettaient

I’attachement d’hépatocytes.

I. 3. Les associations chitosan/alginate pour la délivrance d’éléments actifs

De trés nombreuses applications de 1’association chitosan/alginate se trouvent dans le
domaine de la délivrance d’¢léments actifs. Les associations sont formulées de diverses
maniéres comme par exemple sous forme de nano- ou microparticules ou encore de billes.
L’association chitosan/alginate peut également étre utilisée en tant qu’excipient dans la
formulation de granules et comprimés. Ces systemes sont alors adaptés a la délivrance de

nombreux types de substances actives (Tableau 10).

119



Chapitre 3 : Mise en forme et caractérisation des biomatériaux

Tableau 10 : Exemples de systemes de délivrance d’éléments actifs a base de chitosan et d’alginate.

Forme de I’association chitosan/alginate

Exemples de substances actives véhiculées

Nanoparticules
(quelques dizaines a quelques centaines

de nanometres)

Enoxaparine (anticoagulant et
antithrombotique),?%* nifédipine (antagoniste
calcique),?®® 5-fluorouracile
(antinéoplasique)?6®

Antigénes rougéoleux (pour vaccination)?6’
BSA268

Vitamine B2259

Microparticules
(quelques micromeétres a quelques

centaines de micrometres)

Céfixime (antibiotique),?™ diclofénac
(AINS),>t  rifampicine, isoniazide et
pyrazinamide (antituberculeux),?’?
diéthylcarbamazine et doxycycline
(antifilariens),?”® prednisolone (corticoide) et
inuline (prébiotique)?’#

Huile essentielle de menthe (antimicrobien)?”
BSA276’ 277

Lactoferrine (glycoprotéine se liant au fer)?"

Billes

(quelques millimetres)

Albendazole (antiparasitaire),?”
carbamazépine (antiépileptique et régulateur

de ’humeur),?° prednisolone et inuling?’*

Granules Maléate de chlorphénamine
(antihistaminique)?8!
Comprimés Théophylline (antiasthmatique), paracétamol

(antalgique), chlorhydrate de metformine
(antidiabétique) et  chlorhydrate  de

trimétazidine (antiangoreux)?28?
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I. 4. Les associations chitosan/alginate pour le développement de

pansements

Plusieurs travaux sur les associations chitosan/alginate, formulées de diverses fagons,
ont porté sur I’étude de leurs capacités a étre utilisées en tant que pansements.

Kaygusuz et al.?®® ont formulé des films contenant du chitosan, de I’alginate et des
ions cérium, obtenant alors des matériaux dotés de propriétés physiques, mécaniques et
antibactériennes compatibles avec leur utilisation en tant que pansements.

Wang et al.?®* ont développé des membranes de complexes de polyélectrolytes
chitosan/alginate formulées par sédimentation et évaporation en présence de chlorure de
calcium. Ces membranes étaient alors non-cytotoxiques, aptes a la prolifération cellulaire et
permettaient la cicatrisation in vivo de plaies provoquées par incision chez le rat.

Des éponges a base de chitosan et d’alginate en tant que pansements ont également été
formulées et étudiées. Hu et al.? ont formulé une éponge a partir de carboxyméthylchitosan
et d’alginate par lyophilisation, en présence de chlorure de calcium en tant qu’agent
réticulant. Le matériau poreux obtenu présentait alors une forte capacité d’absorption d’eau
ainsi qu’un caractére procoagulant significatif, deux propriétés trés favorables a une
application sur les plaies. Oztiirk et al.28 ont, quant a eux, formulé des éponges par
lyophilisation d’alginate, réticulation par le chlorure de calcium et revétement par du chitosan
avant une nouvelle lyophilisation finale. Ces éponges poreuses ont été chargées avec un
antibiotique, la ciprofloxacine. Ces matériaux ont démontré des capacités d’absorption d’eau
ainsi que de relargage de la substance active trés intéressantes dans 1’optique de leur
application sur des plaies.

Enfin, Dumont et al.?®” ont formulé des fibres d’alginate par filage en voie humide
qu’ils ont revétues de chitosan. Ils ont montré que ces fibres présentaient un caractere

antibactérien, donc un potentiel d’application dans le développement de pansements.

I. 5. Les associations chitosan/alginate pour I’ingénierie tissulaire
Les associations de chitosan et d’alginate ont également trouvé de trés nombreuses

applications dans le domaine de I’ingénierie tissulaire. Des travaux décrivant différentes

formulations de ces associations pour des applications en ingénierie du cartilage, du foie, de
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’os, du ligament et du tendon ou encore en neuro-ingénierie ont ainsi été menés (Tableau
11).

Tableau 11 : Exemples d’application de diverses formulations d’association chitosan/alginate dans
l’ingénierie tissulaire.

Type d’ingénierie tissulaire Forme de I’association chitosan/alginate

Ingénierie du cartilage Echafaudage poreux préparé par lyophilisation2s8. 289

Fibres?%
Ingénierie du foie Echafaudage poreux préparé par lyophilisation?%-2%
Neuro-ingénierie Echafaudage poreux préparé par lyophilisation>*
Hydrogel?®
Ingénierie de I’os Echafaudage poreux préparé par lyophilisation%6-29

Hydrogel?®°
Ge|300
Ingénierie du ligament et du | Fibres3"

tendon

Ainsi, les associations entre le chitosan et I’alginate constituent un domaine de
recherche en plein essor et de nombreux travaux ont a ce jour déja été conduits sur ce sujet.
Les applications de ces associations sont diverses dans le domaine biomeédical, allant de la
délivrance d’éléments actifs a 1’ingénierie tissulaire. Ces associations prennent alors des
formes variées telles que des nano- et microparticules, des billes ou encore des échafaudages
3D.

Comme il ’a été abordé au cours de I’état de 1’art en début de ce manuscrit, le
potentiel d’application dans le domaine biomédical de ces associations a également motive
I’utilisation du couple chitosan/alginate dans la formulation de CoPEC par Phoeung et al.1%
Ces auteurs ont alors déterminé les conditions d’expérience optimales pour I’obtention d’un
matériau aux propriétés mecaniques et biologiques compatibles avec leur utilisation en tant

que biomatériaux.
Il peut cependant étre noté qu’a priori aucun matériau a base de chitosan et d’alginate

présentant des capacités de vectorisation de substances actives sous la forme d’un élément

plastique de type implant n’a pour le moment été¢ développé. Au cours de cette theése, 1’accent
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a alors eté porté sur le développement de tels matériaux innovants, en s’appuyant sur les

travaux préliminaires de Phoeung et al.*%

Il. Fabrication de CoPEC a base de chitosan et d’alginate par

ultracentrifugation

Il. 1. Préparation de CoPEC chitosan/alginate, chitosan/BCD-alginate et
BCD-chitosan/BCD-alginate par ultracentrifugation

Le CoPEC chitosan/alginate a été formulé en se basant sur les précedents travaux du
laboratoire et en particulier sur ceux de Phoeung et al.l% Les solutions de chitosan et
d’alginate de sodium ont ainsi €té préparées a une concentration de 1,25 mg/mL et avec une
concentration en NaBr de 1 M, permettant d’obtenir un matériau final stecechiométrique,
compact et présentant un comportement plastique. A la suite de 1’association des deux
solutions de polyélectrolytes via une pompe péristaltique, la centrifugation (15 min, 9 400 g,
20 °C) puis l'ultracentrifugation (12 h, 308 000 g, 23 °C) ont permis 1’obtention de CoPEC
homogeénes et ne se désintégrant pas (Figure 48).

Pl T TN £,

Figure 48 : CoPEC chitosan/alginate préparés par ultracentrifugation.

Aprés élimination de 1’ecau de formulation résiduelle par lyophilisation (Figure 49 a),
les CoPEC deviennent cassants et peuvent facilement étre transformés en microparticules de

moins de 300 um par broyage au pilon/mortier et tamisage (Figure 49 b).
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Figure 49 : CoPEC chitosan/alginate a) apres lyophilisation et b) aprés broyage et tamisage a 300
4m.

Ces microparticules sont alors plus adaptées aux différents tests, notamment in vitro,

qui ont été par la suite menés au cours de cette thése.

La microstructure des COPEC obtenus a été observée en Microscopie Electronique a
Balayage (MEB), a la fois sur le matériau brut obtenu aprés ultracentrifugation et
lyophilisation (Figure 50) et sous forme de microparticules (Figure 51). La surface et
Iintérieur du matériau brut (Figure 50) apparaissent alors homogenes et dépourvus de

porosité.

Figure 50 : Images MEB de a) la surface et b) I'intérieur du CoPEC chitosan/alginate. Echelles =
100 gm.

Tout comme dans le cas du matériau brut, les microparticules de CoPEC
chitosan/alginate (Figure 51) ont un aspect non poreux. Ces derniéres apparaissent
hétérogenes en termes de taille et de morphologie, ce qui peut s’expliquer par la méthode

utilisée (pilon-mortier puis tamisage).
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Figure 51 : Images MEB de microparticules de CoPEC chitosan/alginate (grossissement a) x 100 et
b) x 200). Echelles = 100 zm.

Des procédures similaires ont été employées pour la formulation de CoPEC
chitosan/BCD-alginate et BCD-chitosan/BCD-alginate, permettant également 1’obtention de
matériaux compacts. Des premiers tests biologiques ont cependant démontré un caractére pro-
inflammatoire de ces deux derniers CoPEC (voir dans le chapitre 4). Cette propriété étant
incompatible avec des applications en tant que biomatériaux pour le traitement de
I’inflammation, ces matériaux n’ont pas été caractérisés de maniere approfondie et leur
formulation n’a pas été optimisée, contrairement au CoPEC BCD-chitosan/alginate abordé

dans la suite du manuscrit.

I1. 2. Préparation de CoPEC BCD-chitosan/alginate par ultracentrifugation

I1. 2. 1. Adaptation de la formulation de CoPEC au couple BCD-chitosan/alginate

Pour préparer le CoOPEC BCD-chitosan/alginate, la procédure décrite par Phoeung et
al.l1%® a été suivie. Néanmoins, les BCD-chitosan synthétisés présentant des degrés de
substitution non négligeables (de 19 et 25 %), la quantité de ce polymeére fonctionnalisé a été
ajustée afin de compenser le nombre de charges rendues indisponibles du fait de la présence
de la cyclodextrine.

Par exemple, dans le cas du BCD-chitosan présentant un DS de 25 %, en faisant
I’approximation que le chitosan de départ est totalement désacétylé, 'unité de répétition du

polymere devient celle présentée en Figure 52.
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Figure 52 : Représentation de l'unité de répétition du SCD-chitosan présentant un degré de
substitution de 25 %.

Ainsi, la masse molaire de I'unité de répétition du polymeére greffé est de 1764 g/mol
et cette unité contient trois amines primaires protonnables pouvant s’apparier via des
interactions électrostatiques avec les groupements carboxylate de I’alginate. Donc, si 1’on
formule un CoPEC avec le BCD-chitosan analogue au CoPEC chitosan/alginate non
fonctionnalisé et contenant 300 mg de chitosan, soit 1,86 mmol de fonctions amines, alors on
utilisera (1,86 / 3) x M(unité de répétition) = 1 094 mg de BCD-chitosan, qui permettront
d’avoir 1,86 mmol de -NHs*. Ce raisonnement a alors été suivi afin de formuler les CoPEC
BCD-chitosan/alginate utilisés dans le cadre de cette these. De la méme maniére que dans le
cas des CoPEC chitosan/alginate, cette voie de formulation permet d’obtenir des CoPEC

BCD-chitosan/alginate compacts et ne se désintégrant pas (Figure 53).

®

Figure 53 : CoPEC SCD-chitosan/alginate préparé par ultracentrifugation.
Tout comme dans le cas du CoPEC chitosan/alginate, la surface (Figure 54 a) et

I’intérieur (Figure 54 b) du CoPEC BCD-chitosan/alginate ont été observés en Microscopie

Electronique a Balayage.

126



Chapitre 3 : Mise en forme et caractérisation des biomatériaux

Figure 54 : Images MEB de a) la surface et b) l'intérieur d’'un CoPEC CD-chitosan/alginate.
Echelles = 100 zm.

Il peut alors étre constaté que la surface et I’intérieur de ce CoPEC sont homogenes et
non poreux. L’aspect microscopique de ce CoPEC fonctionnalisé est similaire a celui du
CoPEC chitosan/alginate, indiquant que la fonctionnalisation du CoPEC par la B-

cyclodextrine n’a pas d’influence notable sur la microstructure du matériau final.

De la méme maniére que pour le CoPEC chitosan/alginate, apres déshydratation par
Iyophilisation, le CoPEC fonctionnalisé peut étre broyé au pilon-mortier et tamisé afin
d’obtenir des microparticules. Les observations en Microscopie Electronique a Balayage
(Figure 55) suggeérent également une absence de porosité chez ces microparticules et un
aspect comparable a celui des microparticules de CoPEC chitosan/alginate, ce qui est

cohérent au vu de la similitude de microstructure des CoPEC bruts.

Figure 55 : Images MEB de microparticules de CoPEC SCD-chitosan/alginate (grossissement a) x
200 et b) x 500). Echelles = 100 zm.
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Ainsi, la fonctionnalisation du CoPEC chitosan/alginate par la B-cyclodextrine ne

semble altérer ni la formulation du matériau, ni sa microstructure finale.

11. 2. 2. Détermination de la composition du CoPEC BCD-chitosan/alginate

Afin de déterminer la composition exacte (ratio entre les deux polyélectrolytes) des
CoPEC BCD-chitosan/alginate ainsi formulés, un tel CoPEC a été préparé avec de I’alginate
marqué a la rhodamine, un fluorophore facilement tracable, notamment en spectroscopie UV-
Visible. Le BCD-chitosan utilisé lors de cette étude était alors celui présentant un degré de
substitution de 25 %.

L’alginate a ainsi été marqué en se basant sur le travail de Ziv et al.3%? suivant une
réaction impliquant les fonctions alcool de I’alginate de sodium et les fonctions

isothiocyanate de I’isothiocyanate de rhodamine B (Schéma 11).

H,0, DMSO, pH 8
40°C,1h

Schéma 11 : Marquage de [’alginate par réaction avec l’isothiocyanate de rhodamine B.
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La réaction, conduite a 40 °C pendant 1 h en milieu légérement basique (pH 8), a été
arrétée par ajout de NH4CI. Une dialyse a travers une membrane avec un seuil de rétention
des molécules de 12-14 000 Da a ensuite permis de purifier le polymére en éliminant
I’isothiocyanate de rhodamine B n’ayant pas réagi avec l’alginate de sodium. L’alginate
marqué a eté obtenu sous sa forme solide apres lyophilisation.

Le degré de substitution du polymére a alors été determiné par spectrophotométrie
UV-Visible a 560 nm dans du tampon phosphate a pH 8.3%® Une gamme a été construite a
partir de solutions d’isothiocyanate de rhodamine B. D’aprés ce dosage, sur une masse de
départ de 9,4 mg d’alginate marqué, 0,18 mg (0,00034 mmol) correspondait a de la
rhodamine et donc 9,22 mg (0,047 mmol d’unités de répétition) a de I’alginate. Le degré de
substitution du polymeére marqué était donc de 0,7 %, ce qui paraissait particulierement adapté
a son utilisation dans le cadre de cette étude. En effet, il était suffisant pour pouvoir suivre en
spectroscopie le polymere tout en étant assez faible pour ne pas altérer la formation du
CoPEC.

Un CoPEC BCD-chitosan/alginate-rhodamine a alors été formulé. Le degré de
substitution de 1’alginate-rhodamine étant tres faible, ce CoPEC a été préparé en suivant la
méme procédure et en utilisant les mémes proportions de polymeres que dans le cas de la
formulation d’un CoPEC BCD-chitosan/alginate. 10,3 mg d’alginate-rhodamine et 36,6 mg de
BCD-chitosan ont été engagés. Cette procédure a mené a un matériau comparable d’aspect au

CoPEC BCD-chitosan/alginate apres lyophilisation, a la différence de la couleur rougeétre

caractéristique de la présence de rhodamine (Figure 56).

w

Figure 56 : Aspect du CoPEC SCD-chitosan/alginate-rhodamine apres lavage et lyophilisation.

Lors du procédé, le polymere alginate-rhodamine qui n’avait pas formé de complexe
s’est retrouvé dans le surnageant aprés I’association des deux polyélectrolytes. Ainsi,

I’alginate-rhodamine présent dans ce surnageant lors du procédé a été dosé par
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spectrophotométrie UV-Visible a 560 nm, en construisant une courbe étalon a partir de
solutions de cet alginate marqué. Selon ce dosage, le surnageant des complexes de
polyélectrolytes, d’un volume total de 15 mL, avait une concentration en alginate-rhodamine
de 15,36 mg/L. Cela signifie que seulement 0,2 mg (soit moins de 2 %) d’alginate-rhodamine
sur les 10,3 mg utilisés en début de procédé se retrouvait dans le surnageant. La masse du
matériau sec final étant de 18,4 mg, on peut en déduire la présence de 8,3 mg de BCD-
chitosan. En termes molaires, il y avait donc dans ce CoPEC 0,051 mmol d’unités de
répétition d’alginate et 0,0041 mmol d’unités de répétition de BCD-chitosan. Cela signifie
qu’il y avait dans ce CoPEC 0,051 mmol de (-COO" + COOH) de I’alginate et 0,012 mmol de
(-NH2 + -NHs") provenant du BCD-chitosan (car on retrouve trois fonctions amines dans une
unité de répétition de BCD-chitosan). Cette différence de nombre de charges provenant de
chaque polyélectrolyte dans le COPEC, avec un certain « exces » de charges d’alginate, peut
probablement s’expliquer par un encombrement stérique venant des cyclodextrines greffées
au chitosan. En effet, dans ce cas, si une cyclodextrine se trouve entre deux charges du
chitosan, alors il faudra probablement que 1’alginate investisse plus d’unités de répétitions
pour « rejoindre » la charge de chitosan suivante située apres la cyclodextrine que dans le cas

ou il n’y aurait pas de cyclodextrine (voir une illustration de cette hypothése en Figure 57).

BCD-Chitosan

Alginate

Figure 57 : Illustration de I’hypothése de ’encombrement stérique provenant de la cyclodextrine dans
le COPEC pSCD-chitosan/alginate.

D’apres cette étude, il peut étre considéré que, lors de la formulation de CoPEC BCD-
chitosan/alginate, la totalit¢ de 1’alginate engagé en deébut de procédé se retrouve dans le
matériau final. Cette conclusion permet donc de déterminer la composition de tout CoPEC

formulé a partir de CD-chitosan et d’alginate.
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Ainsi, la méthode d’ultracentrifugation a permis de développer avec sucCé€s un
nouveau CoPEC fonctionnel a base de BCD-chitosan et d’alginate. Ce nouveau matériau a
alors été caractérisé afin d’en déterminer la composition exacte et la microstructure.

Cette microstructure étant cependant non poreuse, a 1’image de celle du CoPEC
chitosan/alginate non fonctionnalisé, une méthode a ét¢ développée afin d’induire cette
porosité tres recherchée dans le domaine des biomatériaux car augmentant notamment le

surface de contact des matériaux obtenus.

I11. Préparation de CoPEC poreux a base de chitosan et d’alginate

par ultracentrifugation

Dans le domaine des matériaux et en particulier dans celui des biomatériaux, la
porosité est un parametre primordial. Elle augmente considérablement la surface de contact
du matériau, ce qui engendre une augmentation de ses effets ayant lieu par contact. Par
exemple, pour des applications en milieu biologique d’un implant véhiculant une molécule
active, la porosité peut permettre d’augmenter le nombre de cellules pouvant coloniser le

matériau et donc pouvant avoir acces a la substance active.
I11. 1. Préparation de CoPEC bruts poreux a base de chitosan et d’alginate

I11. 1. 1. Principe de la formulation de CoPEC bruts poreux a base de chitosan et

d’alginate

Le CoPEC chitosan/alginate n’étant pas spontanément poreux, une méthode de
formulation d’une version poreuse de ce matériau a été mise en place. Lors de cette
formulation, le CoPEC est formulé quasiment de la méme facon que dans le cas du CoPEC
non poreux. La principale différence consiste en I’introduction de particules de carbonate de
calcium (CaCOs) en tant qu’éléments porogeénes sacrificiels dans 1’une des solutions de
polyélectrolytes (celle de chitosan) avant le mélange de ces solutions. Afin de répartir de
facon homogéne les particules dans le CoPEC final, la solution de chitosan dans laquelle sont

suspendues les particules est maintenue sous agitation lors de 1’association des deux
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polyélectrolytes a la pompe péristaltigue. Les conditions de centrifugation et
d’ultracentrifugation de la suspension de complexes de polyélectrolytes sont conservées par
rapport a la méthode de préparation de CoPEC non poreux décrite précédemment. Apres
ultracentrifugation, le CoPEC contenant les particules de carbonate de calcium apparait
blanchatre du fait de la présence de ces particules (Figure 58) et ces derniéres sont visibles
sous la forme de cristaux (reconnaissables a leur forme cubique) par observation MEB
(Figure 59). Le CoPEC est alors plongé dans une solution permettant d’éliminer ces

particules afin de libérer des espaces, menant ainsi a I’apparition de pores.

Figure 58 : CoPEC chitosan/alginate contenant des particules de carbonate de calcium, apreés
ultracentrifugation.

Figure 59 : Images MEB de a) la surface et b) l'intérieur d 'un CoPEC chitosan/alginate préparé par
ultracentrifugation, contenant des particules de carbonate de calcium. Echelles = 50 zm.

I11. 1. 2. Comparaison de deux milieux de dissolution des particules porogénes
Deux milieux, agissant sur les particules de deux manieres distinctes, ont été employeés

afin d’¢liminer les particules de carbonate de calcium présentes dans le CoPEC

chitosan/alginate aprés ultracentrifugation :
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e Une solution d’EDTA 0,1 M a pH 5 permettant d’¢liminer les particules via la

chélation des ions Ca?* (Figure 60).
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Figure 60 : Représentation de la chélation d’un ion Ca** par ’EDTA.

Dans cette premiére stratégie, la concentration en EDTA est fixée a 0,1 M car la
limite de solubilité de PTEDTA dans I’eau est de 0,3 M. Le pH est quant a lui fixé a
5 car la littérature3% fait état d’une efficacité de déminéralisation par ’EDTA plus

importante a un pH compris entre 5 et 6.

e Une solution saline acide (NaBr 1M en HCI a pH 1) permettant de dissoudre les

particules selon la réaction :
CaCOsa (s) + 2H30" (aq) = Ca?* (aq) + CO2 (g) + 3H20 (I)

Dans ce cas, le pH est fixé a 1 afin de favoriser la dissolution en augmentant la
quantité d’ions hydronium en solution. La dissolution des particules de carbonate de
calcium dans ce cas de figure méne a la production de dioxyde de carbone visible sous
la forme d’un dégagement gazeux lors de I’expérience. Le CoPEC est alors retiré de la

solution une fois que le dégagement gazeux n’est plus détectable.

Des CoPEC formulés dans des conditions identiques avec pour seule différence le
milieu de dissolution des particules de carbonate de calcium ont ainsi été préparés. Dans les
deux cas, le passage du CoPEC contenant les particules de carbonate dans le milieu de
dissolution des particules a résulté en une modification de I’aspect du matériau, la blancheur

de ce dernier semblant atténuée du fait de la disparition des particules (Figure 61).
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Figure 61 : CoPEC chitosan/alginate formulé par ultracentrifugation avec des particules de
carbonate de calcium, apres dissolution des particules dans a) une solution d’EDTA 0,1 M a pH 5 et
b) une solution aqueuse de NaBr 1 M en HCl a pH 1.

L’impact du milieu de dissolution sur la microstructure du CoPEC final a été évalué
par des observations MEB de la surface et de I’intérieur des matériaux (Figure 62). Ces
microstructures ont ét¢ comparées a celle d’un CoPEC chitosan/alginate préparé sans

utilisation de particules de carbonate de calcium.
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Surface Intéricur

CoPEC chitosan/alginate

CoPEC chitosan/alginate + CaCO
dissous dans EDTA 0,1 M pHS

+ CaCO;

dissous dans NaBr IM pH1

CoPEC chitosan/alginate

Figure 62 : Images MEB de la surface et de ['intérieur du CoPEC chitosan/alginate préparé sans
CaCOs (a, d) et des CoPEC chitosan/alginate préparés avec une proportion massique polyélectrolytes
: CaCOs3 1: 1 et avec dissolution du CaCOs3 dans une solution aqueuse d’EDTA 0,1 M a pH 5 (b,e) ou
dans une solution aqueuse de NaBr 1 M en HCI & pH 1 (c, ). Echelles = 100 zm.

Sur ces images, il peut étre constaté que les deux milieux de dissolution employeés
meénent a une légeére porosité du materiau final, aussi bien en surface (Figure 62 b et ¢) qu’a
I’intérieur (Figure 62 e et f) de celui-ci (bien que plus évidente sur les clichés intérieurs).
Néanmoins, cette porosité parait plus importante dans le cas de la solution saline de NaBr 1 M
en HCl a pH 1 (Figure 62 c et f). Ce milieu a alors été retenu pour les études ultérieures sur
les CoPEC poreux.
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III. 1. 3. Détermination de la durée nécessaire d’immersion du CoPEC dans la
solution saline acide pour dissoudre I’intégralité des particules de carbonate de

calcium

Afin de s’assurer de la compléete dissolution des particules de carbonate de calcium
dans notre méthode, un essai de suivi de masse en cours de dissolution des particules a été
mené. Lors de cet essai, le COPEC chitosan/alginate + CaCO3s obtenu apres ultracentrifugation
a dans un premier temps été lavé a ’eau ultrapure puis lyophilisé avant d’étre pesé. Une
masse de 60,4 mg a alors été relevée. Le CoPEC a ensuite éte placé pendant 2 jours (durée
nécessaire a la fin du dégagement gazeux) dans une solution aqueuse saline (1 M NaBr) acide
(pH 1) avec un renouvelement quotidien de cette solution. Le CoPEC a ensuite eté lavé a
’eau ultrapure puis a nouveau lyophilisé et pesé, donnant une masse de 45,1 mg, soit une
perte de 25 % de la masse de départ. Le matériau a alors été de nouveau immerge dans la
solution saline acide pendant 24 h avant un nouveau lavage, une nouvelle lyophilisation et
une nouvelle pesée, donnant cette fois une masse de 43,6 mg, soit une perte supplémentaire de
seulement 2,5 % de la masse initiale du matériau. Pour contr6le, une procédure identique a été
appliquée sur un autre CoPEC fabriqué de la méme maniere mais immergé simplement dans
de I’eau ultrapure et non dans la solution saline acide. Des pertes de masse de 0,7 % apres
2 jours et de 0,5 % supplémentaire apres 24 h de plus ont ainsi été relevées, validant d’une
part la non-dissolution des particules dans 1’eau ultrapure et montrant également les trés
Iégeres pertes de masse indépendantes de la dissolution des particules pouvant étre relevées
lors des manipulations. Ainsi, il peut étre considéré que la quasi-totalité des particules de
carbonate présentes initialement dans le CoPEC était dissoute apres 48 h d’immersion dans la
solution saline acide, c’est-a-dire & partir du moment ou il n’y avait plus de dégagement
gazeux provenant du matériau.

Ce test nous permet alors de valider notre méthode de dissolution des particules de
carbonate dans la solution saline acide et nous assure que la dissolution de ces particules est

compléte une fois I’absence de dégagement gazeux constatée.

I11. 1. 4. Impact de la proportion de particules porogénes sur la microstructure

du matériau final

Afin d’évaluer I’'impact de la proportion de particules de carbonate de calcium sur la

microstructure du CoPEC final, des CoPEC chitosan/alginate avec des proportions massiques
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polyélectrolytes : CaCOs de 1: 2, 1: 5 et 1: 10 ont été formulés. Logiquement, la durée
d’immersion des matériaux dans la solution saline acide (durée jusqu’a la fin du dégagement
gazeux, correspondant a la fin de la dissolution des particules) a augmenté avec la proportion

de particules utilisée (Tableau 12).

Tableau 12 : Durée d’immersion du CoPEC dans la solution acide en fonction de la proportion
massique polyélectrolytes : CaCOs utilisée.

Proportion massique polyélectrolytes : CaCOs Durée d’immersion
1:2 3 jours
1:5 7 jours
1:10 15 jours

Tout comme dans 1’étude de I’influence du milieu de dissolution des particules,
I’impact de la proportion de ces particules sur la microstructure du matériau final a été évalu¢
par des observations MEB durant lesquelles la surface et I'intérieur des matériaux ont été

visualisés (Figure 63).
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Figure 63 : Images MEB de la surface et de ['intérieur des CoPEC chitosan/alginate préparés avec
des proportions massiques polyélectrolytes : CaCOsde 1: 2 (a,d),1:5(b,e)et1: 10 (c, f) et avec
dissolution du CaCO3 dans une solution de NaBr 1 M en HCI & pH 1. Echelles = 100 zm.

Les observations MEB permettent clairement de mettre en évidence une influence de
la proportion de particules de carbonate de calcium utilisée lors de la formulation sur la
porosité du matériau final. En effet, on peut constater que la porosité du matériau final
augmente avec la proportion de particules utilisée et ceci est visible aussi bien en surface
(Figure 63 a, b et ¢) qu’a I’intérieur (Figure 63 d, e et f) du matériau. Pour une proportion
massique polyélectrolytes : CaCOs de 1 : 5, on obtient méme une microstructure de type « nid
d’abeille » (Figure 63 b et e), un type de microstructure trés intéressant dans le domaine des
matériaux, en particulier pour des applications médicales. En effet, ce type de microstructure

présente une surface de contact trés importante permettant au biomatériau d’avoir un grand
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nombre d’interactions avec divers éléments biologiques et en particulier avec des cellules qui
peuvent éventuellement coloniser I’édifice. L’ AlgiMatrix ™, une plateforme tridimensionnelle
poreuse a base d’alginate commercialisée par ThermoFisher Scientific, est par exemple
utilisée comme support de culture 3D qui, colonisé par exemple par des cellules tumorales,
permet d’obtenir un modele in vitro de tumeur bien plus représentatif que les modeles

classiques de culture cellulaire 2D.3%

Ainsi, il est possible de contrdler la microporosité des CoPEC a base de chitosan et
d’alginate en faisant varier le ratio massique polyélectrolytes : CaCOs utilisé lors de la
formulation. La méthode développée permet donc trés simplement d’ajuster la microstructure
du matériau final en fonction des besoins et des applications envisagées. Cette méthode a

alors été appliquée pour la formulation d’un CoPEC BCD-chitosan/alginate poreux.

I11. 1. 5. Préparation de CoPEC BCD-chitosan/alginate poreux

La méthode de formulation de CoPEC poreux détaillée avec le CoPEC
chitosan/alginate a également été appliquée a un CoPEC BCD-chitosan/alginate. Dans ce cas,
la proportion massique polyélectrolytes : CaCOs choisie était de 1 : 5 étant donné que cette
proportion avait permis d’obtenir une porosité particulierement intéressante dans le cadre de
I’étude sur I’impact de cette proportion massique sur la microstructure finale des matériaux.

Dans ce cas, la microstructure du matériau, observée en Microscopie Electronique a
Balayage, apparait a nouveau tres poreuse, aussi bien en surface (Figure 64 a) qu’a I’intérieur
(Figure 64 b) du CoPEC.
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Figure 64 : Images MEB de a) la surface et b) l'intérieur d’'un CoPEC [SCD-chitosan/alginate préparé
avec une proportion massique polyélectrolytes : CaCOs de 1 : 5 et avec dissolution du CaCOj3 dans
une solution de NaBr 1 M en HCI & pH 1. Echelles = 100 zm.

Ainsi, la méthode de formulation de CoPEC poreux a base d’alginate de sodium et de
chitosan permet de contréler simplement la microstructure du matériau final, que le chitosan
soit fonctionnalisé ou non par la B-cyclodextrine. Cette microstructure poreuse peut ainsi étre
adaptée a I’utilisation finale envisagée pour le matériau.

La porosité induite au sein des COPEC devrait permettre d’améliorer leurs propriétés
en augmentant considérablement la surface de contact disponible a différents éléments
extérieurs et en particuliers a divers éléments biologiques tels que des cellules. De plus, les
cyclodextrines présentes dans le CoPEC fonctionnalisé devraient, dans ce cas, étre plus
exposées et permettre un meilleur accés aux molécules hydrophobes ultérieurement incluses

dans le matériau.

A la suite de la mise en place de la formulation de CoPEC bruts poreux, il a été

envisagé d’adapter cette méthode a la formulation de microparticules poreuses de CoPEC.

I11. 2. Préparation de particules poreuses de CoPEC a base de chitosan et

d’alginate

I11. 2. 1. Préparation de particules poreuses de CoPEC chitosan/alginate

Afin d’augmenter la surface de contact des microparticules de CoPEC, une méthode
d’obtention de microparticules microporeuses de CoPEC a base de chitosan et d’alginate a été

développée.
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Il a tout d’abord été essayé de préparer des CoPEC alginate/chitosan avec des
particules de CaCOs puis de dissoudre ces particules avant de lyophiliser le matériau (alors
poreux) pour finalement le broyer. Cependant, les microparticules obtenues suivant cette
méthode ne présentaient aucune porosité, probablement du fait de la forte sollicitation
mécanique infligée par le broyage entrainant un écroulement de 1’édifice tridimensionnel et
menant finalement a la perte du caractére poreux du matériau.

Une autre méthode a donc été mise en place. Selon cette méthode, le matériau est
préparé avec des particules de CaCOs (d’une taille inférieure a 30 um), comme lors de la
formulation de CoPEC bruts poreux abordée en III. 1., jusqu’a I’ultracentrifugation. Le
CoPEC, contenant alors les particules de carbonate, est ensuite directement lyophilisé avant
d’étre broy¢ et tamisé entre 63 et 300 um. Ce double-tamisage permet de ne récupérer que des
particules d’une taille suffisamment supérieure a 30 um pour contenir les microparticules de
carbonate. Il en résulte donc des microparticules de CoPEC contenant des microparticules de
carbonate de calcium qui sont alors visibles par observation MEB sous la forme de cristaux
(Figure 65).

Figure 65 : Image MEB de particules de CoPEC chitosan/alginate contenant des microparticules de
CaCOs. Echelle = 100 zm.

Les particules sont alors immergées dans un mélange d’éthanol et d’acide
chlorhydrique concentré (9,52: 1 v/v) qui est renouvelé jusqu’a constater la fin du
dégagement gazeux induit par la dissolution du carbonate. L’éthanol permet ici d’éviter une
éventuelle déformation des particules lors de I’immersion en augmentant leur dureté, tandis

que I’acide permet la dissolution des particules de carbonate. Le sel n’étant pas nécessaire
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dans ce cas (bien au contraire car il pourrait engendrer une déformation des particules), le
milieu de dissolution du carbonate est préparé sans NaBr. Les particules de CoPEC sont enfin

récupérées a I’état sec aprés passage a I’étuve (37 °C). En MEB, on observe alors une

microstructure radicalement différente aprés dissolution des particules de carbonate (Figure
66).

Figure 66 : Images MEB de particules de CoPEC chitosan/alginate poreuses (grossissement a) x 300
et b) x 400). Echelles = 100 zm.

On constate en effet la disparition des cristaux caractéristiques du carbonate de
calcium, qui laissent alors place a des micropores de I’ordre de la dizaine de micrometres. Des
microparticules microporeuses de CoPEC chitosan/alginate sont ainsi obtenues. Cette
nouvelle méthode a alors été adaptée a la formulation de microparticules microporeuses de

CoPEC fonctionnalisé par la B-cyclodextrine.

I11. 2. 2. Préparation de particules poreuses de CoOPEC BCD-chitosan/alginate

Le protocole mis en place pour la préparation de particules poreuses de CoPEC
chitosan/alginate a également été appliqué au CoPEC BCD-chitosan/alginate. De la méme
maniére que lors de la formulation de particules de CoPEC chitosan/alginate poreuses, apres
ultracentrifugation, lyophilisation et broyage du CoPEC et avant le passage des particules
dans une solution saline de 1 M NaBr en HCI a pH 1, on peut constater en microscopie
électronique a balayage la présence des cristaux de CaCOs au sein des particules (Figure
67 a). Apres passage de ces particules dans la solution saline acide, on constate la disparition

des microparticules de carbonate (Figure 67 b). Des particules de CoPEC BCD-
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chitosan/alginate poreuses, avec des pores de I’ordre de la dizaine de micrométres, sont ainsi

obtenues.

Figure 67 : Images MEB de particules de COPEC SCD-chitosan/alginate formulé avec des particules
de carbonate de calcium, a) avant et b) aprés dissolution du CaCOs. Echelles = 100 zm.

Ainsi, une methode de formulation de microparticules microporeuses de CoPEC a pu
étre mise en place. Cette méthode peut aussi bien s’appliquer au CoPEC chitosan/alginate non
fonctionnalisé qu’a celui contenant la 3-cyclodextrine. De la méme maniére que dans le cas
des CoPEC poreux bruts, la porosité induite au sein des microparticules de CoPEC devrait
permettre d’améliorer leurs propriétés en augmentant considérablement la surface de contact
disponible a différents éléments extérieurs et en facilitant ’acces aux cyclodextrines présentes

dans les particules de CoPEC fonctionnalisées.

Apreés avoir optimiseé et caractérisé la formulation du CoPEC BCD-chitosan/alginate
sous forme brute ou sous forme de microparticules et sous forme poreuse ou non, une autre
méthode de formulation de CoPEC, permettant notamment la production a grande échelle de
matériaux, a été adaptée au couple BCD-chitosan/alginate ; la méthode de sédimentation et

évaporation.
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V. Fabrication de CoPEC a base de chitosan et d’alginate par

sédimentation et évaporation

En s’inspirant de la méthode décrite par Costa et al.®” abordée dans le chapitre 1, des
membranes a base d’alginate et de chitosan, fonctionnalisé ou non par la B-cyclodextrine, ont
été préparées. Différentes conditions de formulation ont alors été employées afin de moduler

les dimensions des membranes finales obtenues.

IV. 1. Fabrication de membranes de COPEC a base de chitosan et d’alginate

par sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 puits

IV. 1. 1. Fabrication de membranes de CoOPEC chitosan/alginate par

sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 puits

Une méthode inspirée de celle décrite par Costa et al.?’, abordée lors de I’état de I’art
en début de ce manuscrit, a été développée. Selon cette méthode, des complexes de
polyélectrolytes sont préparés de la méme maniere que lors de la formulation de CoPEC par
ultracentrifugation, en mélangeant deux solutions de polyélectrolytes de charges opposées en
présence de sel (1 M NaBr). La suspension de complexes ainsi obtenue est alors centrifugee
(9 400 g, 15 min, 20 °C) pour former un résidu de complexes qui peut alors étre re-suspendu
de maniere homogéne dans un volume de surnageant adapté au volume du puits dans lequel il
sera versé (dans ce cas 7 mL). Une fois la suspension introduite dans un puits de plaque de
12 puits, cette plaque est placée a I’étuve (37 °C) pendant sept jours, ce qui permet au
surnageant de s’évaporer. Les complexes sont alors compactés par sédimentation et
¢vaporation/séchage, formant une membrane au fond du puits. Afin d’éliminer le sel précipité
lors de la compaction, un lavage a 1’eau ultrapure est opéré puis le matériau est de nouveau
placé a I’étuve pendant 20 h pour finalement former une membrane seche présentant un
diamétre compris entre 1 et 2 cm (diameétre imposé par les puits qui eux ont un diametre de

2,1 cm) et une épaisseur de 1-2 mm (Figure 68).
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Figure 68 : Membrane de chitosan et d’alginate préparée par sédimentation et évaporation dans une

plaque de 12 puits.

On peut alors constater a I’ceil nu la présence d’une certaine porosité en surface du
matériau formulé.
Afin de caractériser de maniére plus précise la microstructure de cette membrane, des

observations MEB ont été menées (Figure 69).

Figure 69 : Images MEB d’une membrane chitosan/alginate préparée par sédimentation et
évaporation dans une plaque de 12 puits (grossissement de a) x 50 et b) x 200). Echelles = 200 zm.

D’aprés ces observations MEB et de maniére évidente, I’importante porosité visible a
I’ceil en surface de la membrane est confirmée. On distingue ainsi des pores conséquents en
surface, de I’ordre de 300 um. En arriére-plan des pores importants de surface, on peut
¢galement distinguer d’autres pores, plus petits (de D'ordre de quelques dizaines de
micromeétres), suggerant une porosité en profondeur de la membrane et avec potentiellement
des interconnexions entre les pores. Ce type de microstructure, avec une interconnexion des
pores, offre une surface de contact tres conseéquente et est donc trés intéressante pour des
applications biologiques mais aussi dans d’autres domaines nécessitant de grandes surfaces de

contact avec les matériaux, tels que la catalyse par exemple.

145



Chapitre 3 : Mise en forme et caractérisation des biomatériaux

Cette méthode de formulation de membranes de CoPEC par sédimentation et

évaporation a également été appliquée au couple BCD-chitosan/alginate.

IV. 1. 2. Fabrication de membranes de CoPEC BCD-chitosan/alginate par

sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 puits

Une membrane a base d’alginate et de BCD-chitosan de degré de substitution de 19 %
a été formulée en suivant le méme protocole que dans le cas du chitosan non fonctionnalisé
mais en augmentant la masse de BCD-chitosan afin de compenser les charges rendues
indisponibles par la fonctionnalisation. En effet, dans le cas du BCD-chitosan présentant un
degré de substitution de 19 %, I’unité de répétition du polymeére peut étre présentée selon la
Figure 70.

Figure 70 : Représentation de l'unité de répétition du SCD-chitosan présentant un DS de 19 %.

Dans ce cas, une unité de répétition, contenant 81 groupements -NHs*, a une masse
molaire de 37 404 g/mol. En partant de 50 mg d’alginate de sodium, soit 0,25 mmol de
groupements -COO-, on utilise donc 115mg de PCD-chitosan, permettant d’avoir
0,003 mmol d’unités de répétition, soit 0,25 mmol de groupements -NHz*.

En suivant le protocole expliqué en 1V. 1. 1., une membrane comparable d’aspect, de
diametre et d’épaisseur a celle constituée d’alginate et de chitosan non fonctionnalisé a été
obtenue apres lyophilisation (Figure 71). A I'eil nu, une porosité de surface pouvait a

nouveau étre constatée.
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Figure 71 : Membrane de SCD-chitosan et d’alginate préparée par sédimentation et évaporation dans
une plaque de 12 puits.

Des observations au MEB ont alors permis de conclure a une microstructure trés
similaire a celle de la membrane de chitosan et d’alginate préparée dans les mémes
conditions, avec une importante porosité de surface ainsi que des indices d’interconnexions

avec des pores plus petits en profondeur dans le matériau (Figure 72).

|,
-

Figure 72 : Images MEB d’une membrane SCD-chitosan/alginate préparée par sedimentation et
évaporation dans une plaque de 12 puits (grossissement de a) x 50 et b) x 200). Echelles = 200 zm.

La fonctionnalisation du chitosan par la B-cyclodextrine n’a donc pas d’influence sur
la microstructure de la membrane préparée dans une plaque de 12 puits. La membrane

conserve alors I’intéressante porosité¢ évoquée au sujet de la membrane chitosan/alginate.

Afin de moduler la taille des matériaux préparés, des membranes a base de chitosan,
de BCD-chitosan et d’alginate ont également été préparées dans une plaque de 24 puits,

présentant des puits d’un diamétre moins important que celui de leurs analogues a 12 puits.
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IV. 2. Fabrication de membranes de CoPEC a base de chitosan et d’alginate

par sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 puits

IV. 2. 1. Fabrication de membranes de CoPEC chitosan/alginate par

sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 puits

Pour la formulation de membranes a base de chitosan et d’alginate dans une plaque de
24 puits, une procédure similaire a celle employée pour la fabrication des mémes membranes
dans une plaque de 12 puits a été mise en ceuvre. Les quantités et volumes ont cependant été
ajustés afin d’étre adaptés a la plus petite taille des puits. Des membranes compactes d’un
diamétre de 1’ordre du centimeétre (diamétre toujours imposé par celui des puits qui était dans

ce cas de 1,6 cm) et d’une épaisseur d’environ 1 mm ont alors été obtenues (Figure 73).

Figure 73 : Membrane de chitosan et d’alginate préparée par sédimentation et évaporation dans une

plagque de 24 puits.

Des observations MEB de ces nouvelless membranes ont alors révélé une
microstructure similaire a celle des mémes membranes préparées dans une plaque de 12 puits
(Figure 74).
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Figure 74 : Images MEB d’une membrane chitosan/alginate préparée par sédimentation et
évaporation dans une plaque de 24 puits (grossissement de a) x 50 et b) x 200). Echelles = 200 zm.

On retrouve alors I’importante porosité de surface (de I’ordre de quelques centaines de
micromeétres) déja évoquée dans le cas des membranes préparées dans des plaques de
12 puits, avec de possibles interconnexions avec des pores plus petits (de 1’ordre de quelques
dizaines de micrométres) en profondeur. Il semble ainsi que la modification de la taille des
puits n’ait d’influence ni sur la faisabilité de la préparation de membranes chitosan/alginate,
ni sur la microstructure des matériaux obtenus. Les uniques caractéristiques variables
semblent alors étre les dimensions du matériau, ce qui offre alors un moyen simple de
modulation de la taille des membranes a base de chitosan et d’alginate tout en conservant les

caractéristiques microstructurales des matériaux finaux.

La modulation de la taille des puits afin de varier les dimensions des membranes

obtenues a également été appliquée au couple BCD-chitosan/alginate.

IV. 2. 2. Fabrication de membranes de CoPEC BCD-chitosan/alginate par

sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 puits

La procédure de formulation de membranes de chitosan et d’alginate dans une plaque
de 24puits a été employée pour la formulation de membranes BCD-
chitosan (DS =19 %)/alginate dans ce méme type de plaque, en ajustant simplement la
quantité de BCD-chitosan utilisée, toujours pour compenser les charges rendues indisponibles
par la fonctionnalisation avec la cyclodextrine. Des membranes aux dimensions similaires a
celles des mémes membranes a partir de chitosan non fonctionnalisé ont alors été obtenues
(Figure 75).
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Figure 75 : Membrane de SCD-chitosan et d alginate préparée par sédimentation et évaporation dans
une plaque de 24 puits.

A nouveau, les images MEB (Figure 76) montrent une porosité importante au sein des

matériaux obtenus, avec des indices d’interconnexions entre les pores.

Figure 76 : Images MEB d’une membrane SCD-chitosan/alginate préparée par sédimentation et
évaporation dans une plaque de 24 puits (grossissement de a) x 50 et b) x 200). Echelles = 200 zm.

Ainsi, tout comme dans le cas des membranes préparées dans des plaques de 12 puits,
la fonctionnalisation du chitosan par la B-cyclodextrine n’influence pas les dimensions et la

microstructure des membranes préparées dans des plaques de 24 puits.

Des membranes a base de chitosan, de BCD-chitosan et d’alginate peuvent donc étre
formulées selon la méthode développée. Les dimensions des membranes (principalement leur
diamétre) peuvent alors étre facilement ajustées en utilisant des puits de dimensions
différentes et en faisant varier les quantités de polymeres. Le matériau peut alors étre faconné
en fonction de I’application finale envisagée. Dans tous les cas, il en résulte des membranes
présentant une porosité importante, avec de possibles interconnexions entre les pores. De

maniéere intéressante, les membranes chitosan/alginate formulées par Costa et al.,*” dont la
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méthode a inspiré celle développée ici, ne présentaient aucune porosité. La méthode
développée dans le cadre de cette thése permet donc 1’obtention de membranes
chitosan/alginate aux caractéristiques microporeuses propres, d’un trés grand intérét au vu de

la trés grande surface de contact qu’elles offrent.
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V. Conclusion partielle

Des Complexes de Polyélectrolytes Compacts ont été préparés a partir de chitosan et
d’alginate de sodium fonctionnalisés par la 3-cyclodextrine.

Ces CoPEC ont tout d’abord été formulés par ultracentrifugation en présence de sel et
ont été obtenus sous la forme de matériaux compacts, comparables d’aspect au CoPEC
chitosan/alginate précédemment formulé au laboratoire. Le CoPEC fonctionnalisé le plus
prometteur, c’est-a-dire le COPEC BCD-chitosan/alginate, a alors été caractérise de maniere
approfondie. Sa composition exacte a ainsi été déterminée et sa microstructure a été observée
en microscopie ¢électronique a balayage et comparée a celle d’'un CoPEC chitosan/alginate
non fonctionnalisé. 1l a été montré que la fonctionnalisation du chitosan par la cyclodextrine
n’a pas d’impact significatif sur la microstructure homogeéne et non poreuse du matériau final,
qui est alors comparable a celle du CoPEC chitosan/alginate.

Afin d’augmenter la surface de contact des matériaux développés pour améliorer leurs
propriétés, une méthode de préparation de CoPEC poreux, basée sur I'utilisation de
microparticules de carbonate de calcium en tant qu’éléments porogenes, a été développée et
optimisée. Cette méthode permet d’induire une microporosité dans les matériaux,
fonctionnalisés ou non par la cyclodextrine et cette porosité peut étre simplement contr6lée en
modulant la quantité de particules porogénes utilisées. Des microparticules microporeuses de
CoPEC chitosan/alginate fonctionnalisé ou non ont également été obtenues en ajustant cette
méthode développée.

Enfin, des CoPEC a base de chitosan et d’alginate, fonctionnalisés ou non par la -
cyclodextrine, ont été formulés selon une méthode de sédimentation et évaporation. Cette
méthode a permis 1’obtention de matériaux sous la forme de membranes et il a été montré que
les dimensions, et notamment le diameétre, de ces matériaux pouvaient étre contr6lées en
faisant varier la taille des puits dans lesquels elles sont préparées. La microstructure des
membranes ainsi obtenues a alors été observée en microscopie électronique a balayage. Les
observations ont permis de conclure a un caractére intrinsequement poreux de ces
membranes, avec des indices laissant présumer des interconnexions entre les différents pores
en profondeur dans les membranes. Ces derniéres paraissent alors trés intéressantes pour le
domaine biomédical, dans lequel des membranes a forte porosité sont trés prisées car elles
permettent notamment de proposer une surface de contact trés importante et adaptée a la

colonisation par de nombreux types de cellules.

152



Chapitre 3 : Mise en forme et caractérisation des biomatériaux

Ces divers travaux ont alors permis 1’obtention de matériaux fonctionnels a base de
chitosan et d’alginate, sous différentes formes et avec des microstructures variables et

controlables, qui ont par la suite été étudiés en termes d’applications, en particulier a des fins

thérapeutiques.
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V1. Partie expérimentale

V1. 1. Généralités

La formation des complexes de polyélectrolytes a été effectuée via une pompe
péristaltique ISMATEC IPC de chez Cole-Parmer (Vernon Hills, IL).

Les centrifugations ont été effectuées sur une centrifugeuse 4K15 munie d’un rotor
12169H de chez Sigma et les ultracentrifugations sur une ultracentrifugeuse Optima™ L-90K
munie d’un rotor Type 90 Ti et dans des tubes d’ultracentrifugation de chez Beckman Coulter
(Brea, CA).

Les lyophilisations étaient effectuées sur des lyophilisateurs Alpha 1-2 LD de chez
Bioblock Scientific ou Flexi-Dry de chez FTS Systems.

Le tamis de maille 300 um était de chez CISA et celui de maille 63 um provenait de
chez Retsch.

Les observations en Microscopie Electronique a Balayage ont été effectuées sur un
Quanta™ 250 FEG de FEI Company (Eindhoven, Pays-Bas).

Les plaques de culture a 12 puits (Falcon™) étaient de chez Corning (Corning, NY) et
les plaques de culture a 24 puits étaient de chez Orange Scientific (Braine-1’Alleud,
Belgique).

L’isothiocyanate de rhodamine B (mélange d’isomeéres), provenait de chez Sigma-
Aldrich et les microparticules de carbonate de calcium utilisées pour la formulation des

COPEC poreux, d’une taille <30 um, étaient de chez Sigma-Aldrich.

VI. 2. Preparation de CoPEC a base de chitosan et d’alginate par

ultracentrifugation

V1. 2. 1. Préparation de CoPEC chitosan/alginate par ultracentrifugation

300 mg (1,5 mmol d’unités de répétition) d’alginate de sodium sont tout d’abord
dissous dans 240 mL d’eau ultrapure (concentration de 1,25 mg/mL, pHi = 6,8). Le pH de la
solution est ajusté a 6,5 par ajout de CHsCOOH 0,1 M aqueux puis 24,8 g (0,24 mol) de NaBr
sont dissous dans la solution (concentration finale en sel de 1 M). 300 mg (1,9 mmol d’unités

de répétition) de chitosan sont dissous dans 240 mL d’eau ultrapure auxquels sont ajoutés
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450 ul de CH3COOH permettant la protonation des unités de chitosan et favorisant ainsi sa
dissolution (pHi = 3,9). Le pH de la solution est ajusté a 4,5 par ajout de NaOH 6 M aqueux
puis 24,8 g (0,24 mol) de NaBr sont dissous dans la solution (concentration finale en sel de
1 M).

Les deux solutions sont ensuite mélangées via une pompe péristaltique
(débit = 100 mL/min). La combinaison ainsi obtenue est agitée a 200 tours/min afin d’obtenir
une suspension de complexes de polyélectrolytes qui est ensuite transférée dans des tubes de
centrifugation en propyléne. La suspension est alors centrifugée a 9 400 g pendant 15 minutes
a 20 °C. Les complexes ainsi pré-compactés sont finalement transférés dans des tubes
d’ultracentrifugation avec du surnageant puis ultracentrifugés a 308 000 g et 23 °C pendant
12 h afin d’obtenir le CoPEC.

Avant d’utiliser le CoPEC ainsi obtenu, celui-ci est tout d’abord lavé pendant 48 h

dans du PBS 1X (renouvelé une fois).

VI. 2. 2. Préparation de CoPEC chitosan/BCD-alginate par ultracentrifugation

500 mg de BCD-alginate sont tout d’abord dissous dans 100 mL d’eau ultrapure
(concentration de 5 mg/mL) avec 100 uL de CHsCOOH. 41,29 (0,4 mol) de NaBr sont
dissous dans la solution (concentration finale en sel de 4 M). 500 mg (3,1 mmol d’unités de
répétition) de chitosan sont dissous dans 100 mL d’eau ultrapure auxquels sont ajoutés 750 pl
de CH3COOH. Le pH de la solution est ajusté a 4,5 puis 41,2 g (0,4 mol) de NaBr sont
dissous dans la solution (concentration finale en sel de 4 M).

Les deux solutions sont ensuite mélangées via une pompe peristaltique
(débit = 100 mL/min). La combinaison ainsi obtenue est agitée a 200 tours/min afin d’obtenir
une suspension de complexes de polyélectrolytes qui est ensuite transférée dans des tubes de
centrifugation en propyléne. La suspension est alors centrifugée a 9 400 g pendant 15 minutes
a 25°C. Les complexes ainsi pré-compactés sont finalement transférés dans des tubes
d’ultracentrifugation avec du surnageant puis ultracentrifugés a 308 000 g et 25 °C pendant
12 h afin d’obtenir le CoPEC.
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VI. 2. 3. Préparation de CoPEC BCD-chitosan/pCD-alginate par

ultracentrifugation

Le CoPEC BCD-chitosan/BCD-alginate a été préparé selon une procédure similaire a

celle de préparation du CoPEC chitosan/alginate.

V1. 2. 4. Préparation de CoPEC BCD-chitosan/alginate par ultracentrifugation

Les CoPEC BCD-chitosan/alginate, préparés a partir des deux lots de BCD-chitosan
synthétisés (avec des degrés de substitution de 19 et 25 %) ont été formulés en suivant la
méme procédure que lors de la formulation du CoPEC chitosan/alginate mais en ajustant la
masse de BCD-chitosan utilisée afin de garder une quantité équivalente de groupements

ioniques malgré le greffage de la cyclodextrine.

V1. 3. Préparation de microparticules de CoPEC

Aprés lavage, le CoPEC est lyophilisé, broyé a 1’aide d’un pilon-mortier et tamisé sur
un tamis de maille 300 um puis éventuellement sur un tamis de maille 63 um afin de calibrer

les microparticules entre 63 et 300 um.

V1. 4. Préparation des échantillons pour les observations au MEB

Pour les observations MEB des matériaux bruts, apres lavage, une tranche de CoPEC
est coupée au scalpel afin d’avoir une coupe interne du matériau, puis cette tranche est
lyophilisée. Une partie du CoPEC présentant la surface de celui-ci est également lyophilisée.
L’intérieur et la surface du matériau sont alors observés au MEB.

Concernant 1’observation MEB des particules et des membranes, celles-Ci sont

directement observées apres séchage, sans découpe particuliére.
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V1. 5. Détermination de la composition du CoPEC BCD-chitosan/alginate

VL. 5. 1. Synthése de I’alginate-rhodamine

300 mg (1,5 mmol d’unités de répétition, 1 éq) d’alginate de sodium sont dissous dans
15 mL d’eau ultrapure et le pH de la solution est ajusté a 8 par ajout de NaOH 1 M aqueuse et
de CH3COOH 1 M aqueux. 20 mg (0,04 mmol, 0,03 éq) d’isothiocyanate de rhodamine B
(mélange d’isoméres) sont dissous dans 8 mL de DMSO puis la solution obtenue est
introduite goutte a goutte dans la solution d’alginate. Le mélange est agité pendant 1 h a
40 °C puis la réaction est arrétée par ajout de 5,35 g (0,1 mol) de chlorure d’ammonium dans
le milieu réactionnel. La solution est alors dialysée dans une membrane avec un seuil de
rétention des molécules de 12-14 000 Da contre une solution aqueuse de NaCl a 0,05 M puis
contre de 1’eau ultrapure jusqu’a ne plus détecter de fluorescence significative (mesurée par
spectrophotométrie avec Aexc = 543 nm et Aem = 400-700 nm) dans le milieu de dialyse.
264 mg de 7 sont alors isolés par lyophilisation.

DS : 0,7 % (déterminé par absorbance a 560 nm dans du tampon phosphate pH 8 en

établissant une courbe standard).
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VI. 5. 2. Préparation de CoOPEC BCD-chitosan/alginate-rhodamine

Le CoPEC BCD-chitosan/alginate-rhodamine est préparé en suivant la méme
procedure et les mémes proportions que pour la formulation du CoPEC BCD-

chitosan/alginate.

VL. 5. 3. Détermination de la quantité d’alginate non incluse dans le CoPEC final

La quantité d’alginate se retrouvant dans le surnageant avant ultracentrifugation (donc
la quantit¢ d’alginate non présente dans le matériau final) est déterminée par
spectrophotométrie UV-Visible a 560 nm en construisant une courbe standard a partir de

solutions d’alginate-rhodamine dans du tampon phosphate pH 8.

V1. 6. Préparation de CoPEC bruts poreux a base de chitosan et d’alginate

VI. 6. 1. Préparation de CoPEC brut chitosan/alginate poreux

Les CoPEC chitosan/alginate poreux sont formulés suivant un protocole similaire a
celui permettant de formuler les COPEC chitosan/alginate avec quelques modifications.

La solution d’alginate est préparée de la méme manicre que dans le cas du CoPEC non
poreux. Concernant la solution de chitosan, le pH n’est pas ajusté aprés mise en solution du
polymere. Aprés 1’ajout du NaBr (1M), des particules de carbonate de calcium (quantité
variable selon les expeériences) sont suspendues dans la solution et la suspension est agitée
jusqu’a un pH de 55 — 6. De la méme maniére qu'en VL 2. 1., les solutions de
polyélectrolytes sont melangées a la pompe péristaltigue mais dans ce cas la solution de
chitosan est maintenue sous agitation durant le mélange afin d’assurer une répartition
homogéne des particules de carbonate dans le matériau final. La centrifugation et
’ultracentrifugation des complexes sont effectuées dans les mémes conditions qu’en VI. 2. 1.
Apres ultracentrifugation, le matériau obtenu est immergé dans une solution permettant la
dissolution des particules de carbonate (soit une solution d’EDTA 0,1 M a pH 5 soit une
solution saline acide de 1 M de NaBr en HCI a pH 1) qui est régulierement renouvelée. Apres

dissolution des particules, le CoPEC est lave dans du PBS 1X (renouvelé une fois).
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V1. 6. 2. Préparation de CoPEC brut BCD-chitosan/alginate poreux

Le CoPEC BCD-chitosan/alginate poreux a eté préparé de la méme maniére que dans
le cas du CoPEC BCD-chitosan/alginate non poreux avec les mémes modifications évoquées
en V1. 6. 1. Il est dans ce cas préparé avec un ratio massique polyélectrolytes : CaCOz de 1:5
et les particules de carbonate sont dissoutes dans une solution saline acide de 1 M NaBr en

HCla pH 1 jusqu’a ne plus observer de dégagement gazeux significatif.

V1. 7. Préparation de microparticules poreuses de CoPEC

Les particules de COPEC poreuses sont préparées avec un ratio massique
polyélectrolytes : CaCOs de 1: 5 suivant les procédures décrites en VI. 6. 1. et VI. 6. 2.
jusqu’a I'ultracentrifugation. Apres ultracentrifugation, les matériaux obtenus, contenant alors
des particules de carbonate de calcium, sont lyophilisés puis broyés et tamisés entre 63 et
300 um. Les particules sont ensuite placées dans une solution EtOH/HCI 9,52 : 1 v/v qui est
réguliérement renouvelée jusqu’a ne plus distinguer de dégagement gazeux provenant des
particules. Les particules sont isolées par filtration, lavées a I’EtOH puis séchées pendant 24 h
aI’étuve (37 °C).

VI. 8. Préparation de membranes de CoPEC a base de chitosan et

d’alginate par sédimentation et évaporation

VI. 8. 1. Préparation de membranes chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate

par sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 puits

Pour les membranes chitosan/alginate, 50 mg (0,25 mmol d’unités de répétition)
d’alginate de sodium sont dissous dans 40 mL d’eau ultrapure. Le pH de la solution est fixé a
6,5 par ajout de CHsCOOH 0,1 M aqueux puis 4,1 g (0,04 mol) de NaBr sont introduits
(concentration en sel de 1 M). 40 mg (0,25 mmol d’unités de répétition) de chitosan sont
dissous dans 40 mL d’eau ultrapure et 75 uL de CHsCOOH sont introduits pour protoner et
donc dissoudre le chitosan. Le pH de la solution est ajusté a 4,5 par ajout de NaOH 6 M

aqueuse puis 4,1 g (0,04 mol) de NaBr sont introduits (concentration en sel de 1 M).
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Les deux solutions sont ensuite mélangées via une pompe péristaltique
(débit = 100 mL/min). La combinaison ainsi obtenue est agitée a 200 tours/min afin d’obtenir
une suspension de complexes de polyélectrolytes qui est ensuite transférée dans des tubes de
centrifugation en propylene. La suspension est centrifugée & 9 400 g pendant 15 minutes a
20 °C. Les culots de complexes de polyélectrolytes compactés sont alors re-suspendus dans
7 mL de surnageant puis la suspension est versée dans un puits de plaque de culture a
12 puits. La plaque est placée a I’étuve (37 °C) pendant 7 jours pour que le surnageant
s’évapore.

Une fois le surnageant évaporé, la membrane obtenue est lavée pendant 28 h dans
7 mL d’eau ultrapure qui sont renouvelés une fois. La membrane est finalement séchée a
I’étuve (37 °C) pendant 20 h.

Cette procédure est également utilisée pour la préparation d’'une membrane BCD-
chitosan/alginate en plaque de 12 puits a la différence que la masse de BCD-chitosan est

ajustée afin d’avoir un nombre équivalent de charges malgré la présence de cyclodextrines.

VI. 8. 2. Préparation de membranes chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate

par sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 puits

Pour les membranes chitosan/alginate, 20 mg (0,10 mmol d’unités de répétition)
d’alginate de sodium sont dissous dans 16 mL d’eau ultrapure. Le pH de la solution est fix¢é a
6,5 par ajout de CH3COOH 0,1 M aqueux puis 1,659 (0,016 mol) de NaBr est introduit
(concentration en sel de 1 M). 16 mg (0,10 mmol d’unités de répétition) de chitosan sont
dissous dans 16 mL d’eau ultrapure et 30 uL de CHsCOOH sont introduits pour protoner et
donc dissoudre le chitosan. Le pH de la solution est ajusté a 4,5 par ajout de NaOH 6 M
aqueuse puis 1,65 g (0,016 mol) de NaBr est introduit (concentration en sel de 1 M).

Les deux solutions sont ensuite mélangées via une pompe péristaltique (débit =
100 mL/min). La combinaison ainsi obtenue est agitée a 200 tours/min afin d’obtenir une
suspension de complexes de polyélectrolytes qui est ensuite transférée dans des tubes de
centrifugation en propylene. La suspension est centrifugée a 9 400 g pendant 15 minutes a
20 °C. Les culots de complexes de polyélectrolytes compactés sont alors re-suspendus dans
3 mL de surnageant puis la suspension est versée dans un puits de plaque de culture de

24 puits. La plaque est placée a I’étuve (37 °C) pendant 7 jours pour évaporer le surnageant.
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Une fois le surnageant évaporé, la membrane obtenue est lavée pendant 24 h dans
3 mL d’eau ultrapure qui sont renouvelés une fois. La membrane est finalement séchée a

I’étuve (37 °C) pendant 4 jours.
Cette procédure est également utilisee pour la préparation de membranes BCD-

chitosan/alginate en plaque de 24 puits a la différence que la masse de BCD-chitosan est

ajustée afin d’avoir un nombre équivalent de charges malgré la présence de cyclodextrines.
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fonctionnalisés avec la B-cyclodextrine

L’inflammation aigué est un phénomene biologique trés important et indispensable a
la mise en place de toute réponse immunitaire. Néanmoins, lorsqu’elle n’est pas controlée par
I’organisme et devient chronique, elle peut étre la source de nombreuses maladies devenues
communes telles que la polyarthrite rhumatoide, I’arthrose ou encore la maladie de Crohn. Il
est de plus maintenant connu que I’inflammation chronique joue un role prépondérant dans le
développement du cancer en favorisant la progression des tumeurs.3%® Ainsi, le
développement de systémes dotés de propriétés anti-inflammatoires est un sujet de recherche
d’actualité. En particulier, des biomatériaux aux propriétés anti-inflammatoires sont tres
attractifs dans ce domaine.

Dans nos travaux, les divers COPEC a base de chitosan, d’alginate, de BCD-chitosan et
de BCD-alginate formulés par ultracentrifugation ont été étudiés in vitro dans un modele
d’inflammation impliquant des macrophages activés par le lipopolysaccharide (LPS). Les
CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate ont alors montré des propriétés anti-
inflammatoires intrinséques, d'une part en diminuant la production d’oxyde nitrique (NO) et
de cytokine pro-inflammatoire TNF-o. par les macrophages activés et d'autre part en
diminuant I’expression du marqueur d’activation CD40 par ces cellules et en « restaurant » la
prolifération cellulaire.

Deux anti-inflammatoires, le piroxicam et la prednisolone, ont été inclus avec succes
dans les CoPEC chitosan/alginate et PBCD-chitosan/alginate, avec une inclusion plus
importante dans le matériau contenant des cyclodextrines. L’impact de I’inclusion de ces
substances actives sur I’effet des matériaux a alors été étudié a nouveau dans le modéle
d’inflammation in vitro utilisé.

La présence de cyclodextrines dans les matériaux ne permettant que I’inclusion de
molécules hydrophobes dans ces derniers, une stratégie d’inclusion de tout type de molécule,
en particulier de molécules hydrophiles, a enfin ¢té mise en place afin d’¢largir les domaines
thérapeutiques d’application des matériaux développés. Des molécules a base d’adamantane,
formant un complexe d’inclusion avec la B-cyclodextrine, contenant une fonction maléimide,
réactive notamment vis-a-vis de molécules contenant des groupements thiol, ont été incluses
dans des membranes a base d’alginate et de chitosan fonctionnalis¢é ou non par la -
cyclodextrine. Une molécule fluorescente de rhodamine contenant une fonction thiol a alors
été mise au contact des matériaux obtenus, permettant de valider la nouvelle stratégie

d’inclusion dans le cas de la membrane contenant la 3-cyclodextrine.
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Dans ce chapitre, apres une introduction sur I’inflammation, les différentes évaluations

menées sur les matériaux formulés au cours de ces travaux de these seront développées.
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|. L’inflammation

I. 1. Le déroulement de la réponse inflammatoire

Lors d’une agression du corps humain, par exemple lorsque certains pathogénes
passent les premiéres barriéres de I’anté-immunité et pénetrent les tissus ou lorsque les tissus
sont endommagés, une réaction inflammatoire, caractérisée par une rougeur, une douleur, de
la chaleur et un gonflement des tissus, se met en place. Cette réaction a pour buts principaux
la limitation de la dissémination des pathogénes dans les tissus, I’initiation des différentes
réponses immunitaires et la réparation tissulaire.3%

La réponse inflammatoire se met en place en suivant plusieurs étapes :

- Les cellules de I'immunité innée (I’immunité présente deés la naissance, qui ne
nécessite pas d’apprentissage) résidant dans les tissus, c’est-a-dire les macrophages,
les mastocytes et les cellules dendritiques, reconnaissent, via leurs récepteurs, certains
motifs moléculaires associés aux micro-organismes (appelés MAMP pour "Microbial-
Associated Molecular Pattern™) ou aux dommages cellulaires (appelés DAMP pour
"Damage-Associated Molecular Pattern™) ;

- Les macrophages et mastocytes ayant reconnu les MAMP et/ou les DAMP produisent
ensuite divers médiateurs chimiques permettant d’augmenter le diametre des
vaisseaux sanguins proches du site de I’inflammation, on parle alors de vasodilatation,
ce qui provoque une augmentation du flux sanguin dans cette zone ;

- Une perte d’étanchéité entre les cellules endothéliales provoque également la fuite de
liquide vasculaire véhiculant, entre autres, des médiateurs solubles de 1’inflammation.
Cette perte d’étanchéité favorise alors I’extravasion, c’est-a-dire le passage des
leucocytes (ou globules blancs) du sang jusqu’au tissu qui est induit par les facteurs
chimiotactiques produits par les macrophages et les mastocytes ainsi que par les
molécules d’adhésions exprimées par les cellules endothéliales. Cette extravasion a
pour but le recrutement tout d’abord de granulocytes neutrophiles circulants, dont les
fonctions principales sont la phagocytose et la destruction des pathogenes
extracellulaires ou des débris cellulaires, puis de monocytes se différenciant

ultérieurement en nouveaux macrophages ;

167



Chapitre 4 : Premiéres évaluations biologiques de I’effet des CoPEC a base de chitosan et d’alginate
fonctionnalisés avec la B-cyclodextrine

- Les médiateurs produits par les macrophages provoquent la coagulation menant a la
formation d’un caillot sanguin local prét du site d’inflammation, ce qui a pour effet de
limiter la dissémination des pathogénes dans I’organisme ;

- Les macrophages sécrétent également des facteurs de croissance des fibroblastes, qui
sont des cellules sécrétant des composants de la matrice extracellulaire, ce qui permet

donc de réparer les tissus lésés lors de 1’agression.3%’

I. 2. Les médiateurs de la réponse inflammatoire

Comme évoqué en I. 1., divers médiateurs solubles de I’inflammation sont impliqués
dans la réponse inflammatoire. Ces médiateurs peuvent étre classés en trois catégories, les
médiateurs produits par les pathogénes, les proteines du plasma et les médiateurs produits par

les leucocytes, et ont des fonctions spécifiques dans le processus inflammatoire. 3%

I. 2. 1. Les médiateurs de I’inflammation produits par les pathogénes

Les pathogénes impliqués dans 1’agression de 1’organisme produisent eux-mémes
divers MAMP tels que le lipopolysaccharide bactérien (LPS) ou les peptides formylés. Ces
MAMP produits par les pathogenes activent alors les macrophages et les mastocytes et ils

activent également la cascade du complément par les voies alterne et de la lectine.

I. 2. 2. Les protéines du plasma

Plusieurs protéines du plasma jouent un réle dans trois systemes impliqués dans la

réponse inflammatoire : la coagulation, le complément et le systéme des kinines.

I. 2. 2. 1. Les protéines impliquées dans la coagulation

Trois protéines sont impliquées dans le phénoméne de coagulation ayant lieu lors de
I’inflammation. La thrombine active les cellules endothéliales et provoque ainsi I’expression
des molécules d’adhésion facilitant I’entrée des leucocytes sur le lieu de 1’inflammation. La
fibrine crée un réseau fibreux permettant le piégeage des pathogénes. La plasmine, quant a

elle, clive la fibrine et évite alors I’expansion incontr6lée du caillot sanguin formé.
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I. 2. 2. 2. Les protéines du systeme du complément

Le systeme du complément est constitué de plus de 30 protéines présentes soit comme
protéines solubles dans le sang, soit comme protéines liées aux membranes. Son activation
meéne a une cascade séquentielle de réactions enzymatiques provoquant la formation
d’anaphylatoxines C3a et C5a engendrant plusieurs réponses physiologiques allant de la
chémoattraction a I’apoptose.>®®
Deux protéines, a savoir le facteur XIlI de Hageman et la plasmine, permettent

I’activation du systéme du complément. Cette activation permet notamment la destruction par

voie lytique du pathogeéne impliqué dans 1’agression menant a 1’inflammation.

I. 2. 2. 3. Les protéines impliquées dans le systeme des kinines

Le systeme des kinines est composé de kininogénes, en tant que substrats, et de
plasma. Les kininogénes sont responsables de la production de la bradykinine et de la
kallidine, deux peptides vasoactifs.3%°

Au sein de ce systeme, la kallikréine plasmatique permet le clivage des kininogenes

inactifs en kinines actives.

I. 2. 3. Les médiateurs de I’inflammation produits par les leucocytes

Les macrophages qui sont activés lors de [I’inflammation produisent (i) des
chimiokines, permettant d’attirer des leucocytes, (ii) des leucotrienes et (iii) des
prostaglandines, qui favorisent I’activation des cellules endothéliales. lls sécréetent également
des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-a, I’IL-1 ou encore I’'IL-6 qui peuvent
mener a la production de protéines impliquées dans la phase aigué de I’inflammation telles
que la pentraxine ou la ficoline. Ces cytokines pro-inflammatoires meénent egalement a
I’expression de la NO synthase inductible chez de nombreuses cellules telles que les
monocytes/macrophages, ce qui engendre une synthése de trés grandes quantités d’oxyde
nitrique (excédant alors jusqu’a mille fois la production de NO physiologique).31°

Les mastocytes, qui sont quant a eux activés par le C5a du systeme du complément

évoqué précédemment, sont pour leur part a I’origine de la production d’histamine, une amine
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biogene vasoactive également connue pour son role dans I’allergie, et également de
leucotrienes et de prostaglandines.
Enfin, les plaquettes produisent le facteur d’activation plaquettaire (PAF) qui recrute

d’autres leucocytes sur les lieux de 1’inflammation.

Ces divers médiateurs représentent autant de marqueurs de I’inflammation qui peuvent
étre étudiés dans le cadre de 1’évaluation de I’effet de médicaments et de biomatériaux sur la

réponse inflammatoire.

La réponse inflammatoire peut étre illustrée selon la Figure 77.
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IL-1R, INF-I IL-8, MCP-1 PAF (Platelet-Activating Factor)
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Figure 77 : Illustration de la réponse inflammatoire.

La réponse inflammatoire est ainsi un processus précieux permettant a I’organisme de
réagir vis-a-vis d’une agression ou d'une Iésion. Cependant, I’inflammation peut endommager
des cellules et tissus sains avoisinant le lieu initial de I’agression. Cet endommagement
indésirable, stimulant alors davantage la réponse inflammatoire, peut alors mener a une
inflammation incontrdlée dite "chronique” pouvant elle-méme conduire a des défaillances des
organes.?!! C’est la raison pour laquelle de nombreux traitements anti-inflammatoires

innovants ont été, et sont toujours, mis au point par la communauté scientifique.
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Parmi ces traitements, de nombreux biomatériaux présentant un effet anti-
inflammatoire ont été développés. La plupart de ces matériaux présentent alors un effet anti-
inflammatoire car ils contiennent et relarguent des substances actives32-316 et seuls quelques-
uns présentent intrinsequement des propriétés permettant 1’atténuation de 1’inflammation.
Parmi ces derniers biomatériaux peuvent étre cités les nanoparticules d’argent37-319 et
d’oxyde de cérium3? 32! ainsi que quelques hydrogels a base de N-acryloyl glycinamide®?? ou
d’acide hyaluronique.®® Ainsi, le développement de biomatériaux présentant des propriétés
anti-inflammatoires, en particulier intrinseques, semble de nos jours d’une grande importance
et ¢’est dans ce contexte que les matériaux développés au cours de cette these ont été tout

particuliérement étudiés dans le cadre de I’inflammation.

I1. Evaluation in vitro de I'impact des CoPEC a base de chitosan et

d’alginate sur ’inflammation

II. 1. Démonstration de I’effet pro-inflammatoire des CoPEC contenant du

BCD-alginate lors de tests in vitro préliminaires

Différents tests biologiques préliminaires ont été effectués dans les premiers temps du
projet concernant les CoPEC contenant de la B-cyclodextrine. Au cours de ces tests
préliminaires, des macrophages (cellules RAW 264.7) non activés ont été traités pendant 24 h
avec des microparticules de CoPEC. Les surnageants ont ensuite été prélevés et divers
dosages ont été effectués sur ces derniers, notamment des dosages des cytokines pro-
inflammatoires TNF-a et I1L-6.

Ces dosages ont été effectués via un test ELISA (Figure 78). Au cours de ce test, un
anticorps spécifique a la cytokine dosée, appelé anticorps de capture, est fixé au support (une
plaque de 96 puits a fonds plats) puis les sites non-spécifiques sont bloqués par de la BSA.
Ces anticorps sont ensuite incubés avec la cytokine d’intérét afin que celle-ci se fixe dessus.
Un anticorps de détection, egalement propre a la cytokine et portant de la biotine, est ensuite
ajouté et il se fixe alors sur les cytokines elles-mémes fixées sur les anticorps de capture. De
I’avidine-HRP est ensuite ajoutée, ’avidine se fixant sur la biotine. Enfin, le substrat, c’est-a-

dire le TMB, est ajouté. Ce-dernier, en présence d’eau oxygénée, s’oxyde via I’HRP, formant
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un produit absorbant a 450 nm qui peut alors étre quantifié par spectrophotométrie UV-
Visible.

OO0l 6> o

Produit absorbant a 450 nm U

Substrat = TMB

®
U/

HRP

Avidine
Anticorps de détection

Biotine
Cytokine d’intérét

BSA
Anticorps de capture

Figure 78 : Schématisation de la quantification d 'une cytokine d’intérét par test ELISA.

Au cours de ces essais préliminaires, il a rapidement été constaté que les CoPEC

contenant du BCD-alginate, c’est-a-dire les CoPEC chitosan/BCD-alginate et BCD-

chitosan/BCD-alginate, induisaient une production non négligeable de cytokines pro-

inflammatoires IL-6 et TNF-a par les macrophages non activés (Figure 79, Figure 80 et
Figure 81).
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Figure 79 : Concentrations en IL-6 mesurées par test ELISA (n = 1) dans les surnageants de cellules
RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC chitosan/fSCD-alginate, par rapport a la
concentration mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées.
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Figure 80 : Concentrations en IL-6 mesurées par test ELISA (n = 1) dans les surnageants de cellules
RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC SCD-chitosan/fCD-alginate, par rapport a
la concentration mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées.
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Figure 81 : Concentrations en TNF-a mesurées par test ELISA (n = 1) dans les surnageants de
cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC ACD-chitosan/#CD-alginate, par
rapport a la concentration mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées.

Cette induction de production de cytokines pro-inflammatoires par des macrophages
non activés est un indice d’un effet pro-inflammatoire de ces CoPEC. Cet effet pro-

inflammatoire n’étant de maniére évidente pas compatible avec une utilisation de ces CoPEC

173



Chapitre 4 : Premiéres évaluations biologiques de I’effet des CoPEC a base de chitosan et d’alginate
fonctionnalisés avec la B-cyclodextrine

dans le traitement de 1’inflammation, les COPEC contenant du BCD-alginate n’ont pas été pris

en compte pour les différentes études approfondies réalisées au cours de cette these.

Il. 2. Evaluation biologique des CoOPEC chitosan/alginate et PCD-

chitosan/alginate

1. 2. 1. Modéle in vitro d’évaluation des propriétés anti-inflammatoires des

matériaux a base d’associations chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate

Au cours de cette these, afin d’évaluer I’effet des CoPEC chitosan/alginate et BCD-
chitosan/alginate sur I’inflammation, les macrophages (cellules RAW 264.7) étaient placés au
contact de suspensions de microparticules de CoPEC de concentrations allant de 0,0677 a
2,2mg/mL pendant 24h a 37°C. Les cellules étaient ensuite activées par du
lipopolysaccharide pendant 24 h a 37 °C, puis les surnageants étaient récupérés pour des
dosages et éventuellement les cellules pour des études de cytométrie en flux. Le LPS est le
composant moléculaire majeur de la membrane externe des bactéries Gram négatif. Il sert de
barriére physiologique protectrice pour ces bactéries et est également reconnu par le systéme
immunitaire comme un marqueur pour la détection d’invasions de pathogeénes bactériens,
permettant alors le développement de la réponse inflammatoire détaillée en 1.3 Dans nos
¢tudes, il permettait donc de simuler I’inflammation in vitro. La procédure in vitro peut alors

étre resumée selon la frise proposée en Figure 82.

Récupération des surnageants

(dosages)
CoPEC
+ Activation Récupération des cellules
Cellules LPS (cytométrie)
Jo J1 J2

Figure 82 : Chronologie de la procédure in vitro d’évaluation des propriétés anti-inflammatoires des
matériaux a base d’associations chitosan/alginate et SCD-chitosan/alginate.
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I1. 2. 2. Evaluation de la cytotoxicité des CoPEC chitosan/alginate et pCD-

chitosan/alginate

Lors du développement d’un biomatériau, 'un des premiers essais biologiques a
mener concerne la cytotoxicité de ce matériau. En effet, un caractere cytotoxique est, dans la
plupart des cas de figure, incompatible avec I’utilisation d’un matériau a des fins médicales.

La cytotoxicité des CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate a dans notre
étude été évaluée par cytométrie en flux en utilisant un marqueur particulier de type « Fixable
Viability Dye ». Ce marqueur fluorescent pénétre a travers les membranes cellulaires altérées
et marque donc spécifiquement les cellules mortes. En cytométrie en flux, deux populations
distinctes, ’'une correspondant aux cellules mortes fluorescentes et 1’autre aux cellules
vivantes non fluorescentes, sont alors observées (Figure 83) et la viabilité peut étre

déterminée en comparant ces deux populations.

Cellules vivantes »

Cellules mortes
— -
1 (traitées au DMSO)

Count

T
LB RARL | LSRN R | LB RERL | T LB RARL
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Figure 83 : Exemple d’histogramme obtenu lors d’un test de cytotoxicité mené avec un marqueur de
type « Fixable Viability Dye » en cytométrie en flux.

Comme il peut étre constaté sur le graphique obtenu a la suite des évaluations de la
cytotoxicité en cytométrie en flux (Figure 84), en présence des deux CoPEC, que les
macrophages soient activés ou non par du LPS, leur viabilité ne semble pas significativement

affectée. Les CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate sont donc non-cytotoxiques.
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Figure 84 : Viabilité de cellules RAW 264.7 activees par du LPS (LPS) ou non (NA) et en présence de
microparticules de CoPEC chitosan/alginate et SCD-chitosan/alginate (n = 3).

II. 2. 3. KEvaluation de Deffet des CoPEC chitosan/alginate et PCD-

chitosan/alginate sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages activés

La production d’oxyde nitrique (NO) par les macrophages est une conséquence de leur
activation lors d’une inflammation, qui est dans notre cas simulée par un traitement par du
LPS. Cette production a alors été quantifiée dans le surnageant de macrophages activés par du
LPS et traités avec des microparticules de CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate
afin d’évaluer I’effet de ces derniers sur cette production d’oxyde nitrique et donc sur
I’inflammation. L’oxyde nitrique étant un radical libre trés peu stable (il n’a par exemple
qu’une durée de vie de moins d’une seconde dans le sang circulant),3?® une fois produit il est

trés rapidement converti en nitrites (NO2’) selon la cascade de réactions suivante :3%6

2NO + 02 2 2NO2
2NO + 2NO2 = 2N20s3
2N203 + 2H20 = 4NO2 + 4H*

La production de NO peut étre indirectement évaluée par le test de Griess®? au cours
duquel le trioxyde d’azote (N203), généré par la formation d’acide nitreux a partir des nitrites,
réagit avec le sulfanilamide (ou p-aminobenzenesulfonamide) pour former un ion diazonium

qui se couple ensuite au N-(1-naphtyl)ethylenediamine pour former un chromophore azoique
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absorbant a 540 nm (Figure 85), le sulfanilamide et le N-(1-naphtyl)ethylenediamine étant

présents dans le réactif de Griess alors utilisé.

Sulfanilamide

H2NSOzONH2

NO— Nc)z__> N203

N-(1-naphtyl)ethylenediamine

H,NSO,

pd

b

pd

+
pd
II

Chromophore azoique
Imax = 540 nm

Figure 85 : Principe du test de Griess pour ’évaluation indirecte de la production d’oxyde nitrique
par les macrophages activés.

Les macrophages ont alors été traités avec des concentrations de CoPEC
chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate allant de 0,0677 & 2,2 mg/mL pendant 24 h puis ils
ont été actives par du LPS et, 24 h apres, les surnageants des cellules ont éte récuperés pour y

doser indirectement par un test de Griess I’oxyde nitrique produit par les cellules (Figure 86).
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Figure 86 : Comparaison des concentrations en nitrites mesurées par test de Griess (n = 3) dans les
surnageants de cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC chitosan/alginate et
PCD-chitosan/alginate et activées par du LPS (LPS) ou non (NA), par rapport a la concentration
mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS. ****,
*** ot * = p-valeur respectivement < 0,0001, < 0,001 et < 0,05 entre les traitements CoPEC Chi/Alg
NA et CoPEC Chi/Alg LPS. #### et ### = p-valeur respectivement < 0,0001 et < 0,001 entre les
traitements CoPEC SCD-Chi/Alg NA et CoPEC SCD-Chi/Alg LPS.

L’addition de LPS sur les macrophages entraine une forte production de NO qui se
manifeste sur les graphiques par une augmentation de la concentration en nitrites par rapport
au contréle correspondant aux macrophages non traités et non activés par du LPS. Une tres
Iégere production de NO causée par la présence des CoPEC sur les macrophages non activés
par du LPS (deux courbes rouges) peut étre distinguée. De plus et de maniere tres
intéressante, le traitement par les deux CoPEC entraine une diminution de la production de
NO par les macrophages activés par du LPS (deux courbes bleues). En outre, méme si cet

effet ne semble pas drastique, il y a une tendance selon laquelle la diminution serait plus
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consequente dans le cas du CoPEC contenant la B-cyclodextrine (courbe bleue en trait plein).
Dés 0,5 mg/mL de CoPEC BCD-chitosan/alginate, la différence entre la production de NO par
les macrophages activés et non activés par du LPS n’est plus significative. Cette non-
significativité est retrouvée a 2,2 mg/mL dans le cas du traitement avec le CoPEC
chitosan/alginate (courbe bleue en pointillés).

Ainsi, les deux CoPEC induisent une diminution de la production de NO par les
macrophages actives par du LPS et cette diminution semble étre plus importante dans le cas
du CoPEC BCD-chitosan/alginate.

II. 2. 4. Evaluation de Deffet des CoPEC chitosan/alginate et BCD-

chitosan/alginate sur la production de TNF-a par des macrophages activés

La production de TNF-o par les macrophages étant, de la méme maniere que la
production de NO, une conséquence directe de ’activation de ces cellules par le LPS simulant
une inflammation, cette production a également été suivie dans le cas du traitement des
macrophages avec les CoOPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate.

Pour quantifier le TNF-o produit par les cellules et qui se retrouve dans leur

surnageant en fin d’expérience in vitro, le test ELISA a été utilisé (Figure 87).
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Figure 87 : Comparaison des concentrations en TNF-a mesurées par test ELISA (n = 1 représentatif
de 3 expériences) dans les surnageants de cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de
CoPEC chitosan/alginate et SCD-chitosan/alginate et activées par du LPS (LPS) ou non (NA), par
rapport a la concentration mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées et non
activées par du LPS.
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Comme attendu, ’activation par du LPS des macrophages (courbes bleues a 0 mg/mL
de CoPEC) induit une importante production de TNF-a par ces cellules. Tout comme dans le
cas de la production de NO, le traitement des macrophages actives par du LPS par les CoPEC
chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate (courbes bleues) provoque une diminution de cette
production de TNF-a.. A nouveau, un effet plus prononcé dans le cas du CoPEC contenant la
B-cyclodextrine (courbe bleue en trait plein) est constaté. Dans ce cas, on peut noter que la
production de TNF-a. est quasiment inhibée des 1,1 mg/mL de CoPEC.

Ainsi, en plus de diminuer la production de NO, les CoPEC chitosan/alginate et BCD-
chitosan/alginate permettent de diminuer la production de TNF-o. par des macrophages
activés par du LPS. Aussi bien dans le cas de la production de NO que dans celui de la
production de TNF-a, la diminution est plus marquée dans le cas du CoPEC BCD-
chitosan/alginate. Ces deux matériaux, et en particulier celui contenant les cyclodextrines,
présentent donc des effets anti-inflammatoires propres.

Afin de Vérifier que les différents effets anti-inflammatoires observés dans le cas du
CoPEC PBCD-chitosan/alginate n’étaient pas dus & un quelconque piégeage dans les
cyclodextrines situées au sein du matériau, deux études complémentaires permettant d’évaluer

I’éventuelle captation du LPS et du TNF-a. par le COPEC ont été menées.

II. 2. 5. Evaluation de I’éventuel piégeage du LPS et du TNF-a dans le CoPEC
BCD-chitosan/alginate

II. 2. 5. 1. Evaluation de I’éventuel piégeage du LPS dans le CoPEC BCD-

chitosan/alginate

Les molécules de LPS sont composées de trois régions distinctes : le lipide A, un

noyau polysaccharidique et ’antigéne O (Figure 88).%%7
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Figure 88 : Représentation schématique du LPS.

Comportant notamment des chaines grasses, le LPS est susceptible de former des
complexes d’inclusion avec les cyclodextrines présentes dans le CoPEC. Une étude a alors été
menée afin de vérifier que la diminution de la production de TNF-a et de NO ne provenait
pas tout simplement d’un piégeage du LPS dans les cyclodextrines, empéchant alors

’activation des macrophages. Lors de cette étude, dont la chronologie de la procédure est
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illustrée en Figure 89, le LPS a été mis en contact avec le CoPEC pendant 24 h & 37 °C,
permettant a I’éventuelle complexation du LPS dans le matériau d’avoir lieu. Le surnageant
de I’échantillon de CoPEC, aprés filtration, a alors été placé sur des macrophages et une
nouvelle incubation a 37 °C pendant 24 h a été opérée. Enfin, le surnageant a été récupére et
la concentration en nitrites dans ce surnageant a été déterminée par un test de Griess. Pour
comparaison, des macrophages ont également été directement actives par du LPS au moment

de I’ajout du surnageant de 1’échantillon de CoPEC sur les cellules.

Surnageant
filtré et
CoPEC transféré sur
+ les Quantification des
LPS macrophages nitrites (Griess)

JO J1 J2

Figure 89 : Chronologie de la procédure suivie pour le test de piégeage du LPS.

Il peut étre constaté que la mise en contact du CoPEC et du LPS avant de placer ce
dernier sur les macrophages ne diminue pas la production de NO par ces cellules, la quantité
de nitrites dosée étant similaire a celle dosée dans le surnageant de macrophages directement

activeés par du LPS (Figure 90).
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Figure 90 : Concentration en nitrites mesurée par test de Griess (n = 1) dans le surnageant de
cellules RAW 264.7 ayant été mises en contact avec le surnageant de microparticules de COPEC pCD-
chitosan/alginate en présence de LPS. Les controles négatif et positif correspondent aux cellules RAW
264.7 respectivement non activées et activées par du LPS. [CoPEC] = 1 mg/mL.

Les cellules sont donc activées dans une méme mesure que le LPS ait été mis au

contact du CoPEC ou non, donc ce lipopolysaccharide n’est a priori pas piégé au sein du
matériau.

II. 2. 5. 2. Evaluation de I’éventuel piégeage du TNF-o. dans le CoPEC BCD-
chitosan/alginate

Le LPS n’étant pas piégé dans le CoPEC lors des expériences, il permettait bien
d’activer les macrophages et induisait donc la production de NO et de TNF-a. par ces cellules.
Cependant, le TNF-o. comportant certaines zones hydrophobes3?® et pouvant ainsi
éventuellement lui-aussi étre inclus dans les cyclodextrines, une autre étude a été menée afin
d’évaluer I’éventuel piégeage de cette cytokine dans le matériau. Lors de cette étude, dont la
chronologie de la procédure est illustrée en Figure 91, du TNF-a a été mis au contact du
CoPEC BCD-chitosan/alginate pendant une journée a 37 °C pour laisser le temps a I’éventuel
piégeage de la cytokine dans le matériau de se produire. La concentration en TNF-o dans le
surnageant du CoPEC a ensuite été déterminée par test ELISA et a été comparée a celle

obtenue dans le cas de TNF-a n’ayant pas été mis en contact avec le matériau.
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Figure 91 : Chronologie de la procédure suivie pour le test de piégeage du TNF—c.

Des quantités comparables de TNF-a dans les surnageants sont alors dosées, que la
cytokine ait été en contact ou non avec la CoPEC (Figure 92). Le TNF-a produit par les

macrophages a la suite de I’activation par du LPS n’est donc pas piégé dans le matériau.

[TNF-a] (pg/mL)

Figure 92 : Concentration en TNF-a mesurée par test ELISA (n = 1) dans le surnageant de
microparticules de CoPEC ACD-chitosan/alginate. Le contrdle correspond a du TNF-« dans du
milieu de culture et n’ayant eu aucun contact avec le CoPEC. [CoPEC] = I mg/mL.

Ainsi, les deux études décrites permettent d’affirmer que les diminutions des
concentrations en NO et TNF-a mesurées dans les surnageants des macrophages mis au
contact du CoPEC BCD-chitosan/alginate et activés par du LPS ne proviennent ni d’un

piégeage du LPS, ni d’un piégeage du TNF-a dans le matériau et en particulier dans les
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cyclodextrines présentes au sein de celui-ci. Il peut alors en étre déduit un réel effet anti-

inflammatoire intrinseque propre au matériau.

Afin de confirmer I’effet anti-inflammatoire des CoPEC chitosan/alginate et BCD-
chitosan/alginate, des ¢tudes de cytométrie en flux permettant de s’intéresser a des marqueurs

de différentiation et de prolifération des macrophages ont été conduites.

Il. 2. 6. Evaluation de Ieffet des CoPEC chitosan/alginate et PCD-
chitosan/alginate sur D’expression du marqueur d’activation CD40 par des

macrophages activés

Lorsque les macrophages sont activés par du LPS, ils expriment le CD40, un membre
de la superfamille des récepteurs du TNF dont I’interaction avec son ligand (CD154) est
cruciale pour la mise en place d’une réponse immunitaire.3?® Afin de confirmer 1’effet anti-
inflammatoire intrinseque des CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate, a la fin des
trois jours d’étude in vitro, au moment de la récupeération des surnageants, les cellules ont
également été collectées. La cytométrie en flux a été utilisée afin d’évaluer 1’expression du
CDA40 par les cellules traitées avec les CoPEC et activées par du LPS. Les macrophages ont
alors été prealablement marques avec un anticorps anti-CD40 avant d’étre analysés au

cytometre (Figure 93).
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Figure 93 : Comparaison de [’expression du marqueur d’activation CD40 quantifiée par marquage au
CD40 et cytometrie (n = 2) par des cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC
chitosan/alginate et SCD-chitosan/alginate et activées par du LPS (LPS) ou non (NA). Les résultats
sont présentés comme des ratios d’intensité de fluorescence moyenne (IFM) entre les différents
échantillons et des cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS.

D’apres les graphiques obtenus, 1’activation des macrophages par du LPS induit une
importante expression du marqueur d’activation CD40 par ces cellules. Le traitement avec les
CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate des cellules activées (courbes bleues)
permet de réduire trés fortement cette expression et d’autant plus que la concentration en
CoPEC augmente. Dans les deux cas, pour la plus forte concentration en CoPEC testée
(2,2 mg/mL), I’expression de CD40 par les macrophages activés est du méme ordre de

grandeur que la légere expression induite par les CoPEC sur les macrophages non activés par
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du LPS (courbes rouges). Ainsi, les deux matériaux permettent de réduire I’activation des
macrophages stimulés par du LPS, ce qui est cohérent avec les diminutions des productions

de NO et de TNF-a par les cellules constatées précedemment.

Il. 2. 7. Evaluation de Deffet des CoPEC chitosan/alginate et BCD-
chitosan/alginate sur I’expression du marqueur de prolifération Ki-67 par des

macrophages activés

Lorsque les macrophages sont activés par du LPS, ils se différencient et il en résulte
un arrét ou un ralentissement de leur prolifération. Cette prolifération peut étre évaluée par un
suivi de I’expression du Ki-67. Le Ki-67 est en effet une protéine exprimée durant toutes les
phases actives du cycle cellulaire.3 Lorsque des macrophages proliferent, ils expriment donc
cette protéine.

Afin d’évaluer I’expression du Ki-67 par les macrophages traités avec les CoPEC et
activés par du LPS, comme dans le cas du CD40, la cytométrie en flux a été utilisée (Figure
94). Les cellules récupérées apres les trois jours de test in vitro ont alors été marquées avec un

anticorps monoclonal se fixant sur le Ki-67 exprimé par les cellules en prolifération.
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Figure 94 : Comparaison de [’expression du marqueur de prolifération cellulaire Ki-67 quantifiée par
marquage au Ki-67 et cytométrie (n = 2) par des cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules
de CoPEC chitosan/alginate et SCD-chitosan/alginate et activées par du LPS (LPS) ou non (NA). Les
résultats sont présentés comme des ratios d’intensité de fluorescence moyenne (IFM) entre les
différents échantillons et des cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS. * = p-valeur
< 0,05 entre les traitements CoPEC Chi/Alg NA et CoPEC Chi/Alg LPS.

D’aprés les graphiques obtenus, il est observé que I’activation par du LPS des
macrophages a induit une diminution de leur prolifération, caractérisée par une diminution de
I’expression de Ki-67 observable aux points a 0 mg/mL de CoPEC sur les courbes bleues. On
peut cependant observer qu’a mesure que la concentration en CoPEC chitosan/alginate et
BCD-chitosan/alginate augmente, 1’expression du Ki-67 par les macrophages augmente
également pour finalement rejoindre I’expression dans le cas des macrophages non activés par

du LPS (courbes rouges). Les CoPEC induisent donc une « restauration » de la prolifération
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cellulaire, ce qui est cohérent par rapport a la diminution de I’activation des cellules déduite
de la diminution de ’expression du CD40 évoquée précédemment. A nouveau, on constate
que cette restauration semble Iégérement plus prononcée dans le cas du traitement avec le

CoPEC contenant les cyclodextrines.

I1. 3. Détermination du role des polyélectrolytes dans Peffet anti-

inflammatoire des CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate

Afin d’apporter une premiere explication de 1’origine de I’effet anti-inflammatoire
présenté par les COPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate, des essais in vitro ont été
menés en utilisant séparément les différents polyélectrolytes composant ces CoPEC, c’est-a-
dire le chitosan, le BCD-chitosan et 1’alginate.

Au cours de ces essais, la procédure décrite en I1. 2. 1. a été suivie mais cette fois avec
des solutions de polyélectrolytes seuls, avec des concentrations allant de 0,0677 a 2,2 mg/mL.
Les nitrites présents dans les surnageants des cellules, représentatifs de la production de NO

par les macrophages, ont ensuite été quantifiés par test de Griess (Figure 95).
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Figure 95 : Concentrations en nitrites mesurées par test de Griess (n = 2) dans les surnageants de
cellules RAW 264.7 traitées avec de l’alginate, du chitosan ou du CD-chitosan et activées par du
LPS, par rapport a la concentration mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées
et non activées par du LPS.
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D’apres le graphique obtenu, 1’alginate seul semble avoir tendance a augmenter le taux
de nitrites présent dans les surnageants par rapport au cas des macrophages activés et non
traites par les polyeélectrolytes (contrdle). Au contraire, le chitosan et le BCD-chitosan
induisent une diminution de la quantité de nitrites dosée dans les surnageants. Il semble donc,
d’une part, que la formation du CoPEC permette d’annuler I’effet pro-inflammatoire de
I’alginate et que, d’autre part, I’effet anti-inflammatoire du chitosan (et du BCD-chitosan) soit
conservé dans le matériau. Concernant I’effet pro-inflammatoire de I’alginate seul, il est a
noter que le lot utilisé n’étant pas de grade pharmaceutique, il est possible que cet effet
provienne d’une contamination qui a alors pu étre simplement traitée lors du procédé de
formulation.

Le chitosan et le BCD-chitosan sont donc a priori a 1’origine des effets anti-
inflammatoires des deux CoPEC. Les résultats obtenus ici concernant le chitosan semblent
corroborer ceux obtenus par Yoon et al.33! et Zhu et al.3*? sur des oligosaccharides de
chitosan. En effet, dans ces travaux, les auteurs ont également noté une diminution de la
production de NO ainsi que d’autres marqueurs de I’inflammation tels que le TNF-a, I’IL-6
ou encore I’'IL-1B par des cellules RAW 264.7 activées par du LPS et traitées avec des

oligochitosans.

Ainsi, les CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate présentent tous deux des
propriétés anti-inflammatoires. En effet, dans le cas de macrophages traités avec ces
matériaux et activés par du LPS, ils permettent de limiter considérablement la production de
NO et de TNF-a par les cellules, de diminuer ’expression du marqueur d’activation CD40
par ces derniéres et de « restaurer » la prolifération cellulaire. En outre, ces différents effets
semblent Iégerement plus prononcés dans le cas du CoPEC contenant les cyclodextrines.
L’hypothese d’un piégeage du LPS et du TNF-a dans les cyclodextrines pour justifier 1’effet
du CoPEC BCD-chitosan/alginate a été écartée via deux études distinctes. Une autre étude a
quant a elle permis d’établir que le chitosan, fonctionnalisé ou non par la B-cyclodextrine,
pourrait étre a 1’origine des phénomenes anti-inflammatoires observés. L’ensemble de ces
résultats permet d’affirmer que les CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate
possédent des propriétés anti-inflammatoires intrinseques, ce qui les rend trés intéressants
dans loptique d’une utilisation dans les thérapies visant les maladies chroniques

inflammatoires.
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I11. Evaluation in vitro de I’impact de I’incorporation de molécules
actives anti-inflammatoires sur les propriétés du CoPEC BCD-

chitosan/alginate vis-a-vis de I’inflammation

Afin d’augmenter les propriétés anti-inflammatoires du CoPEC BCD-
chitosan/alginate, il a été décidé d’exploiter la capacité des cyclodextrines a former des
complexes d’inclusion avec des substances actives. Deux anti-inflammatoires ont été

incorporés dans les matériaux sous forme de microparticules : le piroxicam et la prednisolone.

I11. 1. Stratégie d’inclusion de substances actives dans les CoPEC

La stratégie générale d’inclusion des deux substances actives organiques utilisées au
cours de ces études dans les cyclodextrines, puis de leur extraction pour leur dosage, a été
développée selon un principe simple évoqué notamment dans la revue de Tejashri et al.3%
portant sur les nano-éponges a base de cyclodextrine. Ce principe est le suivant : dans le cas
de D’incorporation de molécules organiques dans un matériau présentant des parties
hydrophobes (comme dans le cas présent les cavités internes des cyclodextrines) un solvant
hydrophile aura tendance a pousser les molécules organiques vers ces parties hydrophobes,
tandis qu’un solvant plutdt hydrophobe permettra de libérer les molécules organiques piégées.
Les différentes inclusions et extractions ont alors été menées en utilisant les caractéres

hydrophile ou hydrophobe des solvants utilisés.

III. 2. Evaluation de ’impact de ’incorporation de piroxicam sur les

propriétés anti-inflammatoires du CoPEC BCD-chitosan/alginate

I11. 2. 1. Le piroxicam
Le piroxicam, ou 4-hydroxy-2-methyl-N-(pyridin-2-yl)-2H-benzo[e][1,2]thiazine-3-

carboxamide 1,1-dioxide (Figure 96), est un anti-inflammatoire non stéroidien faisant partie

de la famille des oxicams.
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Figure 96 : Structure du piroxicam.

En plus d’une activité anti-inflammatoire, il présente des propriétés antalgique
(réduction de la douleur) et antipyrétique (réduction de la fievre) et il inhibe les fonctions
plaquettaires. Faisant partie des anti-inflammatoires non stéroidiens non sélectifs, le
piroxicam exerce son activité anti-inflammatoire en inhibant les cyclooxygénases COX-1 et
COX-2 et donc en inhibant indirectement la synthése de prostaglandines a effet inflammatoire
évoquées en . 2. 3.3%

Le piroxicam est disponible commercialement (Brexin®, Cycladol®, Feldene®...),
seul ou sous forme de complexe d’inclusion avec la cyclodextrine permettant alors une
meilleure solubilité de la substance active, et sous diverses formes pharmaceutiques telles que
des gélules, des comprimés ou encore des gels.

D’apres plusieurs travaux, le piroxicam a la capacit¢ de former des complexes
d’inclusion avec la P-cyclodextrine selon différents ratios molaires piroxicam : f-

cyclodextrine comme par exemple des ratios de 1 : 1335336 gt 1 : 25,337,338

I11. 2. 2. Incorporation de piroxicam dans les CoPEC

L’incorporation du piroxicam dans les CoPEC chitosan/alginate et PBCD-
chitosan/alginate a été effectuée en suivant la stratégie décrite en I1l. 1.

300 mg de microparticules des deux CoPEC ont ainsi été immergés dans 90 mL de
solution de piroxicam dans du méthanol, a 1 mg/mL, pendant 72 h a 30 °C et 90 tr/min.
D’apres 1’étude décrite dans le chapitre 3 concernant la détermination de la composition du
CoPEC BCD-chitosan/alginate, dans 300 mg de CoPEC il y a 135 mg de BCD-chitosan, soit
0,08 mmol de B-cyclodextrine. Avec 90 mg de piroxicam en solution, soit 0,27 mmol, nous
étions en présence d’un exces de piroxicam par rapport aux cyclodextrines et ainsi dans des
conditions favorables a I’inclusion de la substance active. De plus, le méthanol étant un
solvant « hydrophile », il permettait de forcer les molécules hydrophobes de piroxicam & se

rendre dans les cavités hydrophobes des cyclodextrines. L’ incorporation a été menée sur une
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durée de 72 h permettant de s’assurer que I’équilibre d’inclusion était atteint. En effet, la
formation de complexes d’inclusion [-cyclodextrine/piroxicam réalisée en moins de 72 h en
utilisant le méthanol comme solvant a déja été rapportée.3®® Les particules ont ensuite été
isolées par filtration et lavées avec un minimum d’eau ultrapure, ce qui permettait d’éliminer
le piroxicam se trouvant en surface tout en préservant les complexes d’inclusion formés entre
les cyclodextrines et la substance active. Les particules ont été récupérées sous forme séche
par passage a I’étuve et, afin d’homogénéiser leur taille, elles ont été broyées et tamisées a

300 pum.

I11. 2. 3. Extraction et dosage du piroxicam inclus dans les COPEC

L’extraction du piroxicam inclus dans les COPEC a également été menée selon la
stratégie décrite en I11. 1.

9,9 mg de microparticules de chaque CoPEC contenant du piroxicam ont ainsi été
incubées dans du dichlorométhane pendant 24 h a 30 °C et 130 tr/min. Le dichlorométhane
étant fortement « hydrophobe », il convenait parfaitement pour libérer les molécules de
piroxicam piégées dans les cyclodextrines présentes au sein du CoPEC. Le piroxicam extrait
se retrouvait ainsi dans le solvant qui a été collecté en filtrant les particules. Ces derniéres ont
été lavées au CH2Cl afin de récupérer également 1’éventuel piroxicam extrait et déposé en
surface des particules. Le piroxicam extrait a été isolé sous forme solide par évaporation du
solvant sous pression réduite.

Afin de quantifier le piroxicam extrait des CoPEC, un dosage en spectrophotométrie
UV-Visible de celui-ci a été effectué en s’inspirant du travail de Nagabhushanam.34° Une
gamme de solutions de piroxicam dans de 'HCI1 0,1 M a été préparée, avec des concentrations
allant de 5 a 20 mg/L. Le piroxicam extrait a été dissous dans 20 mL de MeOH puis la
solution résultante a été diluée au 1/5 dans de I’'HCI aqueux a 0,1 M. La teneur en piroxicam a
¢té déterminée en mesurant 1’absorbance des échantillons et de la gamme a 333 nm. Cette
détermination a été rendue possible grace au caractere linéaire de la courbe étalon (Figure 97)

qui permettait d’appliquer la loi de Beer-Lambert.
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Figure 97 : Courbe étalon pour le dosage du piroxicam.

D’aprés ce dosage, les concentrations en piroxicam des solutions diluées préparées a
partir du piroxicam extrait des CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate étaient
respectivement de 4,12 et 9,26 mg/L. Les solutions étant diluées au 1/5, il en résulte que les
extraits méthanoliques de piroxicam étaient respectivement concentrés a 20,60 et 46,30 mg/L
en piroxicam. Ces extraits méthanoliques étant d’un volume de 20 mL, ils contenaient donc
0,41 mg et 0,93 mg de piroxicam, respectivement. Ces extractions provenant de 9,9 mg de
chaque CoPEC, on en déduit alors des teneurs en piroxicam de 41 ug/mg de CoPEC
chitosan/alginate et 94 ug/mg de CoPEC BCD-chitosan/alginate.

Ainsi, la présence de cyclodextrines dans le CoPEC permet d’augmenter
considérablement sa teneur en piroxicam aprés inclusion. Néanmoins, ces résultats
témoignent également d’une inclusion non spécifique dans le CoPEC. En effet, le piroxicam
¢tant d’aprés ces résultats également capable de s’inclure dans le CoPEC dépourvu de
cyclodextrine, il peut étre conclu que dans le cas du CoPEC BCD-chitosan/alginate une partie
du piroxicam inclus ne se trouve pas dans les cyclodextrines mais ailleurs dans le CoPEC, par
exemple dans certaines zones hydrophobes dans lesquelles il pourrait étre piégé de maniére

permanente, et que cette partie ne sera alors pas forcément disponible lors des études in vitro.
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I11. 2. 4. Evaluation de 'impact de Pinclusion de piroxicam dans le COPEC BCD-

chitosan/alginate sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages actives

Afin d’évaluer I'impact de la présence de piroxicam dans le CoPEC BCD-
chitosan/alginate sur la production de NO par les macrophages activés par du LPS, des tests in
vitro avec ce CoPEC contenant ou pas le piroxicam ont été menés en suivant la procédure in
vitro génerale sur trois jours décrite en 1l. 2. 1. Les concentrations en CoPEC étaient alors de
0,25, 0,5, 1 et 2 mg/mL, correspondant respectivement a des concentrations en piroxicam de

I’ordre de 25, 50, 100 et 200 ug/mL. Les nitrites dans les surnageants des cellules ont alors

été dosés par test de Griess (Figure 98).

0 = i T ' ' '
\e) Q N\ N\

[CoPEC] (mg/mL)

@ LPS
@B CoPEC pCD-Chi/Alg

CoPEC pBCD-Chi/Alg
+ Piroxicam

— —
< T

[Nitrites] / Contréle
a

Figure 98 : Concentrations en nitrites mesurées par test de Griess (n = 2) dans les surnageants de
cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC SCD-chitosan/alginate contenant ou
pas du piroxicam et activées par du LPS, par rapport a la concentration mesurée dans les surnageants
de cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS.

Il peut alors étre constaté que, bien qu’il y ait une légére tendance a avoir un meilleur
effet dans le cas de la présence de piroxicam dans le CoPEC, en particulier aux plus fortes
concentrations, la diminution de la production de NO n’est pas significativement plus

importante grace a I’incorporation de la substance active dans le matériau.
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I1IL. 2. 5. Evaluation de 'impact de Pinclusion de piroxicam dans le COPEC BCD-

chitosan/alginate sur la production de TNF-a par des macrophages activés

L’impact de la présence de piroxicam dans le CoPEC BCD-chitosan/alginate sur la
production de TNF-a par les macrophages activés par du LPS a également été évalué par test

ELISA sur les surnageants des macrophages traités avec les COPEC (Figure 99).
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Figure 99 : Concentrations en TNF-a mesurées par test ELISA (n = 2) dans les surnageants de
cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC SCD-chitosan/alginate contenant ou
pas du piroxicam et activées par du LPS, par rapport a la concentration mesurée dans les surnageants
de cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS.

Comme pour la production de NO, il semble qu’il y ait une tendance a avoir une
réduction de la production de TNF-a plus importante dans le cas du CoPEC contenant le
piroxicam, surtout visible aux plus fortes concentrations, mais cet effet n’est toujours pas

significativement meilleur que dans le cas du CoPEC sans substance active.

Ainsi, il semble que I’inclusion de piroxicam dans le CoPEC BCD-chitosan/alginate
n’améliore pas significativement 1’effet anti-inflammatoire du CoPEC. Une hypothése pour
justifier ce phénomene est la faible quantité de piroxicam disponible au sein du CoPEC. En
effet, d’aprés ’étude de Chiong et al.3*! effectuée dans des conditions in vitro comparables a
celles des tests menés durant ces travaux, pour avoir un effet détectable (de 1’ordre de 40 % de

réduction de la production de NO et de 25 % de réduction de la production de TNF-a) du
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piroxicam seul sur des macrophages RAW 264.7 activés par du LPS, il faut se trouver en
présence d’une concentration en piroxicam de I’ordre de 600 nmol/mL. Notre hypothese est
que le piroxicam qui est disponible aux cellules est celui qui est retenu par des interactions
faibles au sein des cyclodextrines dans le CoPEC. Dans le cas de la plus forte concentration
en CoPEC BCD-chitosan/alginate + piroxicam testée, c’est-a-dire avec une concentration en
CoPEC de 2 mg/mL, on a une concentration en BCD-chitosan de 0,9 mg/mL, soit une
concentration en P-cyclodextrine de I’ordre de 500 nmol/mL. Selon notre hypothese, la
concentration maximale en piroxicam dans le puits est donc de I’ordre de 500 nmol/mL, ce
qui semble insuffisant pour voir un effet supplémentaire significatif d a la présence de
piroxicam. Pour les concentrations en CoPEC moins élevées testées, la concentration en
piroxicam disponible dans les puits est encore plus faible et ’effet du piroxicam est encore
moins visible. Ainsi, le CoPEC BCD-chitosan/alginate développé présente un effet anti-
inflammatoire si important qu’il masque complétement I’effet additionnel provenant de la
présence de piroxicam sur la production de NO et de TNF-a par des macrophages actives par
du LPS.

III. 3. Evaluation de I’impact de I’incorporation de prednisolone sur les

propriétés anti-inflammatoires du CoPEC BCD-chitosan/alginate

I11. 3. 1. La prednisolone

La prednisolone, ou (8S,9S,10R,11S,13S,14S,17R)-11, 17-dihydroxy-17-(2-
hydroxyacétyl)-10, 13-diméthyl-6,7,8,9,10,11,12,13,14,15,16,17-dodecahydro-3H-
cyclopenta[a]phenanthren-3-one (Figure 100), est un corticoide de synthese utilisé pour ses
propriétés anti-inflammatoires dans le cadre du traitement de nombreuses maladies telles que

la polyarthrite, I’asthme ou encore les formes graves de la tuberculose.

Figure 100 : Structure de la prednisolone.
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En tant que glucocorticoide, la prednisolone a un effet anti-inflammatoire en inhibant
la synthése de la phospholipase A2 et de la cyclo-oxygénase inductible (COX-2) en bloquant
la libération de I’acide arachidonique ainsi que la formation de prostaglandines et de
leucotriénes a activité pro-inflammatoire.3*?

La prednisolone est commercialement disponible (Cortisal®, Derinox®,
Hydrocortancyl®...) sous plusieurs formes pharmaceutiques telles que des suspensions
injectables, des cremes ou encore des solutions pour pulvérisation nasale par exemple.

Tout comme pour le piroxicam, plusieurs travaux ont rapporté la formation de
complexes d’inclusion entre la prednisolone et la B-cyclodextrine. Différents ratios molaires
prednisolone : B-cyclodextrine, de 1: 134 ou 1: 23 3% par exemple, peuvent alors étre

obtenus.

I11. 3. 2. Incorporation de prednisolone dans les CoPEC

Tout comme dans le cas du piroxicam, I’incorporation puis I’extraction de la
prednisolone dans les CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate ont été menées
suivant la stratégie détaillée en I11. 1.

50 mg de microparticules des CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate ont
été immergés dans 90 mL de solutions a 1 mg/mL de prednisolone dans du méthanol, pendant
72 h a 30 °C et 90 tr/min puis les particules ont été récupérees par filtration et lavées avec un
minimum d’eau ultrapure, avant d’étre séchées a I’étuve (37 °C). Elles ont ensuite été broyées
et tamisées entre 63 et 300 um. D’aprés 1’étude sur la composition du CoPEC BCD-
chitosan/alginate du chapitre 3, dans les 50 mg de CoPEC, il y avait 23 mg de BCD-chitosan,
soit 0,013 mmol de B-cyclodextrine. Avec 90 mg de prednisolone en solution, soit 0,25 mmol,
nous étions donc a nouveau en présence d’un exces de prednisolone favorable a son inclusion

dans les cyclodextrines du CoPEC.

I11. 3. 3. Extraction et dosage de la prednisolone incluse dans les CoPEC

Un protocole similaire a celui d’extraction du piroxicam a été employé pour
I’extraction de la prednisolone.
5,3mg de CoPEC chitosan/alginate et 5,4 mg de CoPEC BCD-chitosan/alginate

contenant de la prednisolone ont été incubés dans 45 mL de dichlorométhane a 30 °C et
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130 tr/min pendant 24 h. Le solvant contenant la prednisolone extraite a été récupéré par
filtration et les particules ont été lavées avec du dichlorométhane pour s’assurer de récupérer
toute la prednisolone extraite. La prednisolone extraite a été isolée sous forme solide par
évaporation du solvant sous pression réduite.

Afin de quantifier cette prednisolone extraite, un dosage par spectrophotométrie UV -
Visible, inspiré du travail de Ashok et al.,3*¢ a été mis en ceuvre. La prednisolone extraite a
ainsi été dissoute dans 40 mL de méthanol. Une gamme de solutions de prednisolone dans du
méthanol, avec des concentrations allant de 1,25 a 10 mg/L, a également été préparée. Les
absorbances a 244 nm des différentes solutions ont alors été mesurées. La courbe étalon
construite (Figure 101) étant linéaire, la loi de Beer-Lambert a de nouveau pu étre utilisée et

a permis de quantifier la prednisolone extraite des deux types de CoPEC.
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Figure 101 : Courbe étalon pour le dosage de la prednisolone.

D’apres cette courbe étalon, les concentrations des solutions de prednisolone extraite
des microparticules de COPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate étaient
respectivement de 3,27 mg/L et 6,41 mg/L. Ces solutions étant chacune d’un volume de
40 mL, on peut en conclure que 0,13 mg et 0,26 mg de prednisolone ont respectivement été
extraits des microparticules de CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate. Les masses
de microparticules de CoPEC desquelles ont été extraites ces quantités de prednisolone étant
de 53mg et 54mg respectivement pour les CoOPEC chitosan/alginate et BCD-
chitosan/alginate, on peut en conclure des teneurs de 25 ug de prednisolone/mg de CoPEC

chitosan/alginate et 48 ug de prednisolone/mg de CoPEC BCD-chitosan/alginate.
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Tout comme avec le piroxicam, la cyclodextrine permet une inclusion plus importante
de prednisolone dans le matériau. De plus, une certaine inclusion non spécifique, avec de la
prednisolone probablement piégée dans le CoPEC mais en dehors des cyclodextrines, est a

nouveau observée.

III. 3. 4. Evaluation de Pimpact de I’inclusion de prednisolone dans le CoPEC
BCD-chitosan/alginate sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages

activés

Afin d’évaluer I’impact de la présence de prednisolone sur I’effet anti-inflammatoire
du CoPEC PBCD-chitosan/alginate, des tests in vitro comparables a ceux menés avec le
CoPEC contenant le piroxicam ont été conduits. Cette fois, étant donnée la concentration en
prednisolone dans le CoPEC (48 ug/mg), afin de conserver la gamme de concentrations en
substance active utilisée (de 1’ordre de 25, 50, 100 et 200 ug/mL), des concentrations en
CoPEC de 0,5, 1,1, 2,2 et 4,3 mg/mL ont été engagées. En fin de manipulation, les quantités
de nitrites dans les surnageants des macrophages traités et activés par du LPS ont été dosées

par test de Griess (Figure 102).
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Figure 102 : Concentrations en nitrites mesurées par test de Griess (n = 2) dans les surnageants de
cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC SCD-chitosan/alginate contenant ou
pas de la prednisolone et activées par du LPS, par rapport a la concentration mesurée dans les
surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS.
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De maniére similaire au cas du CoPEC contenant le piroxicam, il peut étre constaté
que la présence de prednisolone ne permet pas d’avoir un effet significativement plus
important du CoPEC BCD-chitosan/alginate sur la production de NO par les macrophages

actives par du LPS.

III. 3. 5. Evaluation de ’impact de I’inclusion de prednisolone dans le CoPEC

BCD-chitosan/alginate sur la production de TNF-a par des macrophages activés

Afin de compléter 1’étude, la production de TNF-a par les macrophages traités avec le
CoPEC BCD-chitosan/alginate avec et sans prednisolone et activés par du LPS a été évaluée

par test ELISA dans les surnageants des macrophages en fin d’expérience (Figure 103).
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Figure 103 : Concentrations en TNF-« mesurées par test ELISA (n = 2) dans les surnageants de
cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC SCD-chitosan/alginate contenant ou
pas de la prednisolone et activées par du LPS, par rapport a la concentration mesurée dans les
surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du LPS.

De maniére cohérente avec les résultats du test de Griess, la présence de prednisolone
ne permet pas d’accentuer la diminution de production de TNF-a. par les macrophages activés

par du LPS et traités avec le CoPEC BCD-chitosan/alginate.

Ainsi, il semble que, tout comme dans le cas du piroxicam, la présence de
prednisolone dans le CoPEC BCD-chitosan/alginate n’améliore pas significativement 1’effet

du matériau sur la production d’oxyde nitrique et de TNF-o par des macrophages actives par
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du LPS. Afin d’évaluer I’effet de concentrations similaires en prednisolone sur le méme
modele in vitro d’inflammation mais en s’affranchissant du matériau, un complexe B-

cyclodextrine/prednisolone a été préparé.

II. 3. 6. KEvaluation de DPeffet d’un complexe d’inclusion p-

cyclodextrine/prednisolone dans le cadre du modeéle in vitro d’inflammation

III. 3. 6. 1. Préparation d’un complexe d’inclusion 3-cyclodextrine/prednisolone

Un complexe d’inclusion B-cyclodextrine/prednisolone de référence a été préparé en
s’inspirant du travail d’Ali et al.3¥” Un mélange physique de quantités équimolaires de B-
cyclodextrine et de prednisolone a ainsi ét¢ humidifi¢ avec un minimum d’un mélange
¢thanol/eau 15/85 v/v puis a été trituré jusqu’a 1’obtention d’une péte. Cette pate a ensuite été
séchée sous vide pendant 24 h puis a 1’étuve pendant 6 jours afin d’obtenir une poudre de
complexes d’inclusion B-cyclodextrine/prednisolone séche qui a été utilisée sans autre forme

de purification.

M. 3. 6. 2. Evaluation de Ieffet du complexe d’inclusion p-
cyclodextrine/prednisolone sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages

activés

La procédure in vitro utilisée pour I’évaluation biologique du CoPEC BCD-
chitosan/alginate contenant la prednisolone a également été employée pour évaluer
biologiquement le complexe d’inclusion [B-cyclodextrine/prednisolone. Des solutions de
complexes B-cyclodextrine/prednisolone contenant des quantités de prednisolone
comparables a celles utilisées dans le cas des suspensions de CoPEC BCD-chitosan/alginate
contenant la substance active, ¢’est-a-dire de 1’ordre de 25, 50, 100 et 200 ug/mL, ont alors
été préparées et testées. En fin de manipulation, les quantités de nitrites présentes dans les
surnageants des macrophages traités avec les complexes et activés par du LPS ont été
déterminées par un test de Griess (Figure 104). Les résultats sont alors ici comparés a ceux
obtenus avec le COPEC BCD-chitosan/alginate dont les suspensions étaient de concentrations
massiques  correspondantes a celles des suspensions de CoPEC BCD-

chitosan/alginate + prednisolone, elles-mémes présentant des concentrations en prednisolone
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de I’ordre de 25, 50, 100 et 200 ug/mL donc comparables a celles présentées dans le cas du

complexe d’inclusion 3-cyclodextrine/prednisolone.
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Figure 104 : Concentrations en nitrites mesurées par test de Griess (n = 2) dans les surnageants de
cellules RAW 264.7 traitées avec des microparticules de CoPEC pBCD-chitosan/alginate ou avec un
complexe d’inclusion f—cyclodextrine/prednisolone et activées par du LPS, par rapport a la
concentration mesurée dans les surnageants de cellules RAW 264.7 non traitées et non activées par du
LPS.

Il peut alors étre constaté que le complexe d’inclusion B-cyclodextrine/prednisolone
engendre une légere diminution de la production d’oxyde nitrique par les macrophages
activés. Néanmoins, cet effet parait trés limité et semble bien moins important que 1’effet
produit par le COPEC BCD-chitosan/alginate. 1l peut alors étre supposé que, tout comme dans
le cas du piroxicam, la quantité de prednisolone qui peut étre incluse dans le CoPEC BCD-
chitosan/alginate n’est pas suffisante pour que I’effet additif de cette substance active soit

percu, le CoOPEC ayant lui-méme un effet anti-inflammatoire tres important.

Ainsi, ces derniéres études ont permis de confirmer que deux substances actives
différentes, le piroxicam et la prednisolone, peuvent étre incluses dans les CoPEC
chitosan/alginate et fCD-chitosan/alginate et que le potenticl d’inclusion est logiquement plus
important dans le cas ou le CoPEC contient des cyclodextrines. Des tests in vitro avec le
CoPEC BCD-chitosan/alginate contenant le piroxicam ou la prednisolone ont mis en exergue
que I’effet intrinséque du matériau démontré dans la partie II est tellement important que les

quantités de substance active pouvant étre incluses dans celui-ci ne permettent pas d’apporter
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un effet supplémentaire au CoPEC vis-a-vis de I’inflammation. Cependant, ces resultats
ouvrent des perspectives trés intéressantes pour ce matériau car il pourrait étre envisagé d’y
incorporer des molécules ayant un effet autre qu’anti-inflammatoire afin d’obtenir un

biomatériau a double-effet thérapeutique.

IVV. Développement d’une stratégie d’inclusion de molécules

hydrophiles dans le CoPEC BCD-chitosan/alginate

La cavite interne des B-cyclodextrines étant hydrophobe, la présence de ces derniéres
au sein des CoPEC ne permet de former des complexes d’inclusion qu’avec des molécules
hydrophobes par des interactions spécifiques. Afin de donner aux CoPEC la capacité de

délivrer également des molécules hydrophiles, une nouvelle stratégie a alors été imaginée.

IV. 1. Principe de la stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans le
CoPEC BCD-chitosan/alginate

La stratégie imaginée consiste a utiliser un lien chimique entre les cyclodextrines et la
molécule hydrophile qu’il est envisagé d’incorporer dans le matériau. Ce lien est alors
composé de deux parties : une partie hydrophobe et une partie présentant une fonction
maléimide. La partie hydrophobe permet de former un complexe d’inclusion avec la [3-
cyclodextrine présente dans le CoPEC tandis que la fonction maléimide permet de coupler
n’importe quelle molécule possédant une fonction réactive par rapport a cette fonction, telle
qu’une fonction thiol (-SH) par exemple. De cette maniere, toute molécule, en particulier
hydrophile, possédant une fonction thiol par exemple pourra étre indirectement incorporée
dans les B-cyclodextrines présentes dans le matériau.

Dans le cadre de cette stratégie, deux groupements hydrophobes connus pour former
un complexe d’inclusion avec la B-cyclodextrine ont été envisagés : I’adamantane®® et le
cholestérol.*> Deux molécules (Figure 105) ont alors été synthétisées (voir le détail des

syntheses dans le chapitre 2).
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Figure 105 : Molécules a base a) d’adamantane et b) de cholestérol synthétisées et impliquées dans la
stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans le CoPEC fCD-chitosan/alginate.

La Figure 106 illustre alors la stratégie développée dans le cas de la molécule a base
d’adamantane. Les cyclodextrines liées au CoPEC et accueillant les molécules d’adamantane
comportant une fonction maléimide peuvent y étre distinguées. Les fonctions maléimide,
ressortant des cavités hydrophobes des cyclodextrines, sont alors disponibles pour réagir avec

la fonction thiol d’une molécule extérieure.

Molécule

SH

CoPEC

Figure 106 : Illustration de la stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans le CoPEC [SCD-
chitosan/alginate dans le cas de la molécule a base d’adamantane.
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IV. 2. Validation expérimentale de la stratégie d’inclusion de molécules
hydrophiles dans le CoPEC BCD-chitosan/alginate dans le cas de la

molécule d’adamantane contenant une fonction maléimide

IV. 2. 1. Synthese de la rhodamine-SH comme sonde modéle

Afin de vérifier la faisabilité de la stratégie d’inclusion détaillée en IV. 1., une
molécule de rhodamine-SH, pouvant se fixer sur une fonction maléimide et pouvant en méme
temps étre suivie en spectrophotométrie, a été synthétisée.

Lors de cette synthese, inspirée du travail de Gasparini et al.,3*® un lien amide est
formé entre la fonction acide carboxylique de la 5(6)-carboxytétraméthyl-rhodamine et la
fonction amine du chlorhydrate de L-cystéine éthyl ester (Schéma 12). Ce couplage a été
effectué dans du DMF pendant 24 h a température ambiante, sous atmosphére d’argon, a
’abris de la lumiére et en présence de PyBOP en tant qu’agent de couplage. L’avancement de
la réaction et la disparition de la cystéine ont été attestés par CCM. Le solvant a alors été
éliminé par évaporation sous pression réduite, le résidu a été repris dans du MeOH puis le
produit brut a été précipité par ajout d’Et20. Le produit brut a été repris dans du CHCIs avant
d’étre purifi¢ par chromatographie sur colonne de gel de silice. La rhodamine-SH a

finalement été obtenue avec un rendement de 11 %.

HCI

PyBOP, DIEA, DMF

NH,
+ HS \/\'“rov
Tamb, Ar, 24 h
(0]

(0] OH
(0]
L, R=11%
5(6)-Carboxytétraméthyl- L-Cystéine éthyl ester °
rhodamine hydrochloride

Schéma 12 : Synthése de la rhodamine-SH.

La 'H RMN du produit a permis de confirmer la réussite de la synthese (Figure 107).

Des signaux correspondant a la partie 5(6)-carboxytétraméthylrhodamine entre 6,9 et 8,6 ppm
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et a 1,29 ppm, ainsi qu’a la partie cystéine éthyl ester a 4,27 et 1,33 ppm ont en effet pu étre
obtenus et le rapport des intégrations des signaux propres a chacune des deux parties a bien

suggéré la présence d’une molécule de chaque partie dans le produit final.
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Figure 107 : Spectre *H RMN de la rhodamine-SH.

De plus, ’acquisition d’un spectre d’absorbance UV-Visible d’une solution de la
rhodamine-SH synthétisée dans du chloroforme (Figure 108) a permis de déterminer la
longueur d’onde d’absorption maximale du composé, de 544 nm (soit un léger décalage par
rapport a la longueur d’onde d’absorption maximale de la 5(6)-carboxytétraméthylrhodamine

de départ, de 555 nm).
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Figure 108 : Spectre d’absorption d’une solution de rhodamine-SH dans du chloroforme.
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IV. 2. 2. Inclusion du N-adamantylméthyl maléimide dans des membranes

chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate

Le N-adamantylméthyl maléimide 9 dont la synthése a été décrite dans le chapitre 2 a
été inclus dans des membranes chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate (toutes deux
présentant une masse de 30 mg), préparées dans une plaque de 24 puits, selon une stratégie
similaire a celle employée pour I’inclusion des deux substances actives dans les CoPEC.

D’aprés les résultats précédents, lors de la préparation de CoPEC PBCD-
chitosan/alginate, tout I’alginate se retrouve dans le CoPEC final. D’aprés la méthode de
formulation employée dans le cas des membranes utilisées lors de cette étude, cela signifie
que la membrane BCD-chitosan/alginate contenait ici 20 mg d’alginate et donc 10 mg de
BCD-chitosan. En suivant les mémes raisonnements que dans le chapitre 3, le BCD-chitosan
utilisé pour la formulation de cette membrane ayant un degré de substitution de 19 %, cela
implique que 5,1 umol de B-cyclodextrine se trouvaient dans la membrane. Lors de
I’inclusion du N-adamantylméthyl maléimide, un Iéger excés de cette molécule (6,1 umol soit
1,2 équivalent) par rapport aux cyclodextrines a alors été utilisé.

Les membranes ont été immergees dans des solutions de méthanol contenant le N-
adamantylméthyl maléimide 9 pendant 48 h a 30 °C et 80 tr/min. De la méme maniere que
lors de I’inclusion des substances actives, le méthanol étant plutét hydrophile, ce solvant
poussait alors les molécules d’adamantane a former des complexes d’inclusion avec les
cyclodextrines contenues dans la membrane. Aprés I’inclusion, un lavage d’une heure a I’eau
ultrapure des membranes a permis d’¢liminer le N-adamantylméthyl maléimide se trouvant en

surface des matériaux.

IV. 2. 3. Reaction de la rhodamine-SH avec le N-adamantylméthyl maléimide

inclus dans les membranes chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate

Afin de vérifier la pertinence de la stratégie développée, un essai de réaction entre la
rhodamine-SH synthétisée (voir en IV. 2. 1.) et le N-adamantylméthyl maléimide se trouvant
dans les membranes (tout particulierement dans celle contenant les cyclodextrines) a été
réalise.

Au cours de cet essai, un léger excés de rhodamine-SH (7,5 umol soit 1,5 équivalent)

par rapport aux cyclodextrines présentes dans la membrane BCD-chitosan/alginate (et donc a
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priori par rapport aux molécules de N-adamantylméthyl maléimide incluses) a été engage.
Les membranes chitosan/alginate et PBCD-chitosan/alginate apres inclusion du N-
adamantylméthyl maléimide ont ainsi été immergées dans des solutions de rhodamine-SH
dans du chloroforme, ce solvant étant d’apres des essais un des seuls permettant de dissoudre
la rhodamine-SH. Cette immersion a éte réalisée a température ambiante et sur une durée de
seulement 30 minutes. En effet, le chloroforme étant un solvant hydrophobe, cette courte
durée permettait d’éviter une sortie du N-adamantylméthyl maléimide des cyclodextrines. De
plus, les cinétiques associées aux réactions thiol-maléimide étant rapides,3*° cette durée était
dans un méme temps suffisante pour que les réactions thiol-maléimide se produisent. Aprés
les 30 minutes de réaction, les membranes ont été lavées rapidement et avec un faible volume
de chloroforme afin d’éliminer la rhodamine-SH se trouvant en surface des matériaux (Figure
109). Les surnageants, contenant alors la rhodamine-SH ne s’étant pas incluse dans les
membranes, ont éte récupérés et la rhodamine-SH non incluse a finalement été collectée sous
forme solide par évaporation du solvant sous pression réduite afin de pouvoir étre

ultérieurement quantifiée par spectrophotométrie.

Figure 109 : Membrane SCD-chitosan/alginate a) avant et b) aprés inclusion du N-adamantylméthyl
maléimide et réaction avec la rhodamine-SH.

IV. 2. 4. Quantification de la rhodamine-SH incluse dans les membranes

chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate

La rhodamine-SH non incluse dans les deux membranes a été quantifiée par
spectrophotométrie UV-Visible, a 544 nm (la longueur d’onde d’absorption maximale du
fluorophore).

Une gamme de solutions de rhodamine-SH dans du chloroforme avec des
concentrations allant de 10,5 a 84 mg/L a alors été préparee. La rhodamine-SH non incluse
dans les deux membranes a été dissoute dans 20 mL de CHCIz puis les deux solutions

obtenues ont été diluées au 1/5 dans du CHCIs. Les absorbances a 544 nm des échantillons et
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des solutions constituant la gamme ont été mesurées au spectrophotomeétre UV-Visible et la
courbe étalon obtenue (Figure 110) étant linéaire, elle a permis de quantifier la rhodamine-

SH non incluse dans les matériaux.
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Figure 110 : Courbe étalon pour le dosage de la rhodamine-SH.

Les solutions obtenues a partir de la rhodamine-SH non incluse dans les membranes
chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate avaient respectivement des absorbances de 0,24 et
0,18. D’apres la courbe étalon et en tenant compte de la dilution des solutions, il peut alors
étre déduit que respectivement 4,09 et 3,04 mg de rhodamine-SH sur les 4,2 mg de départ ne
se sont pas inclus dans les membranes chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate. Il en est
déduit que seulement 0,11 mg (0,2 umol soit moins de 3 % de la quantité de rhodamine-SH
ajoutée initialement) de rhodamine-SH s’est inclus dans la membrane chitosan/alginate, tandis
que 1,16 mg (2,1 umol soit 28 % de la quantité de rhodamine-SH ajoutée initialement) de
rhodamine-SH s’est inclus dans la membrane fCD-chitosan/alginate.

De cette expérience, il peut alors étre considéré que la stratégie mise en ceuvre est
efficace dans le cadre de I’inclusion de molécules, en particulier hydrophiles, dans le CoPEC
BCD-chitosan/alginate. En effet, les molécules d’adamantane contenant une fonction
maléimide qui ont été incluses dans les cyclodextrines du matériau ont permis de former une
sorte d’ancre qui est alors disponible pour y coupler une molécule contenant une fonction
thiol. Le contr6le constitué par la membrane chitosan/alginate ne contenant pas de
cyclodextrines, qui n’a quasiment pas donné licu a une fixation de rhodamine-SH (moins de
3 % de la quantité ajoutée initialement) au sein du matériau, permet en outre de conclure que

ce sont bien les cyclodextrines qui permettent d’accueillir les molécules d’adamantane et par
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conséquent qui permettent d’inclure des molécules contenant un groupement thiol dans les
matériaux. Ces molécules étant alors a priori incluses via des interactions faibles avec les
cyclodextrines, elles devraient donc pouvoir étre libérées lors d’une utilisation du matériau a
des fins thérapeutiques. Afin de confirmer la validité de cette stratégie, des tests similaires
impliquant les molécules de cholestérol contenant une fonction maléimide dont la synthése est

détaillée dans le chapitre 2 devront étre effectués dans un avenir proche.

Ainsi, une stratégie permettant d’incorporer des molécules hydrophiles, présentant un
groupement réactif vis-a-vis de fonctions maléimides, au sein des matériaux a base d’alginate
et de BCD-chitosan a été mise en place avec succes. Cette stratégie permet alors de compléter
la capacité d’accueil de molécules dans les matériaux, initialement exclusivement réservés a
I’accueil de molécules hydrophobes dans les cyclodextrines. Cela laisse prédire un futur
prometteur pour ces matériaux, qui ont désormais, en plus de leur effet anti-inflammatoire
intrinseéque, la capacité d’accueillir un nombre incalculable de molécules actives et dont les

capacités thérapeutiques peuvent alors €tre ajustées en fonction de I’application envisagée.
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V. Conclusion partielle

Ainsi, les différents CoPEC a base d’alginate, de chitosan, de BCD-alginate et de
BCD-chitosan préparés par ultracentrifugation ont éte évalués, sous forme de microparticules,
dans le cadre d’un modé¢le in vitro d’inflammation impliquant des macrophages activés par du
lipopolysaccharide. Les CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate, non cytotoxiques,
ont montré des propriétés anti-inflammatoires tres intéressantes en réduisant la production
d’oxyde nitrique et de cytokine pro-inflammatoire TNF-a ainsi que 1’expression du marqueur
d’activation CD40 par les macrophages activés et en « restaurant » la prolifération cellulaire.
Un effet légérement plus marqué a pu étre noté dans le cas du CoPEC BCD-chitosan/alginate
et il a été montré que I’effet anti-inflammatoire de ce CoPEC n’est pas di a un piégeage du
LPS ou des cytokines dans les cyclodextrines présentes au sein du matériau. Ces deux CoPEC
possedent donc des propriétés anti-inflammatoires intrinseques et une étude permet de
présumer que ces proprietés proviennent du chitosan et du BCD-chitosan. Ce caractére anti-
inflammatoire intrinséque, rarement observé dans des biomatériaux, constitue alors un
avantage certain pour 1’utilisation biomédicale de ces COPEC, en particulier dans le cadre de
la prise en charge de maladies inflammatoires chroniques telles que 1’arthrose ou méme le
cancer.

Deux études, impliquant deux substances actives anti-inflammatoires hydrophobes
modeéles, le piroxicam et la prednisolone, ont permis de confirmer que ces molécules actives
peuvent s’inclure dans les CoPEC chitosan/alginate et PCD-chitosan/alginate et que
I’inclusion est, de manicre logique, plus importante en présence des cyclodextrines. Des
études selon le modele in vitro d’inflammation ont cependant révélé que la présence de ces
anti-inflammatoires dans le CoPEC PBCD-chitosan/alginate n’améliore pas de maniére
significative 1’effet anti-inflammatoire de ce matériau, cet effet étant déja tres important dans
le cas du CoPEC seul. Ces études ouvrent alors des perspectives prometteuses pour le CoPEC
BCD-chitosan/alginate car il peut maintenant &tre envisagé d’inclure d’autres types de
substances actives apportant des propriétés que le CoPEC ne posséde pas intrinséquement,
afin de développer des matériaux ayant simultanément plusieurs effets thérapeutiques.

Finalement, afin de ne pas restreindre la capacité de vectorisation du nouveau CoPEC
BCD-chitosan/alginate aux seules molécules actives hydrophobes, une stratégie d’inclusion de
molécules hydrophiles a été imaginée et mise en ceuvre dans un premier temps sur des

membranes préparées par sédimentation et évaporation. Cette stratégie est alors basée sur
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I’utilisation d’un lien constitué d’une partie formant un complexe d’inclusion avec les -
cyclodextrines présentes dans les matériaux, comme I’adamantane, et d’une fonction
maléimide qui peut alors servir d’ancre pour coupler diverses molécules hydrophiles
contenant une fonction réactive avec la fonction maléimide, comme un thiol par exemple.
Cette strategie a alors été validée par Dutilisation d’une molécule de 5(6)-
carboxytétraméthylrhodamine modifiée contenant une fonction thiol et permet alors d’élargir
la gamme de molécules actives pouvant étre incluses dans le CoPEC BCD-chitosan/alginate

développé.
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V1. Partie expérimentale

VI. 1. Généralités

VI.1.1. Chimie

Les solvants étaient obtenus commercialement et utilisés sans purification préalable.

L’eau ultrapure (18 mQ) était obtenue a partir d’un appareil Elga de chez Veolia.

Le chitosan (poids moléculaire moyen de 250 000 g/mol, viscosité de 30-100 cP,
degré de désacétylation > 90 %) était de chez Glentham Life Sciences et 1’alginate de sodium
(poids moléculaire moyen de 155 000 g/mol, viscosité de 15-20 cP, taux M/G de 1,56) de
chez Sigma-Aldrich. Le piroxicam, la B-cyclodextrine et la DIEA provenaient de chez Alfa
Aesar, la prednisolone de chez Sigma-Aldrich. La 5(6)-carboxytétraméthyl-rhodamine et le
PyBOP étaient de chez Novabiochem et le chlorhydrate de L-cystéine éthyl ester de chez
Acros Organics.

Les CCM ont été réalisées sur des plaques de gel de silice 60 F2s4 de chez Merck.

Les analyses de spectrophotométrie UV-Visible ont été effectuées sur un
spectrofluorimétre FLX-Xenius via le logiciel SP 2000 de chez SAFAS Monaco.

Le spectre RMN a été acquis sur un spectromeétre Bruker Advance DPX 400. Le
méthanol deutéré était de chez Sigma-Aldrich.

Le rotateur 3D était un modele PS-M3D de chez Grant Instruments (Cambridge,

Royaume-Uni).
VI. 1. 2. Biologie

Les macrophages murins RAW 264.7 (ATCC® TIB-71TM) étaient cultivés dans du
DMEM contenant de la glutamine stabilisée, complété avec 5% (v/v) de SVF et
éventuellement 1000 U/mL de pénicilline et 100 ug/mL de streptomycine, a 37 °C, 5 % de
CO2 et 95% d’humidité. Tous les milieux et compléments provenaient de chez Sigma-
Aldrich.

Le LPS d’Escherichia coli (K12) était de chez Invivogen (San Diego, CA)
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Pour les tests ELISA, les anticorps murins anti-TNF-o purifiés (clone 1F3F3D4) et
biotinylés (clone XT3/XT22) étaient de chez eBioscience/ThermoFischer Scientific. Les
anticorps murins anti-IL-6 purifiés (clone MPS-20F3) et biotinylés (clone MPS-32C11)
provenaient de chez BioLegend. L’avidine-HRP provenait de chez Jackson (West Grove,
PA).

Pour la cytométrie, le cytomeétre était un FACSCalibur de chez BD (Franklin Lake,
NJ). Le logiciel CellQuest a été utilis€¢ pour I’acquisition des données. L’analyse des données
a été faite via le logiciel FlowJo (FlowJo Inc). La « Fixable Viability Dye » (FVD)
eFLUOR™ 660 et 1’anticorps monoclonal clone SolA15 Ki-67 étaient de chez eBioscience.
Le CD40 APC clone 3/23 provenait de chez BD Biosciences (San Jose, CA).

Les analyses statistiques ont été menées avec le logiciel GraphPad Pism 5.0 en
effectuant une ANOVA a comparaisons multiples a deux facteurs sur mesures répétées avec

une correction de Sidak.

VI. 2. Quantification des différents marqueurs utilisés pour évaluer I’effet

des matériaux sur les cellules

V1. 2. 1. Evaluation de la viabilité des cellules

L’évaluation de la viabilit¢ des macrophages a été réalisée par cytométrie en flux a
partir des cellules récupérées en fin d’expérience.

Les cellules sont récupérées a environ 90 % de confluence en utilisant une solution de
trypsine (0,5 g/L) - EDTA (0,2 g/L) pendant 5 minutes a 37 °C puis sont diluées dans du
milieu de culture. Du PBS complété avec 2 % de SVF est utilisé pour laver et diluer le FVD et
les cellules. Les cellules (10%) sont marquées avec du Fixable Viability Dye eFLUORTM 660
dilué au 1/2000 pendant 10-15 minutes a 37 °C. Les cellules sont ensuite analysées au

cytometre.

VL. 2. 2. Quantification de la production d’oxyde nitrique par les macrophages

Les concentrations en nitrites, eux-mémes représentatifs de la production d’oxyde
nitrique par les macrophages, dans les surnageants cellulaires, étaient déterminées par un test

de Griess. 60 uL de réactif de Griess (mélange v/v de solutions de p-aminobenzene
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sulfonamide 58,1 mM dans du CH3COOH 30 % aqueux et de N-(1-naphtyl)ethylenediamine
dihydrochloride 3,9 mM dans du CH3COOH 60 % aqueux) sont ajoutés a 40 uL de
surnageant cellulaire puis 1’absorbance a 543 nm de la solution ainsi obtenue est acquise et

comparée a une courbe d’étalonnage préparée a partir de solutions de nitrite de sodium.

V1. 2. 3. Quantification de la production de TNF-a par les macrophages

La quantification de la production de TNF-a. par les macrophages est effectuée par test
ELISA sur les surnageants cellulaires. L’anticorps de capture (anticorps murin anti-TNF-o
purifié), dilué a 1 ug/mL dans un tampon carbonate/bicarbonate 0,05 M a pH 9,6, est fixé
pendant une nuit a 4 °C avant d’étre bloqué par ajout de PBS Tween 20 0,05 % BSA 1%
(1 h, 37 °C). Les échantillons (surnageants cellulaires) sont ensuite dilués dans du PBS et
incubés avec I’anticorps de capture (2 h, 37 °C) avant que I’anticorps de détection (anticorps
murin anti-TNF-a biotinylé), dilué & 0,5 pg/mL dans du PBS Tween 20 0,05 % BSA 1 %, ne
soit ajouté (1 h, 37 °C). L’avidine-HRP est ensuite ajoutée (45 minutes, 37 °C) et la révélation
est conduite par ajout d’une solution de tétraméthylbenzidine 1,25 mM et de H202 13,05 mM
dans un tampon citrate 0,1 M a pH 5. La révelation est arrétée par ajout de HCI 1 M aqueux et
I’absorbance des solutions a 450 nm est acquise et comparée a une courbe d’étalonnage

construite a partir de solutions standard de TNF-a.

VI. 2. 4. Quantification de la production d’IL-6 par les macrophages

La quantification de la production d’TL-6 par les macrophages est réalisée par un test
ELISA selon le méme protocole que pour la quantification du TNF-a a I’exception de la

dilution de I’anticorps de capture qui dans le cas de I’'TL-6 est faite a 0,5 ug/mL.

V1. 2. 5. Quantification de I’expression de CD40 par les macrophages

La quantification de I’expression de CD40 par les macrophages a été réalisée par
cytométrie en flux a partir des cellules récupérées en fin d’expérience.

Les cellules sont récupérées a environ 90 % de confluence en utilisant une solution de
trypsine (0,5 g/L) - EDTA (0,2 g/L) pendant 5 minutes a 37 °C puis sont diluées dans du

milieu de culture. Du PBS compléeté avec 2 % de SVF est utilisé pour laver et diluer
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’anticorps et les cellules. Les cellules (10°%) sont marquées avec du CD40 APC a 1 pg/mL

pendant 15 minutes a 4 °C. Les cellules sont ensuite analysées au cytomeétre.

V1. 2. 6. Quantification de I’expression de Ki-67 par les macrophages

La quantification de I’expression de Ki-67 par les macrophages a été réalisée par
cytométrie en flux a partir des cellules récupérées en fin des expériences.

Les cellules sont récupérées a environ 90 % de confluence en utilisant une solution de
trypsine (0,5 g/L) - EDTA (0,2 g/L) pendant 5 minutes a 37 °C puis sont diluées dans du
milieu de culture. Du PBS complété avec 2% de SVF est utilisé pour laver et diluer
’anticorps et les cellules. Les cellules (10°) sont fixées avec du PFA 1 % puis elles sont
perméabilisées avec de 1’acétone pure froide avant d’ajouter du Ki-67 monoclonal a
0,25 ug/mL pendant 1 h a température ambiante. Les cellules sont ensuite analysées au

cytometre.

V1. 3. Déroulement des tests biologiques in vitro

VI. 3. 1. Tests biologiques préliminaires sur les CoPEC contenant du BCD-

alginate

Ces tests ont été conduits sur trois jours. Le premier jour, 100 000 cellules/puits avec
un volume final de milieu de culture (RPMI-1640 AQmedia™ complété avec 10 % (v/v) de
SVF, 1000 U/mL de pénicilline et 100 ug/mL de streptomycine) sont incubées dans une
plaque de 96 puits a fonds plats pendant 24 h a 37 °C. Le deuxieme jour, les cellules sont
traitées avec les CoPEC sous forme de microparticules avec des concentrations allant de
0,025 a 1 mg/mL et la plague est replacée a 37 °C pendant 24 h. Le troisieme jour, les

surnageants sont collectés pour des dosages ultérieurs.

V1. 3. 2. Déroulement global des tests in vitro pour I’évaluation de I’impact des

CoPEC chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate sur I’inflammation

Les études in vitro menées sur les CoPEC étaient conduites sur 3 jours. Le premier

jour, 50 000 cellules/puits sont incubées avec des suspensions de microparticules de CoPEC
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de concentrations allant de 0,0677 a 2,2 mg/mL dans une plaque de 96 puits a fonds plats
(volume final de 100 uL) pour une durée de 24 h & 37 °C. Le deuxieme jour, les cellules sont
activées avec 50 ng/mL de LPS. Le troisiéme jour, les surnageants sont récupérés pour les
dosages ultérieurs. Lors des études de cytométrie, les cellules sont également collectées le

troisiéme jour.

VI 3. 3. Evaluation de I’éventuel piégeage du LPS dans le COPEC BCD-

chitosan/alginate

Le premier jour, 100 ul d’une suspension a 1 mg/mL de CoPEC BCD-
chitosan/alginate sous forme de microparticules < 300 um dans du milieu de culture sont
incubés avec 10 pL de LPS a 500 ng/mL pendant 24 h a 37 °C dans une plaque de 96 puits a
fonds plats. En paralléle, 50 000 cellules/puits sont ensemencées et incubées pendant 24 h a
37 °C dans une autre plague. Le deuxieme jour, le surnageant des cellules est éliming, le
surnageant de 1’échantillon de CoPEC est placé sur les cellules aprés filtration a travers un
filtre Flowmi Cell Srainers, 70 uM (Clenceware) et la plaque est a nouveau placée pendant
24 ha 37 °C. Le troisieme jour, le surnageant des cellules est recupéré et un dosage de Griess

est mené sur celui-ci.

VI. 3. 4. Evaluation de I’éventuel piégeage du TNF-a dans le CoOPEC BCD-

chitosan/alginate

Le premier jour, 100 ul d’une suspension a 1mg/mL de CoPEC pBCD-
chitosan/alginate sous forme de microparticules < 300 um dans du milieu de culture sont
incubés pendant 24 h a 37 °C dans une plaque de 96 puits a fonds plats. Le deuxieme jour,
10 uL d’une solution a 20 ng/mL de TNF-a dans du milieu de culture sont ajoutés dans
I’échantillon et la plaque est de nouveau placée 24 h a 37 °C. Le troisiéme jour, le surnageant
de I’échantillon est récupéré et la concentration en TNF-a dans le surnageant est par la suite

déterminée par ELISA.
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VL. 3. 5. Evaluation de impact de P’alginate, du chitosan et du BCD-chitosan sur

I’activation des macrophages

Cette étude a été conduite sur 3 jours. Le premier jour, 50 000 cellules/puits sont
incubées avec des suspensions ou solutions de polyélectrolytes de concentrations allant de
0,0677 a 2,2 mg/mL dans une plaque de 96 puits a fonds plats (volume final de 100 uL) pour
une durée de 24 h a 37 °C. Le deuxiéme jour, les cellules sont activées avec 50 ng/mL de

LPS. Le troisiéme jour, les surnageants sont récupérés pour les dosages ultérieurs.

V1. 4. Inclusion de substances actives dans les CoPEC chitosan/alginate et

BCD-chitosan/alginate

VI. 4. 1. Inclusion de piroxicam dans les CoPEC chitosan/alginate et BCD-

chitosan/alginate

300 mg de microparticules de CoPEC sont incubés dans 90 mL d’une solution a
1 mg/mL de piroxicam dans du MeOH pendant 72 h a 30 °C et 90 tr/min. Les particules sont
récupérées par filtration et sont lavées avec un minimum d’eau ultrapure. Elles sont séchées a
37 °C pendant 24 h avant d’étre broyées et tamisées a 300 pm.

Afin de quantifier le piroxicam inclus dans les particules, ce piroxicam est dans un
premier temps extrait des particules séches. Pour cela, 9,9 mg de chaque poudre de CoPEC
contenant du piroxicam sont incubés dans 20 mL de CH2Cl2 pendant 24 h & 130 tr/min et
30 °C. Le solvant est récupéré par filtration, les particules sont lavées au CH2Cl: et le solvant
contenant le piroxicam extrait est évaporé sous pression réduite afin de récupérer 1’extraction
sous forme solide. Le piroxicam extrait est alors dissous dans 20 mL de MeOH puis dilué au
1/5 dans du HCI 0,1 M aqueux avant d’étre quantifié par spectrophotométrie UV-Visible a
333 nm en construisant une courbe d’étalonnage a partir de solutions de piroxicam dans du

HCI 0,1 M aqueux, avec une gamme de concentrations allant de 5 & 20 mg/L.
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VI. 4. 2. Inclusion de prednisolone dans les CoPEC chitosan/alginate et BCD-

chitosan/alginate

50 mg de microparticules de CoPEC sont incubés dans 90 mL d’une solution a
1 mg/mL de prednisolone dans du MeOH pendant 72 h & 30 °C et 90 tr/min. Les particules
sont récupérées par filtration et sont lavées avec un minimum d’eau ultrapure. Elles sont
séchées a 37 °C pendant 4 jours avant d’étre broyées et tamisées entre 63 et 300 um.

Pour quantifier la prednisolone incluse dans les particules, cette prednisolone est
extraite en incubant 5 mg de chaque poudre de CoPEC contenant de la prednisolone dans
45 mL de CH2Clz pendant 24 h a 130 tr/min et 30 °C. Le solvant est récupéré par filtration,
les particules sont lavées au CH2Cl2 et le solvant contenant la prednisolone extraite est
évaporé sous pression réduite. La prednisolone extraite est alors dissoute dans 40 mL de
MeOH puis quantifiee par spectrophotométrie UV-Visible a 244 nm en construisant une
courbe d’étalonnage a partir de solutions de prednisolone dans du MeOH, avec une gamme de

concentrations allant de 1,25 & 10 mg/L.

VI. 5. Préparation d’un complexe d’inclusion B-cyclodextrine/prednisolone

200 mg (0,18 mmol, 1éq) de pB-cyclodextrine et 63 mg (0,18 mmol, 1éq) de
prednisolone sont mélangés physiquement. Un volume minimal d’un mélange EtOH/H20
15/85 v/v est alors ajouté a la poudre obtenue et le mélange est trituré dans un mortier jusqu’a
obtention d’une pate. La pate est alors sechée, d’abord sous vide pendant 24 h puis a 1’étuve
(37°C) pendant 6jours. 130mg de poudre de complexes d’inclusion J3-
cyclodextrine/prednisolone sont alors obtenus sous forme séche et la poudre est utilisée dans

les tests sans autre forme de purification.
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VI. 6. Mise en place de la stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles
dans les CoPEC

VI. 6. 1. Synthese de rhodamine-SH

PM =561,6 g/mol

103mg (0,24 mmol, 1éq) de 5(6)-carboxytétraméthyl-rhodamine et 125 mg
(0,24 mmol, 1 éq) de PyBOP sont dissous dans 15 mL de DMF anhydre sous atmosphére
d’argon. 108 pL (0,62 mmol, 2,6 éq) de DIEA sont ajoutés et le mélange est agité 5 minutes a
température ambiante. 45 mg (0,24 mmol, 1 éq) de chlorhydrate de L-cystéine éthyl ester,
préalablement dissous dans 3 mL de DMF anhydre, sont ensuite introduits et le mélange est
agité a température ambiante, sous atmosphere d’argon et a 1’abri de la lumiére pendant 24 h.
La disparition de la L-cysteine est suivie par CCM (éluant = CHCI3/MeOH, 5/1 v/v, Rf =
0,76). Le solvant est évaporé sous pression réduite, le résidu est repris dans 1 mL de MeOH
puis le produit est précipité par ajout de 20 mL d’Et20. Le produit est lavé a I’Et20 puis il est
repris dans du CHCIs afin d’étre purifié par chromatographie sur colonne (phase
stationnaire : silice, éluant: CHCIs puis CHCIls/MeOH, 5/1 v/v) pour conduire a 15 mg
(0,03 mmol) de rhodamine-SH.

Rendement : 11 %.

'H RMN, MeOD : 6 (ppm) = 8,58 (d, 1H, J = 1,5 Hz), 8,08 (dd, 1H, J= 7,8 ; 1,8 Hz),
7,39 (d, 1H,J=7,9 Hz), 7,27 (dd, 2H,J =9,5; 1,6 Hz), 7,03 (dd, 2H, J = 9,4 ; 2,1 Hz), 6,93
(d, 2H, J = 2,4 Hz), 4,27 (m, 2H), 3,29 (s, 12H), 2,86 (d, 1H, J = 0,6 Hz), 1,33 (t, 3H, J =
7,1 Hz), 1,29 (s, 3H).
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Chapitre 4 : Premiéres évaluations biologiques de I’effet des CoPEC a base de chitosan et d’alginate
fonctionnalisés avec la B-cyclodextrine

VI. 6. 2. Inclusion de N-adamantylméthyl maléimide dans des membranes

chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate

Une membrane chitosan/alginate et une membrane PBCD-chitosan/alginate (ayant
chacune une masse de 30 mg) préparées dans une plaque de 24 puits sont immergées dans des
solutions de 1,5 mg (6,1 umol) de N-adamantylméthyl maléimide dans 10 mL de MeOH et
sont placées a 30 °C et 80 tr/min pendant 48 h. Les membranes sont ensuite récupérées et

lavées dans 5 mL d’eau ultrapure pendant 1 h.

VI. 6. 3. Réaction entre la rhodamine-SH et le maléimide contenu dans les

membranes chitosan/alginate et fCD-chitosan/alginate

Les membranes chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate aprés inclusion de N-
adamantylméthyl maléimide sont immergées dans des solutions de 4,2 mg (7,5 umol) de
rhodamine-SH dans 4,2 mL de CHCIs et sont placées sur un rotateur 3D & température
ambiante et avec un mouvement orbital a 50 tr/min pendant 30 minutes. Les membranes sont
ensuite lavées avec 1 mL de CHCIs et les surnageants sont récupérés pour doser la
rhodamine-SH non incluse qui est alors récupérée sous forme solide par évaporation du

solvant sous pression réduite.

VI. 6. 4. Dosage de la rhodamine-SH non incluse dans les membranes

chitosan/alginate et BCD-chitosan/alginate

La rhodamine-SH non incluse dans les membranes chitosan/alginate et BCD-
chitosan/alginate est dissoute dans 20 mL de CHCIs puis les deux solutions obtenues sont
diluées au 1/5 dans du CHCls. La rhodamine-SH est alors quantifiée par spectrophotométrie
UV-Visible @ 544 nm en construisant une courbe d’étalonnage a partir de solutions de

rhodamine-SH dans du CHCls, avec une gamme de concentrations allant de 10,5 a 84 mg/L.
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Conclusion générale et perspectives

L’objectif de ces travaux de thése était la fonctionnalisation de Complexes de
Polyélectrolytes Compacts (COPEC) a base de chitosan et d’alginate, dans 1’optique d’obtenir
des biomatériaux biosourcés capables de contenir et relarguer des substances actives.

Au cours de ces travaux, les deux polyélectrolytes de départ, le chitosan et 1’alginate
de sodium, ont été fonctionnalisés par la B-cyclodextrine (BCD), une molécule-cage formant
des complexes d’inclusion réversibles avec de nombreuses molécules hydrophobes. Pour cela,
la B-cyclodextrine a au préalable été chimiquement modifiée afin d’étre réactive vis-a-vis des
groupements fonctionnels des polymeres.

Des CoPEC a base du chitosan et de 1’alginate fonctionnalisés avec la 3-cyclodextrine
ont ensuite été¢ formulés. A la suite d’évaluations biologiques in vitro précoces, ’intérét s’est
rapidement porté sur le couple BCD-chitosan/alginate. Deux méthodes distinctes ont été mises
en ceuvre pour formuler les matériaux a base de ces deux polyélectrolytes :
I’ultracentrifugation et la sédimentation/évaporation. Cela a permis d’obtenir des matériaux
sous différentes formes. Tout d’abord, par ultracentrifugation, des CoPEC bruts de type
implant ainsi que des microparticules ont été obtenus. Des méthodes, basees sur
I’incorporation de microparticules de carbonate de calcium au cours du procédé de
formulation et sur leur dissolution ultérieure en milieu acide, ont été deéveloppées afin
d’obtenir des versions poreuses de ces deux formes. Il a notamment été démontré que la
porosité des matériaux de type implant pouvait facilement étre contrélée en modulant les
conditions de formulation. Ensuite, par sédimentation/évaporation, des membranes
spontanément poreuses ont €té mises en forme et il a été démontré que les dimensions des
membranes obtenues pouvaient également étre simplement contrdlées en diversifiant les
paramétres de formulation. La composition exacte du CoPEC BCD-chitosan/alginate a été
déterminée en marquant 1’alginate avec un fluorophore.

Les proprietés biologiques intrinseques des CoOPEC chitosan/alginate et BCD-
chitosan/alginate ont été évaluées selon un modéle in vitro d’inflammation, impliquant des
macrophages activés au lipopolysaccharide. Les évaluations biologiques ont alors tout
d’abord démontré un caractere non cytotoxique des CoPEC a base d’alginate et de chitosan,
fonctionnalisé ou non par la B-cyclodextrine. De plus, ces deux matériaux ont montré des
propriétés anti-inflammatoires intrinséques. Ils ont en effet d’une part réduit la production
d’oxyde nitrique et de cytokine pro-inflammatoire TNF-o par les macrophages actives.
D’autre part, ils ont permis de diminuer 1’expression du marqueur d’activation CD40 par les

macrophages activés, tout en « restaurant » la prolifération de ces cellules. Des évaluations
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controles ont de plus permis de confirmer que ces effets ne provenaient pas simplement d’un
piégeage du lipopolysaccharide ou du TNF-a dans les matériaux et en particulier dans les
cyclodextrines, validant le caractere intrinseque de ces effets anti-inflammatoires. Une
hypothése selon laquelle ces effets proviendraient principalement du chitosan et du BCD-
chitosan a également pu émerger a la suite d’une autre évaluation contréle.

Deux substances actives anti-inflammatoires modeles, le piroxicam et la prednisolone,
ont été incorporées avec succés dans les CoPEC, fonctionnalisés ou non par la -
cyclodextrine. Les essais ont alors permis d’affirmer que la présence des cyclodextrines
permet une augmentation considérable de la quantité de substance active pouvant étre
contenue. En revanche, les effets anti-inflammatoires intrinséques du CoPEC BCD-
chitosan/alginate étaient si prononcés que 1’incorporation de molécules anti-inflammatoires
n’a pas permis d’intensifier notablement ces effets.

Enfin, une stratégie d’inclusion de substances actives ne présentant pas un caractere
hydrophobe a été imaginée. Cette stratégic consiste en 1’utilisation de molécules comportant
une partie formant un complexe d’inclusion avec la p-cyclodextrine et une fonction
maléimide réactive vis-a-vis de fonctions chimiques telles que des thiols. Un premier essali,
conduit avec une molécule d’adamantane contenant une fonction maléimide et un fluorophore
modifié¢ contenant une fonction thiol, a permis de valider cette stratégie, permettant d’élargir
le champ d’application du CoPEC BCD-chitosan/alginate a un nombre incalculable de

substances actives.

Ces travaux de recherche constituent une preuve de concept permettant d’affirmer que
le nouveau CoPEC développé, a base de BCD-chitosan et d’alginate, posseéde des propriétés
anti-inflammatoires intrinséques ainsi que la capacité de contenir et relarguer diverses
substances actives. Il s’agirait maintenant de caractériser de maniére approfondie ce nouveau
matériau, tout particuliérement d’un point de vue mécanique. En effet, la présence de
cyclodextrines sur les chaines de chitosan réduit le nombre d’interactions entre les chaines de
polyélectrolytes, ce qui devrait avoir un léger effet sur les propriétés mécaniques (module de
Young, élasticité...) du matériau par rapport au CoPEC chitosan/alginate de référence. De
plus, une étude de la biodégradabilité en milieu physiologique de ce nouveau CoPEC serait a
mener afin de déterminer si ce matériau serait capable d’étre naturellement éliminé au cours
du temps apres une éventuelle implantation dans le corps humain. En outre, la suite logique

de ces travaux serait d’inclure une substance active différente d’un anti-inflammatoire,
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comme une molécule anti-tumorale par exemple, dans ce COPEC afin d’obtenir un matériau
présentant plusieurs effets thérapeutiques combinés, celui-ci étant déja intrinsequement anti-
inflammatoire. Dans ce cas, des études cinétiques seraient également a mener afin d’évaluer
le profil de libération de substances actives a partir des CoPEC fonctionnalisés pour mieux
cibler les applications biomédicales envisageables. 11 serait de plus intéressant d’évaluer les
capacités thérapeutiques des versions poreuses de CoPEC formulées au cours de cette theése.
En effet, la surface de contact plus importante dans le cas de ces matériaux poreux devrait
engendrer des effets accrus de ces CoPEC. Il serait aussi avantageux de confirmer la stratégie
d’inclusion de molécules non hydrophobes dans les matériaux, notamment en utilisant la
molécule de cholestérol contenant une fonction maléimide synthétisée lors de ces travaux. De
nouveaux CoPEC biosourcés, par exemple a base d’associations de protéines ou d’autres
polymeres d’origine naturelle, pourraient également élargir encore le champ d’application de
ces matériaux avec éventuellement d’autres effets thérapeutiques propres. Enfin et a plus
longue échéance, des évaluations in vivo des diverses formes de CoPEC fonctionnel
développees permettraient de valider définitivement le potentiel d’application de ces

biomatériaux.

A terme, ce type de CoPEC pourrait trouver de nombreuses applications en tant que
biomatériau, dans le cadre du traitement de maladies pour lesquelles plusieurs effets
thérapeutiques simultanés seraient bénéfiques, comme dans le cas du cancer par exemple. La
diversité de formes pouvant étre présentées par le biomatériau final (implant, microparticules,
membrane) constituerait alors un avantage permettant d’adapter le CoPEC a chaque
application thérapeutique envisagée. D’autres types d’application pourraient également
émaner de ce matériau, notamment dans le domaine du support cellulaire 3D. En effet, la
porosité pouvant étre présentée par ces CoPEC ainsi que sa capacité a contenir divers
¢léments, comme par exemple un peptide d’adhésion de type RGD cyclique contenant une
fonction thiol pouvant réagir avec les fonctions maléimides contenues dans les matériaux,

sont des propriétés particulierement propices a la colonisation cellulaire de ces édifices.
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ABSTRACT: Nowadays, the need for therapeutic biomate-
rials displaying anti-inflammatory properties to fight against
inflammation-related diseases is continuously increasing.
Compact polyelectrolyte complexes (CoPECs) represent a
new class of materials obtained by ultracentrifugation of a
polyanion/polycation complex suspension in the presence of
salt. Here, a noncytotoxic f-cyclodextrin-functionalized
chitosan/alginate CoPEC was formulated, characterized, and
described as a promising drug carrier displaying an intrinsic
anti-inflammatory property. This new material was success-
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fully formed, and due to the presence of cyclodextrins, it was able to trap and release hydrophobic drugs such as piroxicam used
as a model drug. The intrinsic anti-inflammatory activity of this COPEC was analyzed in vitro using murine macrophages in the
presence of lipopolysaccharide (LPS) endotoxin. In this model, it was shown that CoPEC inhibited LPS-induced TNF-a and
NO release and moderated the differentiation of LPS-activated macrophages. Over time, this kind of bioactive biomaterial could
constitute a new family of delivery systems and expand the list of therapeutic tools available to target inflammatory chronic

diseases such as arthritis or Crohn’s disease.

KEYWORDS: natural biomaterials, CoOPECs, chitosan, alginate, cyclodextrins, anti-inflammatory, drug carriers

1. INTRODUCTION

Nowadays, the development of biomaterials, such as nano-
particles and microparticles, beads, membranes, or implants, is
of great importance in biomedical, biotechnological, and
pharmaceutical fields. Biomaterials features, along with bio-
industrial requirements, have progressively evolved from bio-
inertia to biocompatibility and biodegradability, to finally
target a fully controlled bioactivity. To date, the use of those
therapeutic biomaterials is envisaged for the treatment of
different diseases such as inflammatory chronic diseases."
Inflammation is part of the innate immune response
involved in the fight against pathogens and cancer.
Inflammation is physiologically induced by pathogen-associ-
ated molecular pattern (PAMP) or damage-associated
molecular pattern (DAMP). For example, lipopolysaccharide
(LPS), as part of Gram-negative bacteria cell wall (endotoxin),
is a PAMP known to induce inflammation. Inflammation is
physiologically highly regulated. However, in some cases, it
becomes chronic and is involved in the development of many
severe diseases, such as cancer, rheumatoid arthritis, or
Crohn’s disease. Numerous anti-inflammatory biomaterials

have been developed, and most of them display this activity by

W ACS Publications  © 2018 American Chemical Society
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releasing an anti-inflammatory active substance incorporated in
their structure.”™® To date, only few biomaterials showing
intrinsic anti-inflammatory properties have been described,
among which one can enumerate silver,” ™ cerium oxide
nanoparticles,"”'" and some hydrogels made of N-acryloyl
glycinamide'” or hyaluronic acid."*

When considering further pharmacological development,
fully natural polymers or synthetic ones possessing hydro-
lysable bonds and/or recyclable units are generally preferred
for new biomaterials.

Chitosan is a natural cationic aminopolysaccharide obtained
from N-deacetylation of chitin, which is a structural constituent
of crustacean shells. It is biocompatible, biodegradable, and
nontoxic and exhibits antimicrobial activity against bacteria
and fungi.'* Alginate is a natural anionic and hydrophilic
polysaccharide isolated from marine brown algae species or
produced by bacteria."” It is biocompatible, less toxic, and
relatively less expensive.
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Due to their respective remarkable biological properties,
numerous works related to the association of these two
polyelectrolytes have already been conducted and have led to a
large variety of biomaterials. Association of these two
components finds applications as membranes for soft tissue
engineering,'®'” as hydrogels for tissue regeneration,'® as
nanoparticles'* ™' or microcapsules and nanocapsules*** for
drug carrymg or dying, as polymer networks for cartllage
regeneration, ' or as fibers for other applications.”” These
biomaterials show different features depending on polymer
concentrations and/or formulation conditions, such as pH,
ionic strength, and temperature.

Recently, Schlenoff and co-workers have first described the
so-called compact polyelectrolyte complexes (CoPECs)
obtained by mixing two oppositely charged synthetic
polyelectrolytes, such as poly(diallyldimethylammonium)
(PDADMA) and poly(styrene sulfonate) (PSS), in the
presence of salt and then compacting the resulting complexes
by ultracentrifugation or extrusion. These innovative materials
were described as saloplastic, as they show a plastic behavior
thanks to, the presence of salt that plays the role of
plasticizer.”®*” Then, as part of our research in the field of
drug delivery, Reisch et al. worked on complexes of
poly(acrylic acid) (PAA) and poly(allylamine hydrochloride)
(PAH) and showed that these materials possess remarkable
self-healing and stretching properties.”**” Moreover, Tirado et
al. also demonstrated that these materials have the interesting
properties to immobilize, protect, and enhance the activity of
enzymes incorporated inside their structure.*

In a recent work, Phoeung et al. found that by finely tuning
the experimental conditions, one can process chitosan/
alginate-based CoPECs, which are antladhesxve against cells
and non-proinflammatory materials.”’ As these new chitosan/
alginate-based CoPECs do not have the ability to carry drugs
and especially hydrophobic drugs due to their hydrophilic
properties, the first aim of the present work was to modify
natural chitosan and alginate to develop functionalized
chitosan/alginate CoPECs to further give them the ability to
carry and release drugs. For that purpose, we envisaged to
functionalize these two polysaccharides with a cyclodextrin
(CD) ring able to create host—guest interactions with
hydrophobic drugs.

Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides obtained by
enzymatic degradation of starch, composed of a-(1,4)-p-
glucopyranose units. The three common natural a-, f-, and y-
cyclodextrins are constituted of six, seven, and eight glucose
residues, respectively. Usually presented as a three-dimen-
sional-truncated cone, CDs are hydrophilic on their outer
surface due to the numerous hydroxyl groups, but their inner
cavity is essentially hydrophobic. CDs have therefore the
ability to host lipophilic molecules while being soluble in water.
Among the three common cyclodextrins and given the ideal
size of its cavity (internal diameter of 6.0—6.5 A), p-CD
(Figure 1) is particularly well adapted to form host—guest
inclusion complexes with a wide variety of molecules
containing a hydrophobic moiety.”*™**

In this original work, #-cyclodextrin-functionalized chitosan/
alginate CoPEC was designed to be further used as a potential
new carrier for drug delivery. The newly functionalized CoPEC
was thoroughly characterized, and its intrinsic anti-inflamma-
tory properties were fully assessed through in vitro biological
assays.

Figure 1. Structure of f-cyclodextrin.

2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1. Synthesis and Characterization of f-Cyclodex-
trin-Functionalized Chitosan. Different methods to obtain
functionalized f-cyclodextrins (amino-, formyl-, carboxy-
halogeno-CDs) have already been reported in the literature.”
In this work, we were interested in the functionalization of /-
cyclodextrin on its primary hydroxyl group by a leaving group
that could be further displaced by nucleophiles to synthesize
useful derivatives. For that purpose, 6-OTs-fCD 1 was
synthesized from commercially available fJCD (Scheme 1).

The monotosylation of f-cyclodextrin on its primary
hydroxyl group has been extensively studied exploiting either
aqueous or organic solvents polarity. Pyridine is a solvent-
reputed optimal for a selective monotosylation on the 6-OH
position of SCD. It generally results in good conversion yields,
but its removal is never complete, leading to suboptimal
subsequent coupling reactions with polysaccharides. In the
present work, the monotosylation reaction was performed
according to Tripodo’s method™ in an aqueous NaOH
solution and the purification of the crude product was further
performed with a cation-exchange resin. The overall yield of
this reaction (23%) and the purity of the product (99.9%)
were in accordance with the literature (35 and >98%,
respectively). The "H NMR spectrum was also in accordance
with the expected product 1, with characteristic signals of /-
cyclodextrin and one tosyl group. The resulting 6-OTs-fCD 1
was further used in reactions with chitosan (Scheme 2).

Gonil et al. described a nucleophilic substitution between
—NH, groups of chitosan and 6-OTs-fCD under acidic
conditions (acetic acid, 1% v/v in water), the tosyl being a
good leaving group (Scheme 2).%

'"H NMR spectroscopy was used to assess the substitution
degree (DS) of the functionalized chitosan. The integration
value of the HI anomeric proton of cyclodextrin signal at 6 =
4.98 ppm was compared to that of chitosan H2' protons at § =
2.89 ppm by the following equation

HICD/7
H2' chitosan

We found a DS of 25%.

2.2. Preparation of CoPECs. Recently, two processing
methodologies combining polysaccharides and/or synthetic
polyelectrolytes showed the possibility to obtain compact
polyelectrolyte complexes by either ultracentrifugation/extru-
sion”” or evaporation'” in the presence of salt. Here, we
prepared CoPECs by the ultracentrifugation method. Alginate
is known to form good complexes between its carboxylic
groups (—COOH) and primary amino groups of the natural
polysaccharide chitosan (—NH,) through the COO~/NH;*
ion pair. We chose this binary system as an ongmal natural-
based CoPECs formulation. In a recent work,”' we identified
suitable assembly conditions, leading to handy and macro-

DS (%) =
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Scheme 1. Synthesis of 6-OTs-fCD (1)
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scopically homogeneous biomaterials. Besides the types of
polyelectrolytes and their relative quantity, the influence of pH
and salt concentration on the macroscopic properties of
CoPEC was studied and optimal formulation conditions were
determined.

In the present work, we functionalized chitosan and alginate
with f-cyclodextrin and we first formulated three new
CoPECs, i.e., fCD chitosan/alginate (SCD-Chi/Alg), chito-
san/ACD alginate, and SCD chitosan/SCD alginate CoPECs.
Early in vitro studies showed a proinflammatory activity of the
chitosan/fCD alginate and SCD chitosan/fCD alginate
CoPECs (Supporting Information Figures S1—-S3) so that
we only focus here on the fCD chitosan/alginate CoPEC.

29349

The functionalization of chitosan with cyclodextrins (DS =
25%) led to a decrease of the number of amino groups
available for the complexation with alginate. Thus, for the
formulation of SCD chitosan/alginate CoPEC, we increased by
around 25% the number of chitosan sugar units to reach the
same number of ionic groups as in the case of the CoPEC
made from unmodified chitosan.

The ionic strength of the medium influences the plasticity of
the material during the complexation and the ultracentrifuga-
tion processes. Indeed, low salt concentrations lead to soft
biomaterials uneasy to handle, while high salt concentrations
lead to more compact materials. On the basis of our previous
results, a 1 M NaBr concentration was chosen for the

DOI: 10.1021/acsami.8b09733
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formulation of all of the fCD functionalized chitosan/alginate
CoPECs.”!

Finally, the ultracentrifugation was performed at 308 000g
and 23 °C for 12 h*' All of these conditions led to a
homogenous and easy-to-handle material (Figure 2a).

{0 A

Figure 2. (a) Physical aspect of SCD-Chi/Alg CoPEC sample
obtained after ultracentrifugation: [NaBr] = 1 M; [polysaccharides] =
1.25 mg/mL; and ultracentrifugation speed = 308 000g. (b) SCD-
Chi/Alg CoPEC microparticles (<300 ym) obtained after crushing
and sieving steps on freeze-dried CoPEC.

These materials could easily be freeze-dried and reshaped as
microparticles by crushing/sieving steps, affording homoge-
neous CoPECs powders suitable for in vitro assays (Figure
2b). Here, the use of microparticles of diameter smaller than
300 pum allows us to obtain a dose—response relationship
during in vitro assays.

2.3. Surface and Inner Microstructures Observations.
Next, we compared the structures of Chi/Alg and SCD-Chi/
Alg CoPECs before crushing (that is to say, immediately after
ultracentrifugation and freeze drying). We used scanning
electron microscopy (SEM) for that purpose. As shown in
Figure 3, the different microstructures were not porous, but
very homogeneous. Moreover, the general aspects of Chi/Alg

(Figure 3a,b) and SCD-Chi/Alg (Figure 3c,d) CoPECs were
similar.

Therefore, it seems that the chemical modification of the
CoPEC by p-cyclodextrin has no great impact on the
microstructure of the final material.

2.4. Determination of the Composition of the fCD-
Chi/Alg CoPEC. During the polyelectrolyte complex for-
mulation, all of the introduced molecules are not necessarily
complexed and some free molecules may remain in the
supernatant. Thus, to evaluate the ratio between the two
constituents of the material (CD chitosan and alginate),
alginate was labeled on its carboxylate groups with rhodamine
B isothiocyanate and titrated by UV—vis spectrophotometry.
The substitution degree of the labeled polymer was 0.7%,
which was enough to detect the alginate and sufficiently low to
keep the molar mass of the polymer and its overall charge
unchanged.

According to the UV—vis spectrophotometry measurements
obtained with the supernatant before ultracentrifugation, only
0.2 mg out of 10.3 mg of alginate were found there, which
means that more than 98% of alginate was complexed into the
final material. That data allowed us to deduce the amount of
PCD chitosan in the final CoPEC. On a dry SCD-Chi/Alg
CoPEC sample of 18.4 mg, 8.3 mg of fCD chitosan and 10.1
mg of alginate were found corresponding to 0.051 mmol
(COO™ + COOH) from alginate units and 0.012 mmol (NH;"
+ NH,) from CD chitosan units. The molar ratio (COO™ +
COOH)/(NH;" + NH,) is thus of 1:0.24. This ratio, with an
excess of alginate, is probably due to the steric hindering
coming from the cyclodextrins grafted onto chitosan, leading
to a need for more alginate moieties to reach the different
cationic groups of #CD chitosan.

2.5. Inclusion of Piroxicam in Chitosan/Alginate and
BCD Chitosan/Alginate CoPECs. To evaluate the ability of
our functionalized CoPEC to trap and deliver hydrophobic
drugs, a model drug, piroxicam, was included into chitosan/

Figure 3. SEM images of the homogeneous and nonporous surface and interior of Chi/Alg (a, b) and fCD-Chi/Alg (c, d) CoPECs (yellow bar =

100 pm).
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Figure 4. CoPECs functionalized or not by f-cyclodextrins are noncytotoxic. Raw cells were preincubated 24 h with CoPECs before 24 h activation
with 50 ng/mL LPS. Viability was assessed by cytometry with an FVD labeling (n = 3). NA = nonactivated cells and LPS = LPS-activated cells.
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Figure 5. CoPECs functionalized or not by f-cyclodextrins decrease NO and TNF-a production by activated cells in a dose-dependent manner.
Raw cells were activated by 50 ng/mL LPS 24 h after incubation with CoPECs. Cell supernatants were collected 24 h after activation. Data are
presented as a ratio between the different samples and the referent untreated RAW cell supernatant (no CoPEC, no LPS). NO production (a) was
assessed by the Griess test (n = 3), and TNF-a production (b) was estimated by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) test (n = 1
representative of three experiments). NA = nonactivated cells and LPS = LPS-activated cells. **#¥, #¥¥ and * = p-value <0.0001, <0.001, and
<0.08, respectively, difference between Chi/Alg CoPEC NA and Chi/Alg CoPEC LPS. #### and ### = p-value <0.0001 and <0.001, respectively,
difference between SCD-Chi/Alg CoPEC NA and SCD-Chi/Alg CoPEC LPS.

alginate and SCD chitosan/alginate CoPECs. The inclusion
was performed in methanol, this solvent being optimal as its
modest polarity permits the solubilization of piroxicam and
forces the hydrophobic moieties to reach the cyclodextrin
cavities. The included piroxicam was then extracted from the
CoPECs using dichloromethane, a strongly hydrophobic
solvent. The extracted piroxicam was quantified by UV—vis
spectrophotometry and, from the same amount of chitosan/
alginate and fCD chitosan/alginate CoPECs (10 mg), we
quantified 1.24 and 2.99 pmol piroxicam, respectively. Thus,
the presence of SCD in the CoPEC allowed more than a
doubling of the quantity of piroxicam included.

After performing characterizations of this new functional
material and verifying its ability to trap and release a
hydrophobic model drug, we conducted in vitro biological
assays to evaluate its potential anti-inflammatory activity.

2.6. Evaluation of the Anti-Inflammatory Activity of
CoPECs. The in vitro evaluation of the anti-inflammatory
properties of a material is usually conducted using macro-
phages that can be activated by chemical compounds to mimic
inflammation. The anti-inflammatory activity is then estimated
by assessing the amount of various inflammation mediators
produced by the cells, such as nitric oxide (NO) or
proinflammatory cytokines. Moreover, inflammation induces
differentiation of macrophages, which results in the decrease of

29351

proliferation as well as differentiation/activation marker
expression.

In our study, RAW 264.7 mouse macrophages were
activated by LPS, a well-known endotoxin described as an
inflammation inducer. The viability of those macrophages in
the presence of CoPECs was assessed, as well as the
production of NO and TNF-a proinflammatory cytokines in
cell supernatants. The expression of Ki-67 and CD40 was
followed as proliferation and activation markers, respectively.

Flow cytometry analyses using a fixable viability dye (FVD)
demonstrated that chitosan/alginate and ACD chitosan/
alginate CoPECs were not cytotoxic, both on LPS-activated
and nonactivated cells (Figure 4). Indeed, the percentage of
viable cells is similar when cells are not treated ([CoPEC] = 0
mg/mL) and when they are treated with CoPECs.

To analyze the effect of CoPECs devoid of active substance
on NO release and proinflammatory cytokine production,
macrophages were incubated with CoPECs for 24 h and then
activated by LPS for 24 h. As expected, LPS induced the
production of NO (Figure Sa) and TNF-a (Figure Sb). The
CoPECs containing or not fCD caused a decrease of NO and
TNF-a detected in cell supernatants. Interestingly, although
these decreased NO and TNF-« levels were observed for both
CoPECs (i.e., with or without cyclodextrin), it was much more
notable in the case of the cyclodextrin-containing one (solid

DOI: 10.1021/acsami.8b09733
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red line). Moreover, one can note that in the case of TNF-q,
this cytokine is almost absent in the supernatants after
treatment by the fCD chitosan/alginate CoPEC.

NO and TNF-a determinations were also conducted with
the piroxicam-containing SCD chitosan/alginate CoPEC
(Supporting Information Figures S4 and SS). In these
experiments, the different functionalized CoPEC concentra-
tions corresponded to piroxicam concentrations ranging from
around 25-200 ug/mL. From these experiments, it can be
noted that the piroxicam-containing CoPEC induces a
decrease of NO and TNF-a production by activated
macrophages. However, the effect of CoPEC was not
significantly better than that of the CoPEC devoid of
piroxicam. This could be explained by the low quantity of
piroxicam available in this case. Indeed, to obtain a significant
anti-inflammatory effect due to piroxicam alone, it is necessary
to have at least 300 nmol piroxicam/mL, as described by
Chiong et al.*® In our work, even if the cyclodextrins are
saturated by piroxicam, the concentration in piroxicam is
pretty low in the samples (62 nmol/mL for the first one) and
the effect of CoPEC alone is so important that the effect of
piroxicam is completely masked by the material (Supporting
Information, Figures S4 and SS). Hereinafter and for that
reason, we focused on the CoPEC without piroxicam for
further studies.

To ensure that the lowered NO and TNF-a levels detected
in cell supernatants were not due to any trapping of LPS and
TNF-a in the materials and, in particular, into the cyclo-
dextrins, two complementary experiments were conducted. In
the first experiment, LPS was incubated with fCD chitosan/
alginate CoPEC for 24 h and then supernatants were incubated
with macrophages. Here, we can observe that after being in
contact with CoPEC, LPS induces a NO production from
macrophages comparable to that induced by fresh LPS (+
control) (Figure 6).

In the second experiment, TNF-a was incubated with fCD
chitosan/alginate CoPEC for 24 h and then quantified by
ELISA. In this experiment, similar levels of TNF-a were
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Figure 6. fCD-Chi/Alg CoPEC does not trap LPS. LPS was
incubated with CoPEC for 24 h. Filtered CoPEC supernatant was
then placed onto macrophages. After 24 h, the supernatant was
collected. NO production was assessed by the Griess test (n = 1). —
Control corresponds to the NO production of nonactivated
macrophages, and + control corresponds to the NO production
induced by the addition of fresh LPS onto macrophages.

detected in both the cases when this cytokine was incubated
with CoPEC or not (control) (Figure 7).
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Figure 7. fCD-Chi/Alg CoPEC does not trap TNF-a. The CoPEC
supernatant was collected 24 h after addition of TNF-a. TNF-a
content in supernatant was quantified by ELISA test (n = 1). The
control corresponds to TNF-a in culture medium without any contact
with CoPEC.

From these two experiments, it can be concluded that the
above-mentioned inhibitions are not due to any trapping of
LPS or TNF-a into the CoPECs. Thus, we can affirm that our
CoPECs inhibit NO and TNF-a productions by activated
macrophages, which is an evidence of the intrinsic anti-
inflammatory action of our materials.

To confirm the intrinsic anti-inflammatory activity of fCD-
Chi/Alg CoPECs, the differentiation state of activated
macrophages was evaluated by following proliferation using
Ki-67 marker and following activation using CD40 marker. As
expected, Figure 8 shows that macrophages stop proliferating
(Figure 8a) and express the activation CD40 marker (Figure
8b) when activated by LPS. However, in the presence of
CoPECs functionalized or not, proliferation is restored and
CD40 expression is decreased, showing an inhibition of
macrophage differentiation, thereby confirming the inhibition
of the inflammation.

All together, these results show that our CoPECs have high
intrinsic anti-inflammatory properties.

To better understand the biological activity of the materials,
some in vitro evaluations have been conducted on the
polyelectrolytes used for CoPEC formulation. In particular,
the influence of alginate, chitosan, and SCD chitosan on the
NO production by LPS-activated macrophages has been
studied (Supporting Information Figure S6). From these
experiments, it can be concluded that the anti-inflammatory
activity of CoPECs most probably comes from chitosan and
PCD chitosan as these two polyelectrolytes induce a lowering
of NO production by activated cells. Our results seem to
corroborate those obtained by Yoon et al.*” and Zhu et al.*’ on
chitosan oligosaccharides.

Thus, in this work, we have developed a saloplastic
biomaterial made of p-cyclodextrin-functionalized chitosan
and alginate that preserves the anti-inflammatory activity of
chitosan and that is able to contain and release hydrophobic
drugs forming an inclusion complex with A-cyclodextrin.
Compared to the unmodified chitosan/alginate CoPEC, we
have detected a slightly increased anti-inflammatory activity of
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Figure 8. CoPECs functionalized or not restore cell proliferation and decrease LPS-induced cell activation. Raw cells were activated by LPS 24 h
after incubation with CoPECs; 24 h after activation, the cells were collected and cell proliferation and activation were estimated by cytometry with
(a) Ki-67 (n = 2) and (b) CD40 labeling (n = 2), respectively. Data are represented as a median fluorescence intensity ratio between sample and
untreated RAW cells (no CoPEC, no LPS). NA = nonactivated cells and LPS = LPS-activated cells. * = p-value < 0.05, difference between Chi/Alg

CoPEC NA and Chi/Alg CoPEC LPS.

the f-cyclodextrin-functionalized material. Two hypothesis can
be formulated to justify this effect: (i) the modification of the
tridimensional arrangement of the polyelectrolyte chains and
(ii) the modification of physicochemical properties (decrease
of total positive charges number and enhanced solubility for
example) of chitosan due to the presence of f-cyclodextrin.
Therefore, we could consider that this new functionalized
CoPEC has a very high potential as bioactive material that
could find applications in implantable devices.

3. CONCLUSIONS

In the present work, the recently described chitosan/alginate
CoPEC was functionalized with p-cyclodextrin. This mod-
ification led to a f-cyclodextrin chitosan/alginate CoPEC, a
new material that was characterized for its composition and
microstructure. The ability of this new material to carry
piroxicam drug was demonstrated. Through in vitro experi-
ments with an inflammation model (activated macrophages),
this new functionalized CoPEC was demonstrated to be
noncytotoxic, to inhibit NO and proinflammatory cytokine
TNF-a production as well as to decrease LPS-induced
differentiation. These are highly reliable proofs that this new
biomaterial exhibits intrinsic anti-inflammatory activities.
Moreover, these intrinsic anti-inflammatory activities of the
CoPEC were so important that the presence of the anti-
inflammatory piroxicam could not enhance its efficacy.

The next stage will be to include an active pharmaceutical
ingredient devoid of anti-inflammatory activity (antibiotics or
anticancer drug, for example) into this A-cyclodextrin
chitosan/alginate CoPEC to evaluate its ability to carry and
release such a molecule. Over time, this kind of biomaterial
could constitute a new standard in the field of combination
therapy with an intrinsic anti-inflammatory activity and an
additional therapeutic effect provided by an extra active
molecule included in the CoPEC.

4. EXPERIMENTAL SECTION

4.1. Materials. 4.1.1. Chemical Reagents and Equipment.
Chitosan (average molecular weight, 250 000; viscosity, 30—100 cP;
deacetylation degree >90%) was obtained from Glentham Life
Sciences (Corsham, U.K.). Alginic acid sodium salt (average
molecular weight, 155000; viscosity, 15—20 cP; 1% in water),
rhodamine B isothiocyanate, mixed isomers, and acetic acid were
obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO). f-Cyclodextrin, p-

toluenesulfonyl chloride, and piroxicam were purchased from Alfa
Aesar (Ward Hill, MA). Cation-exchange resin beads Amberlist IR
120, H were obtained from Acros Organics. Purified 18 MQ ultrapure
water (Elga, Veolia) was used in the experiments. All other reagents
and anhydrous solvents were commercially available and used without
further purification.

'H NMR spectrum, which showed a shift referenced to the residual
signal of nonfully deuterated NMR solvents, was recorded on a Bruker
Advance DPX400 NMR spectrometer locked to the major signal of
each NMR solvent. Samples were dissolved in either D,O or DMSO-
ds (Sigma-Aldrich) at 25 °C. Scanning electron microscopy (SEM)
images were obtained on a QuantaTM 250 FEG from FEI Company
(Eidhoven, the Netherlands).

4.1.2. Biological Reagents and Equipment. All media and
supplements for cell culture were purchased from Sigma-Aldrich (St
Louis, MO). LPS from Escherichia coli (K12) was obtained from
InvivoGen (San Diego, CA).

Purified antimouse TNF-a antibody clone 1F3F3D4 and
biotinylated antimouse TNF-a antibody clone XT3/XT22 for
ELISA testing were purchased from eBioscience/ThermoFischer
Scientific (Waltham, MA). Horseradish peroxidase avidin (Avidin
HRP) was obtained from Jackson (West Grove, PA).

For the flow cytometry analysis, fixable viability dye (FVD)
eFluorTM 660 and Ki-67 monoclonal antibody clone SolA1S were
obtained from eBioscience and CD40 APC clone 3/23 was obtained
from BD Biosciences (San Jose, CA). Cells were analyzed on a
FACSCalibur from BD (Franklin Lake, NJ) using CellQuest software
(BD) for data acquisition and Flow]Jo software (FlowJo Inc) for data
analysis.

4.2. Synthesis. 4.2.1. Synthesis of Mono-6-deoxy-6-(p-toluen-
sulfonyl)-f-cyclodextrin 1 (6-OTs-CD). 6-OTs-fCD was synthetized
according to an organic solvent-free published methodology with
minor modifications.” In a round-bottom flask, dry f-cyclodextrin
(29.8 g, 26.3 mmol) was solubilized in 270 mL of Milli-Q water and a
2.5 M aqueous solution of NaOH (105 mL) was added. Then, 7.6 g
(39.9 mmol, 1.5 equiv) of p-toluenesulfonyl chloride was added in
little portions and the suspension was stirred for 1 h at room
temperature. The residue was filtered off and washed with water. To
the filtrate solution (average pH = 10), cation-exchange resin beads
(Amberlist IR 120, H) preactivated with a HCl 6 M aqueous solution
were added under stirring at room temperature. On reaching a pH
value of 2—3, the reaction product was precipitated. The mixture was
first filtered through sieve (300 ym) to separate the resin beads from
the expected 6-OTs-fCD. Then, the precipitated white powder was
filtrated on a sinter glass. The paste obtained was finally washed with
water and freeze-dried to give 1 as a white solid (yield: 23%).

'H NMR (DMSO-d;) 5 (ppm) 7.76 (d, 2H, Ph), 7.44 (d, 2H, Ph),
5.88—5.63 (m, 14H, OH2 and OH3 fCD), 4.90—4.75 (m, 7H, H1
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pACD), 4.57—4.40 (m, 6H, OH6, CD), 4.39—-4.29 (m, 2H, H6’
BCD), 4.25—4.13 (m, 1H, HS' fCD), 3.74—3.50 (m, 25H, H3, HS et
H6 CD), 3.48—3.19 (m, H2 and H4 fiCD overlap with water), 2.44
(s, 3H, Ph-CH;).

4.2.2. Synthesis of Chitosan Grafted with f-Cyclodextrin 2 (CD-
Chi). p-Cyclodextrin-grafted chitosan 2 was synthesized following
Yuan’s method with minor modifications.”’ Chitosan (2.0 g 124
mmol repeating units) was first dissolved in 1% (v/v) acetic acid (160
mL). A solution of 6-OTs-CD 1 (7.0 g, 5.4 mmol, 0.4 equiv) in
dimethylformamide (80 mL) was then added to the chitosan solution,
and the mixture was refluxed at 100 °C for 16 h. After a brief
evaporation by distillation to decrease the volume of the solvent, the
solution was dialyzed through a membrane with a molecular weight
cutoff (MWCO) of 3500 Da for 2 days against 0.1 M NaCl aqueous
solution and then against ultrapure water. The solution was finally
freeze-dried to afford 2.7 g of 2 as a white solid (degree of
substitution, DS = 25%, determined by 'H NMR).

'H NMR (D,0) 6 (ppm) 7.60 (d, Ph 6-OTs-fCD), 7.28 (d, Ph 6-
OTs-fCD), 498 (s, H1 fCD), 3.90—3.42 (m, H2, H3, H4, HS, H6,
SCD and H1', H3', H4', HS’, H6' chitosan), 2.89 (s, H2’ chitosan),
2.32 (s, Ph-CH, 6-OTs-CD).

4.3. General Method for Preparation of Chitosan/Alginate
(Chi/Alg) Compact Polyelectrolyte Complexes. Chitosan/
alginate CoPECs were obtained as described in our previous
work.” Briefly, the alginate solution was obtained by dissolving
sodium alginate in ultrapure water (1.25 mg/mL). The pH was then
adjusted to 6.5 with an aqueous solution of 0.1 M acetic acid. Solid
NaBr was added in little portions to reach 1 M concentration.

The chitosan solution was obtained by suspending chitosan in
ultrapure water (1.25 mg/mL) before adding 0.2% (v/v) of acetic
acid to reach complete dissolution. Then, the pH was adjusted to 4.5
using a 6 M NaOH aqueous solution. Solid NaBr was also added in
little portions to reach a concentration of 1 M.

The CoPECs were obtained by blending alginate and chitosan
solutions in equal volumes. Perfect combination was performed by
simultaneously pumping both solutions using a peristaltic pump
(Ismatec IPC 9329, flow rate = 100 mL/min). The resultant mixture
was stirred with a magnetic stir bar at 200 rpm, and the obtained
suspension was then transferred into propylene centrifuge tubes and
centrifuged at 9400g (Centrifuge Sigma 4K15C) at 20 °C for 15 min.
Finally, precompact complexes were transferred into thin-wall
polyallomer ultracentrifuge tubes (Beckman Coulter, Inc.) with
their supernatant and ultracentrifuged (Beckman Coulter Ultra-
centrifuge) at 308 000g using a 90Ti rotor type at 23 °C for 12 h to
obtain CoPECs.

4.4. Preparation of fCD Chitosan/Alginate (SCD-Chi/Alg)
Compact Polyelectrolyte Complexes. fCD-Chi/Alg CoPECs
were obtained following the same procedure described in the previous
paragraph except that the quantity of chitosan was adjusted, due to
the fCD functionalization, to keep an equal amount of —NH;" on
chitosan and of COO™ on sodium alginate.

4.5, Visualization of the Microstructures by Scanning
Electron Microscopy (SEM). After ultracentrifugation and washing,
CoPECs were cut into slices and freeze-dried. The surface and the
interior of the materials were then observed by SEM.

4.6. Determination of the Composition of ACD-Chi/Alg
CoPEC. 4.6.1. Labeling of Sodium Alginate with Rhodamine.
Sodium alginate was labeled with rhodamine B isothiocyanate
following the procedure described by Ziv et al. with little
modifications.”” An aqueous 2% (w/w) sodium alginate solution
(300 mg, 1.5 mmol) was prepared and adjusted to pH 8. Then,
rhodamine B isothiocyanate mixed with isomer (20 mg, 0.04 mmol,
0.03 equiv) in 8 mL of dimethyl sulfoxide (DMSO) was slowly added.
The mixture was stirred at 40 °C for 1 h before addition of 5.4 g of
sodium chloride to stop the reaction. The product was dialyzed
through a membrane with an MWCO of 12—14 000 Da against 0.05
M NaCl and finally against ultrapure water until no significant
fluorescence was detected in the dialysis medium. The product was
then isolated by freeze drying, leading to 264 mg of a purple solid.

The substitution degree of the rhodamine-labeled alginate was
determined by absorbance at 560 nm*’ in 0.1 M pH 8 phosphate
buffer using a standard curve and was found to be of 0.7%.

4.6.2. Preparation of the fCD-Chi/Alg-Rhodamine CoPEC. As the
molar mass of the sodium alginate was almost unmodified by the
rhodamine labeling, the CoPEC was prepared following the same
procedure and using the same polyelectrolytes proportions as for the
unlabeled alginate until the ultracentrifugation step.

4.6.3. Estimation of the Amount of Alginate Not Included in the
CoPEC. The amount of alginate present in the supernatant before the
ultracentrifugation step (to say, the amount of alginate which was not
included in the final material) was determined by UV-vis
spectrophotometry at 560 nm using a standard curve obtained from
alginate-rhodamine solutions in 0.1 M pH 8 phosphate buffer.

4.7. Preparation of CoPECs Microparticles. CoPECs (Chi/Alg
and SCD-Chi/Alg) obtained by ultracentrifugation were washed for
24 h twice in Dulbecco’s phosphate-buffered saline (PBS, Sigma-
Aldrich, St Louis, MO), i.e., a solution of 136.9 mM NaCl, 1.5 mM
KH,PO,, 8.1 mM Na,HPO,, and 2.7 mM KCl, before the CoPECs
pieces were freeze-dried. Successively, they were ground using a
mortar and sieved (300 um sieve from CISA) to obtain <300 um
particles.

4.8. Inclusion, Extraction, and Quantification of Piroxicam
in Chitosan/Alginate and pCD Chitosan/Alginate CoPECs.
CoPEC microparticles (300 mg) were incubated in 90 mL of a 1 mg/
mL piroxicam solution in methanol for 72 h at 30 °C and 90 rpm. The
microparticles were collected by filtration, washed with a minimum
amount of ultrapure water, and dried at 37 °C for 24 h. The particles
were then crushed and sieved at 300 ym before extraction of the
included piroxicam was performed by incubating microparticles in 20
mL of dichloromethane for 24 h at 30 °C and 130 rpm. The
microparticles were then separated by filtration, washed with
dichloromethane, and the filtrates were evaporated under reduced
pressure to collect the extracted piroxicam under its solid from.
Extracted piroxicam was dissolved in methanol, diluted in 0.1 M
aqueous HCI, and then quantified by UV—vis spectrophotometry at
333 nm and by using a standard curve built from piroxicam solutions
in 0.1 M aqueous HCL

4.9. Evaluation of Inflammation in an in Vitro Model.
4.9.1. Cell Culture. RAW 264.7 mouse macrophages (ATCC TIB-
71TM) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium high
glucose (containing stabilized glutamine, supplemented with 5% (v/
v) of fetal bovine serum (FBS), penicillin (1000 U/mL), and
streptomycin (100 yg/mL)) at 37 °C in 5% CO,, 95% humidity.

Cells were harvested at around 90% confluence using trypsin (0.5
g/L)—ethylenediaminetetraacetic acid (0.2 g/L) for S min at 37 °C
and resuspended in culture medium to the desired dilution.

4.9.2. Cell Incubation with CoPECs. The incubation process was
conducted over 3 days. On day 1, 50 000 cells/well were seeded with
CoPEC microparticles concentrations ranging from 0.0677 to 2.2 mg/
mL to a final culture medium volume of 100 yL in a flat-bottom 96-
well plate for 24 h at 37 °C. On day 2, the cells were stimulated with
50 ng/mL of LPS. On day 3, the cells and supernatants were collected
for subsequent analysis.

4.9.3. Assessment of NO Production. Concentrations of nitrogen
dioxide in cell supernatants (representative of the nitric oxide
produced by activated cells) were evaluated by the Griess test (n = 3).
Briefly, 60 uL of the Griess reagent (v/v mixture of 58.1 mM p-
aminobenzene sulfonamide in 30% acetic acid and 3.9 mM N-(1-
naphtyl)ethylenediamine dihydrochloride in 60% acetic acid) was
added to 40 uL of supernatant and the absorbance at 543 nm was
measured and compared to a sodium nitrite standard curve.

4.9.4. Assessment of TNF-a Production. The TNF-a concen-
tration in cell supernatants was evaluated by ELISA (n = 3) using
commercially available reagents and following the manufacturer
instructions.

Briefly, the capture antibody was diluted to 1 ug/mL in a 0.05 M
pH 9.6 carbonate/bicarbonate buffer and coated for one night at 4 °C
before blocking with PBS 0.05% Tween 20 1% bovine serum albumin
(BSA) (1 h, 37 °C). The samples were then diluted with PBS and

DOI: 10.1021/acsami.8b09733
ACS Appl. Mater. Interfaces 2018, 10, 29347-29356



ACS Applied Materials & Interfaces

Research Article

incubated with the capture antibody (2 h, 37 °C) before the detection
antibody diluted to 0.5 ug/mL in PBS 0.05% Tween 20 1% BSA was
added (1 h, 37 °C). Avidin HRP was then introduced (45 min, 37
°C) and revelation was conducted by adding a solution of 1.25 mM
tetramethylbenzidine and 13.05 mM H,0, in 0.1 M pH § citrate
buffer. Revelation was finally stopped by addition of 1 M HCI, and
absorbance was measured at 450 nm.

4.9.5. Evaluation of the Eventual Trapping of LPS in CoPECs. On
day 1, 1 mg/mL SCD-Chi/Alg CoPEC in the form of microparticles
of diameter smaller than 300 y#m with 10 uL of a 500 ng/mL LPS
solution in culture medium were incubated in a flat-bottom 96-well
plate for 24 h at 37 °C. In another plate, 50 000 cells/well were
seeded and were also incubated for 24 h at 37 °C. On day 2, the
supernatants of CoPEC in contact with LPS were collected, filtrated
(Flowmi cell stainers, 70 uM), and placed on cells. On day 3, the
supernatants were collected and the NO content was assessed through
the Griess test.

4.9.6. Evaluation of the Eventual Trapping of TNF-a in CoPECs.
On day 1, 1 mg/mL ACD-Chi/Alg CoPEC in the form of
microparticles of diameter smaller than 300 gm in culture medium
was placed in a flat-bottom 96-well plate during 24 h at 37 °C. On day
2, 10 uL of a 20 ng/mL TNF-a solution was added. On day 3, the
supernatants were collected and the TNF-a content in supernatants
was then assessed by ELISA testing.

4.9.7. Flow Cytometry Analysis. PBS supplemented with 2% FBS
was used for washing and diluting the antibodies, FVD, and the cells.
The cells (100 000) were stained either with 1/2000 diluted fixable
viability dye eFluorTM 660 for 10—15 min at 37 °C (n = 3) or 1 ug/
mL CD40 APC for 15 min at 4 °C (n = 2). For Ki-67 staining, the
cells needed to be fixed with PFA 1% and permeabilized with cold
pure acetone before addition of 0.25 ug/mL Ki-67 monoclonal
antibody for 60 min at room temperature (n = 2). The cells were then
analyzed on the cytometer.

4.9.8. Statistical Analysis. The statistical significance was
calculated using the GraphPad Prism 5.0 software by performing a
multiple comparison RM two-way ANOVA with a Sidak correction.
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Biomatériaux fonctionnels a base de complexes de polyélectrolytes
de type chitosan/alginate
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Résumé

De nos jours, de nombreuses maladies chroniques telles que le cancer ou I'arthrose nécessitent
encore de nouvelles modalités de traitement. Des biomatériaux naturels capables de véhiculer des
substances actives font partie des solutions a cette problématique. Récemment, des travaux ont été
menés sur un nouveau type de biomatériau, les Complexes de Polyélectrolytes Compacts (CoPEC).

Dans le cadre de cette these, des CoOPEC a base de polyélectrolytes biosourcés, le chitosan et
l'alginate, fonctionnalisés avec la B-cyclodextrine (BCD) ont été formulés. Le CoPEC BCD-
chitosan/alginate, non-cytotoxique, a présenté des propriétés anti-inflammatoires intrinséques dans le
cadre d’'un modeéle in vitro d'inflammation. De plus, ce CoPEC a présenté une capacité a contenir et
relarguer deux substances actives hydrophobes modeéles, le piroxicam et la prednisolone. Enfin, une
stratégie d’inclusion de substances actives hydrophiles au sein du matériau a été mise en ceuvre.

Le nouveau CoPEC est prometteur car il peut exposer un effet anti-inflammatoire intrinséque et
d’autres effets thérapeutiques via l'inclusion de substances actives au sein des cyclodextrines.

Mots-clés : CoPEC, biomatériaux naturels, polyélectrolytes, cyclodextrines, anti-inflammatoires

Abstract

Nowadays, many chronic diseases, such as cancer or osteoarthritis, still need new modalities of
treatment. Natural biomaterials able to convey active substances represent a solution to this
problematic. Lately, several research works have been conducted on a new type of biomaterial named
Compact Polyelectrolyte Complexes (CoPEC).

As part of this thesis, CoOPEC have been prepared from two biosourced polyelectrolytes, chitosan and
alginate, functionalized with B-cyclodextrin (BCD). Through an in vitro inflammation model, the non-
cytotoxic BCD-chitosan/alginate CoPEC has displayed intrinsic anti-inflammatory properties.
Moreover, this COPEC has demonstrated a capacity to host and release piroxicam and prednisolone,
two model hydrophobic active substances. Finally, a strategy to include hydrophilic active substances
into the material has been implemented.

Thus, the newly CoPEC is promising because it can exhibit an intrinsic anti-inflammatory effect as well
as other therapeutic effects through the inclusion of active substances into the cyclodextrins.

Keywords: CoPEC, natural biomaterials, polyelectrolytes, cyclodextrins, anti-inflammatory drugs




	Remerciements
	Table des matières
	Abréviations
	Avant-propos
	Chapitre 1 : État de l’art
	I. Les biomatériaux
	I. 1. Généralités
	I. 2. Les biomatériaux métalliques
	I. 2. 1. Les aciers inoxydables
	I. 2. 2. Les alliages à base de cobalt
	I. 2. 3. Les alliages à base de titane

	I. 3. Les biomatériaux céramiques
	I. 4. Les biomatériaux polymériques
	I. 4. 1. Le polyéthylène
	I. 4. 2. Le poly(méthacrylate de méthyle)
	I. 4. 3. Le polypropylène
	I. 4. 4. Le polytétrafluoroéthylène
	I. 4. 5. Le polyuréthane
	I. 4. 6. Le poly(fluorure de vinylidène)
	I. 4. 7. Les polyamides
	I. 4. 8. Les polyimides
	I. 4. 9. Les silicones

	I. 5. Les biomatériaux composites

	II. Les complexes de polyélectrolytes
	II. 1. Les polyélectrolytes
	II. 2. Définition des complexes de polyélectrolytes
	II. 3. Formation des complexes de polyélectrolytes
	II. 4. Propriétés des complexes de polyélectrolytes
	II. 4. 1. Propriétés physicochimiques des complexes de polyélectrolytes
	II. 4. 2. Propriétés de transport des complexes de polyélectrolytes

	II. 5. Mise en forme et application des complexes de polyélectrolytes
	II. 5. 1. Formulation des complexes de polyélectrolytes en présence de sels ternaires
	II. 5. 2. Formulation des complexes de polyélectrolytes sous forme de complexes quasi-solubles
	II. 5. 3. Formulation des complexes de polyélectrolytes sous forme de multicouches de polyélectrolytes


	III. Les CoPEC, Complexes de Polyélectrolytes Compacts
	III. 1. La saloplasticité
	III. 2. La préparation de CoPEC par extrusion
	III. 3. La préparation de CoPEC par sédimentation et évaporation
	III. 4. La préparation de CoPEC par ultracentrifugation
	III. 4. 1. Principe de la préparation de CoPEC par ultracentrifugation
	III. 4. 2. Les premières études sur les CoPEC à base de polyélectrolytes synthétiques préparés par ultracentrifugation
	III. 4. 2. 1. Les CoPEC PDADMA/PMAA comme matériaux mimant le noyau gélatineux des disques intervertébraux
	III. 4. 2. 2. Les CoPEC PDADMA/PSS comme matériaux poreux mimant le cartilage
	III. 4. 2. 3. Les CoPEC PDADMA/PSS comme matériaux aux propriétés mécaniques modulables

	III. 4. 3. Vers des CoPEC biosourcés
	III. 4. 3. 1. Les CoPEC PAH/PAA, des matériaux aux propriétés contrôlables
	III. 4. 3. 2. Les CoPEC PAH/PAA comme supports d’immobilisation d’enzymes
	III. 4. 3. 3. Les CoPEC PAH/PAA comme matériaux autoréparants
	III. 4. 3. 4. Le CoPEC chitosan/alginate comme biomatériau empêchant l’adhésion de cellules et de bactéries



	IV. Objectifs de la thèse

	Chapitre 2 : Synthèse des molécules-outils pour la formulation de CoPEC fonctionnels
	I. Le chitosan, les alginates et les cyclodextrines comme molécules-outils pour la formulation de matériaux d’intérêt biomédical
	I. 1. Les alginates et le chitosan dans le domaine biomédical
	I. 1. 1. Les alginates
	I. 1. 1. 1. Obtention des alginates
	I. 1. 1. 2. Composition des alginates
	I. 1. 1. 3. Fonctionnalisation des alginates
	I . 1. 1. 4. Formulation des alginates
	I. 1. 1. 5. Application des alginates dans le domaine biomédical

	I. 1. 2. Le chitosan
	I. 1. 2. 1. Obtention du chitosan
	I. 1. 2. 2. Composition du chitosan
	I. 1. 2. 3. Fonctionnalisation du chitosan
	I. 1. 2. 4. Formulation du chitosan
	I. 1. 2. 5. Applications du chitosan dans le domaine biomédical


	I. 2. Les cyclodextrines comme molécules cages aux multiples intérêts
	I. 2. 1. Nature des cyclodextrines « natives »
	I. 2. 2. Formation de complexes d’inclusion à base de cyclodextrines
	I. 2. 3. Applications des cyclodextrines


	II. Modification de la cyclodextrine en vue de son greffage sur le chitosan et l’alginate
	II. 1. Modification de la cyclodextrine pour la fonctionnalisation du chitosan
	II. 2. Modification de la -cyclodextrine pour la fonctionnalisation de l’alginate

	III – Fonctionnalisation du chitosan et de l’alginate par la cyclodextrine pour la formulation ultérieure de CoPEC capables de contenir et relarguer des molécules hydrophobes
	III. 1. Greffage de la -cyclodextrine sur le chitosan
	III. 2. Greffage de la cyclodextrine sur l’alginate

	IV. Synthèse de dérivés d’adamantane et de cholestérol pour la formulation de CoPEC capables de contenir et relarguer des molécules hydrophiles
	IV. 1. L’adamantane et le cholestérol en complexe d’inclusion avec la -cyclodextrine
	IV. 1. 1. L’adamantane en complexe d’inclusion avec la cyclodextrine
	IV. 1. 2. Le cholestérol en complexe d’inclusion avec la cyclodextrine

	IV. 2. Synthèse d’un dérivé d’adamantane présentant une fonction maléimide
	IV. 3. Synthèse d’un dérivé de cholestérol présentant une fonction maléimide
	IV. 3. 1. Synthèse du N-(2-aminoéthyl)maléimide.TFA
	IV. 3. 2. Synthèse de l’hémisuccinate de cholestérol
	IV. 3. 3. Synthèse du (3S, 8S, 9S, 10R, 13R, 14S, 17R)-10,13-diméthyl-17-((R)-6-méthylheptan-2-yl)-2, 3, 4, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 , 16, 17–tétradécahydro-1H-cyclopenta[a]phenanthren-3-yl 4-((2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)éthyl)amin...


	V. Conclusion partielle
	VI. Partie expérimentale
	VI. 1. Généralités
	VI. 2. Synthèse des dérivés de -cyclodextrine
	VI. 2. 1. Synthèse de la -cyclodextrine monotosylée 1
	VI. 2. 2. Synthèse de la cyclodextrine monoazidée 2
	VI. 2. 3. Synthèse de la cyclodextrine monoaminée 3

	VI. 3. Fonctionnalisation de l’alginate et du chitosan par la cyclodextrine
	VI. 3. 1. Synthèse du -cyclodextrine-chitosan (CD-chitosan) 4
	VI. 3. 2. Synthèse du -cyclodextrine-alginate (CD-alginate)

	VI. 4. Synthèse des dérivés d’adamantane et de cholestérol
	VI. 4. 1. Synthèse du dérivé d’adamantane
	VI. 4. 2. Synthèse du dérivé de cholestérol



	Chapitre 3 : Mise en forme et caractérisation des biomatériaux
	I. Les associations entre le chitosan et l’alginate dans le domaine biomédical
	I. 1. Les associations chitosan/alginate en tant que revêtements
	I. 2. Les associations chitosan/alginate pour la culture cellulaire 3D
	I. 3. Les associations chitosan/alginate pour la délivrance d’éléments actifs
	I. 4. Les associations chitosan/alginate pour le développement de pansements
	I. 5. Les associations chitosan/alginate pour l’ingénierie tissulaire

	II. Fabrication de CoPEC à base de chitosan et d’alginate par ultracentrifugation
	II. 1. Préparation de CoPEC chitosan/alginate, chitosan/CD-alginate et CD-chitosan/CD-alginate par ultracentrifugation
	II. 2. Préparation de CoPEC CD-chitosan/alginate par ultracentrifugation
	II. 2. 1. Adaptation de la formulation de CoPEC au couple CD-chitosan/alginate
	II. 2. 2. Détermination de la composition du CoPEC CD-chitosan/alginate


	III. Préparation de CoPEC poreux à base de chitosan et d’alginate par ultracentrifugation
	III. 1. Préparation de CoPEC bruts poreux à base de chitosan et d’alginate
	III. 1. 1. Principe de la formulation de CoPEC bruts poreux à base de chitosan et d’alginate
	III. 1. 2. Comparaison de deux milieux de dissolution des particules porogènes
	III. 1. 3. Détermination de la durée nécessaire d’immersion du CoPEC dans la solution saline acide pour dissoudre l’intégralité des particules de carbonate de calcium
	III. 1. 4. Impact de la proportion de particules porogènes sur la microstructure du matériau final
	III. 1. 5. Préparation de CoPEC CD-chitosan/alginate poreux

	III. 2. Préparation de particules poreuses de CoPEC à base de chitosan et d’alginate
	III. 2. 1. Préparation de particules poreuses de CoPEC chitosan/alginate
	III. 2. 2. Préparation de particules poreuses de CoPEC CD-chitosan/alginate


	IV. Fabrication de CoPEC à base de chitosan et d’alginate par sédimentation et évaporation
	IV. 1. Fabrication de membranes de CoPEC à base de chitosan et d’alginate par sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 puits
	IV. 1. 1. Fabrication de membranes de CoPEC chitosan/alginate par sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 puits
	IV. 1. 2. Fabrication de membranes de CoPEC CD-chitosan/alginate par sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 puits

	IV. 2. Fabrication de membranes de CoPEC à base de chitosan et d’alginate par sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 puits
	IV. 2. 1. Fabrication de membranes de CoPEC chitosan/alginate par sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 puits
	IV. 2. 2. Fabrication de membranes de CoPEC CD-chitosan/alginate par sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 puits


	V. Conclusion partielle
	VI. Partie expérimentale
	VI. 1. Généralités
	VI. 2. Préparation de CoPEC à base de chitosan et d’alginate par ultracentrifugation
	VI. 2. 1. Préparation de CoPEC chitosan/alginate par ultracentrifugation
	VI. 2. 2. Préparation de CoPEC chitosan/CD-alginate par ultracentrifugation
	VI. 2. 3. Préparation de CoPEC CD-chitosan/CD-alginate par ultracentrifugation
	VI. 2. 4. Préparation de CoPEC CD-chitosan/alginate par ultracentrifugation

	VI. 3. Préparation de microparticules de CoPEC
	VI. 4. Préparation des échantillons pour les observations au MEB
	VI. 5. Détermination de la composition du CoPEC CD-chitosan/alginate
	VI. 5. 1. Synthèse de l’alginate-rhodamine
	VI. 5. 2. Préparation de CoPEC CD-chitosan/alginate-rhodamine
	VI. 5. 3. Détermination de la quantité d’alginate non incluse dans le CoPEC final

	VI. 6. Préparation de CoPEC bruts poreux à base de chitosan et d’alginate
	VI. 6. 1. Préparation de CoPEC brut chitosan/alginate poreux
	VI. 6. 2. Préparation de CoPEC brut CD-chitosan/alginate poreux

	VI. 7. Préparation de microparticules poreuses de CoPEC
	VI. 8. Préparation de membranes de CoPEC à base de chitosan et d’alginate par sédimentation et évaporation
	VI. 8. 1. Préparation de membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate par sédimentation et évaporation dans une plaque de 12 puits
	VI. 8. 2. Préparation de membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate par sédimentation et évaporation dans une plaque de 24 puits



	Chapitre 4 : Premières évaluations biologiques de l'effet des CoPEC à base de chitosan et d’alginate fonctionnalisés avec la -cyclodextrine
	I. L’inflammation
	I. 1. Le déroulement de la réponse inflammatoire
	I. 2. Les médiateurs de la réponse inflammatoire
	I. 2. 1. Les médiateurs de l’inflammation produits par les pathogènes
	I. 2. 2. Les protéines du plasma
	I. 2. 2. 1. Les protéines impliquées dans la coagulation
	I. 2. 2. 2. Les protéines du système du complément
	I. 2. 2. 3. Les protéines impliquées dans le système des kinines

	I. 2. 3. Les médiateurs de l’inflammation produits par les leucocytes


	II. Évaluation in vitro de l’impact des CoPEC à base de chitosan et d’alginate sur l’inflammation
	II. 1. Démonstration de l’effet pro-inflammatoire des CoPEC contenant du CD-alginate lors de tests in vitro préliminaires
	II. 2. Évaluation biologique des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate
	II. 2. 1. Modèle in vitro d’évaluation des propriétés anti-inflammatoires des matériaux à base d’associations chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate
	II. 2. 2. Évaluation de la cytotoxicité des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate
	II. 2. 3. Évaluation de l’effet des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages activés
	II. 2. 4. Évaluation de l’effet des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate sur la production de TNF- par des macrophages activés
	II. 2. 5. Évaluation de l’éventuel piégeage du LPS et du TNF- dans le CoPEC CD-chitosan/alginate
	II. 2. 5. 1. Évaluation de l’éventuel piégeage du LPS dans le CoPEC CD-chitosan/alginate
	II. 2. 5. 2. Évaluation de l’éventuel piégeage du TNF- dans le CoPEC CD-chitosan/alginate

	II. 2. 6. Évaluation de l’effet des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate sur l’expression du marqueur d’activation CD40 par des macrophages activés
	II. 2. 7. Évaluation de l’effet des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate sur l’expression du marqueur de prolifération Ki-67 par des macrophages activés

	II. 3. Détermination du rôle des polyélectrolytes dans l’effet anti-inflammatoire des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate

	III. Évaluation in vitro de l’impact de l’incorporation de molécules actives anti-inflammatoires sur les propriétés du CoPEC CD-chitosan/alginate vis-à-vis de l’inflammation
	III. 1. Stratégie d’inclusion de substances actives dans les CoPEC
	III. 2. Évaluation de l’impact de l’incorporation de piroxicam sur les propriétés anti-inflammatoires du CoPEC CD-chitosan/alginate
	III. 2. 1. Le piroxicam
	III. 2. 2. Incorporation de piroxicam dans les CoPEC
	III. 2. 3. Extraction et dosage du piroxicam inclus dans les CoPEC
	III. 2. 4. Évaluation de l’impact de l’inclusion de piroxicam dans le CoPEC CD-chitosan/alginate sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages activés
	III. 2. 5. Évaluation de l’impact de l’inclusion de piroxicam dans le CoPEC CD-chitosan/alginate sur la production de TNF-par des macrophages activés

	III. 3. Évaluation de l’impact de l’incorporation de prednisolone sur les propriétés anti-inflammatoires du CoPEC CD-chitosan/alginate
	III. 3. 1. La prednisolone
	III. 3. 2. Incorporation de prednisolone dans les CoPEC
	III. 3. 3. Extraction et dosage de la prednisolone incluse dans les CoPEC
	III. 3. 4. Évaluation de l’impact de l’inclusion de prednisolone dans le CoPEC CD-chitosan/alginate sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages activés
	III. 3. 5. Évaluation de l’impact de l’inclusion de prednisolone dans le CoPEC CD-chitosan/alginate sur la production de TNF- par des macrophages activés
	III. 3. 6. Évaluation de l’effet d’un complexe d’inclusion -cyclodextrine/prednisolone dans le cadre du modèle in vitro d’inflammation
	III. 3. 6. 1. Préparation d’un complexe d’inclusion -cyclodextrine/prednisolone
	III. 3. 6. 2. Évaluation de l’effet du complexe d’inclusion -cyclodextrine/prednisolone sur la production d’oxyde nitrique par des macrophages activés



	IV. Développement d’une stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans le CoPEC CD-chitosan/alginate
	IV. 1. Principe de la stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans le CoPEC CD-chitosan/alginate
	IV. 2. Validation expérimentale de la stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans le CoPEC CD-chitosan/alginate dans le cas de la molécule d’adamantane contenant une fonction maléimide
	IV. 2. 1. Synthèse de la rhodamine-SH comme sonde modèle
	IV. 2. 2. Inclusion du N-adamantylméthyl maléimide dans des membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate
	IV. 2. 3. Réaction de la rhodamine-SH avec le N-adamantylméthyl maléimide inclus dans les membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate
	IV. 2. 4. Quantification de la rhodamine-SH incluse dans les membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate


	V. Conclusion partielle
	VI. Partie expérimentale
	VI. 1. Généralités
	VI. 1. 1. Chimie
	VI. 1. 2. Biologie

	VI. 2. Quantification des différents marqueurs utilisés pour évaluer l’effet des matériaux sur les cellules
	VI. 2. 1. Évaluation de la viabilité des cellules
	VI. 2. 2. Quantification de la production d’oxyde nitrique par les macrophages
	VI. 2. 3. Quantification de la production de TNF- par les macrophages
	VI. 2. 4. Quantification de la production d’IL-6 par les macrophages
	VI. 2. 5. Quantification de l’expression de CD40 par les macrophages
	VI. 2. 6. Quantification de l’expression de Ki-67 par les macrophages

	VI. 3. Déroulement des tests biologiques in vitro
	VI. 3. 1. Tests biologiques préliminaires sur les CoPEC contenant du CD-alginate
	VI. 3. 2. Déroulement global des tests in vitro pour l’évaluation de l’impact des CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate sur l’inflammation
	VI. 3. 3. Évaluation de l’éventuel piégeage du LPS dans le CoPEC CD-chitosan/alginate
	VI. 3. 4. Évaluation de l’éventuel piégeage du TNF- dans le CoPEC CD-chitosan/alginate
	VI. 3. 5. Évaluation de l’impact de l’alginate, du chitosan et du CD-chitosan sur l’activation des macrophages

	VI. 4. Inclusion de substances actives dans les CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate
	VI. 4. 1. Inclusion de piroxicam dans les CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate
	VI. 4. 2. Inclusion de prednisolone dans les CoPEC chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate

	VI. 5. Préparation d’un complexe d’inclusion -cyclodextrine/prednisolone
	VI. 6. Mise en place de la stratégie d’inclusion de molécules hydrophiles dans les CoPEC
	VI. 6. 1. Synthèse de rhodamine-SH
	VI. 6. 2. Inclusion de N-adamantylméthyl maléimide dans des membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate
	VI. 6. 3. Réaction entre la rhodamine-SH et le maléimide contenu dans les membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate
	VI. 6. 4. Dosage de la rhodamine-SH non incluse dans les membranes chitosan/alginate et CD-chitosan/alginate



	Conclusion générale et perspectives
	Références
	Publication associée



