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RESUME

Face a I’inertic chimique de la plupart des polymeres, la fonctionnalisation de surface a été
proposée afin d’améliorer I’adhésion et la croissance cellulaires a la surface des biomatériaux, ou
encore de greffer des biomolécules actives permettant d’optimiser davantage la réponse
cellulaire. Ceci peut notamment permettre d’améliorer les implants vasculaires dont la paroi
interne doit étre recouverte d’un tapis de cellules endothéliales pour éviter des complications
cliniques. Difféerents procedés sont étudiés au cours de ce projet, afin d’identifier les traitements

et groupements chimiques les plus favorables a 1’adhésion et la prolifération cellulaires.

Des films de polytéréphtalate d’éthyléne (PET) ont été utilisés pour créer des surfaces riches en
azote, par fonctionnalisation plasma (modification de surface a I’aide de plasma NH3) (PETf), par
polymérisation plasma (L-PPE:N), par dép6t chimique en phase vapeur (Parylene diX AM) ou
greffage en phase liquide (PAAm) ; la polymérisation plasma a également été utilisée pour la
fabrication de revétements oxygénés (L-PPE:QO) et de dépbts mixtes, a la fois oxygénés et azotés
(L-PPE:O,N), sur des films de PET. Ces surfaces ont été comparées aux surfaces commerciales
pour la culture cellulaire Tissue culture Polystyrene (TCP « Falcon™ », oxygéneée) et Primaria™
(mixte) de la compagnie Corning Inc., connues pour promouvoir efficacement 1’adhésion
cellulaire. Toutes ces surfaces ont été caractérisées chimiquement par spectroscopie
photoélectronique a rayons X (XPS), et leur capacité a promouvoir I’adhésion cellulaire a été
évaluée par la culture de cellules endothéliales (HUVEC). Les amines primaires —NH, étant
connues pour favoriser 1’adhésion des cellules, elles ont été quantifiées sur les surfaces azotées
par dérivation chimique ; une méthode colorimétrique (Orange Il) a également été utilisée.
D’autre part, le taux de déposition et la solubilité des revétements L-PPE:O,N, récemment

développés par ce laboratoire, ont été évalués.

Chacune des surfaces caractérisees chimiquement a montré un haut degré de fonctionnalisation ;
I’analyse par XPS en angle rasant a indiqué une fonctionnalisation des surfaces PETf, TCP et
Primaria™ a leur surface immédiate uniquement (sur une épaisseur de 1’ordre de quelques nm).
Les surfaces azotées L-PPE:N, PETf et PAAm, ainsi que les dépdts richement oxygénés
L-PPE:O, ont permis une excellente prolifération cellulaire, comparable a celle obtenue sur le
TCP, prouvant I’efficacité des groupements chimiques présents en surface : les groupements

carboxyles et amines primaires, notamment, ont paru jouer un rdle clé dans 1’adhésion des



cellules. La similitude du comportement cellulaire observeé sur ces surfaces de compositions
chimiques pourtant différentes montre, d’ une part, qu’un seuil de concentration en groupements
chimiques « actifs », a partir duquel leur quantité n’a plus d’influence sur 1’affinité des cellules
avec la surface, a été dépassé aussi bien pour les surfaces azotées qu’oxygénées, avec une
efficacité comparable a favoriser 1’adhésion cellulaire ; et d’autre part, que I’efficacité des
surfaces riches en amines primaires ne dépend pas de la présence d’autres groupements azotés.
Une exception a cependant été notée pour le Parylene diX AM qui, malgré une forte
concentration en amines primaires, ne favorise pas bien 1’adhésion et la croissance cellulaire, ce
qui reste inexpliqué. Contrairement a la dérivation et I’analyse XPS, la technique de
quantification par Orange II s’est révélée inadaptée pour comparer des surfaces aminées dans ce
contexte, étant biaisée par le phénoméne de diffusion dans le volume libre des differents

échantillons.

L’association de groupements oxygénés et azotés peut résulter en une adhésion cellulaire encore
accrue, comme dans le cas des surfaces Primaria™, par un effet de synergie. Malheureusement,
cet effet n’a pas été observé sur les revétements L-PPE:O,N considérés, possiblement a cause

d’un manque de fonctions carboxyles.

En conclusion, des surfaces hautement fonctionnalisées ont été obtenues, avec une excellente
réponse des HUVEC pour la plupart d’entre elles, indépendamment de leur nature azotée ou
oxygénée. D’autre part, la combinaison de ces chimies peut, par synergie, permettre d’accroitre
encore 1’adhésion et la prolifération des cellules endothéliales, et donc d’améliorer I’intégration

des implants vasculaires, bien que cet effet n’ait pas pu €tre recréé au cours de ce projet.

Mots-clés :  biomatériaux, implants vasculaires, couches minces, fonctionnalisation,
polymérisation plasma, amines primaires, surfaces oxygénées, TCP, Primaria™, XPS, dérivation

chimique, adhésion cellulaire, HUVEC.
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ABSTRACT

The interactions between a biomaterial and a biological environment are largely influenced by
surface chemistry, which can be controlled in order to enhance cell adhesion. This can be applied
to the design of vascular grafts, the internal walls of which need to be fully covered by an
endothelial cell layer in order to prevent harmful outcomes such as thrombosis. Various processes
were considered in this project, in order to identify which coatings and chemical groups are the

most advantageous for enhanced endothelial cell adhesion and -growth.

Nitrogen-rich surfaces were obtained on polyethylene terephthtalate (PET) films by plasma
treatment (NH3 plasma modification, PETT), plasma polymerization (L-PPE:N), chemical vapor
deposition (Parylene diX AM) or liquid-chemical covalent grafting of a polymer (PAAM);
plasma polymerization was also used to create oxygen-rich films (L-PPE:O), as well as hybrid
coatings containing both oxygen and nitrogen-based groups (L-PPE:O,N), on PET films. These
surfaces were compared to commercial culture plates such as oxygen-rich Tissue Culture
Polystyrene (TCP, “Falcon™”) and hybrid Primaria™, both developed and marketed by Corning
Inc. and known for their ability to promote cell adhesion. The chemistry of all these surfaces was
analyzed by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), and endothelial (HUVEC) cells were used
to assess their ability to enhance cell adhesion. Primary amine groups (-NHy), well known to
enhance cell adhesion, were gquantified on the nitrogen-rich surfaces by chemical derivatization,
while the colorimetric method based on Orange 1l dye was used for comparison. In addition, the

deposition rate and the solubility of newly developed hybrid L-PPE:O,N coatings were evaluated.

All of the surfaces investigated were found to be highly functionalized; the XPS analyses of
PETf, TCP and Primaria™ at grazing angles showed this functionalization to reside only very
near the surface (a few nm deep). Excellent cell proliferation was observed on nitrogen-rich
L-PPE:N, PETf and PAAm, as well as on oxygen-rich L-PPE:O, with an efficacy comparable to
TCP. These results prove that the efficacy of moieties created on these surfaces, especially of
carboxylic and primary amine groups, seemed to play a key role in cell adhesion. Furthermore,
the cellular behavior was found to be very similar on these diverse surfaces, despite their
different chemical compositions. This suggests that a concentration threshold of “active” moieties
was reached for both oxygen- and nitrogen-containing surfaces, with a similar efficacy to foster

cell adhesion, above which threshold their quantities no longer appear to influence cell



vii

attachment. It also shows that cell adhesion on nitrogen-rich surfaces is enhanced by primary
amine groups regardless of the presence of other nitrogen-containing groups. Moreover, the
efficient cell adhesion observed on surfaces such as PETf and TCP clearly confirmed that the
influence of surface chemistry on cell behavior only involves the outermost surface region of
biomaterials. For that reason, the Orange Il quantification technique, which reacts with amine
groups in the bulk of the polymer material, is inappropriate in this context.

The simultaneous presence of both oxygen- and nitrogen-based moieties can lead to an even
better cell adhesion, perhaps due to a synergistic effect, as observed on Primaria™ surfaces.
Unfortunately this could not be observed on L-PPE:O,N coatings, possibly due to insufficient
carboxyl groups.

In conclusion, highly functionalized surface-near regions have been created on polymers, most of
them displaying excellent cell response, whether they were nitrogen- or oxygen-rich. The
association of these two types of chemistries may induce still further improvement of HUVEC
attachment and proliferation, hence even better integration of vascular grafts, but this has so far
not been achieved with L-PPE:O,N coatings.

Keywords: biomaterials, vascular grafts, thin coatings, functionalization, plasma polymerization,
primary amines, oxygen-rich surfaces, TCP, Primaria™, XPS, chemical derivatization, cell
adhesion, HUVEC.
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CHAPITRE1l INTRODUCTION

Les biomatériaux ont été définis par Williams comme des « matériaux non vivants utilisés dans
des dispositifs médicaux, congus pour interagir avec des systemes biologiques » (Williams 1987).
Ce sont donc ces matériaux qui constituent les protheses et implants, mais également les
appareils de diagnostic, ou les dispositifs utilisés en laboratoire. 1l est impératif que ces matériaux
ne causent pas de réactions nefastes pour le corps biologique : ¢’est la notion de biocompatibilité,
définie généralement comme la « capacité d’un matériau a étre utilisé avec une réponse de 1’hote
appropriée dans une application spécifique » (Williams 1987), et plus récemment comme la
« capacité d’un matériau a déclencher et guider localement la cicatrisation non-fibreuse, la
reconstruction et 1’intégration tissulaire » (Ratner 2011). Les matériaux utilisés sont extrémement
variés selon les applications : métaux, alliages, polymeres, céramiques... Les polyméres
synthétiques, notamment, sont souvent rencontrés dans ce domaine : leurs propriétés tres variées
aussi bien au niveau mécanique que chimique, ainsi que leur facilité de mise en forme et leur
colit, permettent de les utiliser dans une grande gamme d’applications. De plus, certains sont

biodégradables, ce qui présente un avantage certain pour des dispositifs temporaires par exemple.

Un des principaux défis consiste a obtenir un matériau possédant a la fois les propriétés
volumiques et surfaciques requises pour le dispositif médical considéré. En effet, dans le cas
d’une prothése par exemple, le dispositif ne peut étre fonctionnel que s’il posseéde une géométrie
et un comportement mécanique appropriés a son utilisation ; d’autre part, sa surface, en contact
avec le corps biologique, ne doit pas engendrer de réponse inappropriée, comme une
inflammation ou la formation d’un caillot sanguin. Pour atteindre cet objectif, une méthode
classique consiste a utiliser un dispositif possédant les propriétés mécaniques adéquates, et a y

déposer un revétement ou modifier sa surface pour obtenir toutes les propriétés requises.

Ce projet de maitrise concerne des procédés de traitement de surface favorisant I’adhésion et la
croissance de cellules sur des matériaux polymériques. L’application de tels procédés peut
faciliter la régénération des tissus autour d’un implant, et prévenir des réactions inflammatoires
par exemple. En effet, le comportement des cellules est largement influencé par la surface sur
laquelle elles se trouvent : sa texture, et surtout sa composition chimique, sont des éléments

déterminants. Certains groupements chimiques sont connus pour améliorer 1’affinité des cellules



avec le substrat: des revétements azotés, riches en amines primaires —NH;, mais aussi des
surfaces oxygénées, sont utilisés pour encourager la formation de couches cellulaires sur des
biomatériaux (Siow et al. 2006). Cette « fonctionnalisation » de surfaces polymériques sert
également a la culture cellulaire, ou le matériel doit pouvoir faciliter la prolifération des cellules.
Par exemple, les surfaces Tissue Culture Polystyrene développées par Corning Inc. présentent des
groupements fonctionnels oxygénés ; les surfaces Primaria™, dont la capacité a favoriser
I’adhésion des cellules est encore accrue (Steele et al. 1995), ont la particularité d’étre

fonctionnalisées a la fois par des groupements azotés et oxygeénes.

Les plasmas, gaz fortement ionisés et trés réactifs, peuvent étre utilisés pour obtenir des surfaces
hautement fonctionnalisées. D’autres techniques, notamment chimiques, permettent d’obtenir les
groupements fonctionnels désirés en surface d’un substrat polymérique. Dans ce mémoire, des
surfaces fonctionnalisées par différents procédées sont étudiées, afin de comparer leur capacité a
favoriser 1’adhésion cellulaire, en lien avec la chimie de surface créée. Il s’inscrit dans le cadre
d’un projet de conception d’implants vasculaires synthétiques, utilisés pour remplacer les
vaisseaux sanguins défectueux, et pour lesquels le recouvrement de la paroi interne par une
couche de cellules endothéliales est crucial. C’est pourquoi ces cellules seront utilisées pour
évaluer la qualit¢ de support des différentes surfaces azotées et oxygénées. D’autre part,
I’association de ces deux types de groupements chimiques présente un potentiel remarquable,
illustré par Pefficacité des surfaces Primaria™ ; un intérét particulier sera donc porté a cette
possible synergie. Enfin, la possibilité et les avantages de greffer des molécules bioactives en

surface des revétements seront examinés.



Organisation générale du mémoire

Le chapitre 2 consiste en une revue de la littérature, et présente les enjeux et les notions
nécessaires a la compréhension de ce mémoire : le contexte clinique dans lequel il s’inscrit est
précisé, puis les mécanismes régissant 1’affinité entre cellules et biomatériaux sont expliqués,
apres quoi les différentes méthodes de fonctionnalisation de surface pour 1’adhésion cellulaire

sont exposées. On terminera ce chapitre en résumant les objectifs spécifiques de ce projet.

Dans le chapitre 3, les conditions expérimentales employées sont énoncées. Les procédes de
fabrication des surfaces utilisées au cours de ce projet, et les différents parametres utilisés, sont
d’abord détaillés. Ensuite, les tests de caractérisation effectués sont présentes, ainsi que les
notions théoriques sur lesquelles ils s’appuient. Les tests de culture cellulaire, incluant les
conditions de culture et les techniques de caractérisation de la prolifération cellulaire, sont

également précisés.

Le chapitre 4 rassemble les résultats obtenus au cours de ce projet. Aprés avoir déterminé le taux
de déposition et la solubilité des revétements L-PPE:O,N développés depuis peu dans nos
laboratoires, les propriétés chimiques (composition eélémentaire, fonctions chimiques présentes)
des surfaces aminées, oxygénées et hybrides sont explicitées. Les résultats des tests de
quantification du sulfate de chondroitine greffé sur des surfaces aminées sont ensuite donnés.
Enfin, I’adhésion et la croissance des cellules HUVEC sur les différentes surfaces sont

comparées, respectivement 24h, 4 jours et 7 jours aprés 1’ensemencement.

Le chapitre 5 propose une réflexion autour de ces résultats. La notion de profondeur de traitement
et d’analyse des surfaces des biomatériaux est discutée. L’efficacité des différents procédés de
fonctionnalisation est étudiée, permettant de commenter 1I’implication des différents groupements
chimiques dans le processus d’adhésion des cellules endothéliales. Les limites de ce projet sont

également développées.

Enfin, le chapitre 6 conclut sur les réalisations de ce projet.

En annexe, les calculs menant a I’évaluation de la profondeur d’analyse d’échantillons

polymeriques par XPS sont detaillés.



CHAPITRE2 REVUE DE LITTERATURE
2.1 Contexte clinique

2.1.1 Les maladies cardiovasculaires

En 2009, 68 342 Canadiens sont décédés d’une maladie cardiovasculaire grave (« Mortalité : liste
sommaire des causes : Faits saillants » 2016), ce qui représente plus de 28 % des déces. Les
causes de ces maladies sont variées: elles peuvent étre d’origine congénitale (cardiopathie
congénitale) ou infectieuse (rhumatisme cardiaque), ou encore étre liées a une faiblesse du
muscle cardiaque (insuffisance cardiaque) ; toutefois, pour la plupart ce ne sont que des
conséquences d’une défaillance du systéme circulatoire (cardiopathie ischémique, maladies

cérébrovasculaires, maladies vasculaires périphériques) (Gouvernement du Canada 2004).

En effet, les vaisseaux sanguins peuvent étre affectés par différentes pathologies, ayant pour
conséquences des changements dans le flux sanguin, ce qui affecte finalement les organes comme
le cceur ou le cerveau. C’est le cas de 1’anévrisme, dilatation localisée de la paroi d’un vaisseau
qui meéne a la création d’une poche de sang attenante au vaisseau, et peut causer la formation
d’une thrombose ou, en cas de rupture, d’une hémorragie interne, particuliérement critique dans
le cas d'un anévrisme intracranien. Une autre affection fréquente est I’athérosclérose, qui désigne
une obstruction de I’artére due a I’accumulation de plaques dans I’intima (paroi interne de
I’artére), entrainant une réaction inflammatoire (Fishbein et Fishbein 2009), un épaississement et
un durcissement de la paroi (athérome) et éventuellement la formation d’un caillot sanguin
(thrombose) (« Atherosclerosis » 2016). A terme, ce phénomeéne peut causer une occlusion
complete du vaisseau et I’ischémie des tissus en aval. Dans le cas des arteres coronaires, une telle

thrombose meéne a une crise cardiaque, potentiellement mortelle.

2.1.2 Traitements existants

Actuellement des traitements existent deja pour ces pathologies affectant les vaisseaux sanguins.
Par exemple, pour contrer les effets de 1’athérosclérose, on a parfois recours a un stent, c’est-a-

dire un treillis métallique, afin de maintenir le vaisseau ouvert (Sigwart et al. 1987). Pour cela on



utilise généralement des alliages comme le nitinol, 1’acier inoxydable ou le cobalt-
chrome (Williams 2008; Park et Lakes 2007), mais on trouve aussi d’autres métaux, comme le
titane, le fer pur, ou des alliages de magnésium (Park et Lakes 2007; Mani et al. 2007). Ce type
de traitement comprend notamment des risques de re-sténose, mais qui peuvent étre limités par
I’introduction d’un stent médicamenté (Mani et al. 2007). Le principal inconvénient de cette
méthode est en fait lié a des contraintes mécaniques apportées par la prothése métallique (Moore
et Berry 2002).

Le traitement le plus largement utilisé dans le cas de 1’athérosclérose consiste a réaliser un
pontage (Vara et al. 2005) : il s’agit de contourner la partie endommagée de I’artére en formant
un « pont », généralement avec un autre vaisseau du méme patient, ce qui présente des avantages
en termes de compatibilité, a la fois physique et biologique. Cependant, chez de nombreux
patients aucun vaisseau autologue ne peut étre utilisé, soit parce qu’ils 1’ont déja été, soit en

raison de leur mauvais état.

Une solution proposée consiste a remplacer 1’artére affectée par une prothése polymérique
(vascular grafts, cf. Figure 2.1Erreur! Source du renvoi introuvable.) ayant les mémes
propriétés qu’une artére fonctionnelle, aussi bien par son comportement mécanique qu’en termes
de réponse biologique. Les polymeéres les plus utilisés sont le PET (polytéréphtalate d’éthyléne)
tissé, commercialisé sous le nom de Dacron®, et le polytétrafluoroéthyléne expansé (ePTFE)
(Devine et McCollum 2004; Williams 2008). Ces matériaux ont permis d’obtenir de bons
résultats pour des arteres de grand diametre ; mais ils ne semblent pas adaptés aux plus petits
vaisseaux (<6 mm de diamétre) (Xue et Greisler 2003; Kannan et al. 2005), comme les arteres
coronaires. En effet, pour des prothéses de petite dimension, les risques de thrombose, par

exemple, sont accrus.

Figure 2.1 : Exemples de protheses vasculaires en PET et PTFE



Afin de limiter les réactions adverses telles que la thrombose ou I’hyperplasie, qui méneraient a
I’occlusion de la prothése, il est crucial d’assurer I’endothélialisation du dispositif, ¢’est-a-dire la

création d’une couche continue de cellules endothéliales sur la surface interne de la prothese

(Foxall et al. 1986).

Cette endothélialisation peut étre effectuée in situ, ou étre créée in vitro avant I’implantation de la
prothése (Deutsch et al. 1999). Dans tous les cas, I’adhésion, la prolifération et la rétention des
cellules endothéliales a la surface luminale de la prothése est essentielle. Elle est

malheureusement faible sur les protheses conventionnelles.

Certains laboratoires travaillent a 1’utilisation de matériaux différents, par exemple en utilisant
des polymeéres biodégradables pour former une matrice temporaire permettant de guider la
réparation tissulaire (Rai et al. 2012; Soletti et al. 2010; Smith et Lamprou 2014), ou des
procédés de fabrication permettant d’obtenir des structures plus proches de celle des tissus

organiques, comme 1’¢lectrofilage (Vaz et al. 2005; Savoji et al. 2014).

Une autre approche consiste a modifier la surface luminale des prothéses pour améliorer les
interactions entre la surface et les cellules endothéliales et favoriser leur adhésion, leur croissance
et leur capacité a résister aux forces de cisaillement dues au flux sanguin (Feugier et al. 2005). Un
défi important est la sélectivit¢ de 1’adhésion : s’il est crucial de maximiser 1’adhésion des
cellules endothéliales a la surface de la prothese, il est tout aussi important de limiter 1’adhésion

d’autres éléments circulants comme les plaquettes et les leucocytes.

La section suivante décrit les mécanismes d’adhésion cellulaire sur les surfaces et comment les

propriétés de surface d’un matériau peuvent influencer ce phénomeéne.



2.2 Adhésion cellulaire

2.2.1 Meécanisme

Dans un corps biologique, 1’adhésion des cellules a la matrice extracellulaire (composée
principalement de glycoprotéines et de protéines, et notamment de collagéne) se fait par
I’intermédiaire de protéines d’adhésion, telles que la fibronectine ou la vitronectine. La cellule
peut alors « identifier » des sites d’ancrage a la matrice grice a des récepteurs membranaires
spécifiques a 1’adhésion cellulaire, comme les intégrines ou les protéoglycanes
transmembranaires. D’autres molécules, comme les cadhérines, assurent 1’adhésion entre les
cellules (Freshney et Freshney 2005). Par conséquent, la capacité des cellules a adhérer a la
surface d’un biomatériau dépend de la faculté des protéines d’adhésion a s’adsorber a sa surface.
Par exemple, il a été montré que ’adsorption des fibronectines et des vitronectines joue un role

crucial dans 1’adhésion de cellules endothéliales (Steele et al. 1995).

Ces protéines contenues dans les fluides biologiques (sang, lymphe etc.) s’adsorbent
spontanément & la surface des biomatériaux par des interactions de charges principalement. En
effet, les protéines étant des polypeptides composés d’une succession d’acides aminés, elles
portent de nombreux groupements chimiques chargés, positifs et négatifs, qui leur permettent
d’interagir avec d’autres corps biologiques, ou encore de s’adsorber a la surface des
biomatériaux, via des liaisons ioniques ou électrostatiques (Horbett 1996). Lorsque le
biomatériau entre en contact avec un fluide biologique, les protéines diffusant le plus rapidement
(typiquement, les protéines les plus petites, comme 1’albumine) et en plus grande concentration
sont les premiéres a s’adsorber a sa surface ; dans un second temps, ce sont les protéines ayant le
plus d’affinités avec la surface qui s’y lient majoritairement (adsorption compétitive), provoquant
le déplacement des premiéres : on parle d’effet Vroman (Wilson et al. 2005). L’affinité des
protéines d’adhésion avec la surface du biomatériau est donc un facteur clé pour favoriser — ou

inhiber — la formation d’une couche cellulaire.



2.2.2 Affinités avec les biomatériaux

2.2.2.1 Propriétés de surface

La capacité d’adhésion des cellules sur un substrat synthétique repose alors sur différents
paramétres, qui influencent I’adsorption des protéines a sa surface. Les caractéristiques physiques
de la surface comme sa topographie et sa porosité sont déterminantes (Evans, Dalton, and Steele
1999) : par exemple, une surface rugueuse augmente 1’aire de contact, et donc le nombre de
liaisons possibles avec les protéines. Ainsi, I’albumine et la fibronectine ont montré une
adsorption accrue sur des surfaces plus rugueuses, favorisant significativement I’adhésion de
cellules de la moelle osseuse (Deligianni et al. 2001). D’autre part, la charge de surface joue bien
sir un role prépondérant dans 1’adsorption des protéines, considérant que celle-ci dépend
principalement d’interactions électrostatiques. L’énergie de surface est également un parametre
important : sa composante polaire, notamment, détermine le caractére hydrophile ou hydrophobe
de la surface, ce qui influence largement la nature des interactions avec les protéines, et donc leur
affinité¢ avec le substrat. Par exemple, la fibronectine et 1’albumine ont montré une meilleure
affinité pour une composante polaire plus élevée (Michiardi et al. 2007). Ainsi, 1’adhésion et la
prolifération cellulaires sont généralement favorisées sur des surfaces plutt rugueuses,
hydrophiles, chargées positivement, et d’énergie de surface élevée (Saltzman and Kyriakides
1997; Katti, Vasita, and Shanmugam 2008).

2.2.2.2 Composition chimique

La composition chimique en surface du substrat joue un role décisif dans le comportement des
protéines et, par conséquent, des cellules ; ¢’est pourquoi elle forme le sujet central de ce projet
de maitrise. En effet, la nature des groupements chimiques a la surface régit les interactions avec

les protéines, détermine la charge de surface, son hydrophobicité, etc.

Différentes études ont montré que des surfaces a haute teneur en azote permettent d’obtenir une
bonne adhésion cellulaire sur des substrats polymériques (Mirenghi et al. 2000; Girard-Lauriault
et al. 2005) ; toutefois, de manicre générale la littérature semble montrer que la présence d’azote
ne suffit pas a elle seule (Ertel, Ratner, et Horbett 1990). D’autres recherches ont donc mené a
I’1identification de groupements chimiques spécifiques a I’origine de cet effet. Ainsi, 1’équipe de

Griesser (Griesser et al. 1993; Griesser et al. 1994) a proposé que les groupements amides



(-CONH) sont les principaux promoteurs de 1’adhésion cellulaire, mais nuangait déja ces
conclusions : “there is no universal, single group responsible for supporting cell attachment”
(Griesser et al. 1993). En effet, de nombreux articles pointent aussi 1’efficacité des amines, et
notamment des amines primaires (C-NH;), pour 1’adhésion cellulaire, et ce depuis la méme
période (Nakayama et al. 1988). Cette efficacité est attribuée, entre autres choses, a la charge
positive de ces groupements en milieu aqueux a pH physiologique (pH = 7.4), dans lequel ils
prennent la forme ionique —NHs" qui peut attirer les protéines, chargées négativement. Il a
notamment ¢ét¢é montré qu’il existe une concentration minimale en amines primaires
(INHz]erit = 4,2 %) pour permettre 1’adhésion de monocytes U-937 sur une surface polymérique
(Girard-Lauriault et al. 2009). D’autre part, les amines primaires sont des fonctions
chimiquement réactives pouvant étre utilisées pour 1I’immobilisation covalente de molécules
bioactives, ce qui présente de grands avantages pour 1’ingénierie tissulaire et, en I’occurrence, la
conception d’implants vasculaires. Néanmoins, ces groupements possédent un inconvénient, qui
est le vieillissement (Gengenbach et al. 1994; Ruiz, St-Georges-Robillard, et al. 2010) : leur
stabilité limitée les expose a des réactions avec le milieu environnant, comme 1’oxydation par

I’oxygene de I’air, ou encore [’hydrolyse.

Des surfaces oxygénées peuvent également étre utilisées pour promouvoir la prolifération
cellulaire. Pourtant, bien que le substrat utilisé au cours de ce projet (PET) soit un polymére
oxygéné, les cellules adherent peu a sa surface : comme pour 1’azote, ce sont certaines fonctions
chimiques spécifiques qui favorisent 1’adhésion des cellules. D’autres sont méme connues pour
avoir des propriétes antiadhésives, et sont utilisées pour cette raison dans différents domaines — y
compris le domaine biomédical : par exemple, la séquence (-CH,CH,0-) du polyéthyléne glycol
est utilisée pour son caractere répulsif (Brétagnol et al. 2006; Da Ponte et al. 2012). A I’inverse,
différentes études ont montré qu’une surface riche en oxygene, et notamment en groupements
hydroxyles (-OH), carbonyles (C=0) et carboxyles (-COOH), favorisait 1’adhésion cellulaire
(Ertel, Ratner, et Horbett 1990; Siow et al. 2006). En effet, ces groupements polaires, et
majoritairement ionisés (négativement) en milieu aqueux, permettent aux groupements aminés

des protéines de se lier a la surface du biomatériau.
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Les implants vasculaires actuels sont fabriqués a partir de polyméres comme le PTFE ou le PET,
choisis principalement pour leurs propriétés mécaniques, mais dont 1’aptitude a encourager
I’adhésion et la prolifération cellulaires est loin d’étre satisfaisante. Cette capacité peut étre
améliorée en modifiant la surface du matériau, notamment par le dépét d’un revétement, de
maniére & obtenir une surface présentant les caractéristiques citées, et surtout une composition

chimique performante (fonctionnalisation).

2.3 Fonctionnalisation de surfaces pour I’adhésion cellulaire

2.3.1 Traitements par plasma

23.11 Plasma : Généralités

Le plasma est considéré comme le quatrieme état de la matiere (les autres étant les états solide,
liquide et gazeux), introduit sous ce terme par Langmuir en 1929 (Langmuir 1929). 1l constitue
99 % de la mati¢re de I’univers : les étoiles, incluant le Soleil, sont composées de matiere sous
forme de plasma. Il s’agit d’un gaz dans lequel toutes ou une partie des particules sont ionisées
ou excitées ; mais sa charge électrique globale est nulle (on parle de quasi-neutralité). Un plasma
est notamment caractérisé par son degré d’ionisation et la quantité¢ de collisions entre les
particules qui le composent. Ainsi, lorsque les collisions sont nombreuses (notamment a pression
élevée), elles induisent un effet thermique qui entraine davantage 1’ionisation de particules : on
parle alors de plasma chaud, ou plasma « thermique », qui atteint 1’équilibre thermodynamique et
dans lequel méme les particules lourdes sont excitées (Fauchais 2000). C’est le cas des plasmas
solaires, des arcs, des réacteurs a fusion,... A I’inverse, si la distance parcourue par les particules
entre deux collisions est plus importante, ’effet thermique est trés réduit ; I’ionisation, plus
faible, est alors due aux collisions entre les électrons « chauds » et les particules neutres. Dans ce
cas, seuls les électrons atteignent une énergie importante, tandis que les particules lourdes
(atomes, molécules, ions) restent a une temperature relativement basse : il s’agit de plasmas
froids, ou I’équilibre thermodynamique n’est pas atteint. Les plasmas de décharge, les flammes,

les aurores, en sont des exemples.
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Un plasma peut étre créé en exposant un gaz a des radiations de haute énergie, un fort champ
électrique, ou encore une température élevée (Conrads et Schmidt 2000). Seuls les plasmas
froids, créés entre deux électrodes par une différence de potentiel générée par une source
électrique, normalement a radiofréquence, seront considérés au cours de ce projet. Ce procédé
permet d’accélérer les €lectrons libres contenus dans le gaz, qui peuvent alors entrer en collision
avec d’autres particules. Si la tension appliquée, ou la fréquence, est assez élevée, les électrons
acquierent suffisamment d’énergie pour ioniser une particule neutre, ¢jectant alors des électrons
capables, a leur tour, d’ioniser le gaz (phénoméne d’avalanche) : on obtient un plasma autonome

(Pointu, Perrin, et Jolly 1998).

Différents types de réactions peuvent avoir licu au sein d’un plasma : des électrons peuvent étre
éjectés ou capturés ; les atomes peuvent étre excites, ionisés, recombinés ; des radicaux sont
créés, etc. (Liebermann et Lichtenberg 2005). Les principales réactions rencontrées sont

rassemblées dans le Tableau 2.1 (Pointu, Perrin, et Jolly 1998).

Tableau 2.1 : Principales réactions au sein d'un plasma (A* : atome excité, radical)

Type de réaction Processus Effet macroscopique
Collision élastique e+A2>e +A Mobilité électronique
lonisation e+AD2e+A" Multiplication des électrons
Recombinaison e+A DA Déionisation du plasma
Excitation e+tA>e +A* Production de métastables
Dissociation e +AB > e + A* +B* Production de métastables
lonisation dissociative e+AB>e +A"+B Production d’ions atomiques
lonisation associative A*+A>e +AB’ Formation d’ions moléculaires
Transfert de charges A"+B>A+B" Mobilité ionique

Selon le gaz utilisé et les conditions appliquées (pression, puissance), le plasma peut avoir
différents effets sur le substrat auquel il est exposé (Pointu, Perrin, et Jolly 1997; Madou 2002).
Ainsi, un plasma d’argon ou d’hélium peut servir a nettoyer un échantillon (OKane et Mittal
1974) ; les plasmas d’oxygéne peuvent graver (etching) différents matériaux, propriété tres utile
pour la microélectronique ; d’autres gaz permettent de fonctionnaliser la surface du substrat
expose, grace au greffage de groupes chimiques rendus trés réactifs ; certains plasmas permettent

également de déposer des couches minces sur un substrat, par exemple en créant un depot
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chimique en phase vapeur (PECVD) ou par polymérisation d’un gaz « monomérique »

organique.

Bien que le plasma puisse étre obtenu a pression atmosphérique (Conrads et Schmidt 2000), au
cours de ce projet, les plasmas seront uniquement créés a basse pression, ce qui permet de mieux
controler le milieu, de limiter la contamination par d’autres particules (e.g. fuites d’air

atmosphérique), tout en réduisant les quantités de gaz utilisées.

2.3.1.2 Polymérisation par plasma

Un plasma formé a partir de molécules organiques (« monomeéres ») peut donner naissance a une
couche simili-polymérique a la surface d’un substrat solide. Il ne s’agit pas d’un polymére au
sens « classique » du terme, du fait de 1’absence d’unité répétitive : les polymeres plasma (PP)
sont des composes tres réticulés, composés de chaines courtes liées de maniere aléatoire au cours
de la polymérisation (Figure 2.2). Ce procédé peut étre appliqué a des substrats de nature
différente (métal, silicium, polymeére...) et posséde de nombreuses applications dans des
domaines variés : il peut permettre de créer un revétement protecteur, modifier les propriétés de
surface telles que 1’hydrophobicité, la dureté, etc. Dans le domaine biomédical, les PP peuvent
étre utilisés pour favoriser 'immobilisation de protéines et 1’adhésion cellulaire, ou au contraire

donner des propriétés antiadhésives, a la surface d’implants ou de matériel médical.

Au sein du plasma, les molécules monomériques (précurseures) sont excitées, ionisées, subissent
des collisions avec des électrons chauds, etc., résultant en la formation de radicaux, hautement
réactifs. Ces molécules, une fois activées, peuvent entrer en collision et se fragmenter ou se
recombiner en créant des liaisons covalentes (par exemple, carbone-carbone) ; la répétition de ce
processus entraine la formation de fragments moléculaires de plus en plus gros (Biederman
2004). D’autre part, la surface du substrat elle-méme peut subir un processus similaire : des
radicaux peuvent étre formés a partir des molécules constituantes ou adsorbées, qui peuvent
réagir avec les molécules en présence dans le plasma. Ainsi, une couche polymérique peut croitre

sur le substrat.
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Figure 2.2 : Structure possible d'un polymére plasma d’éthyléne (Tibbitt, Shen, et Bell 1976),

reproduite avec permission

Cette réaction est en compétition avec la réaction d’ablation : les collisions des particules excitées
meénent aussi a la fragmentation des molécules, aussi bien dans la phase gazeuse que la phase
solide, et donc a I’ablation des chaines formées en surface du substrat (Yasuda et Yasuda 2000).
L’importance de cette réaction compétitive dépend notamment de 1’énergie des particules :
Hegemann et al. ont déterminé qu’une densité d’énergie de 10 eV par atome est suffisante pour
générer une bonne adhésion, mais au-dela de 20 eV un phénoméne de gravure par les ions en
présence peut avoir lieu (Hegemann 2013). On caractérise alors la polymérisation plasma par son
taux de déposition r, généralement mesuré en nm/min, qui indique la vitesse de croissance de la
couche PP. Il dépend de différents parameétres appliqués au systéme, tels que la pression, la
puissance électrique fournie, la nature du monomere utilisé (en particulier son énergie
d’activation), le flux de gaz, etc. (Gazicki et Yasuda 1984; Hegemann et al. 2007; Korner,
Fortunato, et Hegemann 2009). Ces parameétres ont aussi une forte influence sur la nature de la
couche mince polymérisée et sur ses propriétés: en les modifiant, on peut faire varier la

composition, le degré de réticulation, la densité du revétement, sa topographie, sa solubilité, etc.
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Ce procédé permet également d’obtenir une grande variété de compositions chimiques selon le ou
les gaz précurseurs utilisés ; des revétements fonctionnalisés pour promouvoir 1’adhésion
cellulaire peuvent donc étre crées. Par exemple, on peut obtenir un dép6t riche en oxygéne a
partir d’un plasma d’acide acrylique ou d’acide propargylique (Siow et al. 2006), ou bien par
copolymérisation de 1’acide acrylique et de I’octadiéne (Daw et al. 1998) ; tandis que des
monomeres aminés (1’allylamine, le diaminocyclohexane, le n-heptylamine, le butylamine, etc.)
forment des couches minces riches en azote et en amines primaires (Forch et al. 2007). Toutefois,
les groupements fonctionnels propres a ces monomeres ne seront pas necessairement conserves :
au cours de la polymérisation, les groupements atomiques peuvent étre fragmentés et se

recombiner différemment avec les particules présentes et le film en croissance.

Une autre méthode consiste a associer un gaz monomere avec une molécule fonctionnalisante,
comme 1’éthyléne avec le dioxygene : en faisant varier la concentration relative des deux gaz, on
peut contrdler la quantité d’oxygene, et donc favoriser la formation de certains groupements
chimiques. En Suisse, des revétements « C:H:O », tres riches en groupements fonctionnels
oXygénés, ont été déposés par polymeérisation plasma a partir de mélanges gazeux C,H4/CO, et
acetone/CO, (Hegemann et al. 2010; Drabik et al. 2014), et ont notamment été étudiés pour le
développement de tissu musculaire (Guex et al. 2012). Dans notre laboratoire, des revétements
semblables « L-PPE:O » ont été développés a basse pression, a partir de plasmas d’éthyléne
associ¢ au dioxyde de carbone ou au dioxygene (dilué dans 1’argon afin de limiter les effets de

gravure) (Ruiz, Girard-Lauriault, et al. 2010; Ruiz, Girard-Lauriault, et Wertheimer 2015).

De la méme maniére, 1I’obtention de revétements riches en amines primaires (-NH>) est favorisée
en utilisant 1’éthyléne associé a I’ammoniac (NHs;) : notre laboratoire a mis au point un film
polymérisé par plasma d’éthyléne et d’ammoniac permettant d’atteindre jusqu’a 40 % d’azote,
avec une excellente spécificité en amines primaires (rapport [NH2]/[N] jusqu’a 35 %) pour les
revétements réalisés a basse pression (dits « L-PPE:N ») (Truica-Marasescu et al. 2008). D’autres
tests ont montré que les revétements L-PPE:N créés avec un ratio de flux de gaz Fyys/Fcops €9al
a 0,75 sont quasi-insolubles en milieu aqueux et présentent une concentration en amines
primaires [NH;] = 7 %, ce qui permet 1’adhésion de différents types de cellules (Lerouge et al.
2007; Mwale et al. 2011; Wertheimer et al. 2012), ainsi que I’immobilisation de molécules

bioactives telles que le sulfate de chondroitine (Thalla et al. 2014). Un procédé similaire, non
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étudié dans ce mémoire, consiste a photo-polymériser la couche mince par rayonnement VUV au
lieu d’un plasma (St-Georges-Robillard et al. 2012).

Il faut toutefois noter que la composition chimique ainsi obtenue n’est pas immuable : elle est
soumise au vieillissement, en particulier a 1I’oxydation (St-Georges-Robillard 2012). En effet, lors
de la polymérisation, tous les radicaux libres ne participent pas a la formation du polymére, et
certains restent piégés dans le revétement. Exposés a I’air, ils réagissent notamment avec
I’oxygene, formant de nouveaux groupements chimiques en surface du dépot. L’oxydation peut
aussi étre entrainée par post-réaction de —NH, instables avec 1’oxygeéne atmosphérique pour

former des amides.

2.3.1.3 Modification de surfaces par plasma

Pour certaines applications, les propriétés de surface requises peuvent étre obtenues par simple
fonctionnalisation de surface par plasma: dans ce cas, on n’utilise pas de gaz précurseur
susceptible de polymériser (autrement dit, pas de molécule carbonée), mais uniquement des
molécules permettant de créer les groupements chimiques voulus a la surface immédiate du
substrat. Ce type de traitement ne crée pas de couche protectrice comme la polymérisation
plasma, pourtant il permet de modifier certaines propriétés particuliéres en surface: son
hydrophobicité par exemple, mais aussi son énergie de surface, sa charge, etc. (Liston, Martinu,
et Wertheimer 1993). En pratique, les atomes sont incorporés dans les premiéres couches
atomiques en surface du substrat, sur quelques nanometres de profondeur tout au plus (Gerenser
1987; Bubert et al. 2003)

Le principe est similaire a celui qui a été détaillé précédemment : les molécules composant le gaz
sont excitées, créant un plasma dans lequel elles sont activées, ionisées, éventuellement
fragmentées ; elles peuvent alors créer des liens covalents avec le substrat, par exemple si celui-ci
est un polymére. Les parameétres tels que la pression, la puissance fournie ou la durée du

traitement ont un impact important sur le degré de fonctionnalisation.

Ainsi, la surface d’un polymere peut étre modifiée par un traitement plasma avec un gaz
d’ammoniac, de diazote, ou une combinaison de ces gaz avec du dihydrogéne ou de 1’argon, ce

qui permet d’insérer des groupements azotés (et aminés en particulier) a sa surface immédiate :
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Girardeaux et al., par exemple, ont pu greffer 14 a 20 % d’azote sur des échantillons de PET en
faisant varier le procédé de traitement plasma (Girardeaux et al. 1996).

Des surfaces riches en groupements hydroxyles (-OH) et carboxyles (-COOH) ont également été
synthétisées pour favoriser 1’adhésion cellulaire : on peut trouver des exemples d’échantillons de
PET rendus plus hydrophiles par un traitement par plasma d’oxygene et utilisés pour promouvoir
I’adhésion cellulaire (Jaganjac et al. 2014), I’adsorption de protéines (Recek et al. 2013) ou méme
le greffage de molécules bioactives (Junkar et al. 2009). Des traitements par plasma de dioxyde
de carbone ont aussi été réalisés (Cueff et al. 1997), ainsi que des mélanges de gaz O,/H, et
0O,/H,O qui ont donné de tres bons résultats de croissance pour des cellules endothéliales
(Ramires et al. 2000).

Les surfaces obtenues sont elles aussi sujettes au vieillissement : si peu de radicaux peuvent étre
piégés contrairement a la polymeérisation plasma, les groupements chimiques créés en surface
peuvent, eux, étre oxydés a I’air libre ; ou bien subir une reconfiguration qui les entraine sous la
surface pour atteindre un niveau de plus faible énergie (hydrophobic recovery), surtout dans le

cas de groupements polaires (Chatelier et al. 1995).

2.3.1.4 Cas des surfaces commerciales pour la culture cellulaire

Le matériel utilisé pour la culture cellulaire est, lui aussi, traité afin de favoriser la culture des
cellules, i.e. leur adhésion et prolifération a la surface. En effet, le polystyrene a commencé a
remplacer le verre dans les années 1960 a cause de sa transparence, sa légereté et résistance au
bris, sa facilité de mise en forme, la possibilité de le stériliser par radiations, etc. ; mais son
hydrophobicité ne permet pas aux cellules d’adhérer aisément, aussi des traitements par
décharges corona et par plasma micro-ondes ont été appliqués afin de créer des groupements
fonctionnels oxygénés et ainsi de le rendre plus efficace. Parmi ces produits, on peut citer les
surfaces de culture développées par Corning (Bryhan et al. 2003) ; on retrouve souvent ces types
de surfaces dans la littérature sous le nom de TCPS ou TCP (Tissue culture Polystyrene,
Falcon™), utilisé comme matériel de référence compte tenu de ses excellentes propriétés pour la
culture cellulaire (Shen et Horbett 2001; Baek et al. 2010; Fricke et al. 2012).
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De la méme maniére, les surfaces Primaria™ ont été développées par Corning par traitement du
polystyréene (Bryhan et al. 2003; Fryer et al. 2009) ; leur particularité est de présenter a la fois des
fonctions chimiques oxygénées et azotées, formant des groupements chargés positivement et
négativement, respectivement. Ces surfaces ont montré d’excellentes propriétés pour la culture
cellulaire, parfois méme meilleures que les surfaces TCP, seulement oxygénées (Steele et al.
1995; Shen et Horbett 2001). Toutefois, la chimie des surfaces Primaria™ est encore floue : le
schéma fourni par Corning, présenté en Figure 2.3, est peu satisfaisant du fait de sa linéarité, peu
crédible dans le cas d’un traitement par plasma ; et les résultats de caractérisation du Primaria™

dans la littérature, généralement obtenus par analyse XPS, sont tres variés (Tableau 2.2).

Tableau 2.2 : Composition élémentaire du Primaria™ obtenue par analyse XPS, selon diverses

références
Références Angle d’analyse [C] [N] [O]
(Mwale et al. 2007) ND 79 % 6 % 15%
(Fricke et al. 2012) ND 839% 45% 11,6 %
(Ertel, Ratner, et Horbett 1990) 45° 722% 13,16% 14,64 %
(Fryer et al. 2009) 45° 770% 102% 128%
(Shen et Horbett 2001) 55° 746% 111% 141%
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Figure 2.3 : Chimie de surface du Primaria™ selon Corning

L’efficacité du Primaria™ est sans doute liée a son caractére hydrophile (angle de contact avec
I’eau de 40° environ (Baek et al. 2010)), ainsi qu’a une possible synergie entre les groupements
azotés (chargés positivement) et oxygénés (chargés négativement). Quelques laboratoires ont

utilisé avec succes des surfaces « hybrides » équivalentes : Chen el al., par exemple, ont montré
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que des cellules endothéliales bovines ont une meilleure adhésion et une meilleure croissance sur
un substrat de PTFE traité par un plasma d’ammoniac et de dioxygene, que sur le méme substrat
non traité ou traité par un plasma d’un de ces gaz uniquement (Chen et al. 2003). Cela semble
confirmer 1’existence d’une synergie entre les fonctions oxygénées et azotées, bien que les études

sur le sujet soient encore trés rares.

2.3.2 Dépbt chimique en phase vapeur

Le dépdt chimique en phase vapeur (CVD) est un procédé consistant & créer une couche mince
fonctionnalisée a partir de précurseurs en phase vapeur qui réagissent en surface d’un substrat
chauffé. Il permet d’obtenir des dépdts trés uniformes, de matériaux trés variés (silicium,
carbone, métaux, céramiques, semi-conducteurs, méme polymeéres...) et sur des substrats de
géométriec complexe. Généralement, une de ses limitations est la nécessité d’un précurseur
volatile & une température proche de celle de la piece. On trouve ce procédé dans divers

domaines, tels que la microélectronique, I’optoélectronique, les nanotechnologies, etc.

Différents procédés de réaction existent (Creighton et Ho 2001), dépendamment de 1’application
du dépot et des propriétés requises (morphologie, épaisseur, uniformité) ainsi que de la nature du
substrat. En effet, le CVD peut étre effectué dans un réacteur a parois chaudes, pour une réaction
a haute température et souvent a basse pression, pour des dépdts tres uniformes ; ou bien dans un
réacteur a parois froides, ou le substrat seul est chauffé, pour des réactions a plus haute pression.
D’autres procédés impliquent 1’utilisation d’un plasma, d’un laser, de rayonnement ultraviolet,
etc. Différents types de réactions peuvent avoir lieu a la surface du substrat, parmi lesquelles on

trouve la pyrolyse, I’oxydation, la réduction...

En ce qui concerne le « CVD », nous nous intéresserons principalement au dépdt de couches
polymériques. Dans ce cas, le précurseur monomérique ou dimérique est d’abord évaporé ou
sublimé dans une chambre séparée, aprés quoi la vapeur obtenue est transférée vers la chambre
de dépdt en présence du substrat. Les molécules réactives sont alors adsorbées a la surface de
celui-ci, sur laquelle elles peuvent subir une diffusion latérale, et éventuellement s’agréger pour
former des nuclei. Le film peut alors croitre grace a la réaction entre ces agrégats et les especes

présentes sous forme de vapeur a la surface, menant a la formation d’un dépo6t uniforme. Les
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sous-produits de la réaction peuvent étre gazeux, auquel cas ils sont emportés par le flux de gaz,
ou bien étre piégés dans le dépbt sous forme de contaminants. De nombreux types de polymeres
peuvent étre déposés par CVD, comme les poly-p-xylylenes (parylénes) (Lahann 2006), les
polyimides, polynaphtalénes, etc., ainsi que des composites organiques-inorganiques. Ce procédé
permet d’obtenir des films trés uniformes et purs, sur des substrats de dimensions variées, et rend

possible la formation de multi-couches (Vedula, Kaza, et Desu 2000).

Dans le présent travail, nous nous intéressons tout particulierement au Parylene diX-AM (Figure
2.4), revétement lisse et richement aminé de la gamme des parylénes, dont le dépot fait 1’objet
d’un brevet déposé par William F. Gorham en 1966 (Gorham 1966). Ce polymere possede une
structure chimique bien définie, munie d’un unique groupement —NH, par unité répétée

(« mer »), contrairement aux surfaces plasma dont la chimie est plus variée, voire chaotique.

——CHz‘@CHz CHz‘@’CHZ__

— -1 — —m

Figure 2.4 : Structure chimique du Parylene diX AM (poly-aminomethyl-[2,2]-paracyclophane)

2.3.3 Greffage chimique de polymeéres en phase liquide

Des polymeres en phase liquide peuvent également étre utilisés pour recouvrir un substrat d’une
couche polymérique ; la réaction a alors lieu a I’interface solide-liquide. Le polymeére peut étre
déposé par différents procédes, tels que la technique Langmuir-Blodgett, par simple adsorption,
ou encore par greffage chimique covalent (Stamm 2008). Ce dernier est le plus contrdlable et
permet d’obtenir des dépdts stables et de haute densité surfacique ; c’est donc lui que nous

privilégierons au cours de ce projet, et dans ce mémoire.

Le greffage chimique de polymeéres sur un substrat requiert la présence de groupements
chimiques réactifs appropriés a sa surface, grace auxquels le polymeére peut se lier au substrat ;
deux processus différents peuvent alors étre employés (Minko 2008). Le premier consiste a
greffer le polymére a I’état liquide directement sur la surface (processus « grafting to ») en

formant des liens avec des groupements chimiques complémentaires. Dans le second processus,
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les molécules en présence sont des monomeres, qui polymérisent a la surface (« grafting from »)
a I’aide d’un initiateur. Le polymeére est alors synthétisé directement sur le substrat, selon les

mécanismes classiques de polymérisation (polycondensation, polyaddition, etc.).

Au terme de la réaction de greffage, le polymeére est attaché au substrat de maniére covalente, et
forme donc une couche polymérique stable susceptible d’avoir les propriétés de surface requises.
On peut noter que la configuration du polymere peut varier selon sa nature chimique, la longueur

des chaines, le solvant utilisé, etc.

L’équipe du Pr. De Crescenzo, a 1’Ecole Polytechnique de Montréal, a greffé des polyméres
aminés sur des substrats de PET, par une réaction d’aminolyse (Noel et al. 2011; Noel et al.
2013) : des chaines de polyvinylamine (PVAm, Figure 2.5) ont notamment pu étre greffées grace
a la réaction de certains groupements NH, avec des groupements esters du PET, formant des liens
amides trés stables et sans modification des propriétés mécaniques du substrat, critere
d’importance pour la conception d’implants vasculaires. Comme dans le cas du Paryléne diX
AM, le greffage chimique du PVAm permet d’obtenir une surface polymérique fonctionnalisée

spécifiqguement avec des amines primaires.

Figure 2.5 : Structure chimique du PVAmM

2.3.4 Greffage de biomolécules et facteurs de croissance

Des réactions biologiques spécifiques a la surface des biomatériaux, comme 1’adhésion focale, la
résistance a 1’apoptose ou I’accumulation de plaquettes, peuvent étre favorisées ou réduites par
I’effet de certaines molécules biologiquement actives. Elles peuvent par conséquent étre utilisées
en remplacement ou complément de la fonctionnalisation chimique en surface des biomatériaux.

Ainsi, ’héparine (Hoshi et al. 2013), le perlecan (Lord et al. 2009), le sulfate de chondroitine
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(Charbonneau et al. 2007), sont des molécules utilisées pour favoriser I’adhésion de cellules

endothéliales.

Le sulfate de chondroitine (CS), notamment, a été employé dans notre laboratoire pour ses
propriétés antiadhésives pour les protéines du plasma et les plaquettes, ce qui permet d’envisager
une sélectivité dans 1’adhésion des €léments biologiques sur le biomatériau (Thalla et al. 2014). 1l
s’agit d’un polysaccharide hydrophile du groupe des glycosaminoglycanes présent dans les tissus
conjonctifs (Volpi 2006), doté de groupements carboxyles et sulfates (Figure 2.6) charges
négativement a pH physiologique, qui sont a 1’origine de ses propriétés anticoagulantes et
antiadhésives (McGee et Wagner 2003; Keuren et al. 2003). Ses groupements carboxyles
permettent de lier ce polysaccharide de maniére covalente a une surface riche en amines
primaires, par une chimie carbodiimide (EDC/NHS) (Charbonneau et al. 2007; Charbonneau et
al. 2011).

CHy0R7
coo
OR¢ Q O—
o H
v 0 N
-0 OH H H
H H  NHCOCH,
H ORj3

R1 =Rz = Rz = H: nonsulfated chondroitin

R1= 503 and Ry = R3 = H: chondroitin-4-sulfate, CSA
Ro =804 and R{ = Rg = H: chondroitin-6-sulfate, CSC
Ro = Rg =504 and Ry = H: chondroitin-2,6-disulfate, CSD
R1=Rz=5803 and Rg = H: chondroitin-4,6-disulfate, CSE
R4 = R3 = SOg and Ry = H: chondroitin-2,4-disulfate, CSB
R4 = Rz =R3 =803 : trisulfated chondroitin

Figure 2.6 : Différentes isoformes du sulfate de chondroitine (Volpi 2007)

En plus de ses propriétés intrinseques, le CS peut servir a immobiliser des facteurs de croissance,
afin de favoriser la guérison autour des endoprotheses par exemple. En effet, des facteurs de
croissance EGF (epidermal growth factor), immobilisés sur une surface aminée via des liens
amides avec le CS, ont montré leur capacité a accroitre I’adhésion, la croissance et la résistance a
I’apoptose de cellules musculaires lisses vasculaires, et donc, potentiellement, & promouvoir la
réparation du tissu vasculaire autour des implants (Charbonneau et al. 2011; Charbonneau et al.
2012).
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2.4 Objectifs du projet

Le succes des implants vasculaires dépend en partie de leur capacité a former rapidement une
couche de cellules endothéliales sur leur paroi interne. Il existe différents procédés de
fonctionnalisation de surfaces permettant la création de groupements amines primaires ou
oxygénés, afin d’améliorer 1’adhésion et la croissance cellulaires a la surface des biomatériaux,
ou encore de greffer des biomolécules actives permettant d’optimiser davantage le comportement
cellulaire. L’objectif principal de ce projet est de mener une étude comparative de différentes
surfaces organiques fonctionnalisées pour favoriser ’adhésion cellulaire. Cette étude inclura
des surfaces développées en laboratoire, différentes a la fois par leur structure (revétements CVD
ou PECVD polymérisés par plasma, polymeres greffés chimiquement, substrats modifiés en
surface par traitement plasma...) et par leur nature chimique (surfaces oxygénées, azotées, mixtes
ou « hybrides »), qui seront également comparées a des surfaces commercialisées pour la culture

cellulaire.
Trois objectifs spécifiques seront associés a ce projet :

e Identifier les revétements les plus favorables a 1’adhésion cellulaire, et les fonctions
chimiques associées a cette capacité. En effet, parmi plusieurs groupements qui se sont
avéres étre d’excellents promoteurs de 1’adhésion cellulaire, certains d’entre eux peuvent
se révéler particulierement efficaces ; il s’agira par exemple de déterminer s’il y a une
différence marquée entre les fonctions azotées et oxygénées.

e Etudier un possible effet de synergie entre les groupements oxygénés et azotés sur des
surfaces « hybrides », suggéré par I’efficacité des surfaces Primaria™.

e Evaluer la capacité de différentes surfaces aminées & permettre le greffage de molécules
de sulfate de chondroitine, ainsi que son impact sur 1’adhésion et la croissance de cellules

endothéliales.
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CHAPITRE3 METHODES

Ce chapitre détaille les procédés mis en ceuvre pour la fabrication des différentes couches minces
utilisées au cours de ce projet. Les techniques de caractérisation employées y sont également
expliquées. Enfin, les tests biologiques, des conditions de culture a la caractérisation de la

prolifération cellulaire, sont présentés.

3.1 Modifications de surface

3.1.1 Procédés plasma

3.1.1.1 Réacteur plasma

La polymérisation et la fonctionnalisation par plasma sont effectuées a I’aide d’un systéme déja
décrit dans la littérature (Truica-Marasescu et al. 2008), dans une chambre cylindrique en
aluminium et en acier de 20 cm de hauteur et 20 cm de diametre (Figure 3.1). Le substrat a traiter
est fixé sur une électrode de 10 cm de diametre, puis la chambre est mise a basse pression
(< 1 mTorr, mesurée par une jauge de Pirani) a I’aide d’une pompe turbomoléculaire (Leybold,
Cologne, Allemagne), secondée par une pompe a palettes a deux étages (Leybold, Cologne,
Allemagne). Les gaz desirés (Air Liquide, Canada) sont ensuite introduits dans la chambre par un
distributeur de type “pomme de douche” (shower head gas distributor) de 10 cm de diamétre,
distant de 15 cm de 1’électrode, et selon un flux controlé par un régulateur de débit massique. La
pression est maintenue constante grace a une vanne papillon, et monitorée par un manomeétre
capacitif (MKS “Baratron”, Andover, MA) durant la réaction. Un plasma a couplage capacitif est
alors créé par un générateur de radiofréquences de 13,56 MHz (ENI, Rochester, NY), assisté par
un systéme d’adaptation d’impédances automatique (Plasma-Therm, St-Petersburg, FL) et

connecté a 1’électrode, tandis que les parois de la chambre sont mises a la terre.



24

“Shower head”
gas distribution

(RN Rt Vacuum
............... Chuaba
Sample
m— Flow Meter 7 Vacism
o Pumps
mixture
Butterfly
=/ Valve
P El
owered Electrode RF Power
Source G Pressure
(13.56 MHz) Meter/Controller
Baratron

Pressure Gauge

Figure 3.1 : Schéma du systéme plasma r.f. & basse pression utilisé dans le laboratoire du

Pr. Wertheimer (EPM), reproduit de (Truica-Marasescu et al. 2008) avec permission.

Toutes les modifications de surface (fonctionnalisation et polymérisation plasma) ont été
effectuées a une pression constante de 600 mTorr (80 Pa) et a une puissance nominale constante
de 10 W.

3.1.1.2 Polymérisation plasma

Des couches minces riches en azote (“L-PPE:N”), en oxygéne (“L-PPE:O”) ou en azote et
oxygene (“L-PPE:O,N”) ont été polymérisées par plasma sur différents substrats, 1’éthyléne
servant de gaz précurseur pour chaque revétement. Les gaz et les parameétres utilisés sont résumeés
dans le Tableau 3.1. Un parametre déterminant est le ratio R, rapport du flux de gaz
fonctionnalisant (respectivement Fnus, Foz, Fn2o) sur le flux de gaz précurseur (Fconsa €n
I’occurrence). Les durées des dépots ont été déterminées de facon a obtenir un revétement
d’environ 100 nm d’épaisseur. Dans le cas du L-PPE:N et L-PPE:O, les conditions ont été basées
sur les travaux antérieurs de 1’équipe du Pr. Wertheimer (Truica-Marasescu et al. 2008; Ruiz,
Girard-Lauriault, et Wertheimer 2015). Dans le cas spécifique du revétement “L-PPE:O,N”,
diverses conditions expérimentales ont d’abord été testées afin de déterminer le taux de
déposition et la solubilité des dépdts, réalisés a différentes concentrations (cf. section 3.2.1) ;
pour le reste du projet, les dépots “L-PPE:O,N” ont été effectués avec R = Fnoo/Fconga = 0,6 par

une exposition au plasma de 3 minutes.
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Tableau 3.1 : Conditions expérimentales des dépots plasma "L-PPE"

Nom du Gaz Flux R Durée
revétement (Fyaz réactiff Fcona) ~ du dépbt
Ethyléne (CoH,) 20 sccm .
L-PPE:N! ) 0,75 8 min
Ammoniac (NH3) 15 sccm
Ethyléne (CoH.) 20 sccm .
L-PPE:0? _ . 0,15 6 min
Dioxygéne (O) 10%* 30 sccm
L-PPE:O,N Ethyléne (CoHa) 20 scem Variable Variable

Protoxyde d’azote (N,O)  Variable

*Dilué dans 1’argon

Divers substrats ont été utilisés pour la polymérisation plasma selon les applications, sans
conséquence sur la nature et 1’épaisseur des revétements (Ruiz, St-Georges-Robillard, et al.
2010) : gaufres de silicium (University Wafer, South Boston, MA), lames de verre (Leica

Biosystems, Richmond, IL), et films de PET (Goodfellow, Huntingdon, England).

3.1.1.3 Fonctionnalisation plasma

Des films de PET ont aussi été fonctionnalisés par plasma (et nommés “PETf”), dans le méme
systeme que celui décrit ci-dessus, et dans des conditions identiques (p = 600 mTorr, P =10 W).
Dans ce cas, le plasma généré est un plasma d’ammoniac (NH3) uniquement ; le gaz est inséré a
un débit de 20 sccm, dans des conditions déja utilisées précédemment (Girardeaux et al. 1996;

Charbonneau et al. 2012), et le film de PET est exposé¢ au plasma d’ammoniac durant 10 min.

3.1.2 Parylene diX AM

Les revétements de Paryléne diX AM (poly-aminomethyl-[2,2]-paracyclophane) ont été réalisés

par un procédé de dép6t chimique en phase vapeur (CVD), tel que mentionné en section 2.3.2, et

! (St-Georges-Robillard et al. 2012; Girard-Lauriault et al. 2005; Ruiz, St-Georges-Robillard, et al. 2010; Lerouge et
al. 2007; Truica-Marasescu et Wertheimer 2008)
? (Ruiz, Girard-Lauriault, et Wertheimer 2015)
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auquel ’auteur de ce mémoire n’a pas pris part, le systéme utilisé (Kisco Conformal Coating
LLC, San Jose, CA) se situant a I’Institut Fraunhofer du génie des interfaces et biotechnologies

(FhIGB, Stuttgart, Allemagne).

Le procédé de fabrication du Parylene est décrit en détails par Lahann et al. (Lahann, Klee, et
Hocker 1998), et fait 1’objet d’un brevet déposé par William F. Gorham (Gorham 1966).
Brievement, le dimere du Paryléene diX AM est introduit sous forme de poudre, chauffée & 130°C
jusqu’a sublimation. La vapeur est alors exposée a haute température (650°C), entrainant la
dissociation des dimeres en deux fragments moléculaires (radicaux-monomeéres), puis dirigée
dans un compartiment a température ambiante et sous vide, en présence du substrat a revétir. Ces
conditions facilitent la condensation de la vapeur monomérique, qui polymérise en une fine

couche lisse et uniforme.

Les echantillons utilisés au cours de ce projet consistent en un revétement de Parylene diX AM
(cf. Figure 2.4) de 100 nm d’épaisseur environ, déposé sur une couche intermédiaire de
Paryléne C inerte (approximativement 500 nm), sur un substrat de BOPP (polypropyléne
biorienté). Apres fabrication, ils ont été envoyés a Montréal dans des sachets scellés sous argon
(inerte), et stockés a basse température (-80°C) apres réception afin d’éviter leur dégradation par

oxydation.

3.1.3 Greffage de polyallylamine (PAAmM) par aminolyse

Une méthode de fonctionnalisation par voie humide mise au point par le laboratoire du Pr. De
Crescenzo a 1’Ecole Polytechnique de Montréal permet de greffer de maniére covalente des
molécules ou polymeéres aminés, comme 1’éthylénediamine (EtDA) ou le polyvinylamine
(PVAm), sur du PET (Noel et al. 2011; Noel et al. 2013), sans modification de ses propriétés
mécaniques. Il s’agit d’un procédé permettant de faire réagir certains groupements amines avec
les fonctions ester du PET, créant ainsi des liens amides forts entre le composé aminé et le
substrat de PET. Dans le cadre de ce projet, ce procedé a également été adapté pour le greffage

covalent du polylallylamine (PAAm, cf. Figure 3.2) sur le PET, tel que décrit ci-dessous.

Une solution alcaline est préparée par dissolution de sels NaOH et KCl1 dans de 1’eau Milli-Q
(1:1,100 mM), a laquelle on ajoute une solution de PAAm (15% w/v dans [I’eau,
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M.W. =15000) et du 1,4-dioxane (99,8%, M.W. = 88,11 g/mol), selon les proportions
69,5:3,8:26,7 % v/v. Avant I’ajout du dioxane, le pH de la solution est mesur¢, et ajusté a la
valeur désirée par ajouts successifs de quelques microlitres de HCI (12,3 M), le tout effectué en
agitant la solution a 1’aide d’un barreau aimanté. La solution obtenue est ensuite soumise a la
sonication dans un bain a ultrasons, jusqu’a absence de bulles ; puis des échantillons de films de
PET sont immergés dans la solution, dans des tubes individuels subséquemment recouverts de
Parafilm (film plastique de paraffine) et de papier d’aluminium, et une nouvelle exposition aux

ultrasons est effectuée durant 20 min.

On laisse alors les échantillons réagir dans un bain-marie & 70°C pendant 24h, aprés quoi ils sont
rincés successivement dans I’eau Milli-Q, le méthanol, et I’eau Milli-Q a nouveau, et enfin laissés

sécher a I’air libre.

PET PAAmM

0]

|
*OTSO como}* + )/\/n

Figure 3.2 : Réaction d'aminolyse entre le PAAm le PET

3.1.4 Greffage de sulfate de chondroitine (CS) sur des surfaces aminées

Le sulfate de chondroitine peut étre greffé de maniére covalente sur des surfaces aminées, via une
chimie EDC/NHS, décrite en détails par Charbonneau et al. (Charbonneau et al. 2011)
Briévement, les molécules de EDC (1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide), NHS
(N-Hydroxysuccinimide) et MES (Acide 2-(N-morpholino)ethanesulfonique) servent a
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« activer » le sulfate de chondroitine, entrainant la formation de liens amide entre les

groupements amines primaires et les fonctions carboxyliques du CS.

Concretement, le greffage de CS (Sigma-Aldrich, Oakville, ON) s’est effectué sur diverses
surfaces amineées, sous la forme de disques de 10 mm de diametre, de la maniére suivante : la
solution de greffage est obtenue par mélange de MES (50 mM), EDC (22,8 mM), NHS
(4,6 mM), EtOH (40% v/v), H,0 stérile (34,7% v/v) et une solution stock de CS (préparée par
dissolution, 10% w/v, et filtrée). Une goutte de 65 pL est alors déposée sur chaque échantillon, et
laissée agir durant 1h, aprés avoir couvert les échantillons pour limiter 1’évaporation. Ceux-Ci
sont ensuite rincés avec une solution de tampon phosphate salin (PBS) et deux fois a 1’eau,

incluant 2 min dans un bain a ultrasons a chaque rincage.

3.1.5 Surfaces étudiées

Le Tableau 3.2 résume I’ensemble des surfaces considérées dans le cadre de ce travail. En plus
des surfaces obtenues grace aux procédés mentionnes ci-dessus (les surfaces aminées ayant été
étudiées avec et sans CS), des surfaces commerciales fonctionnalisées ont été utilisées, comme
contrdle mais aussi pour mieux comprendre leur composition et leur effet sur les cellules. II s’agit
des surfaces TCP (Falcon™) et Primaria™ décrites dans la revue de littérature (Section 2.3.1.4),
développées par Corning a I’aide de traitements par plasma micro-ondes a priori (Bryhan et al.
2003; Fryer et al. 2009).

Tableau 3.2 : Surfaces étudiées dans le cadre de ce projet de maitrise

Type de surface Procédé utilisé Hétéroatome
L-PPE:N Polymérisation plasma Azote
PETf Traitement plasma Azote
PAAM Greffage chimique Azote
Parylene diX AM CVvD Azote
L-PPE:O Polymérisation plasma Oxygene
L-PPE:O,N Polymérisation plasma Mixte, O+N
TCP (Falcon™) Traitement plasma Oxygene

Primaria™ Traitement plasma Mixte, O+N
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Ces surfaces ont été analysées a I’aide des techniques décrites ci-dessous. En bref, I’ellipsométrie
et la profilométrie (Dektak®) ont été utilisées pour avoir une meilleure connaissance des dépots
mixtes L-PPE:O,N récemment développés dans notre laboratoire, en caractérisant respectivement
la vitesse de dépodt et leur solubilité dans 1’eau ; le microscope a force atomique (AFM) a été
employé pour déterminer la rugosité de différentes surfaces PAAm. Toutes les surfaces étudiées
ont été caractérisées chimiquement par analyse XPS, complétée par la dérivation chimique
(TFBA) et la colorimétrie (Orange I1) dans le cas des surfaces azotées. Enfin, le greffage de CS a

été mesuré par XPS et par colorimétrie (TBO).
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3.2 Tests de caractérisation

3.2.1 Caractérisation physique

3.2.1.1 Ellipsométrie

L’ellipsométrie est une technique optique de caractérisation basée sur le changement d’état de
polarisation de la lumiere aprés réflexion sur une surface plane (« Archive-1 Ellipsométrie |
Techniques de 1’Ingénieur » 2015). En effet, elle consiste a diriger vers 1’échantillon un faisceau
de lumiere (onde plane) ayant un champ E;, décomposable en une composante parallele au plan
d’incidence E,; et une composante perpendiculaire Es; (Figure 3.3). Les composantes paralléle et
perpendiculaire de la lumiere refléchie, respectivement E,, et Es,, sont différentes de la
polarisation incidente: une polarisation initialement rectiligne ou circulaire devient

généralement, apres réflexion du faisceau, elliptique di au changement de ces parametres.

Onde

polarisation réfléchie
elliptiqgue E
Onde

incidente

polarisation
rectiligne

réfractée

Figure 3.3 : Exemple de polarisation d’un faisceau émis par 1’ellipsométre
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On definit egalement les coefficients de réflexion complexes r, = % etr, = f La mesure du
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rapport p = r—” par un analyseur permet alors de calculer les parametres tan¥ = Iry| et A la
N

75l
différence de phase. Ces grandeurs sont liées aux propriétés optiques de 1I’échantillon sur lequel le
faisceau est réfléchi. De plus, dans le cas d’un échantillon composé d’une ou plusieurs couches

minces, la lumiére est réfléchie sur chaque interface, avec des coefficients différents dus aux
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propriétés optiques propres de chaque couche. Ce phénomeéne permet alors d’analyser les
différentes couches, notamment leurs caractéristiques optiques (en particulier I’indice de

réfraction n et le coefficient d’extinction k), mais également leurs épaisseurs.

De maniére générale, un ellipsometre est composé d’une source de lumiére, d’un polariseur
(permettant d’obtenir la polarisation d’incidence voulue), d’un analyseur, et d’un détecteur.
Certains éléments peuvent étre ajoutés ou modifiés selon le mode de mesure utilisé. En effet,
différentes techniques d’ellipsométrie peuvent étre rencontrées, comme la méthode d’extinction
de signal (ou «de zéro»), basée sur une mesure angulaire et utilisant un faisceau
monochromatique polarisé rectilignement ; ou la méthode de modulation par élément tournant,
qui est une mesure faite sur un large domaine spectral (on parle alors d’ellipsométrie

spectroscopiqgue, cf. schéma en Figure 3.4).

ELLIPSOMETRE
SPECTRONEIRE Miroir Analyseur Polariseur Miroir

concave orientable tounant plan Lampe

Réseau

ot

Miroir concave

g

Fibre
optique

Détecteur Prisme Fente fixe Echantillon

Figure 3.4 : Schéma du trajet optique d'un ellipsomeétre spectroscopique, tiré de (« Ellipsométrie |

Techniques de 1’Ingénieur » 2015)

Toutefois, la caractérisation des propriétés de I’échantillon (indices optiques n et k, épaisseur) ne
peut se faire directement a partir des grandeurs ¥ et A, mais nécessite un modele numérique, basé
sur des hypotheéses quant au nombre de couches de 1’échantillon, leur épaisseur approximative,

etc., généralement congu a partir de mesures sur des échantillons connus.

Au cours de ce projet, un ellipsométre M-2000FI (J.A. Woollam Co, Inc., Lincoln, NB) a été
utilis€é en mode angulaire pour mesurer I’épaisseur de dépots L-PPE:O,N notamment, et I’analyse

a été effectuée a I’aide du logiciel CompleteEase v4.48. Les échantillons analysés sont des dépots
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réalisés par polymérisation plasma sur des gaufres de silicium, qui permet une mesure plus aisée
et plus fiable que d’autres substrats comme le PET (notamment a cause de sa transparence et son

faible indice de réfraction, trop proche de celui du L-PPE:O,N).

3.2.1.2 Profilométrie — Tests de solubilité

La profilométrie est une technique visant a caractériser la topographie d’une surface. Comme son
nom I’indique, elle permet d’obtenir un profil du relief de la surface analysée. Cette technique
peut étre basée sur différents principes: tout d’abord, la profilométric de contact (ou
profilométrie a stylet), consiste a faire parcourir une surface a une pointe en diamant. Le
déplacement vertical de cette pointe est alors mesuré (généralement a 1’aide d’un capteur
inductif), et un profil de la surface z=f(x), sur la ligne parcourue, peut alors étre établi. Bien que
ce principe soit peu rapide et potentiellement dommageable pour 1’échantillon, il a I’avantage
d’étre compatible avec un grand nombre de surfaces, quelles que soient leurs propriétés optiques,
et les profilométres de contact sont peu chers. Les profilométres optiques, en revanche, peuvent
étre plus dispendieux, mais sont souvent plus rapides et permettent d’obtenir un profil sans avoir
a entrer en contact direct avec 1’échantillon. Ils se distinguent en deux familles : les profilometres
optiques a balayage, munis d’un capteur de distance ponctuel permettant de mesurer 1’altitude de
chaque point analysé lors du balayage, et les profilometres optiques matriciels, tels que la
microscopie confocale, qui, par capture d’image, utilisent différents principes optiques pour en

déterminer la topographie.

Dans le cadre de ce projet, deux techniques de profilométrie ont été utilisées : un profilométre a
stylet Dektak® pour évaluer la stabilité des couches déposées (absence de dissolution dans 1’eau)
par mesure de 1’épaisseur de la couche ; et la microscopie a force atomique (AFM) pour étudier

I’homogeénéité et la nanorugosité des surfaces (voir section suivante)

Le Dektak® a permis de déterminer, de maniere approximative, la solubilité de revétements
L-PPE:O,N dans I’eau. En effet, bien que ces dépots aient déja été a 1’étude dans ce laboratoire,
leur insolubilité n’avait pas encore été vérifice. Pour cela, des dépots ont été réalisés selon
différentes conditions (P = 10 W, p = 600 mTorr, t = 30 min, Fconsa = 20 scem, Fyzo Variable), sur
des lames de verre partiellement masquées a 1’aide d’un ruban de cuivre. Le masque permet de

créer une zone vierge de dépot sur le substrat, soit une zone de « niveau zéro ». Les lames sont
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alors partiellement immergées dans 1’eau pendant 24h, et on distinguera 3 zones (cf. Figure 3.5) :
la zone A, masquée durant le dép6t et supposee vierge ; la zone B, non masquée (revétue du
dépdt L-PPE:O,N) et immergée dans 1’eau ; et la zone C, non masquée et non immergée (exposee
a I’air pendant ce temps). Apres séchage, le Dektak® est utilisé pour mesurer la différence de
marche entre les zones ; la valeur d’intérét étant la différence d’épaisseur entre les zones B et C.
Toutefois, cette valeur peut difficilement étre mesurée directement : les mouvements de 1’eau ont
pu rendre floue la limite entre ces zones, empéchant I’observation d’une marche distincte ; de
plus, une partie du dépot non immergé proche de 1’eau aura pu étre modifiée par la présence de
I’eau, par simple effet de capillarite.

lamelle de verre
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Figure 3.5 : Immersion des dép6ts L-PPE:O,N pour des tests de solubilité

Ainsi, le Dektak® est utilisé¢ pour mesurer la différence de marche entre les zones A et B d’une
part, et A et C d’autre part (cette derniere valeur étant validée par le calcul de 1’épaisseur du
dépot, possible grace a 1’obtention du taux de déposition par ellipsométrie). Le pourcentage de

perte d’épaisseur est alors calculé comme suit :

€ac — €4B
%perte e X 100
€ac

3.2.1.3 Microscope a force atomique (AFM)

Le microscope a force atomique est un type de microscope a sonde locale a tres haute résolution,
inventé en 1986 et commercialisé en 1989 pour 1’étude de surfaces de matériaux isolants a
I’échelle atomique. Son précurseur, le microscope a effet tunnel, avait valu a ses inventeurs le
Prix Nobel de Physique en 1986 (« All Nobel Prizes in Physics » 2015). Aujourd’hui, différents

modes de fonctionnement de I’AFM sont possibles, selon les types de matériaux analysés ou de
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propriétés recherchées (Binnig, Quate, et Gerber 1986). Il peut aussi étre utilisé dans différentes
conditions : sur des échantillons isolants ou conducteurs, sur des échantillons biologiques, dans

un fluide, dans I’air ou sous vide, a basse température, en présence d’un champ magnétique, etc.

Pour sonder la surface a analyser, le microscope a force atomique utilise une pointe extrémement
précise (fine de quelques nanometres afin d’assurer une excellente résolution latérale), souvent en
silicium ou en nitrure de silicium. La pointe est fixée sur un cantilever (ou « levier », structure en
porte-a-faux), sur lequel un faisceau laser est dirigé. La déviation du faisceau réfléchi sur le
cantilever, capté par une diode photoélectrique segmentée, permet de mesurer le mouvement de

la pointe, et donc les interactions de celle-ci avec I’échantillon (cf. Figure 3.6).

' Laser

Diode
photoélectrique
segmentée

Cantilever

et pointe
/_,V;‘J/Echamillon

Balayage XYZ

Figure 3.6 : Principe de fonctionnement d'un AFM, schéma tiré de (« Microscopie a force

atomique (AFM) | Techniques de 1’Ingénieur » 2015)

Il existe différents modes de fonctionnement de I’AFM : en mode contact (ou mode statique), la
pointe balaye la surface, et est déplacée par les interactions répulsives avec celle-ci. Le
déplacement du levier, ou plus souvent le signal requis pour rétablir la position du levier, est
mesuré pour analyser le contour de la surface. Il s’agit d’'un mode rapide, qui permet d’effectuer
des mesures complémentaires simultanément (frottement, adhérence...). Le mode tapping (ou
contact intermittent) est le plus utilisé, notamment pour 1’analyse topographique, et permet de
limiter le contact de la pointe avec I’échantillon, et donc son usure. Il consiste a faire vibrer le
levier a sa fréquence de résonnance, et mesurer les changements d’amplitude de la vibration dus a
I’interaction pointe-surface, qui modifie la fréquence de résonnance du systeme. La phase du
signal permet de révéler les hétérogénéités de surface. Le mode résonant (ou résonant linéaire,

ou non-contact) consiste a faire vibrer le systeme un peu plus loin de la surface, a hauteur
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constante, sur de plus petites amplitudes (1 a 10 nm). Il est alors davantage sensible aux forces de
plus longue portée, telles que les forces électriques ou magnétiques. Toutefois, un balayage en
mode tapping est généralement nécessaire au préalable, afin de s’affranchir des effets liés a la
topographie. Enfin, d’autres variantes de ces modes peuvent étre utilisées, pour des applications

particuliéres : mode frottement, mode élasticité, mode pulsé...

Au cours de ce projet, seul le mode tapping a été utilisé, pour analyser la topographie des
surfaces, et notamment leur rugosité. On retiendra les valeurs de rugosité moyenne quadratique

Rq, calculee par le logiciel Nanoscope, selon la formule :

ou n est le nombre de points et h; leur hauteur associée. Les mesures ont été réalisées par Patricia
Moraille sur un AFM Icon/FastScan (Bruker, Santa Barbara, CA), en mode tapping utilisant un
cantilever en silicium (RTESPA, Bruker) de raideur k ~ 42 N/m et de rayon (en pointe) inférieur

a 10 nm, a une fréquence de résonnance de 300 kHz environ.

3.2.2 Caractérisation chimique

3.2.2.1 Spectroscopie Photoélectronique a rayons X (XPS)

La spectroscopie photoélectronique a rayons X (XPS, ou ESCA pour Spectroscopie électronique
pour I’analyse chimique), est une technique de caractérisation chimique quantitative (ou semi-
quantitative, considérant qu’elle ne peut pas détecter efficacement les atomes légers que sont
I’hydrogeéne et I’hélium), permettant de déterminer la composition chimique a la surface d’un
matériau. Elle a également valu a son inventeur, Kai Siegbahn, le Prix Nobel de Physique en
1981 (« All Nobel Prizes in Physics » 2015). Il s’agit d’une technique basée sur ’analyse
d’¢électrons de cceur, ¢éjectés de leur orbite par des photons de haute énergie (rayons X), et est

réalisée sous un vide poussé, & une pression inférieure & 1.10° Torr, soit 1,33.10°° Pa.
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Un systéme d’analyse XPS est principalement composé d’une source de rayons X (généralement
une source d’aluminium ou de magnésium) dirigée vers 1’échantillon a caractériser, et un
analyseur d’électrons. Lorsqu’un photon X (énergie supérieure au keV) est projeté sur un atome,
celui-ci I’absorbe, avec pour conséquence 1’émission d’un électron de cceur, dont 1’énergie
d’ionisation est du méme ordre de grandeur que celle du photon absorbé. Le photoélectron éjecté
possede alors une énergie cinétique égale a I’énergie du photon, moins 1’énergie nécessaire pour

rompre la liaison électron-atome :
Ek =hv-— Eb - @

h étant la constante de Planck (6,626.103*J.s), v la fréquence de radiation du photon incident
(s1), Ex Dénergie cinétique de 1’électron &jecté (J), Ep son énergie de liaison (J), et @ une
constante caractéristique du systéme (J) (Friedbacher et Bubert 2011). L’analyseur mesure
I’énergie de tous les électrons regus, et, connaissant 1’énergie (constante) des photons incidents,
permet d’établir un spectre d’énergies de liaison (exemple en Figure 3.7). Les électrons de ceeur
étant caractéristiques de 1’atome auquel ils sont liés, le spectre d’énergie indique la nature des
éléments présents au sein de la surface a analyser. Par exemple, un pic a E, = 285 eV indique
qu'une grande quantité d’électrons de cceur possédait cette énergie de liaison, qui est
caractéristique de 1’orbitale 1s des atomes de carbone : ce pic révele donc la présence de carbone

dans I’échantillon analysé.
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Figure 3.7 : Exemple de scan XPS : Survol d'un échantillon de L-PPE:N.
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La technique d’analyse par XPS est considérée comme une analyse de surface ; toutefois il est
important de préciser qu’il s’agit d’une analyse qui porte sur les 10 premiers nanometres
d’¢épaisseur de I’échantillon, lorsque 1’analyse se fait perpendiculairement a I’échantillon. Cette
épaisseur d’analyse peut étre réduite en utilisant la méthode AR-XPS (XPS a angle résolu), qui
consiste a utiliser un angle d’analyse rasant, ce qui a pour effet de ne détecter que les €lectrons
¢jectés sur les premiers nanometres. Le calcul de 1’épaisseur d’analyse, qui dépend de 1’angle de
détection, mais aussi du matériau considéré et de 1’élément d’origine de 1’¢lectron, est détaillé en

Annexe A.

Au cours de ce projet, le systéme utilisé est un modéle VG ESCALAB 3MkIl, avec une source de
photons X provenant de la raie Ka d’une cible de magnésium (hv = 1253,6 eV) (O’Connor et
Sexton 2003; Beamson et Briggs 1992). Les spectres recueillis sont analysés a 1’aide du logiciel
Avantage v4.12 (Thermo Electron Corporation, Waltham, MA). Les résultats (concentration des
¢léments en pourcentage atomique, at.%) sont obtenus en mesurant 1’aire des pics correspondant
a une orbitale de chaque élément. Pour cela, le spectre est d’abord « calibré » : la charge en
surface de 1’échantillon, résultant en partie de 1’¢jection d’¢électrons, crée un décalage de I’énergie
percue, et donc un shift en énergie du spectre. Celui-ci est donc étalonné en prenant comme
référence le pic de carbone a 285 eV. D’autre part, pour calculer les aires sous les pics il est
nécessaire d’éliminer le bruit de fond : dans ce projet, le modele Shirley est utilisé (Riviere et
Myhra 2009). Enfin, pour quantifier les atomes en présence, les aires doivent étre normalisées par
des facteurs de sensibilité (S.F.) propres a chaque élément. Le logiciel d’analyse XPS peut alors
calculer le pourcentage de chaque élément dans le matériau analysé, par le ratio de Daire
normalisée de cet elément sur la somme des aires normalisées des éléments observés :

Aire (X)

00 = 220 <100

LSFD

Les facteurs de sensibilité utilisés sont issus des tables de Wagner (Wagner et al. 1981), et

rassemblées dans le Tableau 3.3.
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Tableau 3.3 : Paramétres caractéristiques des éléments analyses par XPS

Orbitale S.F. Ep (V)
Cls 0,250 285
N1s 0,420 399
Ols 0,660 532
Fls 1,000 688

D’autre part, des spectres haute résolution sont effectués afin de mieux caractériser les
groupements chimiques présents a la surface. En effet, 1’énergie de liaison Ep ne dépend pas
seulement de la nature de 1’élément chimique, mais aussi des atomes voisins de celui-Ci, avec
lesquels il possede des liaisons chimiques, et dont ’effet attracteur ou répulsif modifie
légérement 1’énergie de liaison. Ainsi, un pic d’énergie est en fait la résultante de plusieurs pics
d’énergies légerement différentes, qui peuvent étre identifiés par la déconvolution de pics
analysés en haute résolution par XPS (cf. Figure 3.8). Cette analyse permet alors d’identifier, et
dans une certaine mesure de quantifier, les fonctionnalités chimiques dans lesquelles les atomes
sont impliqués.

306403 |

256403 |

2,0E+03 -

CPS

1,56+03 -

1,0E+03 -

5,0E+02 -

0,0E+00 1 T T T T T T 1
294 292 290 288 286 284 282 280

E, (eV)

Figure 3.8 : Exemple de déconvolution d'un pic a haute résolution : pic C1s du Primaria, analysé

avec un angle de 70°

I s’agit d’un exercice complexe, car les énergies correspondant a des liaisons différentes peuvent
étre trés proches, dépendamment de I’environnement de chaque atome, notamment
I’électronégativité des atomes voisins et la nature des liaisons (simple, double...) avec ceux-ci. Il
est donc nécessaire de donner une certaine « liberté » en énergie pour chaque pic (une erreur de

10,2 eV en général), ainsi qu’une largeur a mi-hauteur (F.W.H.M.) suffisamment grande, pour
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englober les différentes possibilités d’environnement de I’atome considéré. Ainsi, certains pics
d’énergie proche peuvent se chevaucher ; c’est pourquoi ces résultats sont souvent a considérer
avec précaution. Ainsi, dans le cas des pics C1s, la proximité en énergie des liaisons C-O et C-N
nous a obligés a contraindre davantage le sous-pic correspondant aux liaisons C-O (en fixant
Ep =286,5 £ 0,1 eV, avec une largeur a mi-hauteur maximale de 1,6 eV). Les parameétres utilisés
pour la déconvolution des pics C1s et O1s, effectuées a I’aide du logiciel CasaXPS v2.3.16, sont

rassemblés dans les Tableau 3.4 et Tableau 3.5, respectivement.

Tableau 3.4 : Parametres utilisés pour la déconvolutions des pics C1s

Energie E, F.W.H.M.

Liaisons V) V)
C-C 285,0£0,2 15-1,7
C-N 286,0£0,2 15-1,7
C-O 286,5+0,1 15-16

C=0O/N-C=0 288,0+0,2 15-17
COOR/H 289,3+0,2 15-1,7
Shake-up 291,8+0,2 15-17

Tableau 3.5 : Parameétres utilisés pour la déconvolutions des pics O1s

Energie E, F.W.H.M.
(eV) (eV)
Cc-O 533,4+£0,2 19-21
Cc=0 532,2+0,2 1,8-2,0
N-C=0 2315+0,2 15-17

Liaisons

3.2.2.2 Dérivation chimique

L’analyse par XPS ne permet toutefois pas d’identifier certaines fonctionnalités, méme par une
analyse a haute résolution, notamment du fait de la difficulté de détection des atomes
d’hydrogéne. Par exemple, il est impossible de distinguer des fonctions amines primaires C-NH,
d’autres fonctions impliquant une liaison C-N par une simple analyse XPS. Dans ce cas, ou afin

de quantifier de maniere plus précise certains groupements, il est possible d’avoir recours a une
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méthode de deérivation chimique, qui consiste a fixer de maniére spécifique une molécule
« marqueur » aux groupements a identifier. La quantification du marqueur, supposé aisément
observable par XPS, permet alors de mesurer la concentration du groupement ciblé. Ainsi, les
groupements hydroxyles peuvent étre marqués par le TFAA (anhydride trifluoroacétique) (Dickie
et al. 1982; Sutherland et al. 1994; Snyders et al. 2007; Pippig et al. 2009), les groupements
carboxyles par le TFE (2,2,2-trifluoroethanol) (Chilkoti, Ratner, et Briggs 1991; Snyders et al.
2007), les amines primaires par le TFBA (4-(trifluoromethyl)benzaldehyde) (Favia, Stendardo, et
d’Agostino 1996; TuSek et al. 2001; Girard-Lauriault et al. 2013) ou le PCB (para-
chlorobenzaldehyde) (Snyders et al. 2007).

Au cours de ce projet, les amines primaires sont quantifiées par dérivation chimique par le TFBA,
selon un protocole déja utilisé dans nos laboratoires (St-Georges-Robillard 2012; Truica-
Marasescu et Wertheimer 2008). 1l s’agit d’une molécule facilement identifiable et quantifiable
par XPS (dans le cas d’échantillons non fluorés), grace a la présence de trois atomes de fluor,
rattachés au cycle aromatique par un atome de carbone (Figure 3.9). La dérivation s’effectue dans
un contenant en verre, au fond duquel se trouvent des billes de verre (2 mm de diametre), sur une
hauteur de 1 cm environ, et sur lesquelles sont déposées quelques gouttes d’une solution de
TFBA (98%). Les echantillons sont fixés sur une lamelle de verre, déposée sur les billes en
présence du TFBA. Le contenant fermé est alors placé a 45°C durant 3h, assurant une compléte
dérivation des amines primaires (Girard-Lauriault et al. 2009; Truica-Marasescu et Wertheimer
2008; Truica-Marasescu et al. 2008; Ruiz, Girard-Lauriault, et Wertheimer 2015).

Figure 3.9 : Réaction du TFBA avec une amine primaire. Schéma reproduit de (Girard-Lauriault

et al. 2005) avec permission

La concentration d’amines primaires [NH>] est obtenue grace a I’analyse XPS de 1’échantillon,
avant (indice «u» pour underivatized) et aprés (indice «d ») dérivation, selon les formules

issues de la littérature (Truica-Marasescu et Wertheimer 2008) :
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[NH,], _ [Flq
(€l 3[NJa[Cl,

x 100

Le pourcentage d’amines primaires en présence étant la grandeur que 1’on considérera

préférentiellement dans ce rapport, nous utiliserons plutot cette variante de 1’équation :

[NH,], _ [FlalNL ) o

3[N]q

Il semble toutefois nécessaire de préciser que cette technique, bien qu’ayant été trés largement
utilisée et ayant fourni des résultats appréciables dans de nombreux laboratoires, a réecemment fait
I’objet de critiques par certains chercheurs ou laboratoires. Ainsi, certains estiment que le TFBA
peut réagir avec les fonctions imines (Klages, Khosravi, et Hinze 2013), ou — bien que peu
probablement — aminales (Girard-Lauriault et al. 2012), remettant en cause la sélectivité de la
réaction avec les amines primaires, avec pour effet une surestimation de la quantité d’amines
primaires. D’autres avancent la possibilité de rupture de liens C-F lors de la dérivation (Yegen et
al. 2009), conduisant & une sous-estimation de la quantité d’amines primaires. Tenant compte de
ces débats, la position que nous prenons dans ce travail est la suivante : on considérera que les
résultats obtenus par la méthode de dérivation par TFBA sont exploitables, bien qu’a considérer
avec précautions dd a un biais probable. La fiabilité de cette technique semble tout de méme
suffisante pour la comparaison de surfaces aminées dans le cadre de la culture de cellules : elle a
notamment déja permis a notre laboratoire de déterminer un seuil critique de concentration en
amines primaires pour la culture de monocytes U937 sur des surfaces polymérisées par plasma et

par rayons ultraviolets (Girard-Lauriault et al. 2009).
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3.2.2.3 Méthode colorimétrique Orange |1

Les fonctions amines peuvent également étre quantifiées par des méthodes chimiques, comme le
Coomassie Brillant Blue (Noel et al. 2011) (CBB) ou 1’Orange II (4-(2-Hydroxy-
1-naphthylazo)benzenesulfonic acid sodium salt, également appelé Acide Orange 7) (Uchida,
Uyama, et Ikada 1993; Hamerli et al. 2003; Zemlji¢ et al. 2009; Noel et al. 2011) qui sont des
méthodes colorimétriques. Dans ce dernier cas, les molécules d’Orange 11 (Figure 3.10) se lient
avec les amines chargées positivement dans un milieu acide, et s’en dissocient en milieu basique.
On peut alors quantifier les molécules désorbées par spectrophotométrie. Cette méthode est bien
entendu destructive, mais a ’avantage d’étre simple et peu colteuse. C’eSt pourquoi nous avons
choisi de I'utiliser dans le cadre de ce projet et de comparer les résultats aux autres méthodes

employeées (XPS avec dérivation chimique)

sos

Figure 3.10 : Molécule d'Orange |1, schéma reproduit de (Noel et al. 2011) avec permission

Tout d’abord, les échantillons aminés sont mis a réagir avec une solution d’Orange Il réalisée par
dissolution de sels d’Orange II dans une solution acide (solution d’eau milli-Q ajustée au pH = 3
par ajout de HCl a 1 M), a raison de 14 mg/mL. La réaction se fait a 40°C et dure 30 min, puis les
échantillons sont rincés trois fois avec la solution acide (pH = 3), afin de retirer les molécules non
adsorbées aux échantillons, et séchés. lls sont ensuite plongés dans 1 mL de solution alcaline
(solution d’eau milli-Q ajustée au pH = 12 par ajout de NaOH), ot les molécules d’Orange II sont
désorbées et colorent la solution. L’absorbance de la solution de désorption est alors mesurée a la
longueur d’onde A = 484 nm, aprés avoir abaissé son pH (pH ~ 3) par ajout de 1% v/v de HCI
(12,3 M).
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Une courbe de calibration est effectuée lors de chaque expérience, en mesurant I’absorbance de
solutions d’Orange II de concentrations connues, afin d’établir une relation absorbance-
[Orangell]. Cela permet d’obtenir la concentration en Orange Il des solutions de désorption,
d’ou, connaissant le volume initial, la quantité¢ de molécules adsorbées puis désorbées, et donc la
quantit¢ d’amines détectées. La concentration surfacique en amines des échantillons, d’aire

connue, est enfin exprimée en pmol/mm?.

3.2.2.4 Meéthode colorimétrique TBO

Le Toluidine Bleu O (7-amino-8-methyl-phenothiazin-3-ylidene)-dimethyl-ammonium, également
appelé tolonium chloride) est un colorant, réagissant avec des groupements chargés négativement
(Tiraferri et Elimelech 2012). Il est principalement utilisé en histologie, grace a sa capacité a
identifier I’héparine (Arisaka et al. 2013; Smith, Mallia, et Hermanson 1980).

Au cours de ce projet, il a été utilisé pour quantifier le sulfate de chondroitine (CS) greffé sur des
surfaces aminées. Il s’agit d’une méthode de quantification proche de celle décrite plus haut,
basée sur 1’adsorption et la désorption des molécules colorantes sur des groupements ciblés (en
I’occurrence, les groupements négatifs -COO" et -SO3” du CS). Chaque type de surface considéré
a été soumis a cette coloration avec et sans greffage de CS, afin de s’assurer de la faible réactivité

du TBO avec les surfaces aminées.

Une solution de TBO de 100 uM est préparée par dissolution de sels de TBO dans une solution
basique (pH = 10, préparée par ajout de NaOH 1M dans de I’eau milli-Q, ajustée a 1’aide d’un
pH-métre), a raison de 30 mg/L. Les échantillons a analyser sont immergés dans la solution de
TBO durant 1h a 40°C, puis rincés trois fois avec la solution basique (pH = 10) afin de retirer les
molécules non adsorbées. Le TBO est ensuite désorbé dans une solution d’acide acétique 50%
v/v, puis I’absorbance de la solution de désorption est mesurée aux longueurs d’onde 630 nm
(longueur d’onde principale d’absorption du TBO en milieu basique) et 531 nm (utilisée comme
contréle). La seconde mesure est soustraite a la premiére pour obtenir la valeur d’absorbance

finale.

La aussi, une courbe de calibration est réalisée en mesurant les absorbances (a 630 nm et 531 nm)

de solutions de TBO de concentrations connues. Notons que cette méthode est semi-quantitative :
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bien qu’elle permette de quantifier les groupements négatifs en surface, appartenant aux chaines
de CS, elle ne permet en aucun cas de quantifier le nombre de ces chaines. En effet, leur longueur
varie considérablement, et donc le nombre de groupements fonctionnels qu’elles contiennent ;
d’autre part, certains des groupements carboxyles du CS sont impliqués dans la liaison avec les

amines primaires du substrat.

3.3 Culture de cellules HUVEC

Dans le cadre du développement d’implants vasculaires, il est important de favoriser 1’adhésion
et la prolifération de cellules endothéliales sur des surfaces polymériques. C’est pourquoi ces

cellules ont été utilisées pour comparer le potentiel des différentes surfaces a cet effet.

Des cellules endothéliales de la veine de cordon ombilical humain (HUVEC ; Lonza, Canada) ont
été mises en culture sur des surfaces aminées, oxygénées et hybrides, dont le mode de conception
est décrit plus haut dans ce mémoire, et sous forme d’échantillons discaux de 10 mm de diamétre.
Des films de PET non traités ont été utilisés comme contrble négatif ; les plaques de culture
tissue culture polystyrene (TCP), fournies par Corning, ont servi de contrdle positif. L’expérience

a également été meneée sur des plaques de culture commerciales Primaria™,

3.3.1 Culture cellulaire et adhésion sur les surfaces

Les cellules HUVEC ont été cultivées dans un milieu de culture (EGM2, Endothelial Cell
Growth Medium-2, Lonza, Canada) en présence de 2 % v/v de sérum de veau feetal (FBS ;
Medicorp, Montréal, QC). Leur comportement étant trés sensible au nombre de passages subis

(Klein 1995; Pu et al. 2002), seules des cellules de passage 3 ou 4 ont été utilisées.

Les différents échantillons testés sont placés au fond des puits de plaques 48-puits, sous la forme
de disques de 1 cm de diamétre. Les plaques Primaria™ n’étant pas disponibles en format 48-
puits, des plaques 24-puits ont éte utilisées dans les mémes conditions ; afin de conserver un
contrdle, des plaques TCP 24-puits ont également été incluses dans I’expérience. Tous les puits

sont remplis d’éthanol pendant 5 min afin de stériliser les surfaces, puis rincés avec de I’eau
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stérile. Apres séchage, un cylindre de clonage en verre (aire interne : 0,5 cm?) est posé sur chaque
¢chantillon, afin de contraindre 1’aire initiale d’adhésion des cellules, identique pour toutes les

surfaces, et limiter le mouvement des échantillons.

Les cellules sont alors déposées dans ces cylindres, sous forme d’une suspension cellulaire de
concentration 75 000 cellules/mL, a raison de 15000 cellules par puits (200 puL de suspension).
Aprés 4h d’incubation a 37°C et 5 % COy, les cylindres de clonage sont retirés et les surfaces
rincées avec du PBS pour éliminer les cellules n’ayant pas adhéré. Les surfaces sont alors
immergées dans le milieu de culture (500 pL/puits) et remises a incuber a 37°C et 5 % CO.. Le

milieu de culture est renouvelé dans chaque puits tous les 2 a 3 jours.

3.3.2 Caractérisation de I’adhésion et de la croissance

L’adhésion et la croissance des cellules au cours du temps sont examinées apres 24h d’adhésion,
puis a 4 jours et 7 jours. Chaque condition est testée dans 4 puits différents, et répétée au moins 3
fois. Deux techniques de caractérisation ont été utilisées, soit une méthode colorimétrique
(Alamar Blue) et une visualisation directe des cellules par coloration par violet de cristal, tel que

décrit ci-dessous.

3.3.2.1 Alamar Blue

L’Alamar Blue est une méthode de coloration (resazurin Cell Viability Assay Kit, Burlington,
ON) basée sur la fluorescence de la résazurine (7-hydroxy-10-oxidophenoxazin-10-ium-3-one). Il
s’agit d’un produit bleu, non fluorescent et non toxique, mais dont la forme réduite (résofurine),
obtenue par métabolisation, est rose et émet de la lumiere par fluorescence. Cette propriété est
utilisée comme indicateur de I’activité métabolique des cellules, directement proportionnelle a la

fluorescence (O’Brien et al. 2000).

La solution d’Alamar Blue utilisée est préparée a partir d’une solution de résazurine diluée dans
du milieu complet (10 % v/v). Pour chaque time-point (24h, 4 jours, 7 jours), les échantillons sont
rincés avec du PBS, puis immergés dans 500 uL de la solution d’Alamar Blue. Aprés 4h
d’incubation (37°C, 5 % COy), la solution est transférée dans une plaque 96-puits pour la lecture

de la fluorescence, et les échantillons sont & nouveau immergés dans le PBS. Ces manipulations
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sont toutes effectuées dans le noir afin d’éviter de déclencher la fluorescence du produit. Enfin, la
fluorescence, proportionnelle a 1’activité cellulaire, est mesurée a 1’aide d’un spectrophotomeétre,

avec une longueur d’onde d’excitation de 530 nm, et 590 nm en émission.

3.3.2.2 Coloration des cellules et observation au microscope

Une fois le transfert des solutions d’Alamar Blue effectué, les cellules sont fixées et colorées par
un colorant histologique, le cristal violet (méthyl violet 10B) ; elles peuvent alors étre observees
au microscope. Ces observations ont été réalisées principalement dans le but de confirmer la
corrélation entre le nombre de cellules ayant adhéré a la surface, et I’activit¢ métabolique

mesurée par la méthode d’Alamar Blue.

3.3.3 Analyse statistique

Les résultats sont affichés sous la forme moyenne + écart-type. Une analyse statistique des
résultats a été effectuée par le test ANOVA a un facteur contrélé via le logiciel Statgraphics
(Statgraphic centurion, Statpoint Technologies, Warrenton, VA), suivi d’une analyse Tukey dans
le cas d’une comparaison multiple. Le test de Student a été utilisé pour la comparaison de deux

groupes seulement. Une valeur de p < 0.05 est considérée comme statistiquement significative.
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CHAPITRE 4 RESULTATS

Ce chapitre, qui rassemble les résultats obtenus au cours du projet de maitrise, est divisé en deux
parties, correspondant aux tests de caractérisation d’une part, et de biocompatibilité d’autre part.
La premiere partie concerne donc la caractérisation des surfaces et des revétements fabriques
et/ou utilisés pour ce projet : certaines caractéristiques physiques des revétements L-PPE:O,N,
ainsi que les propriétés chimiques de toutes les surfaces considérées, y sont détaillées. La seconde
partie compare les résultats d’adhésion et de croissance cellulaires sur les différents types de
surfaces, selon leur nature et leur composition chimique. Cette distinction permettra de porter un
éclairage sur ’efficacité relative des différentes chimies de surface, précisé dans la section

Discussion.
4.1 Caractérisation des surfaces

4.1.1 Etude des revétements plasma L-PPE:O,N

Contrairement aux revétements L-PPE:N et L-PPE:O qui sont utilisés depuis longtemps dans
notre laboratoire et dont la plupart des propriétés sont maitrisées, les dépdts L-PPE:O,N ont été
peu étudiés pour I'instant. Bien que leur optimisation ne soit pas I’objet de cette étude, il est
important de s’assurer que le revétement L-PPE:O,N étudié soit déposé avec une épaisseur
similaire aux autres revétements plasma et qu’il ait une faible solubilité en milieu aqueux. Pour
cela, trois dépdts L-PPE:O,N de composition différente ont été utilisés au cours de cette étude, en
faisant varier le ratio R (R = Fnoo/Fcana, respectivement égal a 0.3, 0.6 et 1) des flux de gaz en

présence.

4.1.1.1 Epaisseur des dépdts

Le taux de déposition r (en nm/min) de chacun des revétements L-PPE:O,N a été obtenu en
mesurant, par ellipsométrie, I’épaisseur d’un dépot de 8 minutes ; 1’épaisseur des revétements est
supposée proportionnelle a leur durée. Les dépdts ont été réalisés sur des gaufres de silicium,
dont les propriéteés optiques (substrat opaque, d’indice optique bien connu) sont plus adaptées que
des films de PET. Un unique échantillon (n=1) a été analysé par type de depdt, pour des raisons
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pratiques et de colt. Le L-PPE:N a également été analyse afin de valider le modéle numérique
utilisé ; quant au L-PPE:O, les valeurs considérées sont celles obtenues par J.C. Ruiz sur le méme
systéeme (Ruiz, Girard-Lauriault, et Wertheimer 2015). Les valeurs d’épaisseur obtenues, ainsi

que les taux de déposition correspondants, sont rassemblés dans le Tableau 4.1.

Tableau 4.1 : Taux de déposition des revétements plasma obtenus par ellipsométrie (n=1). Celui
du L-PPE:O est tiré de (Ruiz, Girard-Lauriault, et Wertheimer 2015).

Revétement R Durée du dépot Epaisseur r
(min) (nm) (nm/min)
L-PPE:O 0,15 - - 17
L-PPE:N 0,75 8 80 10
0,3 8 359 45
L-PPE:O,N 0,6 8 295 37
1 8 267 33

Les mesures par ellipsométrie montrent des épaisseurs de dépdt de 1’ordre de 300 nm en 8 min
pour le L-PPE:O,N, avec des valeurs plus faibles pour un R croissant. En effet, lorsque R
augmente, la proportion d’éthyléne diminue dans la chambre. Or, il s’agit du précurseur qui
forme la base du revétement polymérique en construction, ce qui explique que le dép6t se forme

moins rapidement.

L’analyse du L-PPE:N donne une épaisseur de 80 nm pour un dépdt de 8 min, ce qui est dans la
gamme d’épaisseur attendue (entre 80 et 100 nm) pour notre systeme plasma et tend a valider la
méthode. Une grande précision n’est pas attendue de ce test, d’une part du fait de I'utilisation
d’un modele mathématique, et d’autre part car il s’agit seulement de créer des revétements dont
I’épaisseur est du méme ordre de grandeur ; pour cette raison également, une seule mesure pour
chaque dépdt a semblé suffisante ici. Le plus faible taux de déposition du L-PPE:N (resp.
L-PPE:O) s’explique par le fait que I’ammoniac (resp. dioxygene) libére beaucoup d’hydrogéne
(resp. oxygene) atomique qui donne lieu & une competition « gravure / dép6t » dans le plasma,

phénomeéne qui ne se manifeste pas ou peu lorsque le deuxieme réactif est N,O.

Les revétements L-PPE:O,N de 100 nm d’épaisseur environ, utilisés plus loin dans cette étude,
seront donc réalisés par des dépbts de 3 min, dans les mémes conditions que le L-PPE:N et le
L-PPE:O (P =10 W, p = 600 mTorr).
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4.1.1.2 Solubilité des dépots

Comme expliqué dans la section Méthodes, la solubilité des depots L-PPE:O,N est mesurée apres
immersion partielle dans de 1’eau déionisée. La stabilité physique des revétements est estimée en
mesurant, par profilométrie, 1I’épaisseur des zones immergée (eag) €t non immergée (eac). Pour
chacun de ces dépdts, le pourcentage de perte d’épaisseur moyen, ainsi que 1’écart-type sur les
mesures, est illustré sur la Figure 4.1. Pour faciliter les mesures, des revétements relativement

épais ont éte utilisés (dépots de 30 min, soit plus de 1 um d’épaisseur).
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Figure 4.1 : Perte d'épaisseur de dépbts L-PPE:O,N apres 24h d'immersion dans 1’eau

Les valeurs de perte d’épaisseur rencontrées sont assez variables, avec parfois une valeur
négative (donc un gain d’épaisseur) due au gonflement du revétement, mais toutes proches de
zéro. L’immersion dans 1’eau de ces trois dépots, réalisés avec des proportions de gaz différentes,

a donc eu un effet limité.

Toutefois, on peut noter que pour les échantillons de L-PPE:O,N déposés avec R =1, les profils
obtenus aprés immersion étaient caractéristiques d’une surface trés irréguliere, qui a rendu les
mesures plus difficiles. On peut donc estimer que, malgré un résultat numérique moyen
satisfaisant, ces dépots ont souffert de I’immersion dans I’eau (la surface n’étant pas irréguliére
sur les dépdts non immergés) et ne seront pas utilisables pour la culture cellulaire, qui implique
une longue immersion en milieu aqueux. Les dép6ts réalisés avec R = 0,3 et R = 0,6 semblent,

eux, pouvoir étre utilisés en milieu aqueux de maniére prolongée.



50

La stabilité des autres polymeres plasma a déja été vérifiée, et il a été montré que le L-PPE:N
déposé a R=0,75 (Lerouge et al. 2015, sect. 3.1) et le L-PPE:O a R=0.15 (Ruiz, Girard-

Lauriault, et Wertheimer 2015, fig. 8) sont peu affectés par une immersion prolongée dans 1’eau.

4.1.2 Composition chimique des surfaces

Les différentes surfaces utilisées au cours du projet ont été caractérisees chimiquement,
notamment afin d’identifier et de quantifier les groupements chimiques fonctionnels d’intérét

pour la culture cellulaire.

4.1.2.1 Surfaces aminées

Dans le cas des surfaces azotées, on s’intéresse notamment a la quantité d’azote en présence a la
surface, [N], et en particulier aux groupements amines primaires [-NH2]. Les échantillons ont été
caractérises par XPS, et la méthode de dérivation chimique par TFBA a été utilisée pour

quantifier les amines primaires. La méthode colorimétrique Orange Il a également été considéreée.

41.2.1.1 XPS

Les survols des surfaces aminées L-PPE:N, PETf et Paryléne diX AM effectués par XPS sont
illustrés sur la Figure 4.2, et leurs compositions chimiques relatives, déduites de ces spectres et de
ceux obtenus aprés dérivation par le TFBA, sont détaillées dans le Tableau 4.2. Rappelons que,
I’hydrogéne n’étant pas détecté par XPS, ces valeurs sont relatives ; les données sont donc
exprimées sous forme de ratio (pourcentage atomique). A titre d’information, les films de PET
(n=2) ont montré une concentration [C] = 72.4 % et [O] = 27.6 % (Valeurs « théoriques » pour le
PET : [C] = 71,4 % et [O] = 28,6 %).

Tableau 4.2 : Composition chimique de diverses surfaces azotées obtenues par XPS

(moyenne * écart-type) en angle normal, n étant le nombre d’échantillons analysés.

Clon N [0 N INICT  [ONC]  INHA[C]

(%) (%) (%) (%)
Pa(‘;i'g)”e 93504 53+01 11+04 59+06 57+01 12:04 6307
Coeip 802%20 15315 45£20 67510 101%24  56%27 8412
PETY

(n=16) 631+10 116+16 252+09 31+11 184+27 400%11 51+16
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Figure 4.2 : Exemples de survol XPS des surfaces aminées Paryléne diX AM (a), L-PPE:N (b) et
PETT (c)

Les revétements L-PPE:N affichent une haute concentration en amines primaires [NH,] = 6,7 %,
avec [N]/[C]=19,1% et [NH.]/[C] = 8,4%, ce qui correspond aux valeurs déja publiées par
1I’équipe (Ruiz, St-Georges-Robillard, et al. 2010; St-Georges-Robillard et al. 2012).

Pour le Parylene diX AM, le rapport [N]/[C] théorique est de 5,9 % (St-Georges-Robillard et al.
2012), avec [NH,] = [N], tous les atomes d’azote présents dans le revétement étant théoriquement
impliqués dans des groupements amines primaires. Le rapport mesuré est de 5,7 %, soit trés

légerement inférieur, ce qui s’explique par le vieillissement du film des son exposition a 1’air
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libre. En effet, on détecte la présence d’oxygene sur les échantillons étudiés, a hauteur de 1,1 %
environ. La dérivation donne une concentration d’amines primaires [NH;] =5,9 + 0,6 %, soit
[NH;])/[C] 6,3 %, une valeur faiblement supérieure a celle attendue (en théorie
[NH;]/[C] =5,9 %) : il est donc possible que la méthode de dérivation par TFBA surestime
légérement la quantité d’amines primaires, comme [’ont récemment suggéré certains auteurs
(Klages, Khosravi, et Hinze 2013), mais dans le cas du Paryléne diX AM les molécules de TFBA
n’ont pas pu réagir avec d’autres groupements azotés que les amines primaires. Il est donc plus
probable que cet écart soit lié aux variations expérimentales (cf. écart-type). D’autre part, on peut
souligner le fait que la dérivation chimique est systématiquement effectuée un jour plus t6t que

I’analyse par XPS, donc a un stade de vieillissement moins avancé.

La concentration en amines primaires obtenue dans les méme conditions expérimentales pour les
échantillons de PET fonctionnalisés par plasma d’ammoniac (PETT) est plus faible (3,1 % + 1,1).
Il est cependant important de se rappeler qu’il s’agit d’un traitement par plasma et non d’un
revétement, comme I’indique la haute teneur en atomes d’oxygéne, présents dans les
groupements téréphtalates du substrat PET. La technique d’analyse par XPS a angle résolu,
décrite dans la section 3.2.2.1, a donc été utilisée afin d’analyser certains échantillons sur une
épaisseur plus réduite. Le Tableau 4.3 montre la composition chimique en surface du PETf a
différents angles d’analyse, i.e. sur des épaisseurs différentes. Ce procédé étant long (et par
conséquent, plus dispendieux), seuls 4 échantillons ont été considérés pour cette étude, ce qui
explique la différence des résultats obtenus en angle normal avec ceux exposes dans le Tableau
4.2.

Tableau 4.3 : Composition chimique du PETf par XPS a différents angles d’analyse (n=4)

Angle d’analyse (°) 0 45 70 80
[C] (%0) 62,7+16 616+13 603+18 606+20
[N] (%0) 119+12 143+14 171+19 168=*1,6
[O] (%) 254+0,7 241+06 226+0,7 22,7+0,7

[NH2] (%0) 42+0,8 51+10 7,5+14 89+172
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Lorsqu’on augmente I’angle d’analyse par rapport a la normale (i.e. qu’on réduit 1’épaisseur
analysée), les valeurs de [N] et [NH,] augmentent, ce qui montre que la fonctionnalisation se fait
de maniéere beaucoup plus intense a la surface immediate du substrat, et que 1’analyse par XPS
effectuée perpendiculairement a I’échantillon est plus profonde que 1’épaisseur sur laquelle le
substrat est réellement transformeé. Ainsi, bien qu’on ait mesuré une concentration en amines
primaires faible sur une épaisseur de 10 nanométres environ, elle est particulierement élevée sur
les premiers nanometres, atteignant 7,5 % pour un angle de 70° (environ 2,6 nm) et 9 % pour 80°
(environ 1,3 nm). Bien entendu, ces derniéres valeurs (prés de la surface) ont plus d’importance
dans le contexte de la culture cellulaire puisque ce sont les premiéres couches atomiques qui

déterminent les protéines adsorbées et donc 1’attachement cellulaire.

Enfin, la composition chimique du PET revétu de polyallylamine (PAAmM) a été déterminée pour
des échantillons traités avec différents pH de réaction. La variation du pourcentage d’amines
primaires en fonction du pH lors de la réaction d’aminolyse, mesuré par la méthode TFBA, est

illustrée sur la Figure 4.3.
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Figure 4.3 : Quantification d’amines primaires par la méthode TFBA sur des films de PET

fonctionnalisés par PAAm a divers pH
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Tel qu’attendu (Noel et al. 2013), pour un pH de réaction “peu élevé” la quantité d’amines
primaires en surface est assez faible ; mais elle montre une forte croissance pour un pH plus
basique, avec une concentration en NH; atteignant 8 %, et des concentrations plus faibles lorsque
le pH se rapproche de 13. Ce dernier comportement est inattendu : en effet, Noél et al. (Noel et al.

2013) avaient observé une croissance continue de [NH;] avec le pH de réaction.

On remarquera que 1’on obtient des variations importantes sur une gamme de pH trés réduite,
aussi la précision des résultats obtenus est limitée par la fiabilit¢ du pH-métre utilisé: la
réitération de ces analyses apres un calibrage différent du pH-métre a fourni les mémes résultats

(pic de concentration en amines primaires), mais légérement décalés sur 1’axe des abscisses.

4.1.2.1.2 Orange ll

On a cherché a confirmer les résultats obtenus par XPS, témoignant du degré de
fonctionnalisation des différentes surfaces aminées, par la méthode Orange Il. Celle-ci avait
notamment été utilisée par Noel et al. pour mesurer la densité surfacique d’amines sur des

échantillons traités par aminolyse (Noel et al. 2011).

Le Tableau 4.4 résume les concentrations surfaciques en molécules d’Orange Il (en pmol/mm?)
liées aux groupements amines, mesurées pour des échantillons de L-PPE:N, PETf et
Paryléne diX AM.

Tableau 4.4 : Densités surfaciques de molécules d'Orange Il adsorbées a la surface des
revétements aminés L-PPE:N, PETT et Parylene diX AM. Les valeurs de [NH;] mesurées par

TFBA (analyse XPS en angle normal, cf. Tableau 4.2) ont été ajoutées pour comparaison.

Type de surface ([p())nZ?J?/?r?nlqlz]) [NH;] (%)
L-PPE:N 211,5+21,6 6,7+1,0
PETf 35+£09 31+11
Paryléne diX AM 30,5+6,4 59+0,6

Les valeurs de densité surfacique mesurées sur ces surfaces aminées sont tres différentes, avec

des ordres de grandeur distincts, ce qui contraste fortement avec les résultats obtenus par XPS,
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répétés dans le Tableau 4.4 pour faciliter la comparaison. Le L-PPE:N, notamment, affiche une
tres haute concentration surfacique en amines, tandis que le PETf montre une densité surfacique

extrémement faible.

La Figure 4.4 illustre la quantité de molécules d’orange II adsorbées a la surface d’échantillons
traités par le PAAm, en fonction du pH de réaction. On observe globalement un plateau pour des
pH inférieurs a 11,5, puis une croissance subite pour des pH plus élevés. Ces tendances ont été
dessinées sur le graphique pour plus de clarté. Elles correspondent aux résultats obtenus par Noel
et al. avec la méme méthode de quantification, mais different de celles présentées plus haut, ou la
méthode TFBA montrait une décroissance rapide apres un fort pic de concentration en amines
primaires.
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Figure 4.4 : Concentration surfacique de molécules d’orange I adsorbées a la surface de films de

PET, traités par le PAAm a différents pH de réaction

4.1.2.1.3 Etude des effets de volume sur la caractérisation des surfaces aminées

Deux facteurs peuvent expliquer cette différence de résultats obtenus entre XPS et coloration
Orange I1. Le premier est la non spécificité, le second est un effet de volume.

La méthode de dérivation par TFBA permet de marquer spécifiquement les amines primaires par
des atomes de fluor, détectés ensuite par XPS. Le procédé colorimétrique par Orange Il, au cours

duquel les molécules colorantes sont adsorbées sur les amines chargées positivement, puis
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quantifiées par spectrophotométrie aprés désorption, n’est pas spécifique aux amines primaires,
bien qu’elle puisse étre utilisée comme telle dans certains cas (Noel et al. 2011). Toutefois, cette
différence de spécificité ne peut expliquer les écarts considérables observés entre les resultats
obtenus par chacune de ces techniques, qui les rendent difficiles a corréler: par exemple,
I’analyse des échantillons de PETT, traités par plasma et possédant par conséquent une chimie de
surface complexe et variée, montre une quantité trés faible de groupements amines selon la
méthode Orange 11 (3,5 pmol/mm? contre plus de 200 pmol/mm? pour le L-PPE:N), tandis que la
dérivation par TFBA indigue une concentration importante de fonctions amines primaires (sans
méme compter les autres groupements amines), voire trés élevée (jusqu’a 9 %) a sa surface

immédiate.

L’autre facteur potentiel est un « effet de volume » dans la mesure des concentrations surfaciques
en amines, lié a la diffusion éventuelle de 1’orange II. Pour mettre en évidence ce phénoméne,
nous avons appliqué la méthode Orange Il a des dépdts L-PPE:N d’épaisseurs différentes. Le

résultat est illustré sur la Figure 4.5.
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Figure 4.5 : Densité « surfacique » de molécules Orange 1l liées a des fonctions amines, pour des

revétements L-PPE:N d’épaisseurs variées, mais fabriqués sous conditions identiques.

On observe que, bien que la chimie du revétement soit la méme quelle que soit 1’épaisseur des
dépdts (vérifié par XPS, non montré ici), la méthode Orange Il fournit des valeurs plus élevées

lorsque 1’épaisseur augmente.

Ainsi, contrairement aux mesures XPS qui se font sur de faibles épaisseurs en surface de

I’échantillon, peu différentes d’un échantillon a 1’autre pour un angle d’analyse fixe, la méthode



57

colorimétrique dépend largement de la diffusion des molécules d’Orange II dans le revétement
et/ou le substrat: par diffusion, les molécules peuvent infiltrer un revétement et se lier a
d’éventuels groupements amines a I’intéricur de celui-ci. Le terme de densité surfacique est donc

trompeur, ou pour le moins ambigu.

Les revétements L-PPE:N possedent, du fait de leur procéde de fabrication, des groupements
aminés dans toute I’épaisseur du dépot, que les molécules d’Orange II peuvent atteindre par
diffusion a travers le « volume libre » du dépét macromoléculaire, bien que de facon plus réduite
sur des grandes épaisseurs (il y a probablement un gradient de diffusion conformément a la loi de
Fick). Cela explique la valeur extrémement faible obtenue par Orange Il sur les échantillons de
PETf: bien qu’une quantit¢ importante d’amines aient été créées par fonctionnalisation par
plasma, ces groupements ne sont présents qu’a la surface immédiate des échantillons (voir
Tableau 4.3). D’une part la diffusion de I’orange II dans le PET est moins probable étant donné la
forte densité des chaines et I’hydrophobicité du matériau, et d’autre part méme s’il y a diffusion
dans le substrat, les molécules d’Orange II n’ont eu aucune fonction amine avec laquelle réagir,

ce qui n’est pas le cas des autres échantillons comme le L-PPE:N et le Parylene diX AM.

La méthode colorimétrique est donc biaisée par l’influence de 1’épaisseur du revétement
fonctionnalisé, ainsi que par sa structure : un revétement tres dense, réticulé ou hydrophobe ne
permettrait pas une diffusion aussi importante qu’une couche de faible densité ou hydrophile par
exemple. Par conséquent, la méthode Orange II n’est pas adaptée a la comparaison d’échantillons

d’épaisseurs ou de natures différentes.

Des disparités ont également été observées entre les résultats de I’orange II et la dérivation par
TFBA lors de I’analyse d’échantillons de PET fonctionnalisés par le PAAm a différents pH de
réaction (notons que dans le cas du PAAm, toutes les amines sont supposées primaires, donc les
molécules d’Orange Il réagissent spécifiguement a ces groupements). En effet, la méthode
Orange Il montre une croissance continue de [NH;] pour des pH supérieurs a 12 (cf. Figure 4.4),
ce qui confirme les résultats obtenus par Noel et al. pour du PVAm greffé sur des fibres de PET
et également analysé par Orange Il (Noel et al. 2013) ; tandis que la méthode TFBA indique une

croissance suivie d’une décroissance pour des pH plus élevés (cf. Figure 4.3). Pourtant, cette fois,
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il s’agit d’échantillons semblables, pour lesquels une différence d’épaisseur ne parait pas pouvoir
expliquer les disparités rencontrées a pH éleve. Pour mieux comprendre ces différences, les
échantillons ont été analysés par AFM, qui a révélé un changement dans la topographie de
surface, en fonction du pH de réaction (Figure 4.6) : les échantillons obtenus a « faible » pH
(inférieur a 12,5) présentent une surface lisse, de rugosité proche de 1 nm, mais celle-ci augmente
pour des pH supérieurs, et les clichés (Figure 4.6D) montrent clairement un relief beaucoup plus

marque.

17.5nm

-12.5nm 17.5nm

12.5nm 7.5nm

. _12.5nm MR 17.5nm

.

Figure 4.6 : Clichés AFM d'échantillons de PAAm obtenus a différents pH de réaction.
A:pH=115 Rq=13nm ; B:pH=120, Rg=1.0nm ; C:pH=126, Rg=22nm ;
D:pH=12.8,Rq=59nm

Cette différence de topographie, possiblement due a la réaction compétitive d’hydrolyse par les
ions OH", pourrait expliquer les différences observées entre les deux méthodes de quantification
d’amines primaires, bien que le mécanisme qui y méne soit peu certain : il est possible que cette
réaction d’hydrolyse endommage le revétement, d’ou une décroissance du nombre de fonctions
aminées détectées par la methode TFBA, mais ces dommages faciliteraient la diffusion des
molécules d’Orange II au sein de la couche de PAAm restante, d’ou une croissance du nombre de

groupements amines détectés par Orange Il. Pour cette raison, seuls les échantillons de PAAmM
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obtenus a pH = 12,5 ont été considérés par la suite, car a ce pH de réaction les échantillons
obtenus ont une assez haute concentration en amines primaires, mais la surface est encore peu

endommageée.

4.1.2.2 Surfaces oxygénées

Deux types de surfaces oxygénees ont été utilisés au cours de ce projet: les revétements
L-PPE:O, polymérisés par plasma en présence de dioxygéne ; et les surfaces commerciales de
culture Tissue Culture Polystyrene (TCP, Falcon™), fournies par Corning, a base de polystyrene
traité par plasma (Bryhan et al. 2003). La composition en éléments chimiques de ces surfaces,

obtenue par analyse XPS en angle normal, est réesumée dans le Tableau 4.5.

Tableau 4.5: Composition chimique des surfaces oxygénées obtenue par XPS

(moyenne + écart-type) en angle normal (n > 4)

Type desurface [C] (%) [O] (%)
L-PPE:O 655+10 345%x10
TCP 838+08 16,2+0,8

Le L-PPE:O présente une concentration en oxygeéne, [O], beaucoup plus importante que le TCP,
suggérant que la méthode de polymérisation par plasma permet d’incorporer davantage

d’oxygene, et donc de créer davantage de groupements fonctionnels.

Comme pour le PETT, le TCP a également été analysé a différents angles de détection, donc sur
des épaisseurs plus faibles. Le Tableau 4.6 montre que la composition en oxygéne augmente
lorsque 1’épaisseur analysée est réduite (environ 16 % d’oxygéne mesuré en angle normal ; 22 %
sur les tout premiers nanometres), ce qui indique que le TCP est davantage fonctionnalisé a sa
surface immédiate, d0 au procédé de fabrication utilisé, tout comme le PETf. Le L-PPE:O étant
un revétement homogéne d’épaisseur supérieure a 10 nm, la profondeur d’analyse n’a pas d’effet

sur les mesures, aussi la technique ARXPS n’a pas été effectuée pour ces revétements.
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Tableau 4.6 : Composition chimique du TCP par XPS a différents angles d’analyse (n > 2)

Angle d’analyse [C] (%) [O] (%0)
0° 839+08 16,2+0,8
45° 82817 172+17
70° 783+08 21,8+0,8
80° 782+09 219+09

D’autre part, ’analyse en haute résolution du pic correspondant a ’orbitale Cls a été effectuée

pour ces deux types de surfaces, TCP et L-PPE:O (Figure 4.7), et leur déconvolution a permis

d’avoir un apergu des groupements chimiques en présence, résumés dans le Tableau 4.7.
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Figure 4.7 : Pics C1s du TCP analysé par XPS a angle normal (a) et rasant (b), et du L-PPE:O a

angle normal (c)
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Tableau 4.7 : Déconvolution du pic C1s pour les surfaces L-PPE:O et TCP (n=4)

C-C/C-H C-O C=0 COOR/H  Shake-up
(at.%0) (at.%0) (at.%0) (at.%) (at.%)

L-PPE:O Anglenormal 505+14 249+09 127+09 11,7+10 -

Anglenormal 853+15 75+172 2,1+0,5 2,3+0,3 29+04

TCP
Anglerasant 723+19 1331256 59+£10 6,3+0,7 2,2+0,5

La déconvolution du pic de carbone pour le L-PPE:O reflete la composition élémentaire du
revétement, avec de hautes concentrations en groupements oxygénés. On observe notamment une
tres forte présence de liaisons simples C-O (25%), mais également des concentrations
importantes en groupements carbonyles (C=0), et carboxyles (COOH) ou ester (COOR).
L’analyse des surfaces TCP refléte une fonctionnalisation moins importante que le L-PPE:O,
mais accrue a sa surface immédiate, avec une répartition des groupements fonctionnels trés
proche de celle observée pour le L-PPE:O (concentrations assez importantes en groupements

carbonyles, carboxyles et esters, mais présence majoritaire de liaisons simples C-0).

Une déconvolution des pics O1s a également été tentée (résultats non montres) afin de vérifier et
préciser ces résultats, mais elle s’est avérée peu concluante : les difficultés rencontrées pour
effectuer la déconvolution, liées a la forme et la symétrie des pics O1s obtenus, ne permettent pas

d’en faire une analyse fiable.

4.1.2.3 Surfaces hybrides

Les revétements polymérisés par plasma L-PPE:O,N, ainsi que les surfaces commerciales de
culture cellulaire Primaria™ (polystyréne traité par plasma), sont des surfaces dites « hybrides »,
dans le sens ou elles sont fonctionnalisées a la fois par I’oxygene et 1’azote. Comme les surfaces
oxygenées, elles ont été analysées par XPS pour déterminer leur composition chimique et

identifier leurs principaux groupements fonctionnels.
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En premier lieu, les trois revétements L-PPE:O,N, déposés avec des ratios de débits de gaz R
différents (respectivement 0.3, 0.6, et 1), ont été analysés. Concernant le Primaria™, les surfaces
examinées provenaient de deux types de produits différents : on distinguera le fond des puits de
plaques de culture cellulaire 24-puits, et le fond de boites de Pétri ; ces produits répondant tous
deux a I’appellation Primaria™. La composition atomique de ces surfaces est donnée dans le
Tableau 4.8.

Tableau 4.8 : Composition chimique des surfaces hybrides obtenue par XPS (moyenne * écart-

type) en angle normal (n > 3)

Echantillon [C] (%) [N] (%) [O] (%0) [NVIC] (%) | [O)/[C] (%)
R=0,3 89,1+1,0 35206 7,3+20,5 40+0,7 8,2+0,6
L-PPE:ON R=0,6 82,9+0,7 5605 11,4+0,6 6,8+0,7 13,7+0,8
R=1 77,4 +0,3 78+0,1 148 +0,2 10,1+0,1 19,1+04
Pétri 83,1+1,9 49+04 11,8+1,6 59+0,6 143+2,3
Primaria™
Plaque 24-puits | 75,6 +0,9 9,1+04 15,3+1,2 12,1+0,5 20,2+0,8

De fagon preévisible, la composition des revétements L-PPE:O,N varie en fonction des ratios de
gaz en présence lors de la polymérisation : les dépdts réalisés avec une proportion plus
importante de protoxyde d’azote possédent davantage d’atomes d’azote et d’oxygene. En
particulier, les revétements déposés avec R = 1 atteignent [N] = 7,8 % et [O] = 14,8 %, tandis que
pour R = 0,3, ces concentrations sont reduites de moitié ([N] = 3,5 % et [O] = 7,3 %). Une haute
fonctionnalisation est importante pour permettre 1’adhésion de cellules sur une surface (a priori
une concentration €levée de groupements fonctionnels fournit davantage de points d’ancrage aux
protéines d’adhésion, mais aucune donnée quantitative n’existe a ce sujet, pour ce type de
surfaces) ; toutefois, on a vu précédemment (section 4.1.1.2) que pour R=1 les dépbts L-
PPE:O,N s’abiment lors d’une immersion prolongée dans 1’eau. Ainsi, pour la suite du projet,
nous considérerons les revétements déposes avec un ratio R =0,6, qui constitue un bon
compromis entre une présence importante d’azote et d’oxygene ([N] =5,6 % et [O] = 11,4 %), et

une faible solubilité.
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Etonnamment, les surfaces Primaria™ n’affichent pas la méme composition selon le produit
analysé : pour les boites de pétri, la concentration d’azote est proche de 5 %, tandis qu’elle est de
9 % environ dans les plaques multi-puits ; un écart similaire est observé pour les concentrations
en oxygeéne. De telles différences sont inattendues pour des produits qui portent la méme
appellation. Elles font toutefois écho aux résultats trouvés dans la littérature, ou la concentration
en azote mesurée varie de 4.5 % (Fricke et al. 2012) & 13.2 % (Ertel, Ratner, et Horbett 1990).
Pour des raisons pratiques et de clarté, seules les plaques 24-puits sont considérées dans la suite

de ce mémaoire.

Comme le TCP, le Primaria™ est issu du traitement de surface par plasma d’un substrat en
polystyrene ; 1’analyse de ces surfaces par XPS a angle résolu a été réalisée, et les résultats en

sont exposes dans le Tableau 4.9.

Tableau 4.9 : Composition chimique du Primaria™ par XPS a différents angles d’analyse (n=6)

Angle d’analyse 0° 45° 70° 80°
[C] (90) 756+09 71,7+24 671+08 67,7+0,6
[N] (%0) 91+04 117+11 14400 14614
[O] (%0) 153+12 166+12 185+08 17,7+0,8

Pour des angles de détection plus rasants, on mesure une concentration plus importante en azote
et en oxygene (bien que la différence soit plus ténue pour ce dernier), ce qui illustre encore une
fois une fonctionnalisation accrue a la surface immédiate des échantillons. On peut également
remarquer, comme pour le TCP, que les concentrations mesurées a des angles de 70° (i.e. sur une
profondeur de 3 nm environ) et 80° (autour de 1,5nm) sont trés proches, suggérant une

composition homogeéne sur les 3 premiers nanometres.

Une analyse XPS a haute résolution des pics Cls des surfaces considérées a également été
réalisée (Figure 4.8). Le Tableau 4.10 rassemble les résultats des deconvolutions de ces pics, qui

permettent d’estimer la répartition des groupements chimiques a la surface des échantillons.
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Figure 4.8 : Pics Cls du Primaria analysé par XPS a angle normal (a) et rasant (b), et du
L-PPE:O,N a angle normal (c)

Tableau 4.10 : Déconvolution du pic C1s pour les surfaces L-PPE:O,N et Primaria (n > 4)

Angle C-C/C-H C-N C-O0 N-C=0/ COOR/H Shake-up
d’analyse  (at.%) (at.%) (at.%) C=0 (at%o) (at.%0) (at.%)

L-PPE:O,N Normal 62,3+35 213+22 89+12 6,4+0,7 1,0+£05 -

Normal 728+25 8,1+14 64+08 56+08 52+0,7 19%02

Primaria™
Rasant 523+21 174+22 92+04 129+15 74+0,9 0,8+0,1

La déconvolution du pic C1s du L-PPE:O,N montre une présence importante de liaisons simples
C-N ; mais ce résultat est a considérer avec précaution du fait de la proximité en énergie des
liaisons C-N et C-O. En revanche, il apparait trés clairement que les groupements carboxyles et
ester sont presque absents (1 %) dans ces revétements : il semble que les liaisons doubles C=0

soient impliquées uniquement dans des fonctions carbonyles ou amides.

L’analyse en haute résolution du Primaria™ montre une fonctionnalisation plus variée,

notamment a sa surface immédiate (angle de détection rasant), avec une présence plus importante
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de fonctions carboxyles ou ester (prés de 7.5 %), ainsi que de groupements carbonyles ou amides
(13 %). La fonctionnalisation accrue plus pres de la surface est également illustrée par une baisse
des concentrations en liaisons C-C lors de I’analyse en angle rasant, ainsi qu’un shake-up

(caractéristique des cycles aromatiques, en 1’occurrence propres au polystyréne) trés réduit.

Enfin, la dérivation de ces surfaces par le TFBA a montré une concentration en amines primaires
plutét faible pour le L-PPE:O,N (1,6 = 0,2 %), et plus encore pour le Primaria™ (< 1 %, par
analyse en angle normal et en angle rasant) malgré une présence importante de ces groupements

selon le fabricant (cf. Figure 2.3).

4.1.3 Greffage du sulfate de chondroitine

Les surfaces aminées, décrites plus haut dans ce mémoire, ont pu étre utilisées comme support
pour le sulfate de chondroitine (CS). Les revétements bioactifs ainsi obtenus ont été étudiés du
point de vue du comportement cellulaire, dont les résultats sont détaillés plus loin (section 4.2.4).
Au cours de ces expériences, la capacité des surfaces aminées a greffer ces molécules bioactives
a été étudiée par des analyses XPS d’une part, et par coloration par la toluidine bleue O (TBO)

d’autre part.

4131 XPS

Le Tableau 4.11 donne le pourcentage des différents éléments présents a la surface d’un
échantillon de L-PPE:N sur lequel des molécules de CS ont été greffées, puis analysé par un
survol XPS (illustré par la Figure 4.9).

Tableau 4.11 : Composition des revétements L-PPE:N, avant et apres greffage de CS (n > 2)

[C]1(%) [NI(%) [O](%) [SI(%) Autres (%)
L-PPE:XN  802+29 153+15 45+20 - -
L-PPEXN+CS 671+13 124+08 183+14 05+02  18+06
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On constate la présence d’atomes de sodium (pic Nals, 1070 eV), de phosphore (pic P2p,
132,8 eV) et de soufre (pic S2p, 167,7 eV) : les deux premiers sont sans doute des traces de la
solution de rincage (tampon phosphate salin), tandis que le soufre correspond aux
groupements -SO3” du CS, et pourrait étre utilisé pour quantifier les molécules greffées a la
surface. Toutefois, les concentrations en soufre mesurées sont tres faibles (autour de 0,5 %), et la
résolution du XPS ne permet pas de quantifier avec précision des atomes en aussi faible
concentration. Cette technique permet donc seulement de déterminer, de maniére qualitative, la

présence — ou I’absence — de CS a la surface des échantillons.
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Figure 4.9 : Survol XPS d'un échantillon de L-PPE:N aprés greffage de CS

4132 TBO

Comme les molécules de TBO tendent a réagir avec des groupements chargés négativement, elles
peuvent étre utilisées pour quantifier les groupements fonctionnels des molécules de CS, et ainsi
estimer ’efficacité du greffage sur différentes surfaces aminées. Pour chacune d’elles, la quantité
de molécules de TBO ayant réagi (en pmol/mm2) a été calculée et est indiquée sur la Figure 4.10.
Les quantités mesurées sur les surfaces en I’absence de CS, utilisées comme contréle afin de
s’assurer que les molécules de TBO ne réagissent pas avec le substrat ou le revétement azoté,

sont négligeables.
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La Figure 4.10 montre une quantité de TBO comprise entre 15 et 100 pmol/mm? selon les
différents échantillons testés, le Paryléne étant la surface qui a le moins adsorbé de TBO, tandis

que les surfaces de polyallylamine présentent les valeurs les plus élevees.
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Figure 4.10 : Concentration surfacique de TBO sur des surfaces aminées apres greffage de CS
(n>30)

Toutefois, les résultats obtenus sur ces différentes surfaces montrent une variabilité extrémement
forte. Les concentrations rencontrées au cours des expériences se sont révélées étre trés peu
consistantes, ce qui remet en question cette méthode colorimétrique de quantification, ou la
répétabilité du greffage de CS.

Seul le Paryléne diX AM a montré une variabilitt moins importante, avec des valeurs de
concentration de TBO systématiquement inférieures aux autres surfaces, semblant indiquer un

greffage peu efficace du CS malgré une importante concentration en amines primaires.
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4.2 Adhésion et croissance des HUVEC sur les surfaces

Des cellules HUVEC ont été cultivéees sur différentes surfaces, aminées, oxygénées ou hybrides,
industrielles ou préparées en laboratoire. Leur capacité a adhérer sur ces surfaces, et a s’y
multiplier, a été comparée afin de déterminer, d’une part, si ces surfaces constituent bien un
progres significatif par rapport au polytéréphtalate d’éthyléne, et d’autre part, si certaines d’entre

elles se montrent particuliérement favorables a 1’adhésion et la croissance cellulaires.

4.2.1 Surfaces aminées

La Figure 4.11 montre I’activit¢ métabolique, obtenue par fluorescence, des cellules HUVEC
apres 24h, 4 jours et 7 jours de culture sur les surfaces aminées Paryléne diX AM, L-PPE:N,
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Figure 4.11 : Activité métabolique des cellules HUVEC sur des surfaces aminées aprés 24h, 4j et
7j de culture (n>8). En comparant les temps correspondants, on ne trouve pas de différence
significative (p > 0.05) entre le PAAm, le PETT et le L-PPE:N, mais ceux-ci sont statistiquement
différents du PET et du Parylene diX AM (* p < 0.05).

Le graphe montre une trés bonne adhésion cellulaire, ainsi qu’une bonne croissance, sur les
surfaces L-PPE:N, PETf et PAAm, ce qui a été confirmé par 1’observation des cellules colorées
par cristal violet au microscope (Figure 4.12). La prolifération des cellules entre le 4e et le 7e jour
semble limitée : en réalité cela est di au fait que les cellules atteignent la confluence sur ces

surfaces, et n’ont plus la place de se multiplier. Les valeurs mesurées a 7 jours sont donc biaisées
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et ne peuvent pas étre prises en compte pour ces types de surfaces. Par ailleurs, aussi bien a 24h
qu’a 4 jours, les valeurs de fluorescence sur ces trois types de surfaces sont trés proches,
indiquant une capacité similaire a permettre 1’adhésion et la croissance cellulaires en dépit de leur

nature et leur composition chimique différentes.

Ces surfaces constituent toutes une nette amélioration par rapport au PET non traité, qui montre
une adhésion cellulaire extrémement faible sur les 24 premiéres heures, et une activité encore

faible aprés 4 jours.

En revanche, sur le Paryléne diX AM, les cellules n’ont pas aussi bien adhéré, malgré une forte
concentration en amines primaires, et ont peu proliféré a la surface. On observe notamment une
activité cellulaire peu changée entre 4 jours et 7 jours de culture, bien que la confluence n’ait pas

été atteinte, et une répartition inhomogéne des cellules.

PET Parylene PAAM PETf LPPEN
h -
’ -
7j :

Figure 4.12 : Adhésion et croissance des HUVECs sur des surfaces aminées, observées au
microscope optique aprés coloration au cristal violet. Les taches péles en arriere-plan sont dues

au séchage inhomogéne du substrat apres ringage
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4.2.2 Surfaces oxygénées

Sur la Figure 4.13, les résultats de la culture cellulaire sur les surfaces oxygénées L-PPE:O et

TCP sont comparés au PET et au revétement L-PPE:N.
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Figure 4.13: Activité métabolique des cellules HUVEC sur des surfaces oxygénees (TCP,
L-PPE:O) apres 24h, 4j et 7j de culture, comparée au PET et au L-PPE:N (n > 8). En comparant
les temps correspondants, les résultats sur PET sont statistiquement inférieurs (* p < 0.05) aux
autres surfaces. Une différence significative (* p < 0.05) entre le TCP et les revétements
L-PPE:O et L-PPE:N a été trouvée aprés 4 et 7 jours de culture, mais pas a 24h. Aucune

différence significative n’a été trouvée entre le L-PPE:N et le L-PPE:O.

Sur le L-PPE:O, la fluorescence & 24h montre que les cellules ont aussi bien adhéré que sur le
L-PPE:N (aucune différence statistiquement significative), malgré leur composition chimique
radicalement différente. De plus, I’activité cellulaire sur ces deux revétements plasma aprés 4
jours de culture est trés proche, ce qui suggere une efficacité similaire de ces deux types de

fonctionnalisation pour la culture cellulaire HUVEC, et bien meilleure que le PET.

L’adhésion cellulaire semble étre encore meilleure sur les surfaces commerciales TCP, bien qu’il
n’y ait pas de différence statistiquement significative entre le TCP et le L-PPE:O a 24h
d’incubation. En revanche, la croissance semble largement supérieure pour le TCP, comparé aux
autres surfaces. Cependant, cet écart est peu fiable car il a pu étre créé, ou au moins amplifie, par

un défaut dans le procédé de culture cellulaire: comme il a été mentionné précédemment
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(section 3.3.1), les surfaces créées en laboratoire sont découpées en disques de 1 cm de diametre
et déposees au fond des puits de culture cellulaire (plaques 48-puits) ; or, pour le TCP qui
constitue déja le fond du puits de culture, les cellules sont cultivées directement dans le puits de
maniere classique. Les puits étant légérement plus grands que les disques, les cellules exposées
au TCP ont davantage d’espace pour se multiplier, ce qui peut biaiser les mesures de fluorescence
a 4 jours et 7 jours (on assume qu’a 24h, les cellules ne sont pas influencées par le manque
d’espace). Ainsi, on ne peut pas affirmer qu’il y a une différence d’efficacité flagrante entre le
L-PPE:O et le TCP, méme si ce dernier semble étre le meilleur support pour la prolifération

cellulaire.

4.2.3 Surfaces hybrides

L’adhésion et la croissance cellulaires sur la surface hybride L-PPE:O,N sont comparées aux

résultats obtenus sur les autres revétements plasma sur la Figure 4.14.
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Figure 4.14 : Activité métabolique des cellules HUVEC sur le dépét L-PPE:O,N apres 24h, 4j et
7j de culture, comparée au PET et aux revétements L-PPE:N et L-PPE:O (n > 8). En comparant
les temps correspondants, les résultats sur le L-PPE:O,N sont statistiquement inférieurs
(*p<0.05) a ceux obtenus sur L-PPE:N et L-PPE:O, mais statistiquement supérieurs
(* p<0.05) au PET.

On observe tout d’abord des écart-types assez elevés pour le L-PPE:O,N, caractéristiques d’une

mauvaise répetabilité des mesures malgré une composition chimique plut6t consistante (cf. écart-
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types dans le Tableau 4.8). L’analyse par fluorescence montre que cette surface hybride a de
meilleures propriétés relatives a la culture cellulaire que les films de PET, notamment & 24h et a 4
jours, mais qui restent inférieures aux autres revétements plasma. En particulier, apres 4 jours de
culture D’activité cellulaire est moitié moindre sur le L-PPE:O,N comparé au L-PPE:N et
L-PPE:O.

Les surfaces commerciales Primaria™ n’étant pas disponibles en plaques 48-puits, les cultures
ont été effectuées dans des plaques 24-puits ou les cellules disposent de plus de place pour
proliférer, aussi la comparaison n’est pas possible avec les surfaces analysées jusqu’ici. On ne

peut donc les comparer qu’avec des plaques TCP, existant également au format 24-puits (Figure
4.15).
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Figure 4.15 : Activité métabolique des cellules HUVEC dans des plaques 24-puits de type TCP et
Primaria™ apres 24h, 4j et 7j de culture (n>8). En comparant les temps correspondants, les
résultats sur le Primaria™ sont significativement supérieurs a ceux obtenus sur le TCP
(* p <0.05).

On peut voir sur la Figure 4.15 que les cellules semblent adhérer et croitre rapidement sur les
deux types de surfaces commerciales, mais on observe une diminution de la fluorescence a 7
jours ; celle-ci peut s’expliquer par une confluence atteinte rapidement, provoquant par la suite un
décollement des cellules, ou peut-étre une consommation trop rapide du milieu nutritif. La

encore, il parait donc nécessaire de ne pas considérer les résultats a 7 jours comme pertinents.

Les valeurs de fluorescence a 24h et 4 jours confirment que le Primaria™ est un excellent

support pour la culture cellulaire : 1’adhésion et la prolifération des cellules endothéliales
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semblent y étre encore plus favorisées que sur le TCP. Ceci confirmerait les résultats publiés par
Steele par exemple (Steele et al. 1995).

4.2.4 Effets du sulfate de chondroitine

Enfin, des cellules HUVEC ont été cultivées sur des surfaces aminées sur lesquelles du sulfate de
chondroitine (CS) a été greffé chimiquement. La encore, 1’activité métabolique des cellules a été

mesurée apres 24h, 4j et 7j de culture (Figure 4.16).
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Figure 4.16 : Activité métabolique des cellules HUVEC sur des surfaces aminées apres greffage
de CS, au bout de 24h, 4j et 7j de culture (n > 8).

Les résultats se sont réveélés tres variables, avec des écart-types souvent supérieurs aux moyennes,
notamment a 24h et 4j. Cette information, ajoutée a la variabilité obtenue lors de la tentative de
quantification du CS par TBO (section 4.1.3.2), semble indiquer que le greffage de CS n’est pas
reproductible, ce qui affecte les résultats. Ainsi, peu de différences significatives ont pu étre

mises en évidence entre les différentes surfaces.

On peut toutefois noter que I’adhésion des cellules a 24h sur les surfaces greffées par le CS est
trés inférieure a celle obtenue sur les surfaces aminées sans CS: sur le PETf par exemple,
I’adhésion cellulaire a 24h est presque 13 fois supérieure au PET non traité, tandis qu’apres

greffage de CS ce facteur est inférieur a 2. Cette faible adhésion est compensée par une forte
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croissance observée aprés 4 jours et 7 jours de culture, notamment sur les échantillons de PAAmM
et PETT.

Enfin, le Parylene diX AM montre une adhésion un peu meilleure que les autres surfaces, ce qui
correspond a un greffage de CS moins efficace, relevé par TBO (section 4.1.3.2). En revanche, la

prolifération des cellules y est limitée, comme sur le Paryléne diX AM seul.
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CHAPITRE S  DISCUSSION ET RECOMMANDATIONS

Différentes surfaces organiques fonctionnalisées ont été considérées au cours de ce projet. Leurs
compositions chimiques respectives, ainsi que leur capacité a favoriser la prolifération cellulaire
de HUVEC, ont été analysées et comparées. Ce chapitre établit un bilan des analyses effectuées
et des résultats obtenus: des considérations sur la profondeur d’analyse des surfaces sont
discutees ; la chimie de surface des différents revétements considérés est résumée et mise en
relation avec le comportement cellulaire observé, avec une attention particuliére portée sur les
surfaces hybrides de type Primaria™ ; on commentera également le greffage de sulfate de

chondroitine. Enfin, les limitations de ce projet et des méthodes employées seront présentées.

5.1 Syntheése et discussion des principaux résultats

5.1.1 Méthodes de caractérisation et profondeur d’analyse

Ce mémoire a mis en lumiére I’ambiguité liée a ’utilisation du terme densité surfacique, illustrée
par la méthode colorimétrique Orange II appliquée a des revétements d’épaisseurs différentes
(voir section 4.1.2.1.3). Comme les protéines d’adhésion interagissent avec la surface d’un
substrat, il est pertinent de vouloir quantifier les groupements chimiques par unité de surface ;
toutefois, la quantification se fait nécessairement sur une certaine profondeur a la surface du
revétement. Les mesures par XPS a angle normal, par exemple, donnent la composition des 10
premiers nanomeétres de la surface de 1’échantillon environ, tandis qu’en angle rasant seuls les
tous premiers nanometres sont considérés (voir Annexe). Les échantillons de PETf n’affichent
pas la méme composition selon 1’angle utilisé : en angle rasant, la concentration en amines
primaires mesurée est plus élevée que celle du L-PPE:N par exemple, mais elle est plus basse si
I’on considére les mesures en angle normal, car seule la surface immédiate du PETf est
hautement fonctionnalisée, contrairement au L-PPE:N. Alors, quelle mesure doit étre prise en
compte ? Est-ce celle qui ne considére que les atomes les plus proches possibles de la surface ?
Sur quelle épaisseur se mesure la «vraie » densité surfacique ? Tout dépend, bien sdr, de

I’application des échantillons considérés : en 1’occurrence, 1’épaisseur pertinente est celle dont les
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propriétés ont une influence sur I’adhésion cellulaire, i.e. I’épaisseur sur laquelle les protéines
d’adhésion peuvent créer un lien entre le matériau et les cellules. En effet, on rappelle que
I’adhésion des cellules s’effectue indirectement, via une couche de protéines adsorbées a la
surface du matériau (notamment les fibronectines et vitronectines a priori, dont le role central
dans I’adhésion des cellules endothéliales a déja été démontré (Dekker et al. 1991; J. G. Steele et
al. 1995)). Les échantillons de PETf ont montré une excellente affinité avec les cellules, malgré
I’absence de groupements fonctionnels en-dessous des tous premiers nanometres de profondeur,
ce qui confirme que la présence de groupements fonctionnels a une profondeur supérieure a
quelques nanométres n’a que peu — ou pas — d’influence sur le comportement cellulaire. La
composition chimique « pertinente » ne concerne donc que les premiers nanometres a la surface

des échantillons.

La méthode de quantification par AR-XPS, en angle rasant, semble donc la plus adéquate pour
déterminer la composition chimique de la surface telle qu’elle est « pergue » par les cellules via
I’adsorption des protéines, notamment dans le cas d’échantillons fonctionnalisés uniquement a la
surface immédiate (PETf, TCP, Primaria™). L’analyse par XPS en angle normal est, elle,
suffisante pour les dépots d’épaisseur plus importante, comme le L-PPE:N ou le Parylene diX
AM, dont la chimie est supposée homogene dans tout le revétement. En revanche, il est clair que
la méthode colorimétrique Orange II n’est pas appropriée pour caractériser ou comparer la
surface immédiate des échantillons, car les amines quantifiées ainsi sont celles qui sont
accessibles aux molécules d’orange II par diffusion dans 1’éventuel volume libre du revétement,

et non seulement celles qui sont en surface, accessibles aux protéines d’adhésion.
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Cellule

Protéines d’adhésion

Figure 5.1 : Illustration de la profondeur d’analyse par XPS, ARXPS et Orange II, sur des

revétements déposés sur un substrat (a gauche) et substrats modifiés en surface (a droite).

5.1.2 Surfaces aminées

Dans le cas des surfaces aminées, les analyses XPS ont été associées a la dérivation par TFBA
pour déterminer leurs compositions chimiques et leur teneur en amines primaires. Le haut du

Tableau 5.1 résume la composition des surfaces aminées, d’épaisseurs et de compositions variées,
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fabriquées en laboratoire selon divers procédes et utilisées comme support de 1’adhésion de
cellules endothéliales. Les films de PET recouverts du polymere aminé PAAm par une réaction
d’aminolyse a pH = 12,5 ont une concentration en azote assez faible, mais avec une excellente
sélectivité en amines primaires ([NH2]/[N] proche de 95 %) ; le Parylene diX AM présente la
méme sélectivité, avec une concentration en amines primaires encore accrue (prés de 6%). Les
surfaces obtenues par plasma ont une sélectivité beaucoup moins élevée compte tenu de la
complexité de la chimie engendrée par le gaz ionisé ; toutefois, les procédés n’en sont pas moins
efficaces, et reproductibles. En effet, les revétements L-PPE:N sont déposés avec 15 % d’azote,
pour un total de 6,7 % d’amines primaires, une concentration plus élevée encore que dans le
Parylene diX AM, avec une structure trés réticulée. Les échantillons de PETf, obtenus par un
traitement par plasma d’ammoniac, ne sont fonctionnalisés qu’en surface du substrat, si bien que
méme I’analyse par XPS classique donne des valeurs de concentration en amines primaires assez
faibles ; en revanche, 1’analyse par XPS a angle résolu (ARXPS) a permis de montrer une
fonctionnalisation trés importante a la surface immédiate des échantillons, avec jusqu’a 9 %

d’amines primaires sur le premier nanometre d’épaisseur.

Tableau 5.1 : Bilan des compositions élémentaires et en amines primaires les principales surfaces

considérées au cours de ce projet

[C] (%) [N] (%) [O] (%) [NH2] (%)

L-PPE:N 80,2+29 153+15 45+20 6,710

PETf* 60,6 £2,0 16,8+ 1,6 22,7+£0,7 89172

PAAmM 729+25 3,709 23417 3511

Paryléne diX AM 935+04 53+0,1 1,1+04 59+0,6
TCP* 78,2+0,9 - 21,9+0,9 -
L-PPE:O 655+1,0 - 345+1,0 -

Primaria™>* 67,7+0,6 146+14 17,7+0,8 <1%
L-PPE:O,N 829+0,7 56%0,5 11,4+0,6 15+0,2

*Les échantillons munis d’un astérisque ont été analysés par AR-XPS : les résultats affichés ont
été obtenus avec un angle rasant de 80° par rapport a la normale
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Des cellules endothéliales HUVEC ont été cultivées sur ces surfaces, et leur capacité a adherer et
croitre sur ces supports a été mesurée par leur activité métabolique. Des résultats tres similaires
ont été obtenus sur les surfaces aminées L-PPE:N, PETf et PAAmM malgré leurs différences de
composition, de structure, d’épaisseur. La supériorité de ces surfaces par rapport au PET non
traité confirme 1’affinité des protéines d’adhésion avec les fonctions amines primaires. La
similitude des résultats sur les surfaces aminées suggére ’existence d’un seuil de concentration
en amines primaires, déja observée dans le cas de monocytes (Girard-Lauriault et al. 2009), au-
dela duquel la quantité de NH, a peu d’influence sur 1’adhésion et la croissance des cellules
endothéliales. De plus, la présence ou I’absence de fonctions azotées autres que les amines
primaires ne semble pas affecter les performances des revétements en termes de prolifération
cellulaire, étant donné la différence de sélectivité ([NH,]/[N]) entre les surfaces. Ceci contredit
I’affirmation de Siow et al. (Siow et al. 2006) selon laquelle les groupes amides sont responsables
de la bioactivité. Enfin, D’efficacit¢ du PETf montre clairement et confirme qu’une
fonctionnalisation de surface est suffisante, et que les cellules sont peu influencées par la chimie

sous-jacente.

Cependant, il est important de rappeler que 1’analyse de la composition et les essais cellulaires
ont été effectués au maximum 3 jours aprés la préparation des surfaces. Or les phénomeénes de
vieillissement (oxydation, recouvrement hydrophobe) des surfaces fonctionnalisées pourraient
altérer certains résultats sur des surfaces plus « vieilles ». Par manque de temps, notre étude n’a
pas pu explorer en détails cet aspect, pourtant important. Néanmoins, ceci ne semble pas étre un
obstacle majeur dans le cas des produits commerciaux (TCP et Primaria™), comme nous avons
pu le constater : leurs performances ont été comparables a celles des meilleures couches

fonctionnelles produites au laboratoire, méme longtemps apres leur fabrication.

En revanche, le Parylene diX AM, qui présente une importante concentration en amines
primaires, s’est avéré étre un support de mauvaise qualité pour les cellules endothéliales, avec
notamment une croissance cellulaire tres réduite. Un comportement cellulaire discordant avait
également été obtenu sur le Paryléne diX AM avec des monocytes : 1’adhésion des cellules n’était
pas régulée par un seuil critique contrairement aux autres surfaces, et elles finissaient par se
détacher ou mourir au lieu de proliférer (St-Georges-Robillard 2012) ; la cause n’avait pas été
trouvée malgré une analyse du vieillissement et de la charge de surface des échantillons. D’apres

les résultats obtenus sur nos autres surfaces aminées, on peut affirmer que cette incapacité a
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permettre la formation d’une couche confluente de cellules endothéliales n’est pas due a une
concentration trop faible en amines primaires, ou a une sélectivité trop élevée. Il est possible
qu’elle soit due a une différence d’hydrophobicité ; il serait intéressant de mesurer et comparer
I’énergie de surface des revétements considérés dans ce projet, et notamment leur composante
polaire, afin de vérifier cet aspect. Une autre piste pourrait étre 1’étude de 1’affinité des protéines
avec ces surfaces : il est possible que 1’adsorption compétitive ne tourne pas en faveur des
protéines d’adhésion sur le Paryléne diX AM, et une telle étude donnerait des informations sur

les causes de ce comportement.

Les surfaces L-PPE:N, PETf et PAAm peuvent donc étre utilisées avec une excellente (et
similaire) capacité a favoriser 1’endothélialisation d’un substrat polymérique ; toutefois leurs
procédés de fabrication sont trés différents, et chaque technique présente des avantages et
inconvénients. Le PAAm, par exemple, est greffé sur le PET par une réaction lente et & « haute »
température (24h a 70°C), et la surface de I’échantillon obtenu est trés influencée par de faibles
variations du pH de réaction. Le PETf possede une surface immédiate hautement fonctionnalisée,
mais sujette au recouvrement hydrophobe : une étude du vieillissement permettrait d’évaluer son
impact sur la chimie du PETT et sa capacité a promouvoir ’adhésion cellulaire. Le L-PPE:N, dont
le vieillissement a déja été étudié (Ruiz, St-Georges-Robillard, et al. 2010), présente 1’avantage
d’étre applicable a une grande variété de substrats, et pas seulement au PET ; mais sa fabrication
a basse pression (tout comme le PETf) peut étre un probléme pour la commercialisation du
produit fini. Des revétements « H-PPE:N » ont été fabriqués a pression atmosphérique dans le
laboratoire de Pr. Wertheimer, mais ont prouvé étre moins stables (Ruiz, St-Georges-Robillard, et
al. 2010), notamment apres immersion : ils ne constituent donc qu’un piétre substitut au
L-PPE:N.

5.1.3 Surfaces oxygénées

Parallelement, deux types de surfaces oxygénées ont été étudiés : les surfaces commerciales TCP
de Corning, a base de polystyrene traité par plasma, et les revétements L-PPE:O polymeérisés par

plasma dans nos laboratoires a partir d’'un mélange gazeux d’éthyléne et d’oxygeéne (dilué¢ dans
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I’argon) selon un rapport R = 0,15. La composition chimique du TCP a été mesurée par XPS a
angle résolu (O] =17,2 % pour un angle d’analyse de 45°, ce qui correspond a la littérature
(Shen et Horbett 2001)), avec une concentration en oxygene allant jusqu’a 22 % pour les angles
les plus rasants, soit sur des épaisseurs inférieures a 3 nm. Rappelons que les valeurs en surface
sont les plus significatives, parce que les cellules « pergoivent » seulement cette région. Cette
zone tres proche de la surface est largement occupée par des groupements fonctionnels oxygénés,
avec environ 6 % de groupements carbonyles et autant de carboxyles ou d’esters, pour environ
13,3 % de liaisons simples C-O (Tableau 5.2), qui peuvent notamment correspondre a des
fonctions hydroxyles ou des groupements C-O-C. Les revétements L-PPE:O ont une
concentration en oxygene deux fois plus élevée (prés de 35 %), et donc davantage de
groupements fonctionnels. Il est intéressant de constater que leur répartition (autour de 12 % pour
les fonctions carbonyles et carboxyles/ester ; pres de 25 % de liaisons C-O) est trés semblable a
celle observée a la surface des échantillons de TCP : cette proportionnalité laisse penser que nos
dépots réalisés en laboratoire ont une chimie proche de celle des surfaces TCP, bien qu’a une
concentration en oxygene supérieure, et bien sdr sans les cycles aromatiques propres au
polystyréne. Une des conséquences de cette plus grande concentration en groupements oxygénés,

pourrait étre une charge de surface (négative) plus importante, bien que cela n’ait pas été vérifié.

Les résultats des tests cellulaires réalisés sur les revétements L-PPE:O se sont révélés étre trés
semblables aux revétements L-PPE:N (ainsi que les surfaces PETf et PAAmM), aussi bien
concernant 1’adhésion que la croissance des HUVEC. Cela indique que [I’efficacité¢ des
groupements oxygénés (-OH, C=0, COOH) pour favoriser la prolifération cellulaire est similaire
a celle des amines primaires : aucune différence significative n’a permis d’établir la supériorité
d’un type de fonctionnalisation sur un autre, ce qui va a ’encontre des travaux de Lee et al. (Lee
et al. 1994), selon lesquels les groupements carboxyles notamment ont une efficacité bien
moindre que les amines primaires pour 1’adhésion de cellules CHO, issues d’ovaires de hamsters
de Chine. L’efficacité similaire des surfaces oxygénées et aminées, respectivement chargées
négativement et positivement, montre également que la charge de surface n’est pas un facteur
aussi déterminant que 1’on s’y attendait (Naujoks et Stemmer 2004; Baek et al. 2010). Notons
toutefois que les surfaces oxygénées ont 1’avantage d’étre moins sujettes au vieillissement par

oxydation, ce qui permet une meilleure conservation des propriétés chimiques sur le long terme.
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Les surfaces commerciales oxygénées TCP se sont montrées au moins aussi efficaces que le
L-PPE:O, bien que la croissance des cellules soit difficile a comparer pour des raisons pratiques
(taille des échantillons). Quoi qu’il en soit, la fonctionnalisation plus réduite du TCP par rapport
au L-PPE:O n’affecte pas ses propriétés pour la culture de cellules. Cette observation suggére
que, comme pour les surfaces aminées, il n’est pas utile d’augmenter encore la concentration de
fonctions oxygénées pour améliorer 1’adhésion cellulaire, possiblement a cause d’un effet
stérique qui empécherait les protéines d’adhésion de se greffer sur des sites «actifs » trop

rapprochés.

Tableau 5.2 : Bilan des déconvolutions de pics C1s pour les surfaces oxygénées et hybrides

C-C/C-H C-N C-O0 N-C=0/ COOR/H  Shake-up
(at.%0) (at.%0) (at.%) C=0 (at.%) (at.%) (at.%0)
L-PPE:O 505+14 - 249+0,9 12,7+0,9 11,710 -
TCP* 72,3+19 - 13,3+2,6 59+10 6,3+0,7 22+05

L-PPE:ON 623+35 213%+22 89%1.2 6,4+0,7 1,0+£05 -
Primaria™* 523+21 174+22 92+04 129+15 74+09 0801

*Les échantillons munis d’un astérisque ont été analysés par AR-XPS : les résultats affichés ont
été obtenus avec un angle rasant de 80° par rapport a la normale.

5.1.4 Surfaces hybrides

L’¢tude des surfaces mixtes (azote + oxygene) visait a montrer, expliquer et reproduire
I’amélioration de I’adhésion cellulaire, non pas par 1’accroissement de la concentration en
groupements fonctionnels, mais par la combinaison de groupements oxygénés et azotés afin
d’obtenir un effet de synergie, suggéré par I’efficacité des surfaces commerciales Primaria™

dans la littérature (Steele et al. 1995; Shen et Horbett 2001).

L’analyse de ces surfaces par XPS a donné des résultats surprenants, avec des différences de
composition chimique importantes entre les plagues multi-puits Primaria™ et les boites de Pétri
de la méme appellation : en analyse a angle normal, ces dernieres affichent une concentration en

azote [N] =4,9 % et en oxygene [O] =11,8 %, ce qui correspond aux mesures publiees par
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Fricke et al. (Fricke et al. 2012), tandis que ces concentrations sont plus élevées pour les plaques
multi-puits ([N] = 9,1 %, [O] = 15,3 %). Celles-ci ont également été mesurées avec des angles
plus rasants, et ont montré des compositions proches de celles trouvées par d’autres laboratoires a
des angles similaires (cf. Tableau 2.2). L’ambiguité de la littérature concernant la composition
des surfaces Primaria™ peut donc étre expliquée par des différences de composition entre des
produits portant la méme appellation, avec une fonctionnalisation accrue pour les plaques
24-puits. Ces écarts sont probablement dus a des différences dans le procédé de fabrication,
plutdét qu’a un vieillissement qui aurait été caractérisé par une augmentation de [O] avec la

diminution de [N].

L’analyse de la surface immédiate des plagues multi-puits Primaria™, effectuée avec des angles
trés rasants (>70°) et absente de la littérature a la connaissance de 1’auteur, donne des
concentrations en azote (environ 14,5 %) et en oxygene (autour de 18 %) particulierement
élevées. La déconvolution des pics Cls tirés de ces analyses (Tableau 5.2) confirment une
fonctionnalisation trés importante, avec une forte présence de fonctions carbonyles ou amides,
ainsi que des groupements carboxyles. On détecte également une grande concentration de liaisons

simples C-O et surtout C-N, mais une proportion trés réduite d’amines primaires (< 1 % at.).

La culture de cellules HUVEC sur ces surfaces a montré une adhésion et une croissance
cellulaires encore meilleures que sur le TCP, ce qui confirme la supériorit¢ du Primaria™
annoncée par la littérature. Le TCP et le Primaria™ sont tous deux des substrats de polystyréne
traités par plasma, qui présentent une concentration en groupements carboxyles proche ; la
supériorité du Primaria™ pourrait donc étre due a la présence importante de fonctions amides ou
carbonyles, et/ou aux groupements amines (liaisons C-N), malgré la faible quantité d’amines

primaires.

Des dépots mixtes L-PPE:O,N, a la fois oxygénés et azotés, ont été réalisés afin d’obtenir un
revétement dont la chimie serait aussi variée, et efficace, que celle du Primaria™. Des
revétements peu solubles dans ’eau, d’une épaisseur de 100 nm environ, ont pu étre deposes par
polymérisation par plasma a basse pression a partir d’un mélange d’éthyléne et de protoxyde
d’azote (R = 0,6). L’analyse de ces films par XPS a confirmé 1’incorporation d’atomes d’azote et

d’oxygeéne, a hauteur de 5,6 £ 0,5 % et 11,4 + 0,6 % respectivement, donc en concentration moins
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grande que dans les plagues multi-puits de type Primaria™, mais qui témoignent tout de méme
d’une fonctionnalisation appréciable. La déconvolution des pics Cls obtenus sur ces revétements
(Tableau 4.10) indique que ces hétéroatomes forment surtout des liaisons simples avec les atomes
de carbone, tandis qu’une fraction plus réduite est engagée dans des groupements amides ou
carbonyles, mais la concentration de fonctions carboxyles et esters est quasi-nulle. Le revétement
polymérisé dans notre laboratoire présente donc une chimie assez différente du Primaria™, avec

une incorporation d’hétéroatomes plus faible et des groupements chimiques plus simples.

Or, le revétement hybride L-PPE:O,N a fourni des resultats médiocres pour 1’adhésion cellulaire,
ce que I’on peut expliquer par une incorporation d’atomes d’azote et d’oxygeéne plus réduite que
pour le Primaria™, donc une concentration plus faible en groupements fonctionnels ; ou bien par
une répartition différente des groupements chimiques, révelée par la déconvolution des pics C1s.
En effet, il est probable que la tres faible concentration en groupements carboxyles du
L-PPE:O,N ait eu un impact négatif sur I’adhésion des cellules, étant donné la concentration
élevée sur le TCP et Primaria™ notamment. La combinaison de liaisons simples C-N, trés
présentes dans les films L-PPE:O,N, avec des fonctions oxygénées autres que carboxyliques, ne
semble pas suffire a créer une synergie suffisante pour surpasser 1’efficacité des surfaces non-
mixtes, méme si la prolifération cellulaire est nettement améliorée par rapport au PET non traité.
D’autre part, la présence d’amines primaires, en plus grande quantité que sur le Primaria™, ne

semble pas avoir d’impact significatif sur I’adhésion cellulaire dans le cas des surfaces mixtes.

L’effet de synergie est donc dépendant de la nature et des concentrations respectives des
différents groupements fonctionnels, et n’a clairement pas été reproduite efficacement avec nos
revétements L-PPE:O,N. Leur composition pourrait étre optimisée en ajustant le procédé de
fabrication, i.e. en faisant varier les flux de gaz injectés, la pression ou encore la puissance
fournie au plasma. L’ajout d’un troisiéme gaz pourrait également permettre de mieux controler
les fonctions creées: par exemple, I’utilisation du dioxyde de carbone pourrait faciliter la
formation de carboxyles, et éventuellement améliorer I’efficacité du revétement pour 1’adhésion

cellulaire.

V.1.4. Comparaison des surfaces aminées pour le greffage du sulfate de chondroitine et sa

bioactivité



85

La variabilité des résultats de quantification par TBO et de culture cellulaire, pour des surfaces
aminées sur lesquelles on a greffé des molécules de sulfate de chondroitine, montre le manque de
reproductibilité du procéde de greffage. En effet, bien que la présence de molécules de CS
greffées en surface ait été confirmée pour tous les échantillons, les quantités greffées se sont
avérées tres versatiles, ce qui a évidemment causé des répercussions sur 1’adhésion des cellules :
globalement, on a observé une adhésion limitée des cellules sur les substrats bioactifs (plus faible
que sur les surfaces aminées mais supérieure au PET non traité), suivie d’une croissance accrue
en particulier sur les échantillons de PAAm et PETf, mais la forte variabilité de ces résultats ne
permet malheureusement pas d’identifier de tendances claires et de conclure sur ’efficacité des

différentes surfaces considérées.

Ce constat est inattendu, car le greffage de CS sur des surfaces aminées, et notamment sur des
revétements L-PPE:N, avait déja été effectué avec succes et de maniere reproductible dans le
méme laboratoire, et avait mené non seulement a une faible adsorption de fibrinogenes et de
plaquettes, mais avait également permis de conserver les propriétés adhésives pour les cellules
endothéliales (Thalla et al. 2014).

Le procédé de greffage doit donc étre revu et amélioré, étude actuellement en cours dans le
laboratoire de Pr. Lerouge. Les parametres mis en cause sont notamment la variabilité de
longueur de chaine des molécules de CS, le procédé de filtrage du CS dissous, ainsi que le
ringage des surfaces apres greffage. D’autre part, un procédé différent est actuellement en cours
de développement, qui permettrait d’intégrer des molécules de CS directement dans un

revétement plasma, formant ainsi un revétement bioactif en une seule étape.

V.2. Limites du projet
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Ce projet de maitrise consistait a mener une étude objective et détaillée de différentes surfaces

fonctionnalisées, et, a ce titre, présente quelques limitations.

En effet, la composition chimique des surfaces considérées a largement été obtenue par XPS, et
en partie grace a la déconvolution de pics mesurés a haute résolution ; or, la fiabilité de ces
analyses est limitée car la déconvolution d’un pic en plusieurs sous-pics peut dépendre de
nombreux facteurs, tels que la quantité de sous-pics identifiés, leur largeur, le modeéle
mathématique utilisé, etc. Par exemple, le chevauchement des sous-pics C-C, C-N et C-O dans le
cas des surfaces hybrides, rend la déconvolution plus complexe — et donc moins fiable. Ainsi,
bien qu’il paraisse évident que les groupements carboxyles et esters sont presque absents des
revétements L-PPE:O,N (car ’énergie de liaison propre aux groupements COOR et COOH se
distingue fortement des autres), la quantité de liaisons C-N peut, elle, étre surévaluée. Pour
faciliter le processus d’analyse, des approximations ont été faites, comme supposer qu’un atome
de carbone appartenant a un groupement carbonyle posséde la méme énergie que dans un
groupement amide : cela permet de diminuer le nombre de pics se chevauchant et donc les erreurs
liées a la déconvolution, mais entraine une perte d’information due a I’impossibilité de distinguer
les fonctions proches en énergie (les fonctions carbonyles et amides en 1’occurrence). La méthode
de dérivation par TFBA, bien que récemment critiquée par la littérature (Klages, Khosravi, et
Hinze 2013), a permis de compléter ces analyses en quantifiant les amines primaires avec une
fiabilité jugée suffisante pour 1’application qui nous concerne, mais des incertitudes demeurent

pour certaines fonctions.

D’autre part, le cas du Paryléne diX AM, sur lequel les cellules peinent & proliférer malgré une
haute teneur en amines primaires, illustre bien le fait que la chimie de surface ne suffit pas a
expliquer ou prédire le comportement cellulaire, bien qu’elle y joue un role prépondérant.
D’autres parameétres, comme 1’énergie de surface, la charge et la rugosité pourraient compléter
ces connaissances. Certaines surfaces fonctionnalisées ont déja démontré une « mouillabilité »
(angle de contact de 1’cau) supérieure a celle du substrat non traité (Baek et al. 2010; Gigout et al.
2011) ; mais une étude plus poussee appliquée a toutes les surfaces, notamment avec plusieurs
liquides afin d’évaluer 1’énergie de surface et ses composantes polaires et dispersives, pourrait
étre utile pour expliquer davantage le comportement des cellules sur les différents échantillons
(notamment le Paryléne diX AM), et éventuellement aider a optimiser les revétements

L-PPE:O,N. La topographie, dont I’influence sur le comportement cellulaire a largement été
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étudiée dans la littérature (Wilson et al. 2005; Katti, Vasita, et Shanmugam 2008; Lord, Foss, et
Besenbacher 2010), pourrait étre modifiée afin de pouvoir juger des effets relatifs de la rugosité
sur I’adhésion des cellules par rapport a la chimie de surface ; et éventuellement améliorer
I’adhésion cellulaire en controlant la topographie du substrat avant fonctionnalisation (avec un

traitement par plasma d’oxygeéne par exemple).

Une autre limite de ce projet concerne le développement de surfaces « hybrides », similaires au
Primaria™. En effet, le revétement L-PPE:O,N utilisé pour la culture cellulaire a fourni des
résultats décevants en termes d’adhésion et de croissance cellulaires, et dont la cause peut étre
imputée a une répartition des groupements chimiques peu adéquate, avec notamment une
concentration presque nulle en fonctions carboxyles. Une optimisation de ces revétements, et
notamment une incorporation plus importante d’hétéroatomes, un meilleur contréle de la chimie
de surface, et des essais répétés permettraient sans doute de recréer I’effet de synergie observé
pour les surfaces Primaria™, et par la méme d’avoir une meilleure compréhension de ce
phénomeéne. D’autre part, la stabilité de ces revétements reste a étudier en détails : la stabilité des
groupements chimiques en surface, ainsi que le vieillissement a long terme des dépéts, a 1’air ou

en milieu aqueux, n’ont pas été vérifiés.

Le manque de reproductibilité du procédé de greffage de CS utilisé constitue évidemment une
importante limitation dans ce projet. Bien que ce méme procédé ait déja été utilisé, avec succes,
pour greffer des molécules de CS sur des revétements de L-PPE:N (Charbonneau et al. 2012;
Thalla et al. 2014), notre étude a révélé que les quantités greffées peuvent varier de maniere
remarquable. La comparaison de surfaces aminées exposées au procédé de greffage s’est donc
avérée plus délicate, et finalement a fourni peu de résultats exploitables. Comme nous 1’avons
mentionné, des procédés alternatifs sont actuellement développés, qui permettront possiblement
de pallier a ce probléme, voire méme d’améliorer la rapidité de fabrication et la durabilité du
revétement bioactif. Une autre alternative pourrait étre 1’utilisation d’autres molécules bioactives,
telles que I’héparine, connue pour ses propriétés anticoagulantes (Aksoy et al. 2008), et dont
I’affinité avec plusieurs facteurs de croissance (Vulic et Shoichet 2014) pourrait permettre

d’obtenir des revétements bioactifs variés et efficaces pour des applications spécifiques.

Enfin, la comparaison des différentes surfaces lors de cette étude s’est faite au regard de leur

capacité a favoriser I’adhésion et la croissance de cellules endothéliales, critéres cruciaux pour
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assurer 1’endothélialisation de I’implant vasculaire ; cependant, d’autres critéres sont aussi a
prendre & considération : la capacité des cellules a survivre sur ces surfaces en milieu appauvri
par exemple, mais aussi leur résistance au cisaillement, pour lequel 1’affinité cellule-surface joue
un role majeur. La prise en compte de ces criteres serait un ajout important pour une comparaison
exhaustive des surfaces fonctionnalisées. De la méme maniére, les cellules ont été cultivées
majoritairement sur des films fonctionnalisés par différentes méthodes ; de tels procédés peuvent
étre appliqués sur des substrats de morphologie plus variée, et éventuellement permettre une
meilleure endothélialisation du matériau. Par exemple, une trés bonne réponse cellulaire a été
obtenue sur des revétements L-PPE:N appliqués a des substrats de PET électrofilés (Savoji et al.
2014).
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CHAPITREG6 CONCLUSION

Ce projet de maitrise consistait a étudier des surfaces fonctionnalisées, obtenues par différents
procédes, et comparer leur capacité a promouvoir 1’adhésion et la prolifération de cellules
endothéliales, cruciale pour la conception d’implants vasculaires. L’intérét de cette étude s’est
notamment porté sur la nature des groupements chimiques participant activement a une bonne
adhésion cellulaire ; les amines primaires, par exemple, sont connues pour favoriser 1’adhésion
des cellules. Différentes surfaces riches en amines primaires ont donc été considérées : des
polyméres aminés comme le polyallylamine (PAAmM) et le Parylene diX AM ont été déposés sur
des films de PET, respectivement par greffage chimique et par CVD, avec une excellente
sélectivité en amines primaires ; des procédés par plasma a basse pression ont également été
utilisés, pour fonctionnaliser la surface de films de PET (PETf) ou former une couche mince
organique riche en azote par polymérisation plasma (L-PPE:N). Ces derniers procédés ont
notamment permis d’obtenir une trés bonne densité d’amines primaires, jusqu’a 9% a la surface
immédiate des échantillons de PETf. Certains groupements oxygénés sont aussi des promoteurs
de I’adhésion cellulaire, raison pour laquelle certaines surfaces commerciales pour la culture
cellulaire sont riches en oxygéne : des surfaces développées par Corning (TCP) ont montré une
concentration en oxygene proche de 22% sur les premiers nanomeétres, avec une présence
importante de groupements carboxyles et carbonyles (environ 6% chacun). Le procédé de
polymérisation par plasma a basse pression a permis de créer un revétement (L-PPE:O)
hautement oxygéné (prés de 35% d’oxygéne), avec une répartition en groupements fonctionnels
proportionnelle a celle du TCP. Des surfaces hybrides, a la fois oxygénées et azotées, ont
¢galement été considérées, a I’image des surfaces commerciales Primaria™, qui présentent une
chimie de surface riche (9% d’azote et 15% d’oxygéne sur les premiers nanomeétres) et
complexe ; des revétements mixtes L-PPE:O,N, peu solubles dans ’eau, ont été synthétisés avec

une incorporation d’hétéroatomes un peu moindre et une chimie moins variée que le Primaria™.,

La culture de cellules endothéliales HUVEC a montré que ces surfaces constituent bien une nette
amélioration par rapport au substrat de PET non traité. Les surfaces aminées L-PPE:N, PETT et

PAAmM, ainsi que les surfaces oxygénées L-PPE:O et TCP, ont obtenu d’excellents résultats en
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termes d’adhésion et de croissance cellulaires, avec une efficacité similaire malgré leurs

différences de composition, de concentrations, de profondeur, de structure, etc., ce qui nous a

amené a un certain nombre de conclusions :

(i)

(i)

(iii)

(iv)

(v)

Du point de vue chimique, seules les premieres couches atomiques a la surface du
matériau, de 1’ordre de quelques nanomeétres, sont a considérer pour 1’adhésion des
cellules ; la chimie des couches sous-jacentes n’a que peu ou pas d’influence sur le

comportement cellulaire.

Dans le cas de surfaces azotées, les groupements fonctionnels autres que les

amines primaires jouent un réle mineur dans 1’adhésion cellulaire.

Les groupements aminés et oxygénés peuvent atteindre une efficacité proche pour
promouvoir ’adhésion cellulaire ; par conséquent, le signe de la charge de surface

n’est pas nécessairement déterminant.

L’efficacité similaire de ces différentes surfaces suggere qu’au-dela d’un seuil de
densité de « sites actifs », oxygénés ou azotés, leur quantité n’a plus d’influence

sur le comportement cellulaire.

En revanche, les surfaces Primaria™ ont montré que 1’adhésion cellulaire pouvait
étre encore accrue en combinant les groupements azotés et oxygénés sur une

méme surface, par un effet de synergie.

Toutefois, cet effet n’a pas pu étre observé sur les revétements L-PPE:O,N considérés dans ce

projet. 1l est probable que I’absence de fonctions carboxyles soit a 1’origine de cet échec ; une

optimisation de ces revétements, par la modification des paramétres de dépot ou I’utilisation de

gaz différents, pourrait permettre de recréer cette synergie. D’autre part, la capacité limitée du

Parylene diX AM a favoriser la prolifération cellulaire malgré sa haute teneur en amines

primaires, amene a considérer I’influence d’autres paramétres, comme 1’énergie de surface par

exemple.

Enfin, la formation de surfaces bioactives par le greffage de molécules de sulfate de chondroitine

s’est révélé peu concluante, du fait de la variabilité du procédé utilisé. L’amélioration de ce

procédé, ainsi que le développement de nouvelles méthodes pour créer des revétements bioactifs,

sont actuellement en cours.
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ANNEXE — EPAISSEUR ANALYSEE PAR XPS

Les analyses effectuées par XPS, généralement par détection d’¢électrons ¢jectés normalement a la
surface des échantillons, est estimée a 10 nm environ. Cette annexe a pour but d’apporter des
précisions sur cette estimation, et de maniére générale d’expliciter le calcul de 1’épaisseur
analysée en fonction de différents parameétres, et notamment I’angle de détection. Par soucis de

simplicité, dans cette annexe nous ne considérerons que le cas d’échantillons organiques.

L’épaisseur de détection dépend de la capacité du photoélectron éjecté a traverser la couche de
substrat qui le sépare de la surface. La grandeur caractéristique pour estimer cette capacité est le
libre parcours moyen inélastique, et est propre au matériau considéré, pour une énergie cinétique
donnée. Ainsi, les tables de Cumpson (Cumpson 2001) indiquent que le libre parcours moyen
inélastique d’un électron possédant une énergie cinétiqgue de 1 keV dans le polystyréne, est
3.2 nm. Pour un électron d’énergie cinétique différente, son libre parcours moyen inélastique

efficace peut étre calculé par 1’équation (Cumpson 2001) :
A = A1V x (E /keV)07°

Il est évident que le libre parcours moyen inélastique de 1’électron, dépendant de son énergie
cinétique, va étre fonction de son élément d’origine (Tableau A.1). Ainsi, dans le cas d’un
électron de cceur d’un atome de carbone contenu dans un échantillon de polystyréne, éjecté a la
suite d’un rayonnement X émis par une source de magnésium (hv =1253.6 eV), son énergie

cinétique est d’environ 969 eV d’ou un libre parcours moyen inélastique proche de 3.12 nm.

Tableau A.1: Libre parcours moyen inélastique dans le polystyréne, sous un rayonnement X
(hv=1253.6eV)

Elément Ex(eV) % (nm)
C 968.6 3.12
N 854.6 2.83
O 721.6 2.47
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Par une simple considération géométrique, on peut évaluer la distance parcourue par 1’électron
comme ¢étant proportionnelle au cosinus de 1’angle de détection cosf. Enfin, s’agissant d’un
parcours moyen, on peut estimer statistiquement 1’épaisseur a laquelle on peut détecter les

électrons éjectes :
d = 3;cos0

Les épaisseurs de détection dans le cas d’une analyse d’un échantillon de polystyréne par XPS
sous rayonnement Ko d’une source de magnésium, a divers angles de détection, sont rassemblées

dans le Tableau A.2.

Tableau A.2 : Epaisseurs de détection dans le polystyréne (hv=1253.6eV)

Angle de détection (°)

d (nm)
0 45 70 80
C 9.36 6.62 3.20 1.63
N 8.48 6.00 2.90 1.47

@) 7.42 5.25 2.54 1.29




