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RESUME

Les biomatériaux ont grandement évolué¢ au cours des dernieéres décennies. Il existe
maintenant plusieurs types de biomatériaux polymériques possédant des caractéristiques
physiques et mécaniques adaptées a différentes applications, mais dont la biocompatibilité doit
étre optimisée. Ce projet se concentre sur 'amélioration des propriétés physico-chimiques de la
surface de ces matériaux en y incorporant des amines primaires (R-NH;), un groupement
fonctionnel reconnu pour favoriser 1'adhésion et la croissance cellulaire, et ce, dans le cadre de
deux applications biomédicales. Tout d'abord, on cherche a développer une surface de culture
cellulaire permettant 1'adhésion des monocytes U937. Ces cellules sont utilisées pour étudier
I’effet des particules d'usure des prothéses de hanche dans le cadre de 1’ostéolyse périprothétique,
une des causes majeures de défaillance de ces prothéses. De plus, une des stratégies employées
pour améliorer le taux de succeés des prothéses vasculaires polymériques est la création d'une
couche de cellules endothéliales sur la paroi interne de la prothése. Pour ce faire, 1'obtention d'une
surface améliorant 'adhésion et la croissance des cellules endothéliales de veine ombilicale
humaine (HUVEC) est nécessaire. Des ¢études antérieures ont démontré que l'ajout de
groupements R-NH, sur la surface de culture permet I'adhésion des monocytes U937, selon une

concentration critique [NH;].it, et améliore la prolifération des HUVEC.

Le dépdt de couches minces organiques par photo-polymérisation ultraviolette permet
d'ajouter un revétement riche en groupements R-NH,, nommé UV-PE:N, sur un substrat. Le
dépot chimique en phase vapeur permet également de déposer une couche mince de paryleéne
diX AM riche en R-NH,. La stabilit¢ physico-chimique de ces revétements dans l'air et dans
l'eau, essentielle pour les applications biomédicales, a tout d'abord été étudiée, en mesurant la
perte d’épaisseur et la variation de la composition chimique de la surface, en particulier celle des
amines primaires. Le vieillissement subit par le parylene diX AM en contact avec 1'air ambiant
est responsable d'une diminution de [NH,]/[C] d'environ 6 % sur 22 jours et est seulement causé
par l'oxydation des groupements R-NH,, tandis que dans le cas des deux types d'UV-PE:N
[NH,]/[C] diminue de seulement 2,5 % sur 26 jours et un deuxiéme mécanisme est présent, soit la
réaction des radicaux présents dans la surface avec cet oxygene, qu'il soit dans l'air ou dissout

dans l'eau. L'UV-PE:N présente une insolubilité, malgré une haute concentration en azote, et une



excellente rétention des groupements R-NH, lorsqu'il est immergé dans l'eau, propriétés

essentielles dans le cadre de culture cellulaire.

Ces travaux ont également permis d'établir que 'UV-PE:N, déposé a l'aide d'un ratio de gaz
R valant 0,75, est une surface permettant I'adhésion et la survie des monocytes U937, sans
provoquer de réaction inflammatoire majeure, permettant ainsi 1'étude de 1'effet des particules
d'usure sur celles-ci. L'adhésion des monocytes sur le paryléne diX AM présente un
comportement différent : I'adhésion a court terme est proportionnelle a [NH;], et non régulée par
un seuil critique [NH;]qit, comme cela a été observé sur plusieurs types de revétements déposés
par plasma et ultraviolets, dont 'UV-PE :N. De plus, les cellules ne subsistent pas sur le paryléne

diX AM pendant 24 heures. Ces différences restent toujours a élucider.

Finalement, 1'adhésion et la croissance des HUVEC sur deux types d'UV-PE:N (R =0,75
et 1) sont supérieures a celles sur PET non trait¢ et comparable au L-PPE:N (couche mince
organique azotée déposée a basse pression par plasma, a base d'éthyléne) et aux surfaces
gélatinisées, conventionnellement utilisées en culture cellulaire. L'UV-PE:N est donc un
revétement prometteur qui offre une stabilité¢ dans I'air et dans I'eau permettant son utilisation en

culture cellulaire et qui a démontré sa performance pour deux applications biomédicales.

Mots clés : biomatériaux, amines primaires, dépdt de couches minces, photo-polymeérisation,
polymérisation plasma, XPS, dérivation chimique, ellipsométrie, adhésion cellulaire,

arthroplastie, prothése vasculaire.
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ABSTRACT

Biomaterials have evolved significantly over the past decades. There are now several types
of polymeric biomaterials with physical characteristics suited to different applications. This
project focuses on improving the physico-chemical properties of the surface of these materials by
incorporating primary amines (R-NH;), a functional group known to promote adhesion and cell
growth, in the context of two biomedical applications. First, it is necessary to develop a cell
culture surface that enables the adhesion of U937 monocytes. These cells are used to evaluate the
effect of wear particles produced by the prosthesis in periprosthetic osteolysis, a major cause of
failure of a hip replacement. Second, one of the strategies used to improve the success rate of
polymeric vascular grafts is to create a layer of endothelial cells on the lumen of the prosthesis. A
coating that promotes the adhesion and growth of human umbilical vein endothelial cells
(HUVEQC) is required to achieve that layer. Previous studies have demonstrated that the addition
of R-NH, groups on the coating allows the adhesion of U937 monocytes, provided that their
concentration [NH,] is higher than a certain critical value, [NH;]i; R-NH;, groups were also

found to enhance the adhesion and proliferation of HUVEC.

Two different primary amine-rich coatings are investigated in this work: organic thin films
deposited by vacuum ultraviolet (VUV) photo-polymerization, UV-PE:N; and parylene diX AM,
deposited by chemical vapor deposition (CVD). The physico-chemical stability of these coatings
in air and in water, essential for biomedical applications, was first studied. “Aging” of parylene
diX AM in contact with the ambient air caused a diminution of [NH,]/[C] of around 6 % during
22 days and is caused by the oxidation of R-NH; by atmospheric oxygen, while in the case of
UV-PE:N, the diminution is only of 2,5 % over 26 days. Also, a second aging mechanism is
present: the reaction of trapped free radicals in the coating with oxygen in air or dissolved in
water. The UV-PE:N coating proved virtually insoluble, despite a high concentration of nitrogen
and showed excellent retention of the R-NH, groups when immersed in water, two essential

properties for applications in cell culture.

These studies have also shown that UV-PE:N coatings (deposited with two gas ratios,
R =0.75 and 1) permit adhesion and survival of U937 monocytes without causing any significant
inflammatory response, which enables one to study wear particle effects. However, the adhesion

of U937 monocytes on parylene diX AM manifests a rather different behavior, adhesion being
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proportional to [NH;] and not controlled by the critical threshold, [NH;].it, observed for different
types of plasma-polymer coatings. Also, monocytes do not survive for 24 hours on parylene

diX AM. The cause for these differences remains to be elucidated.

Finally, the adhesion and growth of HUVEC on both types of UV-PE:N (R = 0.75 and 1),
as well as on L-PPE:N and on gelatinized polystyrene, were statistically higher than on untreated
PET. Therefore, UV-PE:N has proven to be a cell culture surface well-adapted for HUVEC, of
similar efficiency to gelatinized polystyrene, a surface known to promote the adhesion and
growth of HUVEC. UV-PE: N is therefore a promising coating that provides stability in air and
in water for use in cell culture and has demonstrated its performance for two biomedical

applications.

Keywords: biomaterials, primary amines, thin film deposition, photo-polymerization, plasma
polymerization, XPS, chemical derivatization, ellipsometry, cellular adhesion, arthroplasty,

vascular graft.
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INTRODUCTION

Les polymeéres synthétiques sont utilisés dans le domaine biomédical depuis longtemps, et
ceci, pour de nombreuses applications. Par exemple, le premier article scientifique sur l'utilisation
du polyéthyléne comme implant synthétique a été publi¢ par Ingraham et al. en 1947 [1]. Depuis,
les biomatériaux polymériques ont grandement évolué¢ et sont utilisés dans une multitude
d'applications, telles que les implants et les organes artificiels. Un biomatériau est matériel,
naturel ou non, biocompatible avec l'organisme humain ou animal. Les biomatériaux sont
¢galement largement utilisés en recherche biologique et médicale comme surface de culture
cellulaire, pour le dosage de protéines, pour la fabrication de laboratoires sur puces, etc. [2]. 1
existe maintenant plusieurs types de polymeres synthétiques possédant des caractéristiques
mécaniques et physiques adaptées a différentes applications. Toutefois, il n'y a pas que ces
propriétés générales qui sont importantes pour la performance d'un biomatériau; ses propriétés
surfaciques le sont également, puisque ce sont les surfaces du biomatériau qui sont en contact
direct avec le milieu biologique et déterminent la réponse biologique de ce milieu. L'idée est donc
de conserver les propriétés générales (par exemple, mécaniques) du biomatériau tout en modifiant
seulement sa surface afin de contréler précisément les interactions biologiques [3]. Il existe ainsi
un domaine d'étude spécialisé¢ dans le développement de surfaces de plus en plus performantes
pour le domaine biomédical. Plusieurs techniques sont disponibles pour modifier les propriétés
de surfaces d'un matériau, telles que la modification par plasma ou rayonnement ultraviolet, le

dépot de couches minces, le greffage de biomolécules, etc.

Ce projet se concentre sur la modification de surfaces polymériques par dépot de couches
minces riches en amines primaires (R-NH;). Ce groupement fonctionnel est connu pour sa
capacité d'améliorer I'adhésion et la prolifération de cellules cultivées sur une surface qui contient
une suffisamment grande concentration [4]. Dans un milieu aqueux a pH physiologique (7,4), les
groupements R-NH, forment NH;"; les charges positives attirent ensuite les protéines portant des
charges négatives contenues dans le milieu de culture de sorte qu'une couche de protéines se crée
sur la surface, permettant 1'adhésion subséquente de cellules [5]. I existe plusieurs fagons de
déposer une couche mince riche en R-NH,. Trois techniques seront discutées dans ce mémoire :
la photo-polymérisation ultraviolette, le dépot de couches minces organiques par plasma

(PECVD) et le dépdt chimique en phase vapeur (CVD).



Ce mémoire s'inscrit dans le cadre de recherches en médecines orthopédique et vasculaire.
La premicre application concerne l'arthroplastie de la hanche, une opération visant a remplacer
cette articulation par une prothése artificielle lorsqu'elle devient trop endommagée. Une des
causes majeures de défaillance de cette prothése est I'ostéolyse périprothétique, une dégradation
de l'os autour de la prothése menant au descellement aseptique [6]. Ce probléme serait relié¢ a la
réaction du systéme immunitaire du corps humain face aux particules d'usure qui se créent lors du
frottement entre deux parties mobiles de l'articulation [7]. Il est donc nécessaire d'étudier 1'effet
de ces particules dans des simulations en laboratoire. Toutefois, cette étude est complexe a
effectuer parce que les monocytes U937 (cellules impliquées dans les réactions immunitaires)
n'adhérent pas aux surfaces de culture in vitro couramment utilisées. Elles demeurent en
suspension alors que les particules d'usure sédimentent au fond de la culture cellulaire [8]. C'est
pourquoi le développement d'une surface permettant 1'adhésion de cette lignée cellulaire est
important. Des études antérieures effectuées dans ce laboratoire indiquent qu'une concentration
de groupements R-NH, supérieure a 4,2 at.% sur la surface de culture permet l'adhésion des

monocytes U937 [9].

La deuxiéme application concerne l'amélioration de prothéses vasculaires synthétiques
utilisées pour remplacer un vaisseau sanguin défectueux afin de rétablir un débit sanguin normal.
L'utilisation d'une prothése purement polymérique est toutefois une cause de défaillance par
thrombogénese, spécialement dans le cas d'un remplacement de vaisseau de petit diametre [10].
Une des stratégies employées pour améliorer le succes des prothéses vasculaires est la création
d'une couche de cellules endothéliales sur leur paroi interne (lumen). Cette couche de cellules est
présente dans les vaisseaux sanguins naturels et sert de barriére entre le sang et la paroi,
permettant de contrdler la thrombogénicité, I'activation, 'adhésion et 'agrégation des plaquettes
et la prolifération des cellules musculaires lisses [11]. Pour créer cette couche endothéliale sur
une prothese, une technique a une seule étape, ou des cellules endothéliales sont prélevées du
patient et inoculées directement sur la prothese, serait idéale. Cette technique nécessite cependant
une excellente efficacit¢ d'adhésion et de prolifération des cellules endothéliales. Pour ce faire,
des études antérieures ont démontré que l'ajout de groupements R-NH, sur une surface

polymérique favorise 1'adhésion et la prolifération de ces cellules endothéliales [12].



Objectifs de recherche

L'objectif principal de ce projet est d'évaluer le potentiel d'un type de couche mince
organique déposée par photo-polymérisation ultraviolette a basse pression, un matériau a base
d'éthyléne riche en amines primaires (UV-PE:N), dans les domaines de médecine orthopédique
ou vasculaire. Ces travaux se feront tout en comparant sa performance a celle du paryléne
diX AM, un polymere commercial déposé par dépdt chimique en phase vapeur et contenant, lui
aussi, des groupements R-NH,; ainsi qu'en référence aux travaux antérieurs sur des revétements

similaires déposés par plasma a basse pression (L-PPE:N).

Etant donné I'importance de la concentration d'amines primaires et de la stabilité physico-
chimique des surfaces, l'un des objectifs spécifiques est d'effectuer la caractérisation des
revétements UV-PE:N et paryléne diX AM afin de connaitre leur comportement au contact de
l'air ambiant et d'un milieu aqueux. Ensuite, I'adhésion des monocytes U937 sur ces revétements
ainsi que leur expression génétique reliée a l'inflammation est évaluée. Finalement, 1'étude de
l'adhésion et la croissance de la lignée cellulaire de cellules endothéliales de veine ombilicale
humaine (HUVEC) est effectuée sur les revétements, comme premicre étape de I'évaluation de

ces revétements pour I'endothélialisation des prothéses vasculaires.
Organisation générale du mémoire

Le présent mémoire rapporte les travaux effectués dans le cadre d'une maitrise (M.Sc.A.)
en génie biomédical a I'Ecole Polytechnique de Montréal, sous la direction des Professeurs
Michel Wertheimer, du département de génie physique de 1'Ecole Polytechnique et Sophie
Lerouge, du département de génie mécanique de 1'Ecole de Technologie Supérieure et du Centre

de recherche du Centre hospitalier de 1'Université de Montréal.

Le chapitre 1 présente une revue de littérature énoncgant les principes théoriques nécessaires
a la compréhension du mémoire. Les différentes techniques de fonctionnalisation de surface y
sont développées. Les amines primaires, ainsi que les différentes techniques permettant de les
incorporer a la surface d'un biomatériau sont présentées. Finalement, les deux applications

biomédicales de ce projet et les études antérieures qui y sont reliées sont également détaillées.

La méthodologie est par la suite présentée au chapitre 2. Une description de la théorie a la

base des différentes techniques de caractérisation utilisées au cours de ce projet est d'abord



présentée, suivie du détail des conditions expérimentales pour chacune des expériences

effectuées.

Le chapitre 3 présente un article scientifique produit au cours de ce projet et publié¢ dans la
revue Plasma Processes and Polymers [13]. 1l porte plus spécifiquement sur I'application
concernant l'adhésion des monocytes U937 et contient, entre autres, les détails méthodologiques
ainsi que les résultats de la majorité des expériences. Le chapitre 4, quant a lui, présente des

résultats complémentaires qui ne sont pas inclus dans l'article scientifique.

Le chapitre 5 contient une discussion générale de tous les résultats du projet. Cette
discussion se veut différente de celle déja exposée dans l'article scientifique au chapitre 3.

Finalement, les limites et perspectives du projet sont détaillées.

En annexe sont présentés deux articles scientifiques auxquels j'ai participé en tant que
deuxiéme auteure. Le premier de Ruiz et al. [14] présente une étude de la stabilité¢ dans I'air et
dans l'eau de plusieurs des revétements mentionnés dans ce mémoire. Le deuxiéme article de
Wertheimer et al. [15] concerne I'étude de l'interaction électrostatique entre les cellules, les

protéines et les revétements possédant une charge non nulle.



CHAPITRE 1 REVUE DE LITTERATURE
1.1 Fonctionnalisation de surface

1.1.1 Polymérisation plasma

1.1.1.1 La physico-chimie des plasmas

Le mot plasma désigne un gaz partiellement ou complétement ionis¢, composé d'espéces
neutres (atomes, molécules) et d'espéces chargées (électrons, ions). Irving Langmuir est le
premier a avoir utilisé ce nom pour désigner ce qu'on appelle aussi le quatriéme état de la
matiere, en plus de solide, liquide et gaz [16]. Il existe deux grands types de plasmas : les
plasmas chauds et les plasmas froids. Les premiers sont des plasmas ou I'équilibre thermique est
atteint pour toutes les particules. Leur température est trés €élevée. Les plasmas chauds typiques
sont présents dans les réacteurs a fusion, le cceur solaire, les arcs au plasma, etc. Dans ce projet,

seuls les plasmas du type froid seront utilisés.

Les plasmas froids sont des plasmas qui n'ont pas atteint 1'équilibre thermodynamique et
dont la température des particules lourdes est proche de la température ambiante. Les plasmas
froids typiques sont les aurores, les flammes, les décharges AC (courant alternatif) et DC
(courant continu, direct current) a basse pression, les tubes fluorescents, etc. Ces plasmas sont
dits « froids » parce que seulement les électrons atteignent une température suffisante pour
provoquer l'ionisation. Les particules lourdes demeurent a une relativement basse température.
Les particules neutres et les ions ayant une beaucoup plus grande masse que les électrons, la
température globale du plasma demeure donc faible. Les parameétres typiquement utilisés pour
décrire les plasmas sont présentés en détail dans le livre de Lieberman et Lichtenberg sur les

principes des décharges plasma et le traitement des matériaux [17].

La création d'un plasma se base généralement sur l'une des trois sources d'énergie
suivantes : radiation d'énergie €levée, champ électrique €élevé ou température €élevée [18]. Dans ce
projet, 1'énergie électrique radio-fréquentielle est utilisée pour créer un plasma a couplage
capacitif (CCP). Ce dernier est l'un des types les plus communs de plasmas industriels. Le
systéme est constitu¢ de deux électrodes séparées d'une distance fixe dans un réacteur ou un débit

de gaz est maintenu a une pression réduite déterminée. Le plasma est généré par une source



¢lectrique a radiofréquence (r.f.), généralement a 13,56 MHz (bande de fréquence « ISM »). Cette

source est reliée a 1'une des deux électrodes, la deuxiéme étant mise a la terre.

Un champ ¢lectrique ¢élevé est alors généré entre les deux électrodes. Quelques électrons
libres contenus dans le gaz sont accélérés par ce champ et ionisent des atomes ou molécules du
gaz par des collisions inélastiques, produisant ainsi des électrons secondaires. Ces derniers sont a
leur tour accélérés par le champ et ionisent d'autres atomes ou molécules. Lorsque le champ
¢lectrique est suffisant, un effet d'avalanche se produit jusqu'a l'atteinte d'une concentration

d'équilibre des €lectrons, 7., et le gaz devient un plasma [18].

La polymérisation plasma est un processus par lequel une couche mince de simili-polymeére
(un matériel différent d'un polymeére typiquer) est déposée sur un substrat a 1'aide d'un plasma.
Dans ce dernier, les especes hautement réactives provenant d'un ou plusieurs gaz « monomeres »
(molécules précurseures) se condensent en simili-polymere (composé organique de poids
moléculaire élevé) sur le substrat. Cette technique, impliquant I'utilisation du plasma, est trés
différente de la polymérisation dite "classique" : cette derni¢re produit un polymeére composé
d'unités de base (« mers ») se répétant en longues chaines, tandis que les simili-polymeres
(dorénavant « polymeres-plasma », PP) impliquent des processus hautement aléatoires créant
ainsi des chaines plus courtes et plus réticulées, ou il n'existe pas d'unité répétitive simple.
L'épaisseur du PP peut varier de quelques nanometres a plusieurs micrometres, dictée par la
durée et la vitesse de dépot, et il adhere a une multitude de types de substrats solides (polymere,

verre, métaux) [19] .

1.1.1.2 Mécanisme de la polymérisation plasma

Le mécanisme de la polymérisation plasma est décrit de fagon simplifiée a la Figure 1-1.
Tout d'abord, le monomere, c'est-a-dire les molécules organiques (ou mélange de gaz)
précurseures, est introduit dans le réacteur plasma. Par des collisions avec des électrons chauds
ou avec des especes excitées provenant du plasma (ions, photons, radicaux), les précurseurs sont
excités ou dissociés en fragments (bris de liaisons chimiques). Les conditions choisies pour
générer le plasma déterminent la nature et la concentration de ces fragments. L'énergie nécessaire
pour briser les liaisons chimiques typiquement présentes dans les monomeéres et autres
précurseurs est inférieure a I'énergie d'ionisation (> 10 eV) de ces molécules. De plus, 1'énergie

cinétique (« température ») de toutes les especes présentes dans le plasma sauf les électrons est de



beaucoup inférieure a 10 eV. Les espeéces créées par la fragmentation du plasma sont donc en
majorité des radicaux neutres de tailles diverses. Ces radicaux peuvent, par la suite, entrer en
collision avec d'autres fragments pour se recombiner entre eux et former des liaisons covalentes
avec ces especes neutres pour générer des fragments de poids moléculaire de plus en plus élevé.
Ces derniers vont ensuite se déposer sur le substrat par plasma-polymérisation, telle que décrite
par Yasuda [20]. Briévement, la croissance de ces macromolécules se fait sur le substrat via une
suite de combinaisons non spécifiques des especes présentes dans le plasma. Durant ce processus,
une certaine fraction de radicaux ne se recombine pas avec d'autres especes et crée une
concentration non nulle de radicaux libres piégés dans le matériau déposé. Le matériau résultant
du dépot est donc composé de macromolécules, fortement réticulées, comprenant une certaine
concentration de radicaux libres. Ces derniers sont en partie la cause du « vieillissement » du
matériau, c'est-a-dire un changement de la composition chimique lorsque le dépdt est exposé a

l'air ambiant et que ses radicaux libres réagissent avec 1'oxygéne de 1'air (voir section 1.2.2) [19].
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précurseures (bris de liaison chimiques)

Figure 1-1: Etapes de la formation d'un PP.

1.1.1.3 Structure des polymeéres-plasma

La structure d'un matériau créé par plasma-polymérisation est donc tres différente d'un
matériau créé par polymérisation classique. En raison des processus aléatoires qui ont lieu dans le
plasma, il est difficile, sinon impossible, de prévoir la structure du matériau en résultant. Il est
donc nécessaire de le caractériser extensivement pour connaitre sa structure et sa composition,
contrairement au cas des polymeres classiques : la structure de ces derniers est généralement
représentative des monomeres utilisé€s et constituée d'unités se répétant en chaine, tel qu'illustré a
la Figure 1-2 pour le cas d'un polymére aliphatique. Quant aux PP, ils sont composés de multiples
courtes chaines réticulées pouvant comporter des insaturations et méme des cycles aromatiques

(voir Figure 1-3) [19].
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Figure 1-2: Polymére classique de poly(éthyléne) (PE) haute densité, adapté de [19].
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Figure 1-3: Structure hypothétique d'un PP d'éthyléne [21].
1.1.1.4 Composition chimique des polyméres-plasma

La nature des molécules introduites dans le réacteur détermine la composition chimique
ainsi que les groupements fonctionnels qui apparaitront dans le revétement. Les molécules
peuvent étre amenées dans le réacteur sous forme d'un seul ou plusieurs composés gazeux ou par
la vaporisation d'un liquide. Contrairement a la polymérisation classique, ou le groupement
fonctionnel voulu doit étre présent dans la molécule précurseure, la polymérisation plasma peut
étre assez flexible quant au choix des molécules précurseures. Le choix du ou des gaz/liquides
précurseurs se fait donc selon les éléments chimiques voulus et dans certaines situations, les
groupements fonctionnels voulus. Si, par exemple, un revétement contenant des groupements
carboxyles (COOH) est désiré, il est possible d'utiliser la vapeur d'acide acrylique

(CH,=CHCOOH) comme précurseur [22]. 1l est a noter cependant que, selon les conditions de



dépot, il est probable que les groupements fonctionnels COOH soient fragmentés dans le plasma.
C'est pourquoi une des stratégies employées fréquemment consiste a choisir un mélange de gaz
contenant ensemble les ¢léments requis pour former les fonctionnalités voulues. Par exemple, il
est possible d'inclure dans le dépot le méme groupement carboxyle en utilisant deux gaz
précurseurs, I'é¢thyléne (C,Hy), qui sert de base pour la polymérisation, et 'oxygéne dilué dans
I'argon a 10 % (O;-Ar), le CO; ou une autre source d'oxygéne qui fournit I'oxygeéne nécessaire a
la formation des groupements COOH. L'avantage de cette derniére méthode est qu'il est possible
de varier la concentration de chacun des gaz indépendamment, permettant de changer la
concentration relative des espéces dans le plasma. Cette flexibilité quant a la nature des gaz
précurseurs permet l'utilisation de précurseurs possiblement moins colteux et moins

toxiques [23].

1.1.2 Photochimie d'ultraviolets lointains

Une deuxiéme approche émergente pour fonctionnaliser une surface polymére consiste a
utiliser la photochimie produite par des photons ultraviolets lointains (VUV, vacuum ultraviolet)
pour modifier la surface ou polymériser une couche mince sur la surface. Dans ce projet, la
création de couches minces de simili-polymére par photochimie VUV est étudiée plus en
profondeur. Cette technique se base sur des mécanismes tres similaires a la polymérisation
plasma. La principale différence provient de la fagon dont 1'énergie est transmise aux molécules
précurseures présentes dans le réacteur, lui aussi sous vide partiel. Dans le cas de la
polymérisation-plasma, 1'énergie provient surtout des électrons chauds possédant une large
distribution EEDF (fonction de distribution en énergie des électrons, electron energy distribution
function) pseudo-maxwellienne; par contre, dans le cas de la polymérisation par photochimie
VUV, I'énergie provient de photons émis par une lampe avec un spectre d'émission précis. Par
exemple, la lampe au krypton (Resonance, Ltd, Barrie, Canada) utilisée au cours de ce projet
possede deux pics d'émission, a 116,5 nm et 123,6 nm, ce dernier étant de loin le plus intense.
Comme nous le verrons, ce pic quasi-monochromatique permet d'obtenir des réactions plus
spécifiques et sélectives durant le dépot. En effet, tel que présenté a la Figure 1-4, I'ammoniac
(NH3) absorbent les photons a 123,6 nm, ce qui scinde la molécule de NH; en radicaux —NH; et —
NH et en hydrogeéne. Ces radicaux n'absorbent pas les photons a 123,6 nm, ce qui est idéal pour

le dépdt de revétements riches en amines primaires (R-NH;), étant donné que les radicaux
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d'amines primaires ne seront pas dissoci€s a nouveau avant de se polymériser sur un substrat [24].
L'é¢thyléne (C,H4) est également absorbent également ces photons provoque la formation

d'acétylene (C,Hy) selon les deux processus suivants [25] :
C,H, +hv - C,H, + H,

C,H, + hv > [C,H; + H] - C,H, + 2H
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Figure 1-4: Coefficients d'absorption £ de I'ammoniac (NH3) et de 1'éthylene (C,H,) gazeux (axe
de gauche) et pics d'émission de deux lampes VUV, au krypton (Kr) et au xénon (Xe) (axe de

droite) en fonction de la longueur d'onde 4 [26], reproduite avec permission.

1.1.3 Modification de surfaces polymériques par plasma

Une autre approche pour fonctionnaliser une surface polymérique consiste a modifier sa
structure chimique a l'aide d'un plasma. Quatre effets majeurs sont observés a différents degrés
lors de l'interaction entre un plasma qui ne crée pas de dépot et une surface organique : (i) le
nettoyage de la surface de la contamination organique ou de molécules d'eau, (ii) l'ablation de
matériel de la surface, (iii) la réticulation d'une couche pres de la surface et (iv) la modification
de la composition chimique de la surface. En utilisant les gaz et les paramétres de plasma
appropriés, il est possible de favoriser le quatrieme effet. La principale différence entre cette
technique et la polymérisation plasma est que ce traitement par modification n'ajoute pas de

nouvelle matieére sur la surface : elle ne fait que modifier la composition et la structure de
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quelques couches moléculaires (dizaines de nanometres) de la surface du matériau par le plasma.
Cependant, cette approche permet d'ajouter a la surface une multitude de différents groupements
fonctionnels, selon la nature du ou des gaz utilisés [27]. Par contre, un inconvénient de cette
approche est que la quantit¢ de groupements qu'il est possible d'incorporer a la surface est
souvent limitée par rapport a la polymérisation plasma. L'oxydation des polyoléfines (un type de
polymeére) par un traitement corona dans l'air provoque la formation de matériaux oxydés de
faible poids moléculaire (LMWOM) qui disparaitront de la surface aprés un lavage avec un
liquide polaire comme I'eau. De plus, la réorganisation hydrophobe (hydrophobic recovery),
phénoméne fondamental d'origine thermodynamique, fait en sorte que les groupements polaires a
la surface du matériau ont tendance a s'enfouir dans celui-ci, diminuant ainsi la concentration

surfacique de ces groupements [28].

1.1.4 Dépot chimique en phase vapeur

Le dépdt chimique en phase vapeur (CVD) est une technique permettant de déposer une
multitude de types de couches minces comme des métaux ou des polymeres [29]. La technique
générale se base sur l'introduction d'un ou plusieurs gaz réactifs précurseurs dans une chambre de
dépot contenant un substrat. Plus précisément, pour le dépot de polymeres, le précurseur, sous
forme solide ou liquide, est introduit dans une premiere chambre du réacteur et est sublimé ou
évaporé, respectivement. La vapeur résultante est transférée dans la chambre de dépdt ou le
substrat est placé. Les espéces présentes dans la vapeur s'adsorbent (se condensent) sur le
substrat ou elles vont former un nouvel ilot, se greffer a un ilot existant ou retourner sous forme
gazeuse. Lorsque suffisamment d'espéces se condensent, une couche mince est créée. Le taux de
dépot dépend de la rapidité de déplacement de la vapeur de précurseurs vers la chambre de dépot
et du taux de condensation de cette vapeur. Si un plasma est présent dans la chambre de dépot
pour participer a la polymérisation sur le substrat, cette technique est nommeée dépot chimique en
phase vapeur assistée par plasma (PECVD), correspondant a la polymérisation plasma décrite a la

section 1.1.1 [29].

1.2 Biomatériaux et leurs interactions avec les cellules

La définition d'un biomatériau est un matériau non viable utilisé dans un dispositif médical

destiné a interagir avec des systémes biologiques [2]. Les biomatériaux sont grandement utilisés
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dans le domaine médical, comme dans les implants, les organes artificiels, les systémes de
livraison de médicaments, etc. Ils sont également trés utilisés dans la recherche biologique et
médicale comme surface de culture cellulaire, pour le dosage de protéines en laboratoire et pour
fabriquer les laboratoires sur puces [2]. Dans le cadre de culture cellulaire avec milieu de culture
avec sérum, ou lors de l'interaction avec le corps humain, l'adhésion, la prolifération, la
différenciation, etc. d'une cellule sur une surface se font via l'interaction entre la surface, les
biomolécules présentes (par exemple, un milieu de culture avec sérum contient, entre autres, des
protéines, des polysaccharides, des lipides, des sels, de 1'urée et des glucides) et, enfin, la cellule.
Lorsqu'une suspension de cellules dans leur milieu de culture est déposée sur un biomatériau, les
protéines contenues dans le milieu de culture couvrent rapidement la surface de celui-ci. La
nature de la couche de protéines adsorbées est déterminée par les propriétés chimiques
(groupements fonctionnels précis) mécaniques et morphologiques de la surface du
biomatériau [30]. Les cellules possédent une multitude de récepteurs a leur surface, récepteurs
capables de reconnaitre spécifiquement les protéines. Les cellules vont donc, a travers leurs
récepteurs et les ligands correspondants (protéines) adhérer a la couche de protéines présente sur
le biomatériau et réagir a cette couche (voir Figure 1-5) [2]. Par exemple, I'adhésion d'une cellule
nécessite que les protéines d'adhésion appropriées soient présentes, tandis que la prolifération
requiert que les facteurs de croissance et les cytokines adéquats soient adsorbés sur la
surface [31]. Ainsi, cette interaction regle un ensemble de mécanismes intracellulaires
déterminant la survie, I’expression génétique, la synthese et le phénotype, soit les caractéristiques
observables, de la cellule [30]. Les cellules sont également capables d'adhérer sur une surface
malgré l'absence de sérum dans le milieu de culture (donc en l'absence de biomolécules et

protéines). D'autres mécanismes que ceux présentés ici en sont responsables [32].

Les interactions entre une surface synthétique et les cellules vivantes (du corps humain par
exemple) sont ainsi au cceur de ce projet. Comme décrites plus haut, ces interactions se
produisent, entre autres, via des réactions physico-chimiques entre les groupements fonctionnels
de la surface, les biomolécules présentes et, ensuite, les cellules. Ainsi, si 1'on veut favoriser
I'adhésion des cellules sur une surface, il faut optimiser les réactions physico-chimiques qui ont
lieu entre ces acteurs. L'intérét de la fonctionnalisation de surface, que ce soit par polymérisation
plasma, par photochimie d'ultraviolets lointains, par modification par plasma ou par dépot

chimique en phase vapeur, est d'ajouter des groupements fonctionnels présélectionnés sur des
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matériaux qui en sont dépourvus, tels que les polymeéres organiques conventionnels (polyoléfines,
polyester, poly(tétrafluoroéthyléne) (PTFE), etc.). Par l'ajout de groupements fonctionnels
adéquats, il est possible de favoriser 1'adhésion, la prolifération, la migration, la différentiation et
la résistance a l'apoptose de cellules humaines ou animales. Il est également possible de favoriser
la répulsion des cellules sur une surface, utile dans le développement des biomatériaux
antithrombogéniques ou antifouling (surfaces qui repoussent les protéines et les cellules
vivantes) [33]. Les pétris de polystyréne traités par plasma pour améliorer la culture des cellules

sont couramment utilisé en culture cellulaire [34].
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Figure 1-5: Mécanisme d'adhésion général d'une cellule sur une surface via ses récepteurs et les
ligands disponibles. Reproduite de la référence [35], avec l'autorisation de reproduction de

Landes Bioscience.
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1.2.1 Amines primaires

Plusieurs types de groupements fonctionnels sont d'intérét pour favoriser I'adhésion
cellulaire : les groupements carboxyles (COOH), les groupements hydroxyles (OH) et les amines
primaires (R-NH;), etc. Le groupement fonctionnel d'intérét principal dans ce projet est I'amine
primaire. Lorsqu'un groupement R-NH; est immergé dans un milieu aqueux a pH physiologique
(pH = 7,4), il forme un groupement NH3" et libére un groupement OH™ dans 1'eau, ce qui résulte
en une charge nette positive sur la surface riche en R-NH,. Cela favorise les interactions
¢lectrostatiques avec les protéines possédant des charges négatives, attirant ainsi ces protéines sur
la surface de culture et, selon la nature de ces protéines, favorisant 1'adhésion des cellules [5]. Un
des exemples d'utilisation des groupements R-NH; est la commercialisation du Primaria™ (BD
Biosciences, Franklin Lakes, USA), une surface de culture cellulaire traitée par plasma pour

incorporer des groupements fonctionnels azotés sur la surface d'un pétri, dont R-NH, [34].

1.2.2 Fabrication de surfaces riches en amines primaires

Il existe plusieurs techniques pour ajouter des groupements R-NH, sur la surface d'un
biomatériau, détaillées aux sections 1.1.1, 1.1.2, 1.1.3 et 1.1.4. Chacune de ces techniques
possede ses forces et ses faiblesses. De facon générale, I'avantage de la polymérisation plasma
par rapport a la modification par plasma est la concentration de groupements fonctionnels qu'il
est possible d'intégrer a la surface. En effet, avec les bonnes conditions de dépot, une plus grande
concentration de groupements fonctionnels peut €tre atteinte avec la polymérisation plasma [22].
La technique de dépdt par photochimie d'ultraviolets lointains est une toute nouvelle technique
qui permet d'intégrer une quantité de groupements fonctionnels similaire a la polymérisation-
plasma et qui permet des réactions plus spécifiques permettant 'obtention d'une sélectivité

[NH;]/[N] plus ¢levée (voir section 1.1.2).

Chacune de ces techniques, toutefois, est sujette au phénoméne du vieillissement. Il s'agit 1a
d'un changement de la composition chimique en fonction du temps. Plusieurs facteurs influencent
ce phénomene; ils sont énoncés au Tableau 1.1. Parmi ceux-ci, 1'oxydation et la solubilité sont
deux facteurs qui affectent particulierement les R-NH,. L'oxydation des amines primaires par
I'oxygene de I'air ambiant est néfaste a un stockage a long terme, tandis que la solubilité, dans les

cas de dépdt de couches minces, nuit a 1'utilisation du revétement en milieu aqueux, donc dans la
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plupart des milieux physiologiques. Le mécanisme proposé d'oxydation du carbone des amines

primaires est, d'apres Ruiz et al. [14], le suivant :

Imines

TTJHZ hv IFHZ 0, ITIHE ]T” L IT!HJ ITIHJ Amides
/C\H —> /C'\ —> /C‘\—O—O'- + /CH —> /C —0-OH + C{ —>» Hydroxylamines

R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1T R2 RI' R2 R1T R2 Oximes

Nitro compounds

L'hydrolyse des R-NH, par 'humidité de I'air ambiant est également un processus résultant en
une augmentation de la concentration d'oxygeéne. C'est pour cette raison qu'une étude du
vieillissement au contact de 1'air et de 'eau est essentielle au développement de biomatériaux
performants dont les surfaces sont riches en amines primaires. Les radicaux libres (voir
section 1.1.1.2) créés lors de la polymérisation plasma ou par ultraviolets sont également
responsables du vieillissement lorsqu'ils se recombinent avec les molécules de l'air ambiant,

comme O; et H,O, par exemple. Voici le mécanisme proposé par Ruiz et al. [14] :
¢ + 0, —>» (C—0—0O
C—0—0 + RH —>» (C—0—OH + R
c—0—-0- + ¢c—0—0- —>» (C—0—0—C + O,

C—0—0OH or C—0—0—C —>» Ketones, aldehydes, alcohols, esters
unstables

La réorganisation hydrophobe est également un mécanisme de vieillissement présent dans ce type
de couche mince. Dans ce phénomene thermodynamique, les groupements polaires a la surface

du matériau ont tendance a s'enfouir a l'intérieur, réduisant leur concentration surfacique.

Tableau 1.1: Facteurs influengant le vieillissement d'un revétement de surface. Adapté de [22].

Facteurs
Internes Externes
Entropie Oxydation
Enthalpie interfaciale Solubilité
Densité de réticulation Adsorption de contaminants
Température
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1.2.2.1 Polymérisation plasma

Si la voie de la polymérisation plasma est choisie, l'incorporation d'amines primaires sur un
matériau se fait via le dépot d'un revétement de PP sur ce substrat. Les caractéristiques voulues
pour ce type de revétement sont une haute concentration en amines primaires, [NH;], jumelée a
une solubilité minimale, lorsque le revétement est utilisé dans le cadre d'application en solution
aqueuse, telle que la culture cellulaire ou pour des dispositifs destinés a étre implantés.
L'expérience démontre que plus la concentration d'azote est élevée, plus la solubilité¢ du
revétement est grande [14]. Donc, 1'obtention d'un revétement insoluble et riche en R-NH,; est un

défi a relever.

Plusieurs groupes de recherche travaillent sur le développement de couches minces riches
en amines primaires pour des fins biomédicales en utilisant diverses conditions de dépot. Par
exemple, Yang et al. [36] utilisent 1'allylamine (AA, C3HsNH,) comme gaz précurseur pour
déposer une couche riche en amines primaires sur une surface de TiO, afin d'y greffer de
I'héparine. Zhao et al. [37] contrélent la croissance cellulaire des fibroblastes de souris et
d'ostéoblastes humains grace au dépot d'un PP créé a base d'heptylamine (HA, CH3(CH,)sNH,)
en vapeur. Artemenko et al. [38], quant a eux, ont caractérisé extensivement des revétements
créés par pulvérisation magnétron de Nylon destinés a des applications biomédicales. Lassen et
al. [39] ont étudié I'adsorption compétitive de protéines sanguines sur un revétement polymérisé a

partir de 1,2-diaminocyclohexane (DACH, C¢H;o(NH;),).

Deux systemes de polymérisation plasma de revétements riches en R-NH, sont disponibles
dans le laboratoire du Professeur Wertheimer de 1'Ecole Polytechnique. Premiérement, un
systeme a pression atmosphérique avec éthyleéne (C,Hy) et azote (N;) dont les revétements riches
en R-NH,, nommés H-PPE:N, ont montré leur capacité d'augmenter 1'adhésion et la croissance
cellulaire des cellules musculaires lisses vasculaires, des fibroblastes et des cellules souches
mésenchymateuses [40, 41]. Deuxiémement, un réacteur plasma r.f. a basse pression avec
¢éthyleéne (C,H4) et ammoniac (NHs) (décrit plus en détail a la section 2.1.1) permet de déposer
une couche mince riche en R-NH; de polymeére-plasma nommé L-PPE:N [42]. Une étude
caractérisant la stabilité physico-chimique de ces deux revétements a été effectuée dans le
laboratoire par Ruiz ef al. [14]. Celle-ci a permis d'identifier un type de L-PPE:N idéal pour la

culture cellulaire en raison de sa faible solubilité¢ et de sa haute concentration en groupements
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R-NH,. Ce revétement est le L-PPE:N déposé avec un ratio R de gaz égal a 0,75; il est utilisé¢ au
cours de ce projet comme surface de référence. Il a démontré sa capacité a promouvoir 1'adhésion
et la croissance des cellules endothéliales de veine ombilicale humaine [12]. 1l a également
permis de greffer des biomolécules actives pour créer des surfaces anti-apoptotiques [43]. Il a
¢galement été utilisés pour inhiber I'expression du collagéne de type X dans une culture cellulaire

de cellules souches mésenchymateuses provenant de patients souffrant d'arthrose [41].

1.2.2.2 Photo-polymérisation ultraviolette

Cette technique de dépdt a été développée par le laboratoire du Professeur Wertheimer et
est, a la connaissance de I'auteure de ce document, la seule de ce type en fonction pour le dépdt
de couches minces riches en groupements R-NH,. Un systeme de dépdt de ce type est disponible
dans notre laboratoire a 1'Ecole Polytechnique et est extensivement utilisé pour le présent projet.
Ce systeme a tout d'abord été utilisé pour étudier l'incorporation d'azote dans les polyoléfines par
photochimie VUV dans une atmosphére a basse pression d'ammoniac par Truica-Marasescu
et al. [44]. 1l a ensuite été utilisé pour le dépot de couches minces, a base d'éthyléne, riches en
groupements R-NH, par photo-polymérisation ultraviolette (UV-PE:N) [26]. En raison d'une aire
de dépot initiale trés petite (voir section 2.1.2), peu d'expériences de culture cellulaire ont été
effectuées sur des revétements créés par ce systeéme. Girard-Lauriault et al. [9] ont toutefois pu
cultiver des monocytes U937 sur ce type de surface. L'étude est détaillée a la section 1.3.1. La
caractérisation de la stabilit¢ de 'UV-PE:N a été effectuée par Ruiz et al [14] et Truica-
Marasescu et al. [24] et les ratios R valant 0,75 et 1 entre les deux gaz lors du dépdt ont été
identifiés comme revétements adaptés a la culture cellulaire pour leurs concentration et rétention

¢levées, au contact de 1'air et de 1'eau, de R-NHj; ainsi que pour leur faible solubilité.

1.2.2.3 Modification de surface

Plusieurs groupes de recherche utilisent la modification par plasma pour incorporer des
amines primaires a la surface d'un polymeére. Ramires et al. [45] ont modifié par plasma
d'ammoniac ou d'oxygene le poly(éthyléne téréphtalate) (PET) afin de promouvoir la croissance
de cellules endothéliales de veine ombilicale humaine (HUVEC). Pu ef al. [46] ont également
utilisé un plasma d'ammoniac pour améliorer la prolifération des HUVEC sur le PET et le PTFE.
Chen et al. [47] ont modulé les réponses cellulaires grace a la combinaison d'un plasma d'azote

(N») et d'hydrogene (H;) et une topographie de surface particuliére créée dans du polystyréne-co-
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maleicanhydride (PSMAA). Bergemann et al [48] ont stimulé la migration cellulaire
d'ostéoblastes humains a travers une matrice artificielle de polycarbonate (PC) grace a un

traitement au plasma d'ammoniac (NHj3).

1.2.2.4 Dépot chimique en phase vapeur

L'obtention d'une haute valeur de [NH,] sur la surface, ainsi qu'une solubilité minimale est
aussi souhaitée pour les revétements déposés par d'autres procédés de polymérisation classique,
tels que le dépot de paryléne [49]. Ce dernier est un type de polymere créé par dépot chimique en
phase vapeur a partir d'un dimére de base, le poly(p-xylyléne) (décrit a la section 2.1.3). Il existe
une multitude de diméres de base possédant diverses fonctionnalités. Le paryléne d'intérét pour
ce projet est la version diX AM (Kisco Conformal Coating LLC, San Jose, USA) possédant un
groupement R'NH, (voir Figure 2-3A). Un des avantages de ce type de couche mince est qu'en
raison de son procédé¢ de fabrication et de sa molécule précurseure, les amines primaires
constituent le seul groupement azoté présent dans le paryléne diX AM, a la différence des
revétements déposés par plasma ou ultraviolets. Byoung-Jin ef al. [S0] ont utilisé le paryléne
diX A, une variété de paryléne légérement différente du diX AM, contenant aussi un groupement
R-NH,, comme couche intermédiaire dans un senseur de résonance des plasmons de surface,
instrument qui mesure la liaison entre un ligand et un récepteur. Ce type de parylene a également

¢été utilis€ par Robinson et al. [51] dans un systeme de livraison de médicaments ciblé.

1.3 Problématiques étudiées

Cette section présente les deux applications biomédicales reliées au domaine des
biomatériaux pour lesquelles le potentiel d'utilisation d'une couche mince organique déposée par

photo-polymérisation ultraviolette a basse pression, 'UV-PE:N, sera étudié au cours de ce projet.

1.3.1 Arthroplastie de la hanche

L'arthroplastie de la hanche est une opération visant a rétablir le fonctionnement de
l'articulation de la hanche lorsque celle-ci devient trop douloureuse [6]. Cette douleur est
généralement associée a l'arthrite ou a une autre maladie articulaire reliée a 1'age des patients et a

la dégénération du cartilage. L'arthroplastie de la hanche consiste a remplacer par une prothése
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les parties détériorées de l'articulation. Une radiographie d'une prothése de hanche est présentée a

la Figure 1-6.

Figure 1-6: Radiographie préopératoire de la hanche d'un patient avant une deuxiéme reprise de
la chirurgie due au descellement aseptique. Les fleches dénotent des régions de résorption du

tissu osseux [52], reproduite avec permission.

D'apres le Registre canadien des remplacements articulaires (RCRA), 28 045 arthroplasties
de la hanche ont été effectuées dans les hopitaux canadiens du ler avril 2005 au 31 mars 2006, ce
qui représente une augmentation de 62 % par rapport a 1995-1996 [6]. De ce nombre, 13 000
remplacements de la hanche étudiés plus en profondeur révelent que 12 % des interventions
étaient des deuxiemes, troisiémes ou quatriémes reprises chirurgicales et plus. La cause la plus
commune de ces reprises €tait le descellement aseptique (perte de fixation de la prothese) , dans
48 % des cas [6]. Ce dernier représente donc un probléme majeur de défaillance d'une prothése

de hanche et une cause importante de chirurgies qui pourraient étre évitées.

Le descellement aseptique se produit lorsque I'os autour de la prothése est dégradé par
ostéolyse périprothétique, tel que présenté par les fleches sur la Figure 1-6. Les observations
cliniques indiquent que ce probléme serait reli¢ a la réaction du corps face aux particules d'usure
produites par le frottement entre les deux parties de la prothése soit la cupule et la téte

fémorale [7]. Ces deux parties peuvent étre constituées de différents matériaux. Dans 1'étude
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approfondie faite par le RCRA, 79 % des surfaces d'appuis utilisées étaient métal sur plastique,
14 % céramique sur céramique, 6 % métal sur métal et 2 % étaient céramique sur plastique. Le
métal, constitué¢ dans la majorité des cas de cobalt et de chrome représente donc une surface tres
utilisée lors de l'arthroplastie de la hanche [6]. Le frottement continuel des deux parties lors du

déplacement de 'articulation crée des particules d'usure, par exemples Co*" et le Cr”.

Le mécanisme menant a la résorption osseuse (dégradation du tissu osseux et réabsorption
des minéraux) et au descellement aseptique des implants implique les monocytes et les
macrophages, qui font partie de la famille des leucocytes (globules blancs) et interviennent dans
le systéme immunitaire. Les monocytes se déplacent habituellement dans les vaisseaux sanguins,
puis transitent vers les organes, ou ils se différentient en macrophages ou en cellules dendritiques
pour participer a la réponse immunitaire. Les monocytes, ainsi que les macrophages, sont des
cellules phagocytaires, c'est-a-dire qu'elles enveloppent et ingerent les cellules apoptotiques, les
pathogenes et les particules étrangeéres au corps humain [53]. Lorsqu'un implant est placé dans le
corps, les monocytes et les macrophages migrent vers celui-ci en raison des cytokines produites
dans l'environnement de l'implant. Par la suite, les monocytes adheérent a l'implant et se
différentient en macrophages. Ceux-ci vont par la suite, soit tenter d'envelopper 1'implant en se
fusionnant, créant ainsi des cellules géantes, soit tenter de phagocyter les particules d'usure créées

par le frottement de 1'implant.

L'interaction entre les macrophages et les monocytes, les particules d'usure et les cellules
osseuses n'est pas entierement comprise [8]. Il existe deux catégories de cellules osseuses : les
ostéoblastes et les ostéoclastes. Les ostéoblastes sont responsables de la production du tissu
osseux tandis que les ostéoclastes sont a l'origine de la résorption du tissu osseux. L'idée
actuellement acceptée est que les particules d'usure stimulent la production par les monocytes de
cytokines promouvant la résorption du tissu osseux par les ostéoclastes. Il est toutefois difficile
de cultiver in vitro des monocytes humains qui ne sont pas des cellules primaires (obtenues
directement d'un sujet humain). En effet, la lignée cellulaire de monocytes humains U937 [54]
n'adhére pas aux surfaces de culture in vitro disponibles typiquement, soit le poly(styréne) (PS),
le poly(styréne) pour culture cellulaire (TCPS), le PE, le poly(propyléne) (PP), le PET, le PTFE
et le Primaria™ (BD Biosciences, Franklin Lakes, USA), une surface spécialement congue pour
la culture cellulaire. Cela pose un probleme lors de I'é¢tude de l'interaction des ces cellules avec

les particules d'usure parce que ces particules coulent au fond de la boite de pétri de culture alors
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que les monocytes demeurent en suspension [7, 8, 55]. C'est pourquoi le développement d'une
surface permettant I'adhésion de la lignée cellulaire de monocytes U937, jugée représentative de

la réaction des monocytes humains in vivo [56], est important.

La stratégie employée pour ce faire est basée sur des travaux de Girard-Lauriault et al. [9]
démontrant I'importance des amines primaires lors de 1'adhésion des monocytes sur une surface.
Au cours de cette étude, la concentration d'azote critique, [N]gi, sur la surface nécessaire a
I'adhésion des monocytes U937 a tout d'abord été déterminée pour plusieurs types de
revétements. Une valeur différente de [N].i: a ét€é mesurée pour chacun de ces revétements, sauf
dans le cas du revétement polymérisé par plasma a pression atmosphérique a base d'acétyleéne,
riche en azote (H-PPA:N), ou aucune adhésion n'a été observée, méme en présence d'une haute
valeur de [N]. Un exemple de ce seuil critique d'azote est représenté a la Figure 1-7. Sur I'image
de gauche, la concentration d'azote est suffisante ([N] =25 % d'atomes mesurés par spectroscopie
des photoélectrons X (at.%)) pour promouvoir l'adhésion des monocytes sur toute la surface,
tandis que sur I'image de droite (ou [N] =23 at.%), on peut constater que, malgré une différence
de concentration de seulement 2 at.%, il n'y a pratiquement pas d'adhésion de monocytes sur la
surface. La valeur de [N]i; est donc environ 24 at.% pour ce revétement. La Figure 1-8 rapporte

les valeurs de [N]i¢ pour les autres revétements étudiés (barres d'histogrammes).

Figure 1-7: Démonstration de 1'effet de [N]: sur 1'adhésion des monocytes U937. Les cellules
ont été incubées pendant 1 heure sur des films de H-PPE:N (PP déposé a pression atmosphérique
a base d'¢thylene riche en azote) ou : A) [N] =25 at.%, et B) [N] =23 at.% [9], reproduite avec

permission.

L'étape suivante du projet de Girard-Lauriault et al. a ét¢ de déterminer la concentration

d'amines primaires sur chacune des surfaces, c'est-a-dire, quelle proportion de I'azote
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correspondant a [N]; est sous la forme d'un groupement R-NH,. Cette concentration, [NH;]cit,
est présentée sur la Figure 1-8 pour chacun des revétements avec un point dans la barre
d'histogramme. Le fait particuliérement frappant ici est que la valeur de [NH; ] est trés similaire
pour chacun des revétements, alors que [N]. varie grandement. Cela indique que ce n'est pas [N]
qui est un facteur dans I'adhésion des monocytes U937 sur une surface, mais plutdt [NH;], qui
doit étre au minimum 4,2 + 0,5 at.% (ligne pointillée de la Figure 1-8). Ce résultat est confirmé
par l'absence d'adhésion sur le H-PPA:N, revétement qui, malgré une trés haute valeur de [N],

contient moins de 2,0 at.% d'amines primaires, ce qui est sous le seuil critique.

30

[

- |
SN
st ||
2
10 F
I
st |4 |ed —[#d |4 - - -

o
L-PPE:N H-PPE:N VUV-PE:N VUV-PM:N H-PPA:N

Figure 1-8: Mesure de la concentration [NH;].i nécessaire a 1'adhésion des monocytes U937 sur
différents revétements. Les barres d'histogramme représentent [N].i: tandis que les points
représentent [NH;]qir. L'absence de barre d'histogramme et de point pour le H-PPA:N indique
qu'aucune adhésion n'a été observée, signifiant qu'aucun seuil critique d'adhésion n'a été observé.
La valeur moyenne de [NH;]i: est représentée par la ligne horizontale pointillée et correspond a

4,2 +£ 0,5 at.% [9], reproduite avec permission.

Outre I’adhésion cellulaire, les propriétés des surfaces de culture influencent d’autres
mécanismes cellulaires, notamment leur expression génétique. L'expression génétique d'une
cellule est le processus par lequel un géne de son code génétique est utilisé pour produire un
produit génique, tel que les protéines. Pour produire ces dernieres, un géne est tout d'abord
transcrit en acide ribonucléique (ARN) messager (ARNm) dans le noyau de la cellule eucaryote,
puis en protéine via la traduction de I'ARNm par un ribosome dans le cytoplasme. L'expression
génétique regle donc le phénotype de la cellule, soit les caractéristiques observables, a partir de

son code génétique (génotype). Puisque la surface sur laquelle les cellules sont adhérées
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influence le comportement de la cellule (voir section 1.2) et, donc son expression génétique [31],
il est nécessaire d'é¢tudier 1'effet de cette surface sur les monocytes U937. L'expression génétique
de ces cellules lors de leur adhésion sur différentes surfaces riches en amines primaires a
également été étudiée par Girard-Lauriault et al. pour les génes des cytokines TNF-a et 11-1[,
entre autres. Ces cytokines sont sécrétées par les monocytes lors d'une réponse immunitaire et
sont reconnues pour jouer un role central dans l'ostéolyse des implants orthopédiques [57, 58].
Girard-Lauriault et al. ont observé une augmentation transitoire de l'expression génétique de
TNF-a et II-1B atteignant 15 et 7 fois celle du controle (suspension cellulaire), aprés 3 h
d'adhésion (voir Figure 1-9). L'augmentation de l'expression génétique du contrdle apres 3 h
d'adhésion représente l'effet de la méthodologie employée sur les cellules pour effectuer
I'inoculation. L'expression revient par la suite a la normale aprés 12 h et demeure similaire a
l'expression du controle jusqu'a 24 h d'adhésion, permettant de conclure qu'une réponse
inflammatoire transitoire s'est produite lors de I'adhésion des monocytes U937 sur le L-PPE:N.
L'obtention d'une surface de culture qui n'induit pas une réponse inflammatoire soutenue est

nécessaire pour effectuer 1'étude de l'interaction entre les monocytes et les particules d'usure.

Un des objectifs du projet est donc d'évaluer le potentiel de couches minces organiques
déposées par photo-polymérisation ultraviolette riches en amines primaires (UV-PE:N) comme
surface adaptée a la culture des monocytes U937. Pour ce faire, l'adhésion et l'expression

génétique (TNF-a et II-1P) de ces cellules seront étudiées.
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Figure 1-9: Expression génétique des cytokines TNF-a et Il-1p par les monocytes U937. Ces
derniers ont été cultivés jusqu'a 24 h en suspension (controle) (o) et sur H-PPE:N (o) et
L-PPE:N (m), contenant [NH;] > [NH;]rit. Chaque point représente la moyenne + 1'écart-type de

3 expériences [9], reproduite avec permission.

1.3.2 Médecine vasculaire

Une autre problématique visée par ce projet de maitrise concerne l'amélioration de
I'adhésion de cellules endothéliales a la paroi interne d'une prothése vasculaire. En Europe et aux
Etats-Unis, plus d'un million de pontages coronariens et des membres périphériques sont
pratiqués par année [59]. Un pontage consiste a remplacer une partie d'une artére ou d'une veine
par une autre artére ou veine provenant du patient ou par une protheése afin de rétablir le débit
sanguin. L'utilisation d'un vaisseau sanguin autologue constitue la méthode de choix pour
effectuer un pontage réussi puisque les propriétés physiques du vaisseau prélevé sont celles qui se

rapprochent le plus de celles du vaisseau original. Cette technique est toutefois impossible a
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appliquer dans certains cas ou aucun vaisseau du patient n'est disponible ou adéquat, soit parce
qu'il a déja été utilisé pour un autre pontage, ou soit pour des raisons de maladie affectant la
qualit¢ du vaisseau. L'utilisation d'une prothése synthétique est donc la solution. Toutefois,
l'utilisation d'une prothése purement polymérique meéne a des défaillances dans le cas d'un
remplacement de vaisseau de petit diametre (moins de 6 mm) [10]. Plusieurs raisons expliquent
cette tendance a 1'échec : thrombogénicité de la prothése, une disparité entre les compliances du
vaisseau (aptitude du vaisseau a changer de volume lorsqu'une pression est appliquée) et de la
prothése et l'absence de couche de cellules endothéliales sur la paroi interne de la prothése [11].
Les matériaux couramment utilisés pour former une prothése sont le PET tiss¢ (DACRON) et le

PTFE expansé (ePTFE).

Une des stratégies employées pour améliorer le succés de l'implantation d'une prothese
vasculaire est 1'inoculation de cellules endothéliales sur la paroi interne de la prothése afin de
créer une couche continue de ces cellules, créant ainsi une barriére entre le sans circulant a
l'intérieur et la prothése. Dans un vaisseau sanguin, cette couche de cellules sert de barriére entre
le sang et la paroi artérielle ou veineuse et permet de contrdler la thrombogénicité, 'activation,
I'adhésion et l'agrégation des plaquettes, l'adhésion des leucocytes et la migration et la
prolifération des cellules musculaires lisses [11]. La technique actuellement utilisée en clinique
pour créer une telle couche de cellules endothéliales est une technique a deux étapes. Elle
nécessite d'abord le prélévement de cellules provenant du patient; la culture in vitro, pendant
deux a quatre semaines, de ces cellules dans un pétri afin qu'elles proliférent; puis leur
inoculation sur la prothese avant I'implantation [60]. Toutefois, il est difficile de créer une couche
endothéliale compléte et totalement résistante au débit sanguin et elle comporte le désavantage de
nécessiter une période d'attente de deux a quatre semaines, période que certains patients ne
peuvent se permettre. Egalement, le risque d'infection de la culture in vitro augmente avec le
temps de culture [61]. C'est pourquoi une technique a une seule étape, ou les cellules sont
prélevées du patient et directement inoculées sur la prothese, sans période d'attente de plusieurs
jours laissant le temps aux cellules de proliférer, serait idéale. Cette technique nécessite toutefois
une efficacité d'adhésion et de résistance au débit sanguin des cellules qui soient suffisantes pour

maximiser l'intégrité de la couche endothéliale.

L'ingénierie de surface propose d'améliorer l'adhésion et la croissance des cellules

endothéliales sur une prothése par diverses techniques de fonctionnalisation de surfaces. La



26

modification de surface par plasma d'ammoniac [45, 46] et l'ajout de protéines d'adhésion sur la
surface de la prothése [62] sont des avenues possibles. Gigout et al. [12] ont plutdt opté pour le
dépot de couches minces riches en R-NH; destinées a promouvoir I'adhésion et la résistance au
débit sanguin des cellules endothéliales de veine ombilicale humaine (HUVEC), un mode¢le de
cellules endothéliales. Ainsi, le pourcentage d'adhésion des HUVEC a 30 min, 1, 2, 4 et 8 h a été
étudié sur plusieurs surfaces : le PET, matériel constituant les prothéses, le L-PPE:N et le H-
PPE:N, deux revétements polymérisés par plasma riches en R-NH, déposés sur PET et le PS
gélatiné, un contrdle positif reconnu pour promouvoir la prolifération des HUVEC. Les résultats,
présentés a la Figure 1-10, démontrent que les revétements polymérisés par plasma riches en
amines primaires augmentent significativement le pourcentage et le taux d'adhésion

comparativement au PET et au PTFE.
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Figure 1-10: Cinétique d'adhésion des HUVEC sur PET, PET gélatin¢, H-PPE:N (20 sccm, H20),
H-PPE:N (50 sccm, H50), L-PPE:N (R = 0,75, L0.75), L-PPE:N (R =1, L1) et PS gélatiné. Dans
le cas du H-PPE:N, 20 et 50 sccm correspondent au débit de 'ammoniac dans le réacteur lors du
dépot. Le ratio R représente le ratio des gaz insérés dans le systeme de dépdt du L-PPE:N :
R = Fyus/Feong. La différence entre les surfaces polymérisées par plasma et le PET est

significative (p < 0,05) sauf pour L-PPE:N (R = 1) 4 30 min [12], reproduite avec permission.
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CHAPITRE2 METHODOLOGIE

Ce chapitre présente les différentes techniques de dépot de couches minces utilisées lors de
ce projet. La théorie des différentes techniques de caractérisation physique de ces couches minces
est ensuite présentée ainsi qu'une technique biologique permettant de caractériser l'expression
génétique d'une cellule. Finalement, les conditions expérimentales des expériences réalisées dans
le cadre de cette maitrise sont présentées en détail. Puisque certaines expériences sont détaillées

dans la section 3.2.3, celles-ci sont seulement résumées ici.
2.1 Techniques de dépot des différents revétements

2.1.1 L-PPE:N

La fabrication du L-PPE:N, polymére-plasma déposé a basse pression, a base d'éthylene,
riche en azote, se base sur le principe de la polymérisation par plasma froid dans un réacteur r.f. a
basse pression, présenté dans plusieurs articles [14, 42, 63, 64]. Le systéme est constitu¢ d'une
chambre cylindrique d'aluminium et d'acier d'environ 20 cm de haut par 20 cm de diamétre (voir
Figure 2-1). La pression de la chambre est initialement réduite sous 0,13 Pa (1 mTorr) a l'aide
d'une pompe turbomoléculaire (Leybold, Cologne, Allemagne) suivie d'une pompe mécanique
(Leybold, Cologne, Allemagne). Les gaz désirés sont ensuite introduits dans la chambre de dépot
via un distributeur de gaz en forme de pomme de douche (shower head distributor) de 10 cm de
diameétre et des débitmetres électroniques (flow meters) (Vacuum General, San Diego, USA). Les
gaz utilisés lors de ce projet sont 1'¢thyléne (C,H4), avec un débit fixe de 20 sccm, et 'ammoniac
(NH3) avec un débit pouvant varier de 0 & 60 sccm. Le ratio R des deux gaz (= Fyus/Fc2n4) peut
donc varier entre 0 et 3. La pression interne p de la chambre est ensuite fixée a 80 Pa (600 mTorr)
par une valve papillon (butterfly valve) (MKS, Andover, USA) reliée a un manometre (pressure

gauge) capacitif (MKS "Baratron", Andover, USA).

Un plasma a couplage capacitif généré par une source de r.f. de 13,56 MHz (ENI,
Rochester, USA) est créé entre 1'¢lectrode de puissance, de 10 cm de diamétre, et les parois du
réacteur, mis a la terre. Le bon couplage du plasma est assuré par un adaptateur d'impédance
automatique (Plasma-Therm, St-Petersburg, USA). La distance entre le distributeur de gaz et

1'¢lectrode de puissance, ou est posé le substrat recevant le dépot, est de 15 cm. Plusieurs types de
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substrats peuvent étre utilisés : du verre, un morceau de gaufre de silicium cristallin (c-Si) ou des
polyméres, comme le poly(propyléne) orienté biaxialement (BOPP), le polyimide (Kapton®) et le
PET.
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Figure 2-1: Schéma du systeme de dépot par plasma r.f. & basse pression utilisé pour déposer un

revétement de L-PPE:N [64], reproduite avec permission.

Tous les résultats présentés dans les chapitres suivants ont ét¢ obtenus a l'aide des

parameétres de dépot résumés dans le tableau suivant.

Tableau 2.1: Parameétres utilisés pour le dépot de L-PPE:N.

Parametres Valeur
Pression interne de la chambre 80 Pa (600 mTorr)
Puissance du plasma 10W (Vg=-40V)
Ratio R 0,75
Temps de dépot 15 min
Epaisseur résultant du temps de dépot ~ 100 nm
Substrats utilisés c-Siet PET

2.1.2 UV-PE:N

Le systéme utilis¢ pour fabriquer les polyméres-plasma déposés par ultraviolets a basse

pression a base d'éthyléne riche en azote (UV-PE:N) est décrit dans plusieurs articles [13, 14, 24-

26, 65]. 1l est constitué d'une chambre de dépot en acier inoxydable en forme de croix (voir
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Figure 2-2A) ou la pression est tout d'abord réduite sous 0,13 Pa (1 mTorr) par une pompe
turbomoléculaire (Leybold, Cologne, Allemagne) suivie d'une pompe mécanique (Leybold,
Cologne, Allemagne). Les gaz voulus sont ensuite introduits dans la chambre de dépot par des
débitmetres €lectroniques (Vacuum General, San Diego, USA). Le débit d'éthyléne (C,Hy), Feopa,
est gardé constant a 50 sccm tandis que le débit d'ammoniac (NH3), Fnys, peut étre varié entre 0
et 75 scem. Le ratio R des deux gaz peut donc varier entre 0 et 1,5. La pression totale des gaz
dans la chambre de dépot est augmentée a 13,3 Pa (100 mTorr) lors du dépot et maintenue
constante par une valve papillon (MKS, Andover, USA) reliée a un manometre capacitif (MKS

"Baratron", Andover, USA).

La «polymérisation », pour ce systetme, se fait a l'aide de réactions photochimiques
d'ultraviolets lointains (VUV). Plusieurs lampes sont disponibles pour ce systéme, soient des
lampes au Krypton (Kr), au Xénon (Xe) et au deutérium (D,) (Resonance, Ltd, Barrie, Canada).
Ces lampes produisent des rayons VUV par une décharge électrique sans ¢€lectrodes induite par
des radiofréquences (100 MHz) dans un gaz noble. Chacun des gaz produit des rayons VUV
d'une longueur d'onde, A, différente, et donc d'énergie différente. Le Tableau 2.2 présente ces
diverses valeurs. Ces gaz, a basse pression, sont contenus dans une ampoule scellée par une
fenétre en MgF, possédant une longueur d'onde de coupure de A. = 112 nm. La lampe au krypton
est choisie pour ce projet en raison de la spécificité des réactions chimiques induite par cette
énergie pour produire des groupements R-NH, (voir section 1.1.2) La distance entre le porte-

¢échantillon et la lampe est fixée a 1 cm.

Tableau 2.2: Longueurs d'onde produites par chacune des lampes VUV

Gaz Longueurs d'onde, A
Kr 123,6 nm

Xe 147,0 nm

D, 110-170 nm

Initialement, en raison de la taille réduite de la fenétre de la lampe (@ = 1 cm), il n'était pas
possible de produire des échantillons de plus de 1 cm? dans un dépédt unique. Cela complique
l'utilisation de ce revétement en culture cellulaire ou les études nécessitent généralement
plusieurs échantillons de surface pour effectuer les expériences. Un porte-échantillon de type

«convoyeur » a donc été fabriqué spécialement pour ce systéme (voir Figure 2-2B). Ce
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convoyeur permet le défilement d'un ruban de substrat devant la lampe, rendant ainsi possible le
dépot d'un échantillon de 1 cm par 24 cm. Ceci nécessite des temps de dépot plus longs qu'avec
un porte-¢chantillon fixe, en raison du défilement du substrat. Toutefois, en raison des différents
temps d'attente nécessaires a la production d'un dépot (atteindre le vide initial, élimination des
impuretés en laissant le substrat sous vide plusieurs minutes, vider les lignes de gaz, etc.) qui sont
effectués 1 fois (pour un ruban de 24 cm?) au lieu de 24 fois (pour 24 échantillons de 1 cm?), il
diminue globalement le temps de dépét de 'UV-PE:N en grande surface. Plusieurs substrats
peuvent étre utilisés s'ils remplissent les deux conditions suivantes : le substrat doit pouvoir tenir
sur le convoyeur et il doit résister a une possible dégradation par les rayons VUV. Une gaufre de
silicium, coupée en carrés de 1 cm” collés le long du convoyeur, ou des polyméres comme le

Kapton® et le PET, trés résistants aux VUV et coupés en ruban, peuvent étre utilisés.

A B
Gag inlet
(C;Hy/NH;)
—
Motor MgF,
drive Conveyor window
Gears /
T K
:mq— hv
~— -
Reactor /
c o © *-h__mssm VUV source
gauge

Butterfly
valve ﬁ

Vacuum pumps

Figure 2-2: A): Schéma du systeme de dépot par photo-polymérisation ultraviolette utilisé pour
déposer 'UV-PE:N. B) Porte-échantillon de type « convoyeur » permettant de déposer le

revétement sur un ruban de 1 cm par 24 cm [13], reproduites avec permission.

Tous les résultats présentés dans les chapitres suivants ont été obtenus a l'aide des

parametres de dépot résumés dans le tableau suivant.
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Tableau 2.3: Parametres utilisés pour le dépdt de 'UV-PE:N.

Paramétres Valeur
Pression interne de la chambre 13,3 Pa (100 mTorr)
Lampe Krypton (4 = 123,6 nm)
Ratio R 0,75 et 1
Temps de dépot 4,5hpour R=0,75et7hpour R=1
Epaisseur résultant du temps de dépot ~30 nm
Substrats utilisés c-Si, Kapton® et PET

2.1.3 Parylene diX AM

Le systéme utilis¢é pour déposer le revétement de parylene diX AM (Kisco Conformal
Coating LLC, San Jose, USA) se situe a l'Institut Fraunhofer du génie des interfaces et
biotechnologie (FhIGB), a Stuttgart en Allemagne. Ce systéme est basé sur le dépot chimique en
phase vapeur (CVD) (voir section 1.1.4) [13, 49, 66, 67]. Puisque 1'auteure n'a pas participé a la
fabrication de ces revétements, le systeme de dépot n'est présenté ici que treés brievement. Tout
d'abord, le poly-aminomethyl-[2,2]-paracyclophane est introduit sous forme d'un dimere en
poudre (voir Figure 2-3A) dans le systéme (voir Figure 2-3B) et chauffé a 130 °C pour étre
sublimé. La vapeur traverse ensuite une région a haute température (650 °C) ou le dimeére est
dissoci¢ en deux fragments moléculaires (radicaux-monomeres). Ces précurseurs radicalaires
sont par la suite dirigés vers la chambre de dépot sous vide a la température de la piece, ou ils se
condensent et polymérisent sur le substrat pour former le revétement de paryléne sous forme de
couche mince continue et lisse [49]. Les €chantillons utilisés au cours de ce projet ont donc été
fabriqués en Allemagne; ils consistent en une premicre couche mince d'environ 2 pm de
paryléne C (une version chlorée de la molécule) déposée sur du BOPP (poly(propyléne) orienté

biaxialement), suivi d'une deuxiéme couche de paryléne diX AM d'environ 100 nm.
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Figure 2-3: A) Dimere du paryléne diX AM contenant un groupement R-NH,, ou m =n ([13],
reproduite avec permission). B) Schéma du systeme de dépot de paryléne du FhIGB [66].

2.2 Techniques de caractérisation

2.2.1 Spectroscopie des photoélectrons X

Une des techniques de caractérisation les plus couramment utilisées en science des surfaces
et des couches minces est la spectroscopie des photoélectrons X (XPS), aussi connue sous le nom
de spectroscopie électronique pour l'analyse chimique (ESCA). Cette technique a valu le prix
Nobel de physique en 1981 au Dr Kai Siegbahn [68]. Elle permet de mesurer quantitativement la
composition chimique (sauf les éléments hydrogene et hélium) preés de la surface d'un matériau

condens¢é (moins de 10 nm de profondeur).

Plusieurs effets se produisent lorsqu'un photon X interagit avec un matériau. Le XPS se
base sur 1'¢jection de photoélectrons de la surface due a l'interaction de ce matériau avec les
photons. Le photon d'une énergie hv élevée frappe un atome et ce dernier absorbe I'énergie du

photon. Un électron provenant d'une couche profonde, par exemple la couche K, est éjecté de
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I'atome (voir Figure 2-4) en possédant une énergie cinétique décrite par 1'équation suivante :

Ex=hv—E,—¢ (2.1)
ou Ej; est I'énergie cinétique de 1'¢lectron ¢&jecté (kinetic energy), hv est 1'énergie du photon
incident, £ est 1'énergie de liaison de 1'électron éjecté (binding energy) et ¢ est la fonction

caractéristique propre a l'appareil XPS utilis¢ [69].
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Figure 2-4: Diagramme représentant I'émission d'un photoélectron K par l'absorption d'un

photon X [70], reproduite avec permission.

Ainsi, en mesurant I'énergie cinétique Ej de 1'électron éjecté, et en connaissant 1'énergie du
photon incident (rayon X) ainsi que la fonction ¢ de 'appareil (reliée entre autres a la qualité du
vide), il est possible de calculer 1'énergie de liaison £, de I'électron avant qu'il soit &jecté. Cette
valeur particuliere d'énergie de liaison d'¢lectrons de cceurs (core-electrons) est propre a chaque

¢lément, permettant ainsi de connaitre précisément 1'élément duquel I'électron a été éjecté.

Pour mesurer la concentration de différents éléments présents dans les premiers 10 nm
d'une surface, 1'échantillon est placé dans un systéme a ultravide (< 10”7 Pa ou 10” Torr). La
profondeur d'analyse est limitée a ce 10 nm en raison de la profondeur d'échappement (escape
depth) des électrons. Ceux situés au-dela de cette profondeur dans le matériau réagissent avec le
matériau et sont réabsorbés par celui-ci avant de se rendre a la surface. Ils ne sont pas éjectés du
matériau et ne sont donc pas détectés. Un vide poussé est nécessaire afin que les électrons éjectés
du matériau puissent se rendent au détecteur sans étre diffusés par des collisions avec des
molécules gazeuses résiduelles et afin d'éviter la contamination de I'échantillon par ces
molécules. Ensuite, une source soigneusement sélectionnée de rayons X émet des photons
d'énergie hv (voir équation 2.1) connue précisément (afin de calculer le plus précisément possible
I'énergie de liaison de I'électron éjecté). L'émission produite par la cible métallique des rayons X

est composée de raies caractéristiques de transitions électroniques propres a cet élément. C'est
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'émission provenant de I'une de ces raies étroites qui est utilisée pour bombarder 1'échantillon.
Dans le cadre de ce projet, la cible utilisée est le magnésium (Mg) et sa raie Ko [71]
(hv=1253,6 eV [70]). Finalement, un spectrométre hémisphérique mesure I'énergie cinétique Ej
des électrons émis par 1'échantillon et produit un spectre des énergies de liaison E} (voir la Figure
2-5) présentant des pics correspondant aux électrons de cette énergie caractéristique. Chaque pic
correspond donc a un élément particulier sur la surface de 1'échantillon et l'aire sous ce pic est
reliée a la quantité de cet €lément sur la surface par un facteur de sensibilité. L'aire est calculée en
¢liminant tout d'abord le bruit de fond. Plusieurs techniques de soustraction sont disponibles pour
enlever ce bruit de fond. Dans ce projet, la technique utilisée est la soustraction Shirley qui
assume que l'intensité du bruit de fond est proportionnelle au nombre total de photoélectrons sous
cette énergie de liaison [72]. Il est donc possible de déduire quantitativement la concentration
d'éléments présents sur une surface sauf l'hydrogéne et 1'hélium. Ces derniers possédent des
orbitales de cceur avec une section efficace trop petite; la probabilité d'interaction entre les
rayons X et ces orbitales est donc trop faible pour que des électrons éjectés soient détectés en
quantité¢ suffisante. La concentration mesurée par XPS est exprimée en pourcentage atomique
(at.%). Les résultats de ce projet sont obtenus a l'aide d'un VG ESCALAB 3MKII en utilisant la
raie Ka d'une cible de magnésium a une incidence normale (0 ©). L'analyse des résultats est

effectuée par le logiciel Avantage v4.12 (Thermo Electron Corporation, Waltham, USA)..

Comme il n'est pas possible de calculer la concentration absolue d'un élément en raison de
l'absence de détection d'hydrogene et d'hélium, la concentration de chaque élément est souvent
présentée, dans le domaine des matériaux organiques, comme un rapport entre la concentration de
I'élément et la concentration du carbone. Comme le carbone, C, est généralement 1'€1ément le plus
abondant dans des matériaux organiques, il devient la référence a partir de laquelle les autres
¢léments sont comparés, particulierement utile pour comparer différents échantillons. Toutefois,
dans le cadre des polymeéres-plasma et autres revétements étudiés ici, il est possible de créer des
matériaux riches en azote, ou la concentration de carbone, [C], n'est plus nécessairement plus
¢levée que celle des autres ¢léments, par exemple N. [C] n'est donc plus une bonne référence et
c'est pourquoi la plupart des mesures sont présentées ici en rapport avec la totalité des éléments

détectés au XPS (qui sont, dans ce projet, C, N, O et F) :

[E](at. %) = i o < (2.2)
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Figure 2-5: Spectre XPS de type survol (cible Mg, 18 mA et 12 kV; raie MgKa) effectué sur un
échantillon d'UV-PE:N de 200 nm sur c-Si, R=0,75. On peut observer les différents pics
d'énergie de liaison correspondants aux différents €¢léments (C, N et O). L'aire sous la courbe de

chacun des pics est reliée a la concentration de 1'élément.

L'énergie de liaison E}, varie également selon les liaisons que 1'é1ément en question effectue
avec d'autres ¢éléments. Ainsi, chacun des pics XPS correspondant & un élément est en réalité
compos¢ de plusieurs sous-pics décalés légerement les uns des autres. Le pic de C correspond,
par exemple, aux liaisons qu'il effectue avec lui-méme ou les autres €léments (N, O, etc.) présents
dans 1'échantillon (C-C, C=C, C-N, C-N=0, C-O, etc.). En préparant un spectre haute résolution
sur chacun des pics principaux, il est possible de déconvoluer ces pics et de trouver la
contribution de chaque type de liaisons et, ainsi, déterminer les groupements fonctionnels

présents. Cette déconvolution se base sur plusieurs €léments a priori connus et tabulés, tels que la
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position en énergie des liaisons possibles (le pic C-C est situé a 285,0 eV et le pic C-N est situé¢ a
285,8 eV), largeur a mi-hauteur typique des pics et une estimation préalable des liaisons
présentes. Finalement, la concentration des liaisons identifiées pour un ¢élément (la liaison C-N du
carbone) doit correspondre a la concentration des liaisons de 1'élément correspondant (la liaison
N-C de l'azote). Cette déconvolution peut toutefois étre complexe, voire impossible, si les sous-
pics ne sont pas suffisamment séparés en énergie et se chevauchent [73]. Les Figure 2-6 et Figure
2-7 représentent deux spectres haute résolution d'azote provenant d'un échantillon de Paryléne
diX AM. Sur la Figure 2-6, il est ais¢ d'identifier deux sous-pics alors que sur la Figure 2-7, il est
possible de déconvoluer le pic en trois sous-pic, en assumant que l'azote effectue plus d'un type
de liaison. Cependant, le degré de confiance envers ce résultat n'est pas aussi grand que pour la

Figure 2-6 en raison du chevauchement des sous-pics a la Figure 2-7.
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Figure 2-6: Spectre XPS de haute résolution (cible Mg, 18 mA et 12 kV; raie MgKa) sur le pic
correspondant a 1'azote d'un échantillon de Paryléne diX AM tel que déposé. La courbe de la

partie supérieure du graphique représente l'erreur commise par la modélisation.
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Figure 2-7: Spectre XPS de haute résolution (cible Mg, 18 mA et 12 kV; raie MgKa) sur le pic
correspondant a l'azote d'un échantillon de Paryléne diX AM en contact avec l'air ambiant
pendant 22 jours. La courbe de la partie supérieure du graphique représente l'erreur commise par

la modélisation.

2.2.2 Dérivation chimique

La dérivation chimique permet de déterminer la concentration d'un groupement fonctionnel
particulier présent a la surface de 1'échantillon. Elle est particulierement intéressante dans les cas
ou la déconvolution XPS haute résolution est difficile et lorsqu'il est important de connaitre cette
concentration. La technique se base sur l'utilisation de marqueurs chimiques se liant
sélectivement au groupement fonctionnel en question. Il existe bon nombre de ces marqueurs
pour détecter divers groupements fonctionnels. Dans ce projet, le marqueur utilisé est le 4-
(trifluoromethyl)benzaldehyde (TFBA), puisqu'il se lie tres sélectivement aux amines primaires

(R-NH,), tel qu'illustré a la Figure 2-8. Il est aussi facilement détectable et quantifiable par XPS
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puisqu'il ajoute trois atomes de fluor par groupement R-NH;; le fluor n'étant évidemment pas

présent dans les divers revétements considérés dans ce projet.

CFa

CFs3

derivatized
. plasma-treated PE

.......................................

.......................................

Figure 2-8: Réaction de dérivation des groupements R-NH; avec le TFBA, ajoutant trois fluors
par groupement R-NH; (illustré ici sur un film de PE traité par plasma) [74], reproduite avec

permission.

Pour mesurer [NH;], un premier spectre XPS est acquis avant toute dérivation, permettant
de mesurer la concentration de chacun des ¢léments a la surface, soit typiquement [C],, [N], et
[O]u. L'indice «u » désigne un échantillon non dérivé (underivatized). L'échantillon est par la
suite placé sur une lamelle de verre, elle-méme placée sur un lit de 1 cm d'épaisseur de billes de
verre (2 mm de diametre) dans un contenant en verre. Quatre gouttes de TFBA sont déposées
délicatement sur les billes, sans toucher 1'échantillon. Le contenant est fermé hermétiquement et
placé dans un four a 45°C pendant 3 h pour assurer une réaction compléte de tous les
groupements R-NH, présents. Un deuxiéme spectre XPS est alors acquis apres dérivation (d'ou

l'indice « d ») pour mesurer [C]g, [N]g, [O]q et [F]4, le fluor provenant du TFBA (Figure 2-8) [42].
Tel que mentionné plus haut, trois fluors sont ajoutés pour chaque groupement R-NH,. La
mesure % correspond donc a [NH;],. Les concentrations relatives [O] et [C] sont elles aussi

modifiées par la réaction avec le TFBA, mais ce n'est pas le cas de [N] puisque le nombre
d'atomes N a la surface ne change pas en cours de dérivation. Il suffit donc de diviser par [N]gq

pour obtenir la « sélectivité » en amines primaires du dépot :

[NH,],  [Flg
N 3 100 (2.3)
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I1 est également intéressant de considérer les équations suivantes :

[NH,], = X [N], % 100 (2.4)

NHl,  [Fla [Nl
[Cla ~ 3INIa <TG, <100 (23)

ou I'équation 2.5 désigne le nombre de groupements R-NH, par 100 atomes de C [42].

2.2.3 Ellipsométrie

L'ellipsométrie est une technique de caractérisation optique qui permet de mesurer plusieurs
paramétres intéressants d'un dépot mince de facon non-destructive, tels que son épaisseur, son
indice de réfraction et sa rugosité de surface. Elle se base sur le fait que la lumiere change de
polarisation lors d'une réflexion (ou d'une transmission) sur la surface d'un second solide [75].
Ainsi, un faisceau lumineux de polarisation connue est dirigé vers 1'échantillon a un angle donné,
la lumiére est réfléchie et le nouvel état de la polarisation résultante est mesuré par un analyseur
et un détecteur. Ce dernier mesure également l'intensité de la lumicre réfléchie. L'ellipsométrie a
une seule longueur d'onde utilise une source lumineuse monochromatique, tandis que
l'ellipsométrie spectroscopique (S.E.) (utilisée pour ce projet) fait appel a une source blanche. La
méthode S.E. fournit donc de l'information sur le changement de polarisation en fonction de la
longueur d'onde, permettant de mesurer encore plus de propriétés physiques de 1'échantillon sous

étude.

La polarisation initiale du faisceau lumineux peut étre rectiligne, circulaire ou elliptique.
Pour la représenter, le champ électrique est décomposé selon les coordonnées parallele (p) et
perpendiculaire (s) a la surface de 1'échantillon. La Figure 2-9 présente une onde incidente
polarisée linéairement ou les deux composantes, 4, et A, sont représentées. Ces dernieres
réagissent différemment lors de la réflexion sur I'échantillon et présentent un changement
d'amplitude et de phase différents. La polarisation résultante apres réflexion (r) est donc
généralement elliptique. La différence d'amplitude entre B, et B, est notée ¥ et la différence de

phase est notée 4.
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Figure 2-9: Principe de fonctionnement de I'ellipsométrie [76], reproduite avec permission.

Lorsqu'un faisceau lumineux frappe un échantillon composé d'une ou plusieurs couches
minces, le faisceau est réfléchi sur chacune des interfaces, tel que représenté a la Figure 2-10.
Puisque la lumicre réfléchie par l'échantillon dépend de son épaisseur, l'ellipsométrie permet
aussi d'étudier ses propriétés en fonction de la profondeur sous la surface. Sur un spectre typique
de S.E., la région a faible énergie (grand 1), permet de mesurer 1'épaisseur du dépot en raison du
patron d'interférences créées par les multiples réflexions sur les diverses interfaces représentées a
la Figure 2-10. Dans la région a haute énergie (faible A), 'absorption de la lumiere par le dépot
augmente et la profondeur de pénétration diminue graduellement. L'information tirée de cette
région donne acces a la rugosité de surface ainsi qu'aux propriétés optiques, telles que l'indice de

réfraction n et le coefficient d'extinction & [75].

coating

glass

Figure 2-10: Tracé d'un faisceau lumineux dans un modele représentant une couche mince

(coating) déposée sur un substrat de verre (glass) [77], reproduite avec permission.
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Il n'est toutefois généralement pas possible de calculer les propriétés optiques d'un
¢chantillon directement a partir de ¥ et 4. C'est pourquoi un modele numérique de 1'échantillon
doit étre postulé. L'usager doit donc préciser une hypothése du nombre de couches qui composent
I'échantillon, la nature de ces couches et I'épaisseur approximative au logiciel d'analyse. Celui-ci
produit alors une simulation des résultats obtenus pour ce modele hypothétique. Les paramétres
du modgele sont par la suite optimisés jusqu'a ce que les résultats calculés concordent aux résultats
expérimentaux. Dans le logiciel utilisé pour ce projet, 'optimisation se fait en réduisant I'erreur

quadratique moyenne au minimum.

Etant donné que les différentes couches composant 1'échantillon sont détectées par un saut
d'indice de réfraction, un substrat possédant le méme indice de réfraction que la couche a étudier
empéchera 1'é¢tude de la couche d'intérét. Il est ainsi essentiel de bien choisir le substrat. Pour ce
projet, le c-Si est choisi. Tous les résultats S.E. de ce projet sont obtenus a I'aide d'un ellipsometre
spectroscopique (300 a 1 600 nm) a angle fixe de 60 °© (M-2000FI) de J.A. Woollam Co, Inc.
(Lincoln, USA). Le modele composé d'une couche de silicium et de la couche étudiée est analysé

par le logiciel CompleteEase v4.48.

2.2.4 Amplification en chaine par polymérase en temps réel

Dans le cadre des expériences de culture cellulaire, l'expression génétique (voir la
définition a la section 1.3.1) des cellules adhérées sur les revétements est étudiée. L'amplification
en chaine par polymérase apres transcription inverse (RT-PCR) en temps réel est une technique
qui permet, entre autres, de quantifier l'expression génétique d'un gene lors de la culture
cellulaire. En résumé, elle permet de transformer les brins ARNm produits par les cellules en
acide désoxyribonucléique (ADN), puis de copier cet ADN suffisamment de fois pour le rendre

détectable.

L'ADN est formé d'une suite de nucléotides, chacun d'entre eux étant composé d’un
groupement phosphate, d'un sucre, le désoxyribose, et d'une base azotée. Il existe quatre types de
bases azotées : 1’adénine, la thymine, la cytosine et la guanine. L’ordre de ces derniéres dans un
brin d'ADN permet de coder le génome d'un organisme vivant. L’ADN est formé de deux brins
complémentaires en double hélice en raison des liaisons hydrogene seulement possible pour deux
combinaisons de bases; I’adénine peut seulement s’apparier avec la thymine et la guanine avec la

cytosine. La dénaturation de I'ADN signifie que les liaisons hydrogéne entre les bases azotées
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complémentaires sont rompues et que les deux brins sont séparés. L hybridation est le contraire
de la dénaturation; elle consiste a refaire les liaisons hydrogéne entre les bases azotées

complémentaires [78].

L’unité de I'ARN a presque la méme structure de base que I’ADN, c’est-a-dire qu’elle est
composée d’un groupement phosphate, d'un sucre, le ribose, et d'une base azotée. La différence
avec ’ADN réside dans le fait que I’ARN posseéde une base azotée nommée uracile au lieu de la
thymine. L’ARN ne forme généralement pas de double hélice, contrairement a I’ADN; il est
souvent retrouvé sous la forme de simple brin. Il existe plusieurs types d’ARN qui sont utilisés
par les cellules afin d’effectuer différentes taches. L’ARN messager (ARNm) est le résultat de la
transcription de I’ADN. Au cours de la transcription, déclenchée par divers facteurs présents dans
la cellule, I'ARN polymérase se lie a I’ADN qui doit étre transcrit et sépare les deux brins sur une
courte distance. Elle synthétise ensuite I’ARN messager dans le noyau de fagon a ce que les bases
du brin d’ARNm soit complémentaires a celles du brin matrice formé d’ADN. Dans le
cytoplasme, un ribosome traduit ’ARNm de telle sorte qu'une chaine d'acides aminés est
fabriquée. La séquence des acides aminés est déterminée par la séquence des nucléotides de
I'ARNm; chaque groupe de 3 nucléotides correspond a un acide aminé en particulier. Le
repliement de la séquence d'acide aminée forme finalement la protéine voulue. La présence d'un
brin d’ARNm représente donc I’expression d’un gene particulier par la cellule. C’est pourquoi ils
sont utilisés afin de quantifier I’expression des genes. Toutefois, I'amplification en chaine par
polymérase (PCR) nécessite 'utilisation de brins d'ADN, et non de brins d'ARN. Une enzyme
nommeée transcriptase inverse est utilisée pour produire un brin d'ADN complémentaire (ADNCc)
au brin d'/ARNm. Lorsque cette étape est effectuée avant la PCR, on nomme celle-ci RT-

PCR [78].

La PCR est une technique qui permet d’amplifier jusqu’a un milliard de fois le nombre de
brins d’ADN ou d’ADNCc présents dans une solution, méme si la concentration de ces derniers est
tres faible. La PCR se base sur le fait que chaque type de protéines possede une température a
laquelle elles sont le plus efficaces. L activité enzymatique des protéines peut donc étre controlée
grace a des changements de température. La premiere étape de la PCR consiste a mettre dans une
solution les brins d’ADNc a amplifier, la polymérase Taq (polymérase résistante a la température
de dénaturation de 95 °C), des nucléotides libres ainsi que des amorces (primers) correspondant a

la séquence que 1’on veut amplifier et servant de point de départ a la synthese (voir Figure 2-11).
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Ensuite, la température de la solution est typiquement élevée a une valeur de 1’ordre de 95 °C
pendant la phase de dénaturation afin de dénaturer les brins d’ADNc. Par la suite, la température
est diminuée a environ 60 °C pour permettre aux amorces de se lier avec les ADNc et a la
polymérase de se lier a ce complexe. Cette température leur est thermodynamiquement favorable
pour cette liaison. Ensuite, la température est typiquement augmentée a 72 °C, valeur qui permet
a la polymérase de synthétiser le brin d’ADN grace aux nucléotides présents dans la solution. Ces
quelques étapes représentent un cycle de transition de température. En répétant ce cycle plusieurs
fois, I’amplification augmente de facon exponentielle tant que des nucléotides, des amorces et des
polymérases sont disponibles. Les amplicons (amplimers), les brins d'ADNc ainsi produits, sont
ensuite généralement analysés sur un gel d'agarose pour déterminer leur taille. Toutefois, cette
méthode ne permet pas de mesurer quantitativement et précisément l'expression génétique d'un

gene d'une cellule. [78].

primer 1

l eyele 2

Figure 2-11: Principe de fonctionnement de l'amplification en chaine par polymérase [79],

reproduite avec permission.
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La PCR en temps réel quantitative (QPCR) permet de quantifier cette expression. Au lieu de
détecter 'ADNc amplifi¢ a la toute fin de la PCR, la qPCR détecte au fur et a mesure la
production d'ADNc en utilisant un marqueur fluorescent en présence d'ADN a double brin (le
produit de la PCR). Le marqueur utilisé dans ce projet est le SYBR® Green I. C'est un fluorophore
vert faisant partie de la famille des cyanines asymétriques se liant préférentiellement a 1'ADN
double brin. La longueur d'onde d'excitation maximale du complexe ADN-SYBR® Green I est
environ 497 nm tandis que I'émission est centrée autour de 520 nm [80]. Une des méthodes
couramment utilisées en qPCR implique de tracer sur une échelle logarithmique la fluorescence
résultant de la PCR. Le tout premier point discernable (plus de 10 écarts type) par rapport au bruit
de fond de la fluorescence représente le cycle seuil (Ct ou Cp, threshold cycle ou crossing point,
deux terminologies acceptées). Ce cycle seuil est proportionnel a la quantité de doubles brins
d'ADN produit par la PCR. Il suffit ensuite de comparer ce cycle seuil a celui obtenu pour une
solution contrdle (solution sans ARNm) ainsi qu'a celui obtenu pour un geéne de référence qui est

exprim¢é également dans toutes les cellules.

™ PP

Fluorescence Intensity

Background
Noise

Cycle Number

Figure 2-12: Courbe typique de PCR en temps réel. Ci/Cp représentent le cycle ou la
fluorescence est détectable, LP représente la phase linéaire logarithmique, TP représente la phase
de transition et PP représente la phase plateau. Les courbes pointillées correspondent a des
concentrations de plus en plus faible, résultant en une augmentation de la valeur du cycle

seuil [81], reproduite avec permission.
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Les différents cycles seuil sont déterminés par le logiciel LightCycler v3.3 (Roche
Diagnostics, Bale, Suisse). Le ratio relatif d'expression d'un géne par rapport au gene de référence

est déterminé par 1'équation suivante :

Cp(contrdle du géne étudié)— Cp(échantillon du gene étudié)
(Egéne)

)Cp(contrﬁle du géne référence)— Cp(échantillon du géne référence)

Ratio relatif = (2.6)

( référence
contrdle—échantillon)

¢
E.. ACp géne
géne
(contréle—échantillon)
(Eréférence)ACP référence

ou Egene €t Erserence sont l'efficacité qPCR de la transcription de ces deux génes (soit

environ 2 [82]).

2.3 Expériences

2.3.1 Stabilité des revétements dans 1'air

Lors de cette expérience, le vieillissement, changement temporel de la composition
chimique, de I'UV-PE:N (R=0,75 et R=1) déposé¢ sur du Kapton® (50 pm) et du paryléne
diX AM déposé sur du BOPP, les deux au contact de l'air ambiant, est étudiée a 1'aide du XPS et
de la dérivation chimique. Les durées de dépot des UV-PE:N R =0,75 et R =1 sont de 4,5 h et
7 h, respectivement, résultant en un dépot d'environ 30 nm en épaisseur. Deux dépots pour
chacun des ratios sont étudiés. Pour ce faire, des échantillons de chacun de ces revétements sont
laissés en contact avec l'air ambiant dans 1'obscurité¢ pendant plusieurs jours. De fagon régulicre
(presque journaliere), des morceaux d'échantillons sont récupérés et leur composition surfacique
est déterminée par analyses XPS avant et aprés dérivation chimique par le TFBA. Les conditions

expérimentales détaillées sont présentées a la section 3.2.3.1.

2.3.2 Stabilité des revétements dans 1'eau

Cette expérience a pour but de déterminer la stabilité (solubilité¢) de 'UV-PE:N (R = 0,75 et
R =1) déposé sur c-Si immergé dans un milieu aqueux. Le c-Si est utilisé afin de faciliter les
mesures ellipsométriques. Deux caractéristiques sont analysées, la composition et la solubilité du
revétement, et ce, sur deux dépots différents pour chacun des ratios de gaz. Le vieillissement au
contact de l'eau a température ambiante est tout d'abord étudié de fagon similaire a 1'expérience

précédente (section 2.3.1) a la différence que les échantillons d'UV-PE:N (carrés d'un centimeétre
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de coté) sont placés au fond de puits rempli d'eau déionisée, a I'abri de la lumiere. Apres 0 h (soit
tel que déposé sans contact avec l'eau), 24 h, 72 h et 168 h, les échantillons sont retirés du
liquide, séchés a I'azote comprimé, puis analysé par XPS et dérivation chimique pour connaitre
I'évolution de la composition chimique au cours du temps. En parall¢le, 1'épaisseur de ces mémes
échantillons est mesurée par ellipsométrie afin de détecter une éventuelle solubilité partielle

(réduction de I'épaisseur).

2.3.3 Adhésion des monocytes U937

Cette expérience a pour but de mettre des suspensions de cellules U937 en contact avec les
diverses couches organiques afin de vérifier 1'existence d'une concentration critique d'amines
primaires, [NH;]it, nécessaire a 'adhésion de ces cellules telle qu'observée par Girard-Lauriault
et al. [9] (voir section 1.3.1). Il s'agit surtout des couches minces UV-PE:N (R = 0,75) déposées a
l'aide du convoyeur sur Kapton®, du paryléne diX AM ainsi que du PS de plaque de culture
comme contréle négatif. 200 ul d'une suspension cellulaire de U937 dans du milieu de culture
sont inoculés sur les échantillons susmentionnés placés dans des puits d'une plaque 24 puits a une
concentration de 5 x 10°cellules/ml pour I'UV-PE:N ainsi qu'a une concentration de
5x 10° cellules/ml pour le paryléne. Les cellules sont par la suite incubées & 37 °C et 5 % CO,
pendant 1h; les cellules non adhérées contenues dans le milieu de culture sont retirées
délicatement par pipette, puis 1 ml de nouveau milieu est ajouté aux puits de culture. Ceci est
répété une deuxieme fois et, finalement, les revétements sont observés au microscope et des

images sont prises. Les conditions expérimentales détaillées sont présentées a la section 3.2.3.2.

2.3.4 Expression génétique des monocytes U937

La technique qRT-PCR (voir section 2.2.4) a par la suite ¢t¢ utilisée afin de déterminer de
possibles modifications d'expression génétique (TNF-a et IL-1P) relice a l'adhésion des
monocytes U937 sur 'UV-PE:N (R =0,75). TNF-a et II-1p sont deux cytokines exprimées par
ces monocytes lors d'une réponse rapide du systéme immunitaire et reliées a l'ostéolyse
périprothétique. En raison d'un nombre insuffisant de cellules adhérentes sur le paryléne diX AM,
cette expérience n'a malheureusement pas pu étre effectuée sur ce type de revétement. Deux
suspensions cellulaires sont tout d'abord créées a une concentration de 8 x 10° cellules/ml et

14 x 10° cellules/ml et 1,4ml de ces suspensions est délicatement inoculé sur 7 cm’
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d'échantillons d'UV-PE:N. Ensuite, les cellules sont incubées pendant 3 h et 24 h, respectivement,

a37°Cet5 % CO..

L'ARN est ensuite extrait des cellules adhérées par une suite de manipulations débutant par
une lyse dans le Trizol (voir section 3.2.3.3 pour plus de détails). La pureté en ARN de la
solution résultante est par la suite vérifiée en mesurant I'absorbance de la solution a 260 et
280 nm avec un spectrophotometre. L'ARN a un maximum d'absorption a 260 nm et la tyrosine
et le tryptophane (acides aminés de protéines) possedent un pic d'absorption a 280 nm. Si le ratio
de ces deux absorbances, Ajeo/Azso, est situé environ entre 1,8 et 2,2, la solution d'ARN peut étre
considérée pure et non-contaminée avec des protéines. 1 pg d'ARN isolé des cellules est ensuite

transformé en ADNc par une transcription inverse.

La quantit¢ d'ARN est mesurée par qRT-PCR. Le contrdle négatif est constitué¢ d'une
solution faite a partir d'eau distillée au lieu d'ADNc. Le geéne de référence utilisé est celui
produisant l'enzyme glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) puisqu'il est
normalement produit de facon stable dans les monocytes U937. Les séquences d'amorces

nécessaires a l'amplification des différents génes impliqués sont présentées dans le Tableau 2.4.

Tableau 2.4: Séquence des genes utilisés lors de la qRT-PCR [13].

Taille du produit
Géne Séquence PCR
paires de bases (bp)

INF Sens : ACC ACG CTC TTC TGC CTG CTG (133-153) 147
-0l
Anti-sens : TAC AAC ATG GGC TAC AGG CTT (279-259)

IL-1p Sens : ACC TAT CTT CTT CGA CAC ATG (303-323) 163
Anti-sens : ACC ACT TGT TGC TCC ATA TCC (470-450)

Sens : TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT (11-31)
GAPDH 181
Anti-sens : TTC TCA GCC TTG ACG GTG CCA (171-191)

Les différentes étapes de qPCR effectuées sont les suivantes : un premier cycle d'activation
(95 °C), 50 cycles d'amplification (94 °C, 57 °C, 72 °C et une mesure de fluorescence), un cycle
de courbe de fusion afin de vérifier qu'un seul géne est amplifié a la fois (95 °C et une mesure de
la fluorescence en continu) et finalement un cycle de refroidissement (jusqu'a 40 °C). Les cycles

seuil sont calculés par le logiciel LightCycler v3.3 (Roche Diagnostics, Bale, Suisse) et le ratio
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relatif des différents génes étudiés est calculé par 1'équation 2.6. Les conditions expérimentales

détaillées sont présentées a la section 3.2.3.3.

2.3.5 Adhésion et croissance des cellules endothéliales de la veine de cordon

ombilical humain (HUVEC)

Dans le cadre de recherches en médecine vasculaire (voir section 1.3.2), le développement
de surface de culture propice a la croissance des cellules endothéliales de la veine de cordon
ombilical humain (HUVEC) est important. Cette expérience a pour but de déterminer si
l'utilisation de 1'UV-PE:N déposé sur PET comme surface de culture permet une meilleure
adhésion et croissance sur 6 jours des HUVEC. Pour ce faire, des HUVEC sont inoculées sur
I'UV-PE:N (R=0,75 et R=1), le L-PPE:N (R =0,75) et la gélatine porcine (0,5 % m/v) sur PS
de plaque de culture (contrdle positif) et le PET (contrdle négatif). Elles sont ensuite incubées
pendant 4 h pour permettre aux cellules d'adhérer aux surfaces. Le PET est utilis¢ comme
contrdle négatif puisque les 3 dernieres surfaces sont constituées d'une couche mince déposée sur
PET et le L-PPE:N est utilis¢ comme autre contrdle positif en raison du succes de culture des
HUVEC présenté par Gigout et al. [12]. Les cellules non-adhérées sont ensuite retirées par
pipette et du milieu de culture est ajouté aux surfaces présentant les cellules adhérentes. Ces
dernieres sont finalement incubées pour 1, 4 ou 6 jours afin d'observer la croissance cellulaire (le

milieu de culture est changé tous les deux jours).

En détail, des HUVEC (Lonza Group Ltd., Bale, Suisse), de passages 2 a 6, sont cultivées
dans un milieu de culture avec sérum (EGM2, Endothelial Cell Growth Medium-2, Lonza) dans
une flasque revétue de gélatine 0,5 % m/v. Les différentes surfaces mentionnées plus haut sont
coupées en carrés de 1 cm® et déposés au fond de puits d'une plaque 24 puits. Le temps de
vieillissement entre la fabrication des revétements et 1'inoculation des cellules est de 16 h, soit le
temps le plus court techniquement possible. Des puits sont également recouverts de gélatine
porcine stérile pour étre utilisés comme controle positif. Tous les puits, sauf ceux de PS gélatiné,
sont remplis d'éthanol 70 % v/v afin de stériliser ces surfaces pendant 5 min. L'éthanol est retiré
et les surfaces sont rincées avec de I'eau stérile. Un cylindre de clonage en verre (diameétre interne
de 0,8 cm) est ensuite placé dans chacun des puits afin de s'assurer que les cellules seront
inoculées seulement sur les surfaces coupées en carrés et non sur le plastique qui compose les

puits. Cela assure également une surface de culture identique pour tous les puits. 200 pl d'une
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suspension cellulaire a une concentration de 75 000 cellules/ml (soit 15 000 cellules par puits)
sont déposés délicatement dans le cylindre de clonage. Les cultures sont incubées pendant 4 h a
37 °C et 5 % CO,. Les cylindres de clonage sont ensuite retirés et le milieu de culture est changé
afin d'enlever les cellules non-adhérentes. Les cellules sont par la suite incubées pendant 1, 4 ou 6
jours afin d'observer leur croissance au cours du temps. Au terme du temps de croissance, le
milieu de culture est retiré et les cellules sont colorées et fixées a l'aide de cristal violet, un
colorant histologique, afin d'é€tre observées et comptées au microscope en prenant 3 champs de
vue différents situés au centre de chaque puits en photo. Chacune des conditions est testée dans 4
puits différents placés en diagonale, afin d'éviter les effets de bords, et I'expérience est répétée 3

fois.
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CHAPITRE 3 ADHESION DES MONOCYTES U937 SUR
DIFFERENTES SURFACES RICHES EN AMINES PRIMAIRES

3.1 Présentation de l'article

Le présent chapitre rapporte l'article scientifique écrit durant ce mémoire et publi¢ dans la
revue a comité¢ de lecture Plasma Processes and Polymers, volume 9, numéro 3, pages 243 a
252 [13]. Cet article présente tout d'abord le nouveau convoyeur utilisé¢ pour le dépot de 1'UV-
PE:N. Les résultats concernant le vieillissement dans l'air de 1'UV-PE:N et du paryléne diX AM
sont présentés. Ensuite, 1'adhésion des monocytes U937 sur ces deux revétements est rapportée.
Finalement, une étude de l'expression génétique des U937 lors de I'adhésion sur 'UV-PE:N est

détaillée.

Les auteurs de cet article sont Amélie St-Georges-Robillard, Juan-Carlos Ruiz, Alain Petit,
Hong Tian Wang, Fackson Mwale, Bentsian Elkin, Christian Oehr, Sophie Lerouge et Michel R.
Wertheimer. Ces auteurs sont membres de 1'Ecole Polytechnique de Montréal, de I'Institut Lady
Davis de recherches médicales, de 1'Institut Fraunhofer du génie des interfaces et biotechnologie
ou du Centre de recherche du CHUM. La contribution de l'auteure au présent article représente
environ 70 % et comprend la réalisation de toutes les expérimentations incluant la planification,
l'organisation, 1'exécution et I'analyse des résultats, la gestion du projet et la création des figures.
L'article est reproduit ici avec permission. Il est a noter que les références de cet article

correspondent a celles présentées a la page 69.

3.2 Adhesion of U-937 Monocytes on Different Amine-

functionalised Polymer Surfaces

A. St-Georges-Robillard', J.C. Ruiz', A. Petit’, H.T. Wang®, F. Mwale’, B. Elkin’, C. Oehr’,
S. Lerouge®, M.R. Wertheimer'

! Department of Engineering Physics, Ecole Polytechnique de Montréal, C.P. 6079, Succursale

Centre-Ville, Montréal, QC, H3C 3A7



51

Division of Orthopaedic Surgery, McGill University, and Lady Davis Institute for Medical
Research, 3755, Chemin de la Cote Ste-Catherine, Montreal, QC, H3T 1E2

3 Fraunhofer Institute for Interfacial Engineering and Biotechnology, Nobelstrasse 12, 70569

Stuttgart, Germany

* Department of Mechanical Engineering, Ecole de technologie supérieure ETS, Montréal, QC,

H3C 1K3, Canada, and Centre de recherche du CHUM (CRCHUM)

3.2.1 Abstract

Human U937 monocytes are notoriously reluctant to adhere to normally cell-adhering
surfaces, for example tissue-culture poly(styrene). In earlier work, these laboratories observed
that organic thin films prepared by plasma- or ultraviolet- assisted polymerisation, so-called
PVP:N, did facilitate the adhesion and proliferation of U937 under the condition that the
concentration of primary amines exceed a critical value, [NH; ]t > 4.2 at.%. That criterion being
satisfied by pristine Parylene diX AM, we have compared its performance with those of
particular types of PVP:N, L-PPE:N and UV-PE:N. Here, we report a study of aging of these
coating types in atmospheric air, then of time-dependent adhesion of U937 cells. Although there
are similarities, the coatings also manifest interesting differences that so far elude detailed

understanding.

3.2.2 Introduction

Novel applications of biotechnologies manifest an ever-increasing need for surfaces that
permit control over a variety of cell functions, and that can provide solutions to particular
challenges [1,2]. A good example of such a challenge is the in vitro culture of
monocytes/macrophages [3, 4]. The function of monocytes in the immune system is to replenish
resident macrophages in their normal state, and in response to inflammation signals, in which
case they can move quickly to sites of infection in the tissues and differentiate into macrophages
in order to elicit an immune response [5]. When these cells act in vivo, they adhere to tissues, but
analogous cell lines tend not to reproduce this behaviour on cell culture dishes, typically
poly(styrene) (PS) that has been surface-modified by gas-plasma treatment [6]. Thus, the extent
to which monocyte cell lines can be used for in vitro studies is severely limited. One possible

solution involves engineered surfaces that permit greater control of the cell environment, for
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example by directing cells to mimic in vivo behaviour. In the case of monocytes, this can open

the way to numerous important types of investigations [3, 4].

Many cell types do not adhere to hydrophobic pristine polymer surfaces like PS,
poly(ethylene)  (PE), poly(propylene) (PP), poly(ethylene terephthalate) (PET),
poly(tetrafluoroethylene) (PTFE), etc, while these polymers’ chemically-modified, hydrophilic

"™ PS that comprises

surfaces do tend to facilitate cell adhesion. For example, "Primaria
surface-near O- and N-containing functional groups, is widely used for cell-culture [6]; its
characterisation by X-ray photoelectron spectroscopy (XPS) was presented by Koenig et al. [7]
and was also carried out in these laboratories. However, even that material, currently considered
among the best commercially-available ones, does not enable adhesion of some cell types like
human U937 and THP-1 monocytes. In previous studies, we demonstrated the adhesion of U937
cells to new types of surfaces containing high nitrogen concentration, [N] [8, 9]. As mentioned
above, this non-adherent cell line is used in several biomedical research applications, and it can

differentiate in response to a number of stimuli to adopt characteristics of mature

macrophages [8, 9].

There are numerous articles in the literature that report how specific chemical functional
groups can influence surface-colonisation, differentiation, and phenotype expression by certain
cell types [1, 2, 10-13]. As we and others have explained, thin film deposits that incorporate those
functionalities have several important advantages over polymer surfaces to which they have
merely been covalently grafted [1, 2, 14-16]. In previous communications, we presented nitrogen
(N)-rich thin film materials deposited by plasma- and by vacuum ultraviolet (VUV) photo-
chemical techniques, as well as their surface-chemical characterisations and selected
biotechnological applications [8, 9, 15-18]. These films, here designated “PVP:N” (for “Plasma-
or VUV-Polymerized N-rich” materials), were specifically designed to contain high
concentrations of N-bearing functionalities such as primary amines, and they have in many
instances been shown to influence cell behaviour, for example, adhesion. More specifically,
regarding U937 monocytes, we showed in a recent article that these cells could be made to adhere
and proliferate on PVP:N surfaces if at least one “simple” condition was met, namely that the
surface-near concentration of primary amines, [NH;], exceed a certain critical value, [NH;]cit,
4.2+ 0.5 (per 100 atoms measured by XPS, at.%) [9]. In a second part of that same article, we

showed that the adhesion of U937 monocytes to PVP:N surfaces induces a transient expression of
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cytokines, markers of macrophage activation, as well as a sustained expression of PPARy and

ICAM-I, implicated in the adhesion and retention of monocytes.

Now, PVP:N films are not the only known amine-rich organic coatings candidates; a such
material, one that is commercially available, is aminomethyl-[2-2]paracyclophane [19] (Parylene
“diX AM”, Kisco Conformal Coating LLC). Its calculated value of [N]/[C], 5.9 %, more than
adequately satisfies the criterion for [NH;]cit shown above, because 100 % of the nitrogen on the

Parylene “diX AM” precursor exists in the form of primary amine (Figure 3-1).

i

CH,

+—F CH; cHy CH@CHZ—];*

Figure 3-1: Chemical structure of Parylene diX AM. Note that on average n = m.

The process by which Parylene is applied to a surface, vapour deposition polymerisation, is
akin to the PVP:N methodologies in several respects: The process is also carried out at room
temperature, in a closed-system vacuum chamber [20], and the Parylene deposit also comprises a
thin, uniform and conformal layer on any solid substrate (see Experimental Part). Parylene
diX AM coatings are intended for cell-adhesion, among other applications; for example, in a
recent article, Kato et al [21] compared PCI12 neuronal cell adhesion to tissue-culture
poly(styrene) (TCPS) and to four types of Parylenes, including diX AM. They found no adhesion
on conventional Parylenes (ones that do not comprise amine functionalities), but adhesiveness
close to that of the standard TCPS surfaces for the case of the diX AM coating. In another recent

article, Miwa ef al. describe its use in an adhesion-based cell-separation device [22].

The objective of the work reported here has been to compare the characteristics and
performance of Parylene diX AM with typical PVP:N coatings, N-doped “polymerized” ethylene
deposited in a low-pressure radio-frequency glow discharge (L-PPE:N [9, 17]), or by vacuum-
ultraviolet photochemistry (UV-PE:N [9, 18]). As was reported by Girard-Lauriault ez al. [9], the
latter two coating types can readily and reproducibly be prepared under conditions that lead to
[NH;]crit > 4.2 at.%, so a specific objective has been to compare the adhesion of U937 cells on the

Parylene, L-PPE:N and UV-PE:N surfaces under otherwise identical conditions, with the aim to



54

shed further light on cell-adhesion mechanisms reported by Girard-Lauriault et al., if possible.
Knowing that all these film types are subject to chemical aging when exposed to ambient
air [17, 23], gradual reduction of [NH,] with increasing storage time, a sub-objective has also
been to investigate this aging phenomenon and its possible repercussions on the adhesion of
U937 cells. A final sub-objective has been to investigate whether gene-expression for U937 cells
adhering to UV-PE:N is the same as the one we reported for the case of the structurally quite
distinct L-PPE:N [9].

3.2.3 Experimental Part

3.2.3.1 Preparation and Characterisation of Amine-rich Coatings

All coating types, Parylene diX AM, L-PPE:N[9,17], and UV-PE:N [9, 18], were
deposited on thin polymer substrates; in the first two cases this was biaxially-oriented
polypropylene (BOPP), in the latter polyimide (Kapton®™, DuPont). Parylene coatings were
prepared at the Fraunhofer Institute (“FhIGB”) in Stuttgart, the latter two at Ecole Polytechnique
in Montreal. In earlier work, we had only been able to prepare UV-PE:N as small-area (ca. 1 cm?)
samples, one at a time, on account of the small MgF, window of our commercial Kr-discharge
lamp and the static sample-holder in our VUV photochemical reactor [18]. Recently, however,
we fabricated a “conveyor”-type device, Figure 3-2, which replaces the static sample holder in
that same reactor chamber; this enables a continuous coating of the moving, 24 cm-long strip of
Kapton, thereby increasing the area of coated substrate roughly by a factor of 24. Needless to say,
this production of numerous identical samples of 1 cm? each was a prerequisite for being able to
perform the cell-culture and real-time RT-PCR experiments described below. The reason why
Kapton (and not BOPP) was selected as the substrate material here is that Kapton resists
decomposition and degassing under the effects of VUV-irradiation, unlike many other

commercial polymers, including polyolefins [24].
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Figure 3-2: A): Schematic view of the reactor used for VUV-photo-polymerisation of thin
coatings on a moving ribbon (see text); B) Conveyor-type sample holder in (A), used for
applying a UV-PE:N coating on a 24 cm x 1 cm continuously-moving strip of polymer (Kapton®

polyimide) (see text).

Regarding Parylene [19, 20], the dimer - the chemical precursor in the form of a powder - is
first heated to around 130 °C and sublimates inside a vaporiser. The vapour then passes through a
high temperature zone (ca. 650 °C), where it dissociates into a single diradical-monomer specie.
After flowing into a deposition compartment, which contains the substrate to be coated (near
ambient temperature and under vacuum), the monomer vapour condenses on the substrate’s
surface and polymerises, coating it with a thin, uniform and conformal layer of Parylene. The
Parylene diX AM coating (ca. 0.1 um) was deposited onto a thicker (ca. 2 um) intermediate layer
of inert Parylene C (a chlorinated variety) according to recommendation from the diX AM
manufacturer. The Parylene samples were then immediately shipped to Montreal under inert gas
(argon) in sealed pouches; upon receipt, they were transferred to a dessicator and stored in the
dark under primary vacuum until the time of use. In order to carry out the above-mentioned aging
experiments, the material was stored in laboratory air in the dark, and samples were retrieved
frequently (in some instances, on a daily basis, see Results section). Following this, they
underwent surface analysis by XPS before and after chemical derivatization with TFBA

(trifluoromethylbenzaldehyde) [9, 25]. A 1 cm thick layer of 2 mm-diameter glass beads was
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placed in a glass desiccator. Pieces of Parylene (or of the two PVP:N) samples were then placed
on the glass beads after a few drops of TFBA had been dripped on the latter. The closed vessel
and its content were then placed into an oven at 45 °C for 3 h. Those conditions assured that all
of the primary amine groups were derivatized [9, 17, 18, 23]. Because the TFBA reaction
involves fluorine, we can calculate the primary amine concentration with the following

equations [17]:

[NH,], _ [F]

[N]y % 100 [NH,ly _ [Flq

d —
[Cl.  3[NJalCly [Nl,  3[Nlq

x 100 (3.1)

where the subscript # means underivatized (prior to derivatization), d means derivatized and [X]
means the concentration of element X. As stated above, XPS survey (broad scan) analyses were
carried out before and after derivatization in order to measure the concentrations of the different
elements (Cls, Nls, Ols and Fl1s). Of course, the same procedures were applied to all sample

materials, Parylene, L-PPE:N and UV-PE:N.

3.2.3.2 Cell Culture and Adhesion Studies

Non-adherent human U937 monocytes (ATCC, Rockville, MD) were expanded in
suspension in Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) high glucose supplemented with
10 % fetal bovine serum (FBS; HyClone, Logan, UT), 100 U/ml penicillin, and 100 pg/ml
streptomycin. Cells were counted and 200 il of cell suspension at 5 x 10° cells/ml were carefully
pipetted onto 1 cm® samples of Parylene and at 5 x 10° cells/ml onto 1 cm” samples of UV-PE:N
films, which had previously been placed face-up on the flat bottoms of wells in 24-well cell-
culture plates. Because this had already been done earlier for the case of L-PPE:N [9], it was not
repeated here. Cells were then incubated in humidified 5 % CO; environment at 37 °C for 1 h
before careful removal of the medium. We had previously demonstrated that the maximal
adhesion of U937 cells to PVP:N surfaces was reached within 1 h [8, 9], and showed that the
critical primary amine concentrations ([NH;]qit=4.2 +0.5 at.%) was necessary for U937 cell
adhesion under these conditions [9]. Non-adherent cells were then removed by gentle pipetting
and fresh medium was pipetted into the wells (1 ml in each well) and again carefully removed to

wash the cells. This washing procedure was repeated twice. Finally, optical photomicrographs of
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the surfaces were taken (time = 1 h), and cells were incubated for a total of 24 h before additional

imaging.

3.2.3.3 Gene Expression Studies

To analyze gene expression of U937 cells on UV-PE:N surfaces, cells were left to adhere
for 3 and 24 h before they were collected in Trizol for further analysis by real-time reverse
transcription polymerase chain reaction (real-time RT-PCR). To do so, cells were counted and
1.4 ml of cell suspension at 8 x 10° cells/ml was carefully pipetted onto 7 cm?* samples of UV-
PE:N. Cells were then incubated in humidified 5 % CO, environment at 37 °C for 3 h before
careful removal of the medium and washing of the surface with phosphate buffered saline (PBS)
to remove non-adherent cells. Then the cells were lysed with Trizol (Invitrogen, Burlington, ON).

For the 24 h adhesion part, the cell concentration was 14 x 10° cells/ml.

Total RNA was extracted from adherent U937 cells lysed in Trizol following the
company’s procedure. Briefly, each 1 ml of Trizol was mixed vigorously with 0.2 ml of
chloroform. Then, after centrifugation for 15 min at 12,000 g at 4 °C, the aqueous phase was
precipitated in 1 volume of isopropanol, incubated at -20 °C for 60 min, and centrifuged again for
15 min at 12,000 g at 4 °C. The RNA pellets were then resuspended in 50 ul of
diethylpyrocarbonate (DEPC)-treated water. RNA concentration was assayed by measuring Ajeo
and RNA purity was assayed by measuring A0/ A2s0.

The reverse transcription (RT) reaction was performed using 1 pg total RNA isolated from
the cells. The chemicals and procedures were those from Invitrogen. Briefly, 1 ug of RNA was
mixed with random primers (for a final concentration 0.15 pg/ul), ANTP mixture (0.5 mM) and
DEPC-treated distilled water for a total volume of 12 pl. After the solution was incubated at 65
°C for 5 min, it was mixed with first strand buffer (for a final concentration of 1X), DTT
(0.01 M), RNaseOUT and Superscript II reverse transcriptase (10 U/ul) for a final volume of
20 pl. The solution was then incubated at 42 °C for 50 minutes to perform the reaction and then

at 70 °C for 15 minutes to inactivate the reverse transcriptase.

For the LightCycler real-time RT-PCR, a master mix of the following reaction components
was prepared (with final concentrations as): 10 ul SYBR PCR master mix (1X) (from Qiagen), 8
ul distilled water, 0.5 ul forward primer (0.25 uM) and 0.5 pl reverse primer (0.25 pM). To these

19 pl master mix, 1 pl cDNA was mixed as PCR template. For the negative control, the master
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mix was incubated with 1 pl distilled water instead of cDNA. For TNF-a, the sequence of the
forward primer is ACC ACG CTC TTC TGC CTG CTG (133-153), while the sequence for
reverse primer is TAC AAC ATG GGC TAC AGG CTT (259-279). The size of PCR product is
147 bp. For IL-1B, the sequence of forward primer is ACC TAT CTT CTT CGA CAC ATG
(303-323), while the sequence of reverse primer is ACC ACT TGT TGC TCC ATA TCC (450—
470). The size of PCR product is 168 bp. GAPDH was applied as reference gene. The forward
primer of GAPDH is TGA AGG TCG GAG TCA ACG GAT (11-31). The reverse primer of
GAPDH is TTC TCA GCC TTG ACG GTG CCA (171-191). The PCR product size is 181 bp.

The real time PCR conditions were: one cycle of PCR initial activation step (95 °C for
15 min, 20 °C/s ramp rate), 50 cycles of amplification and quantification (94 °C for 15 s, 57 °C
for 30 s, 72 °C for 30 s with a single fluorescence measurement), one cycle of melting curve (65—
95 °C with a heating rate of 0.1 °C/sec and a continuous fluorescence measurement), and a final

cooling step to 40 °C.

The crossing points (CP) were determined by the LightCycler software 3.3 (Roche
Diagnostics) and were measured at constant fluorescence level. Every sample was run in
triplicate and the average value was employed in the following calculations. The relative ratio of
gene transcription was determined by the following equation:

trol- le
ACP (control-sample)

(E farget)

Eelative ratio = (3.2)
AOP [oopt ol sample)

Ereroe
(E reference :I

where Eq and E,.r are the real-time PCR efficiencies of the target and reference genes'

transcripts. Both efficiencies have numerical values close to 2 [26]. After RT-PCR, the products

were collected by centrifugation and the size was analysed on 2.0 % agarose gel.

3.2.4 Results

3.2.4.1 Aging of Parylene, L-PPE:N and UV-PE:N Films

Figure 3-3A presents the results of [NH;]/[C] measurements on Parylene. Also shown, for
each sample (i.e. same aging time) is the corresponding value of [O]/[C], the oxygen

concentration at the surface after the same period of aging (storage in ambient air, in the dark).
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In Figure 3-3B and 3C, we show [NH,]/[C] and [O]/[C] data for UV-PE:N samples
corresponding to two different R values (R being the mixture ratio of ammonia/ethylene reagent
gas flows [9, 18, 23]). In the cases of both (B) and (C), the results pertain to several nominally-
identical fabrication runs with R = 0.75, and R = 1.0, respectively. The data show good
reproducibility and relatively slight amounts of scatter. Contrary to Parylene diX AM and UV-
PE:N (Figure 3-3A to 3C), we do not show equivalent data for L-PPE:N here, because those have
recently been presented elsewhere, also for different values of R [23]. Those data, however,
displayed considerably more scatter. In other words, L-PPE:N is apparently a less “well-

behaved” (less reproducible) material than UV-PE:N.

The equations of the curves (solid and dotted) in Figure 3-3 were obtained by fitting the
data with exponential functions, and from these the time constants, z, were calculated; those
values are shown in boxes in (A), (B) and (C). For the case of Parylene (Figure 3-3A) we note
quite similar 7 values for the decay of [NH,]/[C] and the rise of [O]/[C], namely 9.2 and 7.8 days,
respectively. However, for the cases of UV-PE:N at R = 0.75 and 1.0 (Figure 3-3B and 3C,
respectively), we note time constants that are quite different (6.4 and 3.2 days, versus 6.2 and 3.1
days, respectively). For the cases of L-PPE:N (not shown), at R = 0.75 and R = 2.5, the 7 values
differed significantly (3.5 and 3.1 versus 2.4 and 7.2 days, respectively). In other words, the key
parameter, 7, corresponding to decay of [NH,]/[C], was shorter in both PVP:N materials than in
Parylene (A), roughly a third and two thirds for L-PPE:N and UV-PE:N, respectively. For the
sake of better clarity and comparison, these six sets of kinetic data are summarized in Table 3.1,
along with other relevant characteristics of the coatings. Evidently, considering data scatter, the
uncertainty in curve-fitting, and the assumption of first-order kinetics throughout (i.e. single

exponentials), those values of 7are only approximations.
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Figure 3-3: Time-evolutions of the composition of: A) Parylene diX AM; B) UV-PE:N (R =
0.75); and C) UV-PE:N (R = 1); as a function of the duration of storage in laboratory atmosphere
in the dark. Open symbols represent [O]/[C].
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Table 3.1: Summary of kinetic data (time-constants) and chemical composition of the different

coatings
As deposited

NV/IC NH,]/[C
Coating Type T [NH2] T[o] [ ] [ ] [ 2] [ ]

days days % %

Parylene diX AM 9.2 7.8 6.7 6.5

UV-PE:N (0.75) 6.4 3.2 8.4 6.2

UV-PE:N (1.0) 6.2 3.1 10.9 7.2

L-PPE:N (0.75) 3.5 3.1 20.8 11.5

L-PPE:N (2.5) 24 7.2 77.0 30.1

Nevertheless, certain conclusions can be drawn from those comparisons, namely the

following:

(i) Parylene is an homogeneous polymer coating; the “disappearance” of each primary amine
group is accompanied by the uptake of exactly one oxygen atom in the film’s chemical
structure (within experimental precision of the available data). This statement is justified
by the identical first-order kinetics of amine decay and oxygen take-up, with very similar
time constants (see Table 3.1). A plausible reaction scheme for the observed aging via
conversion of the reactive primary amines into an oxygen-bearing functionality, for

example an amide group, is the following: **!

NH, NH,
éHj HC—0—0—H

) _ (3.3)
ctorCy-orttard Yok + o — bord ot ok

(i1) In the case of UV-PE:N and L-PPE:N coatings, similar qualitative observations can be
made, but the decay and uptake processes seem to be rather more complex, with less
clear-cut kinetics and correlations. In these cases, the scheme shown above is modified as

follows, in agreement with a proposal by Friedrich et al. [27]:
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Unlike Parylene, which was found to have no detectable ESR (electron-spin resonance)
signal [28], plasma polymers are known to be extremely rich in trapped free radicals [29, 30].

These can react over time with oxygen from the atmosphere, as portrayed in equation (3.5).

On the basis of (i) and (i1) above, we can therefore propose the following: The “mirror
image” kinetic curves of Figure 3-3A, where the total increase in [O]/[C] (ca. 7 % in the course
of 24 days) very nearly equaled the decrease in [NH;]/[C] (ca. 6 %), can be explained in terms
uniquely associated with the oxidation of primary amines according to equation (3.3). On the
other hand, Figure 3-3B and 3C show that the increases in [O]/[C] (ca. 9 % after 24 days, in both
cases) significantly exceeded the drops in [NH;]/[C] (ca. 2.5 % in both cases). This is attributable
to the fact that we are facing not only the oxidation reactions of primary amines (equation (3.4)),
but also those involving free radicals (equation (3.5)), which occur in parallel - probably with
different kinetics. Therefore, in the latter case, the single exponential fit is admittedly likely to be
a rather crude approximation, albeit useful for this present discussion of the experimental
observations. In the case of data pertaining to L-PPE:N (not shown here, but in [23]), the same

qualitative remarks apply as in the case of the UV-PE:N films.

3.2.4.2 Adhesion of U937 Monocytes on Parylene Films

As already mentioned, we have elsewhere [9] reported the existence of a critical primary
amine concentration, [NHj]eit =4.2 £ 0.5 at.%, necessary for the adhesion of U937 cells to
PVP:N surfaces. Figure 3-3A clearly shows that pristine Parylene diX AM more than adequately
satisfies this condition, because when we take in account that [C] equals 91.7 at.%, the measured
value of [NH;] is 6.0 & 0.5 at.%; furthermore, it continues to exceed [NH;]i¢ during several days
of aging in atmosphere. Figure 3-4 presents micrographs corresponding to a series of surfaces
after 1 h of culture of U937 cells under the conditions described in the Cell Culture and Adhesion
Studies section above. Indeed, Figure 3-4A shows that U937 cells adhered to the “pristine”
surface ([NH,] ~ 6 at.%). However, Figure 3-4B and 4C, corresponding to Parylene diX AM
surfaces that had been aged for 6 and 10 days ([NH;] ~ 3.5 at.% and ~ 2.5 at.%, respectively)
both show significantly reduced numbers of adhering cells, meaning that cell adhesion decreases
as [NH;] decreased. Figure 3-4D portrays a regular TCPS dish as a negative control, and it shows
virtually no adhesion of U937 cells. Figure 3-4E is a plot representing relative densities of

adhering U937 cells in images 4A to 4C, versus the corresponding [NH;] values. Even though
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there is still some adhesion when [NH3] is under [NHz]erit, this very graphically confirms our
previous conclusions regarding the critical role of the primary amine group in the interaction of

U937 cells with bioactive surfaces.
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Figure 3-4: Decrease in the adhesion of U937 cells on Parylene surfaces with a decrease in [NH;]

because of aging. U937 cells were applied on 1 cm? of Parylene surfaces and incubated for 1 h in
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a CO, incubator at 37 °C, on the pristine surface (A) — [NH;] ~ 6.0 at.%), after 6 days (B) —
[NH;] ~ 3.5 at.%), and 10 days (C) — [NH] 2.5 at.%) of aging, resulting from exposure to
atmospheric air in the dark. Surfaces were then gently washed with medium and pictures were
taken. Cells on regular polystyrene Petri dish (D) served as negative control. Note the decrease in
cell adhesion with decreasing [NH;] resulting from the aging in laboratory air. E): Cell density of
U937 on Parylene as a function of primary amine concentration, corresponding to A, B, and C
above; values are normalized with respect to pristine Parylene (= 100 %), image A. Scale bar:

10 pm.

Figure 3-5, which illustrates the adhesion of U937 cells on Parylene surfaces after 1 h and
24 h in culture, is designed to test the potential of these surfaces not only for adhesion, but also
for the longer-term growth (proliferation). Results show that the cell density decreased with time,
suggesting that Parylene does not favour retention and growth of U937 cells, unlike PVP:N
substrates. Possible reasons for this remain to be investigated; unlike in the case of work reported
by Girard-Lauriault ez al. [9], this precluded studies of gene expression (cytokines, PPARy and
ICAM-I) due to the loss of cells with time in culture.

A B

Figure 3-5: Adhesion of U937 cells on Parylene diX AM films as a function of time in media.
U937 cells were applied on 1 cm?® Parylene surfaces and incubated for 1 h in CO, incubator at
37 °C. Surfaces were then washed with medium, and pictures were taken. A): Cells were
incubated for 1 h on the pristine Parylene surface ([NH,] ~ 6.0 at.%) (see also Figure 3-4A); B):
cells were then cultured on the same surface for a total of 24 h, during which significant

detachment of cells may be noted to have occurred. Scale bar: 10 pm.
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3.2.4.3 Adhesion and Gene Expression of U937 Monocytes on UV-PE:N Films

Figure 3-6A and 6B are micrographs illustrating adhesion as a function of time in media of
U937 cells on UV-PE:N (R = 0.75) films that had been aged for 1 day ([NH;] ~ 4.5 at.%). A cell
adhesion test was also performed in a UV-PE:N sample that was aged 19 days ([NH] ~ 3.4 at.%)
and no adhesion was observed. In Figure 3-6A, the cells were incubated for 1 h on the UV-PE:N
film; in Figure 3-6B, cells were then cultured on the same surface for a total of 24 h, during

which their retention evidently persisted, contrary to the case of Parylene (see Figure 3-5).

Figure 3-6: Adhesion of U937 cells on UV-PE:N (R = 0.75) films as a function of time in media.
U937 cells were applied on 1 cm? UV-PE:N surfaces and incubated for 1 h in CO, incubator at
37°C. Surfaces were then washed with medium, and pictures were taken. A): Cells were
incubated for 1 h on the UV-PE:N film ([NH;] ~ 4.5 at.%); B): cells were then cultured on the
same surface for a total of 24 h, during which retention of cells evidently persisted, contrary to

the case of Parylene (see Figure 3-5). Scale bar: 10 um.

In view of that persistent adhesion, a sub-objective of the present research has been to
investigate whether gene-expression for U937 cells adhering to UV-PE:N is the same as the one
reported for the case of the structurally quite distinct L-PPE:N and H-PPE:N surfaces [9]. For this
purpose, quantitative RT-PCR experiments were conducted using cells that had been made to
adhere on UV-PE:N (R =0.75) for up to 24 h. However, unlike Girard-Lauriault et al.,'”) who
investigated six different genes (TNF-a, IL-1B, PPAR-y, ICAM-1, PU.1, and Egr-1), we were
content to limit the present PCR study to the first two, both cytokines. Because cytokines play a
central role in the macrophage host defence [31], we investigated the effect of U937 monocyte

attachment on the expression of tumour necrosis factor-alpha (TNF-a) and interleukin-1 beta (IL-



66

1B), two cytokines secreted as part of immediate early response genes of these cells. The data
describing the expression of TNF-a and IL-13 by U937 monocytes cultured on L-PPE:N are
reproduced from our previous study [9] for reference and presented with recent real-time RT-
PCR results in Figure 3-7. Whereas the L-PPE:N-related data are characterized by rapid (3 h) but
transient upregulation of these genes by the amine-rich surfaces [9], the new data show only
minor differences between control experiments (cells in suspension) and those corresponding to
U937 cells adhering to UV-PE:N, both for TNF-o and IL-1B - compared with the respective
maxima of 15 and 8 that had been observed for the case of L-PPE:N. Taken together, the data
suggest that major inflammatory reactions were not induced by adhesion to PVP:N surfaces,
contrary to what was observed for corrosion products of orthopaedic implants that induced the

expression of TNF-o in U937 cells for at least 24 h under similar in vitro conditions [3].
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Figure 3-7: Expression of TNF-a and II-1B by U937 cells adhering on UV-PE:N with
[NH2] > [NHy]erie, in comparison with those adhering to L-PPE:N [9]. Ratios were calculated

using equation (3.2). No major inflammatory reaction was induced by adhesion to UV-PE:N.

3.2.5 Discussion and Conclusion

We begin by noting that the measured value of [NH,]/[C], 6.5 £ 0.6 %, is close to the
calculated one, 5.9 %, based on the chemical structure of Parylene diX AM, with m =n (Figure
3-1). Hence, we are confident in the validity of all arguments based on numerical values of
primary amine concentrations in the present as well as in our earlier work, where identical

analytical procedures were employed.
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In Figure 3-3, we note qualitatively similar aging behaviours between Parylene diX AM
and UV-PE:N, but quantitatively they are rather different. First, the former, by its very nature,
possesses a highly reproducible structure and compositional evolution with time. In contrast, for
UV-PE:N (and other members of the PVP:N family) the composition and its evolution with aging
time depend on the fabrication conditions (the mixture ratio, R) of the particular coating, as seen
from Figure 3-3B and 3C. The roughly 1.5-fold more rapid kinetics (1.5 times shorter time
constants) in the case of UV-PE:N (a factor of three in the case of L-PPE:N) further underlines
the different, more complex nature of these latter coating materials. As already pointed out above,
this is most probably associated with high concentrations of trapped free radicals in PVP:N films:
Oehr et al. [29] used electron-spin resonance (ESR) spectroscopy to measure the density of free
radicals in freshly plasma-polymerized fluorocarbon films, and a typical value of
1.5 x 10%° spins/cm® was found; it is noteworthy that this value agrees very well with those of
earlier authors, found in Table 6.5, page 91 of Yasuda’s book [30], several of which pertain to
hydrocarbon plasma polymers. While a portion of those radicals quite rapidly recombined via a
second-order (bimolecular) decay process, another fraction did not recombine within the typical
(ca. 48 h) period of observations. Furthermore, temperature-dependent ESR measurements
suggested much slower kinetics below the materials’ glass transition temperatures, 7. Oehr and
collaborators [27] also attempted to detect free radicals in different Parylene deposits, including
diX AM. However, contrary to plasma polymers or plasma-activated polymer surfaces [30], the
radical concentration in Parylene was below the detection limit of their ESR equipment.
Furthermore, Parylene being more crystalline than any plasma polymer, it may be expected that
its molecular motions are significantly slower. These considerations all lend strong support to the
chemical reaction schemes shown in equations (3.3) to (3.5) above; combined with the slower
kinetics observed in the case of Parylene, these may account for all of the key features pointed

out in Figure 3-3.

We now turn to the cell-biological results portrayed in Figure 3-4 to Figure 3-6, as well as
in Figure 3-7. Most significantly, U937 cells were found to adhere to Parylene diX AM with
[NH;] > [NH;]it, but not to TCPS. In these regards the present observations are fully in line with
those reported by Girard-Lauriault et al. [8, 9], but there the similarities end:

(1) Those authors found no U937 adhesion at all below [NH3]crit;

(i1) Cells came to confluence within 1 h on any PVP:N surface above [NH;]it;
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(ii1) Cells remained adherent and proliferated for more than 48 h.

In contrast, Figure 3-4C ([NH;] ~ 2.5 %) suggests some minor degree of U937 adhesion
after 1 h, while Figure 3-5B bears witness to substantial detachment of previously adhering cells
after 24 h. Unfortunately, for this reason it was not possible to pursue RT-PCR investigations of

possible monocyte-macrophage transformation, as reported by the above-named authors [9].

On the other hand, thanks to the new “conveyor”’-modified VUV reactor illustrated in
Figure 3-2, it is now possible to fabricate 24 cm” of UV-PE:N (as opposed to the former 1 cm?) in
any given deposition run. UV-PE:N [9, 18, 23], including the present “dynamic” coatings made
with R = 0.75 and 1.0, has a structure close to that of Parylene ([NH;]/[N] ~ 81 % vs 100 %, as
opposed to <50 % for L-PPE:N, and even lower for H-PPE:N). In the present experiments, this
reflected in excellent and persistent adhesion of U937 cells, as observed earlier for the “static”
(1 cm”) UV-PE:N samples; in addition, gene expressions of TNF-o and IL-1p (Figure 3-7)
showed that adhesion of U937 cells on UV-PE:N did not induce inflammatory reactions, as
reported earlier for the case of L- and H-PPE:N [9].
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Figure 3-8: Plot of the electrostatic surface potential of humid Parylene as a function of primary

amine concentration on pristine and aged samples.

The above-described differences between Parylene diX AM and all PVP:N family members
may possibly be attributable to “synergistic” contributions from other functional groups to
mediate interactions between the bioactive surfaces and protein adsorption, which in turn

determines the integrin receptors on the U937 cell-membranes; all PVP:N coatings are known to
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possess a variety of such functional groups, contrary to the case of Parylene diX AM, even after
aging. Another possible explanation may be related to surface charge that also greatly influences
protein adsorption: using an electrostatic voltmeter (Isoprobe, Monroe Electronics, Lyndonville
N.Y.) we have recently undertaken to measure the surface potential, V, of PVP:N and Parylene
diX AM surfaces [32], relating to the generation of charged species resulting from the reaction:
R—NH, + H,0 & R—NH} + OH~. While in the case of PVP:N the measured values were
always quite low (a few tens of volts at most), pristine Parylene initially displayed a value of
V >+ 130V, which subsequently decayed with time to <+ 50V, as illustrated in Figure 3-8.
Because the cell-adhesion behaviour illustrated in Figure 3-4 evidently tracks with this voltage
decay, it is tempting to suggest that an electrostatic effect may dominate adhesion of the
(negatively-) charged proteins and cells in the case of Parylene, but this is subject to further

investigations.
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CHAPITRE 4 RESULTATS COMPLEMENTAIRES

Ce chapitre présente les résultats complémentaires qui ne sont pas inclus dans l'article
présenté¢ au chapitre 3, mais qui relévent de travaux entierement sous ma responsabilité. La
premiere partie détaille les résultats des expériences de stabilité aqueuse de 'UV-PE:N, R = 0,75
et R =1, déposé sur convoyeur. L'évolution de la composition chimique au cours du temps ainsi
que le changement d'épaisseur sont donc présentés. L'adhésion et la croissance des HUVEC sur

plusieurs surfaces riches en amines primaires sont étudiées dans la deuxiéme partie.

4.1 Stabilité des revétements dans 1'eau

Au cours de cette expérience, la stabilité aqueuse des revétements UV-PE:N, de ratios
R =0,75 et R=1, est mesurée. Tout d'abord, la Figure 4-1A présente les résultats concernant
I'UV-PE:N R =0,75, soit I'évolution de I'épaisseur du revétement pendant une semaine
d'immersion dans l'eau Milli-Q. L'épaisseur initiale du revétement déposé sur c-Si est de
26,7+ 0,4nm et elle diminue a 24,0+ 0,9 nm aprés 168 h d'immersion. Cette différence
d'épaisseur telle que mesurée par ellipsométrie de seulement 10 % aprés 168 h d'immersion
indique que le revétement est presque insoluble dans I'eau et peut donc y étre utilis¢ de fagon

prolongée.

La stabilité chimique est également étudiée et présentée a la Figure 4-1A. [N] et [NH;] sont
présentées en parallele a [O]. On peut noter que [N] diminue légerement au cours des premieres
24 h et reste stable pendant les 144 h suivantes, tandis que [NH;] diminue légérement a partir de
72 h d'immersion. La valeur de [NH,] demeure toutefois supérieure a [NH:]eit pendant les
premiceres 72 h (ou [NH;]=5,3+0,2at.%). Aprées 168 h d'immersion, [NH,] est égale a
4,2+ 0,3 at.%, ce qui correspond a [NH;].it. Ainsi, 'UV-PE:N peut rester immergé dans 1'eau
pendant au moins 72 h et possiblement 168 h et toujours contenir suffisamment de groupements
R-NH; pour permettre l'adhésion des U937. On peut également constater l'augmentation

importante de [O] dans les premieres 24 h qui semble se stabiliser apres 168 h.

La Figure 4-1B présente la stabilité de 'UV-PE:N R = 1. On peut constater que 1'épaisseur
en fonction du temps d'immersion dans l'eau est tres stable et ne varie que de 0,4 % entre O h et
168 h. L'UV-PE:N R =1 est donc un revétement insoluble, malgré sa plus haute concentration

d'azote. L'expérience indique normalement que plus [N] est élevée, plus la solubilité est
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grande [14], alors que pour les deux types d'UV-PE:N présentés ici, le contraire se produit.
Cependant, un écart de seulement 1 nm entre la mesure a 0 h et celle a 168 h correspond a 4 % de
solubilité; la valeur du pourcentage de solubilité est donc trés sensible. L'apparente différente
solubilité des deux ratios pourrait donc étre en partie due a la sensibilité de la mesure. Toutefois,
le but de cette expérience est de vérifier qu'il n'y a pas de dissolution significative du revétement,
ce qui est confirmé ici. La trés faible solubilité dans les deux cas peut étre associée a un fort

degré de réticulation de 'UV-PE:N.

L'évolution de la composition au cours du temps d'immersion indique que [N] et [NH;]
diminuent au cours des premicres 24 h pour atteindre une valeur qui reste stable jusqu'a 168 h
d'immersion. Ainsi, malgré une perte de groupement R-NH, de 1,4+0,5 at.% aprés 24 h
d'immersion, I'UV-PE:N, R =1, maintient [NH,] égale a 6,8 0,4 at.% aprés 168 h, ce qui est
supérieur a [NH;]crit. Tout comme R = 0,75, le gain en O s'effectue surtout au cours des premicres
heures d'immersion pour atteindre des valeurs trés similaires a R=0,75 a 72h et 168 h.
Contrairement au cas du paryléne diX AM, ou la disparition d'un groupement R-NH,
s'accompagne de l'ajout d'un atome de O (voir section 3.2.4.1), l'augmentation de [O] ne
correspond pas a la diminution de [NH;]. Ainsi, 'augmentation de [O] n'est pas seulement due a
I'oxydation des R-NH,. Un deuxiéme mécanisme d'oxydation, probablement li¢ aux radicaux
résiduels, semble donc étre présent, tout comme dans le cas des dépots L-PPE:N. La valeur
initiale de [O] est non-nulle et différente pour chacun des ratios alors qu'elle devrait étre nulle en
raison du fait qu'il n'y a pas d'oxygéne dans le réacteur au cours du dépdt. En raison des
dispositions physiques du systtme de dépdt et du systetme XPS, I'échantillon est
immanquablement en contact avec 1'oxygene de l'air ambiant lors du transfert de 1'échantillon de
l'un a l'autre, résultant en [O] non-nulle. La différence entre les deux valeurs initiales est due a un
temps de transfert différent. Malgré cette différence, le gain final aprés 168 h en O semble
indépendant de la concentration initiale d'azote du film (ratio des gaz) et atteint une valeur
similaire pour les deux ratios. Comme mentionné auparavant, I'augmentation de la valeur de [O]
est liée a la réaction de radicaux piégés dans le dépdt avec de 1'oxygene de l'air ou dissout dans

I'eau.
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Figure 4-1: Evolution temporelle de I'épaisseur et de la composition ([N], [NH,] et [O]) de
I'UV-PE:N, R=0,75 (A) et R =1 (B) en fonction du temps d'immersion dans I'eau Milli-Q, dans

l'obscurité (n = 2).

Une étude similaire effectuée par Ruiz et al. [14], aussi présentée a I'annexe 1, montre la

stabilité¢ de 'UV-PE:N déposé sur un porte-échantillon fixe a 4,5 mm de la lampe UV au lieu du

convoyeur (voir section 2.1.2) a 1 cm de la lampe (voir Figure 4-2). Les résultats obtenus lors de

cette étude indiquent que plus [N] augmente, plus la solubilité du film augmente : pour R = 0,75,

la solubilité du revétement est nulle, pour R = 1, la solubilité est d'environ 15 % alors que pour

R =1,5, la solubilité¢ est d'environ 95 %. Ainsi, pour R=0,75 et 1, le revétement peut étre

considéré insoluble, ce qui correspond aux résultats obtenus avec 1'aide du convoyeur. Malgré
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une valeur initiale [N] plus faible que pour Ruiz et al., la rétention des groupements R-NH, au
contact de l'eau a la surface des films présentés a la Figure 4-1 est meilleure, c'est-a-dire que
[NH;] diminue proportionnellement moins pendant les premicres 24 h que pour 1'étude de Ruiz
et al. Nous croyons que ceci peut étre expliqué par l'utilisation du convoyeur comme porte-
¢échantillon, comme suit : lors du dépot, l'illumination du substrat par la lampe UV se fait de
facon intermittente, permettant ainsi une possible recombinaison supplémentaire lors de I'absence

d'illumination des radicaux créés par les rayons UV.
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Figure 4-2: Composition ([N], [NH,] et [O]) de 4 ratios d'UV-PE:N déposés sur porte-échantillon
fixe avant (I) et apres (W) immersion pendant 20 h dans 1'eau Milli-Q. La perte d'épaisseur (/oss
of thickness) durant cette période est également présentée. A la droite du graphique est présentée
la composition d'un échantillon de PET traité par plasma NHj3 pendant 15 min avant (I) et aprés

(W) 2 h d'immersion dans l'eau Milli-Q [14], reproduite avec permission.

L'¢tude de Ruiz et al.[14] présente également les résultats concernant la stabilit¢ du
L-PPE:N (revétement utilis¢é comme référence durant ce projet (voir sections 2.1.1 et 2.1.2). Le
revétement L-PPE:N R = 0,75 présente une solubilité pendant 168 h d'immersion d'environ 9 %
(eau Milli-Q) ou 17 % (tampon phosphate salin, PBS, phosphate buffered saline) et [NH;] variant
d'environ 7,5 at.% a 3,5 at.% (eau Milli-Q) ou 5 at.% (PBS) pendant les premicres 24 h
d'immersion. Ensuite, plus R augmente (donc plus [N] et [NH;] initiales augmentent), plus la

solubilité et la perte de groupements R-NH, augmentent. Pour cette raison, R = 0,75 est considéré
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comme le revétement L-PPE:N le mieux adapté a la culture cellulaire en milieu aqueux et est
utilis¢ comme surface de culture de référence. Lorsque l'on compare la performance de
I'UV-PE:N déposé sur convoyeur avec ce revétement, on peut constater que la conservation de
[NH;] au cours du temps d'immersion est supérieure pour 1'UV-PE:N. Cette constatation,
combinée au fait que la solubilit¢ de I'UV-PE:N (R =0,75 ou R=1) est presque nulle, nous
indique que ce revétement semble étre idéal pour la culture cellulaire sur une surface riche en

amines primaires.

L'é¢tude extensive de la solubilit¢ du paryléne n'a pas été effectuée au cours de ce projet
puisque la mesure de 1'épaisseur par ellipsométrie ou profilomeétre (Dektak) n'est pas possible en
raison du substrat de BOPP utilisé. Toutefois, puisque le paryléne diX AM posséde une couche
intermédiaire de paryleéne C chloré, une mesure XPS avant et apreés immersion dans 1'eau Milli-Q
pendant 24 h a été effectuée. Si la présence de chlore est détectée apres l'immersion, il est
raisonnable de croire que cela est di a une solubilité de la couche de 100 nm de paryléne diX AM
résultant en une couche de moins de 10 nm, la profondeur de mesure du XPS. Les résultats sont
présentés au Tableau 4.1. Les valeurs de [Cl] avant et aprés immersion sont faibles et identiques,

indiquant qu'au moins 10 nm de la couche de paryléne diX AM est toujours présente.

Tableau 4.1: Concentration de chlore avant et apres 24 h d'immersion dans I'eau Milli-Q.

[C]]
at.%
Avant immersion 0,41 +0,03

Apres immersion 0,38 £ 0,02

4.2 Adhésion et croissance de cellules endothéliales de la veine de

cordon ombilical humain (HUVEC)

L'adhésion et la croissance des HUVEC sur différentes surfaces de culture sont évaluées au
cours de cette expérience afin de déterminer si 'UV-PE:N (R=0,75 ou R=1) permet une
meilleure croissance de ces cellules comparativement a d'autres surfaces, tel que le L-PPE:N.
Ainsi, 5 types de surfaces sont étudiés : PS de plaques de culture recouvert de gélatine porcine

(PS gélatiné) comme controle positif, le PET comme contrdle négatif, le L-PPE:N déposé sur
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PET (R =0,75) comme point de comparaison avec Gigout et al. [12] ainsi que 2 types d'UV-
PE:N déposés sur PET (R =0,75etR=1).

Les densités cellulaires obtenues apres différents temps de culture sont présentées sous le
format moyenne + écart-type a la Figure 4-3. Un test ANOVA a deux facteurs est utilisé pour
analyser l'influence de la surface de culture sur la croissance de cellules. Une valeur de p < 0,05
est considéré significative. On peut calculer qu'il n'y a pas de différence significative entre les
différentes surfaces de culture (p > 0,05), sauf pour le PET ou p < 0,05 lorsqu'il est comparé aux
autres surfaces. Le PET est donc une surface de culture moins adaptée aux HUVEC. Les 2 types
de UV-PE:N déposés sur convoyeur sont toutefois des surfaces de culture adaptées aux HUVEC
puisque la croissance de ces cellules est similaire a celles sur PS gélatiné et sur L-PPE:N. Il est
probable qu'une plus haute concentration de groupements R-NH, (fournie par 'UV-PE:N) ne soit

pas nécessaire a la croissance des HUVEC.

B0 000

70 000

60000 ]_}_ — J( ]+ + ® Adhésion 4 h

50 000

BCroissanca 1
40 000 BCroissance 4 ]
OCreissance 6 |

30000

20 000

Densité cellulaire (cellulesicm?)

10 000

Ps PET L-FPE:N UNV-PE:M Ln-PE:N
galating R=0,75 R=075 R=1

Surfaces
Figure 4-3: Adhésion pendant 4 h et croissance pendant 1, 4 ou 6 j des HUVEC sur PS gélatiné,
PET; L-PPE:N R=0,75; et UV-PE:N R=0,75 et R=1. Les résultats sur PET sont
statistiquement inférieurs (* p <0,05) aux résultats obtenus sur les autres surfaces en comparant

les temps correspondants.
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CHAPITRE 5 DISCUSSION GENERALE

L'objectif principal de ce projet était d'étudier le UV-PE:N et son potentiel d'utilisation
comme biomatériau dans les domaines des médecines orthopédique et vasculaire et de le
comparer a la performance d'autres matériaux similaires riches en amines primaires (paryléne
diX AM et L-PPE:N). Pour ce faire, plusieurs objectifs spécifiques ont été choisis. Tout d'abord,
I'UV-PE:N et le paryléne diX AM ont été caractérisés physico-chimiquement afin de connaitre
précisément leur composition chimique en fonction du temps au contact de l'air et de 1'eau ainsi
que leur solubilité dans 1'eau. Cette caractérisation est nécessaire a 'utilisation de ces revétements
dans le cadre de culture cellulaire ou d'implants. Les autres matériaux susmentionnés ont déja fait
l'objet de telles études [14, 83]. Ensuite, 1'adhésion des monocytes U937 a été étudiée sur ces
deux revétements en relation avec [NH]ui, la concentration requise a I'adhésion de cette lignée
cellulaire sur plusieurs films polymérisés par plasma ou UV [9]. L'expression de deux genes,
TNF-a et IL-1pB, a été mesurée en fonction du temps d'adhésion des U937. L'expérience n'a pas
pu étre effectuée avec le paryléne diX AM en raison d'un trop faible nombre de cellules adhérant
sur ce revétement a long terme. Finalement, 1'adhésion et la croissance des HUVEC sur 1'UV-
PE:N ont été analysées afin de déterminer le potentiel de 'UV-PE:N comme revétement de
surface améliorant le succes de I'implantation d'une prothése vasculaire. Dans ce chapitre, les
résultats de ses expériences seront résumés brievement et comparés a ceux de la littérature. Les

limitations, ainsi que les perspectives de I'UV-PE:N et du projet seront finalement présentées.
5.1 Synthese des principaux résultats

5.1.1 Caractérisation physico-chimique

Premiérement, 1'analyse du paryléne diX AM au contact de l'air nous permet d'affirmer que
la technique de dérivation avec le TFBA donne des résultats valides, puisque la valeur mesurée
de [NH;]/[C] (6,5 = 0,6 %) est trés proche de la valeur théorique calculée a partir de la structure
chimique du dimere (voir Figure 2-3A), soit 5,9 %. De plus, la sélectivité en amines primaires,
[NH;]/[N], du paryléne mesurée est égale a 98 + 5 %, correspondant a la valeur « théorique » de
100 %. Ceci est important afin de pouvoir se fier aux résultats de dérivation chimique, que
certains auteurs remettent en question [84]. L'analyse de la Figure 3-3 et l'absence de radicaux

libres (C. Oehr, communication privée) nous permettent également d'affirmer que le paryléne est
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un matériau pour lequel un seul processus est responsable du vieillissement, soit 1'oxydation des
amines primaires ou l'ajout d'un atome d'oxygene est responsable de la disparition d'un

groupement R-NH,.

L'UV-PE:N présente une sélectivité élevée de 73 =4 % pour R =0,75 et de 74 + 6 % pour
R = 1. A l'air ambiant, la concentration [NH,]/[C] diminue de 2,5 % seulement pour chacune de
ces valeurs de R, a partir de 6,2+ 0,4 % (R=0,75) et 7,2+ 0,4 % (R =1). Ces valeurs initiales
sont similaires a celles du paryléne diX AM, malgré une sélectivité plus faible. Elles sont
également plus ¢élevées que le revétement d'allylamine polymérisée par plasma pulsé¢ de Yang
et al. [85] contenant [NH;]/[C] initiale la plus élevée, soit 3,1 £0,3 %. La décroissance de
[NH,]/[C] a la surface de I'UV-PE:N se stabilise a une valeur finale dépendante de la valeur
initiale de [NH,]/[C]. 1l est ainsi possible d'obtenir un revétement riche en amines primaires
méme aprés un long temps d'entreposage au contact de l'air ambiant. Son vieillissement plus
complexe suggére au moins deux processus : 1'oxydation et I'hydrolyse des R-NH; au contact de

l'air ambiant et 'oxydation des radicaux libres qui seraient présents dans la couche mince.

Cette présence de plusieurs processus de vieillissement est similaire a ce qui se trouve dans
la littérature. En effet, Gegenbach et al. [86], présentent des résultats concernant le vieillissement,
mesurés par XPS seulement, de couches minces d'allylamine (PP-AA) et d'heptylamine (PP-HA)
polymérisées par plasma. Les résultats indiquent que [N]/[C] demeure presque constante a
15,3 % pendant 68 j de vieillissement pour PP-AA et diminue légérement de 8,5 a 7,1 % pour
PP-HA. La valeur de [O]/[C], quant a elle, augmente rapidement au cours des premiers jours (de
49% a 7,3 % en 2 j pour PP-AA et de 2% a 13 % en 7j pour PP-HA), puis plus lentement
jusqu'a atteindre un plateau (jusqu'a 25 % aprés 1 an pour PP-AA et 11,1 % apres 68 j pour
PP-HA). Les auteurs attribuent ce vieillissement a deux phénoménes : 1'oxydation des R-NH,,
responsable de 1'augmentation rapide de O et la réorganisation hydrophobe, restructuration de la
surface du revétement ou les groupements polaires s'enfouissent dans le revétement, responsable
du vieillissement aprés une cinquantaine de jours. Comme l'analyse du vieillissement de
I'UV-PE:N et du parylene a été arrétée a 26 j, 'apparent début de stabilité de [NH;]/[C] et [O]/[C]
est possiblement en réalité le début du vieillissement di a la réorganisation hydrophobe de la

surface des revétements.
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Les résultats des expériences de stabilité de 'UV-PE:N dans l'eau Milli-Q indiquent que ce
revétement, pour les valeurs de R étudiées, est insoluble lorsque déposé a 1'aide du convoyeur
comme porte-échantillon, et ce, malgré une concentration élevée de N. De plus, apres 7]
d'immersion, la valeur de [NH;] pour R =0,75 et R =1 diminue de seulement 1,3 + 0,5 % et
1,6 + 0,5 %, respectivement. Ainsi, il est possible de laisser le revétement en contact avec de 1'eau
pendant au moins une semaine tout en conservant une concentration de groupements R-NH,
¢levée. Le gain en O se produit surtout au cours des premicres heures d'immersion et n'est pas
seulement reli¢ a la diminution de [NH,]. Il se stabilise autour d'une valeur similaire pour les
deux ratios R. L'UV-PE:N est donc un revétement suffisamment stable sur 7 jours pour une
utilisation potentielle in vivo a long terme. Ainsi, il est raisonnable de penser que cette stabilité
d'au moins 7 jours permettrait aux cellules d'interagir avec le revétement suffisamment longtemps
pour fabriquer une matrice extracellulaire responsable de I'adhésion a long terme de ces cellules

méme [87].

Plusieurs études de la stabilité aqueuse de revétements polymérisés par plasma sont
disponibles dans la littérature et tentent de comprendre les phénoménes impliqués. Par exemple,
Finke ef al. [88] ont étudi¢ la stabilité d'une couche mince d'allylamine polymérisée par plasma
micro-ondes (2,45 GHz) avec de l'ammoniac comme gaz porteur. La mise en contact du
revétement avec le milieu aqueux se fait sous la forme d'un rincage a l'eau dans un agitateur
orbital pendant 0,25 ha 11,5 h. Au début, [NH,]/[C] passe de 2,5% a 0,5 % en 0,25 h puis
demeure stable jusqu'a 11,5 h. [O]/[C] diminue de 4 % en 0,5 h, puis augmente jusqu'a 16 %. Les
auteurs attribuent ces pertes a 1'enlevement de fragments oligomeres peu liés au revétement par
I'eau. L'UV-PE:N pourrait subir un phénomene similaire, mais comme [NH;] ne diminue pas
beaucoup au cours des premicres 24 h, ces fragments ne constitueraient pas significativement le
film. Artemenko et al. [38] ont produit des revétements riches en amines primaires par
pulvérisation magnétron de nylon 6,6 dans un gaz d'Ar, d'Ar/N, ou de N,/H,. Les différents
revétements ont été immergés dans I'eau déionisée pendant 24 h. Les films déposés dans Ar ou
Ar/N; se sont avérés solubles a moins de 9 %, ce qui est considéré insoluble par les auteurs. Le
troisieme type de film, déposé dans N»/H,, contenait la plus grande concentration de N et il était

soluble a 35 %, ce qui est beaucoup plus soluble que I'UV-PE:N.

Il était précis¢ dans la revue de littérature, section 1.1.2, que la photo-polymérisation

ultraviolette permet d'obtenir des réactions plus spécifiques et sélectives que la polymérisation
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plasma. Cette affirmation a été confirmée pendant ce projet, puisque la sélectivité¢ [NH,]/[N] du
L-PPE:N, valant moins de 50 %, est inférieure a celle de 1'UV-PE:N, valant 75 %. Aussi, il
semble que l'utilisation du convoyeur permet d'accroitre la stabilité, tant chimique ([NH>]) que
physique (solubilité¢) de 'UV-PE:N. Cela est probablement di au fait que, I'illumination n'étant
pas continue, une réticulation supplémentaire du revétement peut étre atteinte par la
recombinaison de radicaux pendant la rotation du convoyeur, comparativement a une

illumination continue résultant en un dépot plus court.

5.1.2 Adhésion des monocytes U937

Des travaux antérieurs avaient montré que 1'adhésion des monocytes humains U937 sur
plusieurs types de revétements polymérisés par plasma ou ultraviolets requiert que [NH;] soit
supérieure a [NHy]eit =4,2 £ 0,5 at.% [9]. Les résultats des expériences effectuées au cours de
cette maitrise indiquent que I'adhésion des U937 sur I'UV-PE:N R = 0,75, a différents temps de
vieillissement, respecte ce seuil critique. Le paryléne diX AM, quant a lui, affiche un
comportement fort différent: I'adhésion des U937 se fait proportionnellement, sans limite
critique claire, a [NH;]. La croissance des cellules ne se prolonge toutefois pas apres 24 h. Ce
résultat concernant 1'adhésion proportionnelle est en contradiction avec les résultats obtenus par
Girard-Lauriault et al. [9]. 1l existe cependant une différence méthodologique entre les deux
expériences. Pour obtenir différentes concentrations de R-NH, sur les surfaces, Girard-Lauriault
et al. ont fait varier les ratios de gaz et les cultures ont été effectuées sans permettre le
vieillissement au contact de 1'air. Pour le présent projet, il était impossible de faire la méme chose
pour varier la concentration de R-NHj sur la surface du paryléne diX AM, étant donné que [NH;]
de ce dernier est dictée par le monomere utilisé. Ainsi, que ce soit pour I'UV-PE:N ou pour le
paryléne, I'obtention de [NH,] inférieure a 4,2 at.% se fait en laissant le revétement vieillir au
contact de 1'air ambiant, soit 19 j pour I'UV-PE:N et 6 j pour le paryléne. Toutefois, la présence
de [NH;]uit est observée pour I'UV-PE:N, malgré 1'utilisation du vieillissement pour varier [NH;].
I1 est donc difficile d'expliquer la différence de comportement du paryléne. Une des différences
majeures entre les deux revétements est le fait que le paryléne diX AM ne contient que des
R-NH, comme groupements azotés a sa surface ([NH,]/[N]= 100 %) alors que 1'UV-PE:N
contient d'autres types de groupements azotés ([NH;]/[N] ~ 75 %), dont des imides, nitriles, etc.

Apres 6 j de vieillissement, le paryléne ne contient plus seulement des R-NH,. Une hypothese est
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donc que le vieillissement du paryléne (et non celui de 'UV-PE:N) introduit un ou plusieurs
autres types de groupements fonctionnels permettant 'adhésion des U937. Une autre hypothese
est la possible interaction électrostatique entre les groupements R-NH, se modifiant en
groupements NH3" en contact avec I'eau et les protéines d'adhésion présentes dans le milieu de
culture et nécessaire a l'adhésion des U937 [15]. En mesurant le potentiel électrique produit par
un revétement de paryléne vieilli humide a 'aide d'un voltmeétre électrostatique, on peut constater
(voir Figure 3-8) que plus [NH;] est ¢€levée, plus le potentiel électrique produit est élevé et
demeure au-dessus de 45 V apres 10 j de vieillissement. Pour le L-PPE:N, par contre, il demeure
sous 40 V méme pour un échantillon fraichement déposé (non vieilli). Cette idée a fait 1'objet
d'une conférence et d'un article invité publié le 20 novembre 2012 dans le Japanese Journal of
Applied Physics [15]. 1l est toutefois difficile de séparer les effets €électrostatiques des effets de la
composition chimique. La différence de comportement entre le paryléne diX AM et I'UV-PE:N

demeure inexpliquée.

L'expression de deux cytokines, TNF-a et II-1p, lors de I'adhésion des U937 sur I'UV-PE:N
a également été étudiée. Ces deux cytokines sont sécrétées pendant une réponse inflammatoire
par les monocytes et les macrophages [89]. Ainsi, I'analyse de 1'expression de ces deux genes lors
de I'adhésion des U937 sur I'UV-PE:N permet de déterminer si le revétement induit une réponse
inflammatoire des U937. Les études précédentes indiquent que l'adhésion sur L-PPE:N et
H-PPE:N provoque une expression transitoire de ces génes pendant 3 h, revenant a la valeur de
contrdle apres 12 h. Les résultats de qRT-PCR sur 'adhésion des U937 sur UV-PE:N indiquent
au contraire qu'aucune réaction inflammatoire n'est induite puisqu'aucune expression génétique
supérieure au contrdle (suspension cellulaire d'U937) n'est observée a 3 h et 24 h d'adhésion. Une
expression supérieure au controle, transitoire seulement, peut cependant s'étre produite entre 3 h
et 24 h d'adhésion. Toutefois, l'expression des deux génes a 24 h étant comparable a celle du
contrdle et donc revenue a la normale, on peut affirmer qu'aucune réaction inflammatoire majeure
n'est induite par 'UV-PE:N lors de 1'adhésion des monocytes U937. Ainsi, 1'étude de l'influence
des particules d'usure des prothéses de hanche, comme le Co”" et le Cr’*, sur les U937 ne serait
donc pas perturbée par une inflammation due au revétement. L'observation d'une réaction

inflammatoire serait seulement attribuable aux particules d'usure, et non a 'UV-PE:N.
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5.1.3 Adhésion et croissance des cellules endothéliales de la veine de cordon

ombilical humain (HUVEC)

Le but de cette expérience était d'évaluer si I'UV-PE:N peut étre un revétement intéressant
pour favoriser I'adhésion et la croissance d'une couche de cellules endothéliales pour les
prothéses vasculaires. Les HUVEC sont utilisées comme modele in vitro pour observer I'adhésion
aprés 4 h et la croissance sur 6 j. L'analyse statistique sur les résultats indique que le PET donne
des résultats inférieurs a ceux des autres surfaces. Ces derniéres donnent des résultats non
statistiquement différents (p > 0,05) lorsque comparées entre elles. Ainsi, 1'ajout d'un revétement
riche en R-NH; sur le PET améliore I'adhésion et la croissance des HUVEC. Cependant, elles
proliférent de la méme fagon, peu importe [NH,] a la surface. Le Tableau 5.1 présente les
résultats de la présente étude comparés a ceux de Gigout et al. [12] (obtenu avec les mémes
conditions expérimentales) en calculant le pourcentage d'adhésion apres 4 h d'incubation d'aprés
'équation 5.1. L'aire d'adhésion est déterminée par l'aire intérieure des cylindres de clonage en
verre, soit 0,5024 cm?.

densité cellulaire (&2) X aire d’adhésion (cm?) (5.1)
< X100 ryp

% d’adhésion =
% d'adhesion nombre de cellules inoculées par puits (cell)

Tableau 5.1: Comparaison du pourcentage d'adhésion des HUVEC aprés 4 h d'incubation.

Présents résultats | Gigout et al.
(section 4.2) [12]

% d'adhésion % d'adhésion

PS gélatiné 41 £8 ~ 100

PET 17+6 ~ 60

L-PPE:N R =0,75 52+8 ~ 88
UV-PE:N R =0,75 43 + 11 -
UV-PEXINR =1 51+9 -

En observant ce tableau, on peut constater que pour Gigout et al., le PS gélatiné présente le
meilleur % d'adhésion, suivi par le L-PPE:N alors que le contraire se produit pour les présents
résultats. Toutefois, sachant que la différence entre le PS gélatiné et le L-PPE:N n'est pas

significative, la tendance des résultats est similaire pour les 2 études dans le sens ou I'adhésion
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sur le PET est inférieure a celle sur les deux autres revétements. Cependant, la valeur du
% d'adhésion est environ 2 fois plus faible que pour les résultats de Gigout et al. 1l est utile de
noter que Gigout ef al. ont observé une plus forte résistance des HUVEC sur L-PPE:N que sur
PET lorsque les cellules sont soumises a une contrainte de cisaillement occasionnée par un
écoulement sanguin simulé. Il serait ainsi intéressant de comparer les revétements d'UV-PE:N
dans le cadre de tests de résistance au cisaillement représentant un peu plus la force d'attachement

et le contexte d'utilisation in vivo.

Dans la littérature, plusieurs tentatives d'améliorer la prolifération des HUVEC sur le PET
ou le PTFE, matériaux utilisés pour faire les protheses vasculaires, ont ét¢ effectuées. Ramires et
al. [45] ont utilisé différents traitements au plasma d'ammoniac ou d'oxygene pour traiter le PET
et observé la croissance des HUVEC. Leur seul résultat statistiquement supérieur a la culture sur
PS gélatiné (contrdle positif) est la croissance pendant 9 j sur le PET traité au plasma NH;3/H,. Ils
n'ont pas testé le PET nu. Pu et al. [46] ont également utilisé le traitement par plasma pour
modifier le PET et le PTFE. La prolifération des HUVEC pendant 1 j sur une surface de PET
traitée par plasma NHj; présentait une augmentation de 1,3 fois celle sur PET non traité. Cette
augmentation est supérieure a celles observées avec I'UV-PE:N, R = 0,75 ou elle présente une
augmentation de 0,4 fois la valeur sur PET non traité, et R =1 ou elle augmente de 0,5 fois.
Toutefois, il est clair que l'ajout de groupement R-NH, sur le PET favorise la prolifération des

HUVEC.

5.2 Limitations et perspectives de I'UV-PE:N pour des applications

biomédicales

L'UV-PE:N comporte plusieurs limitations et perspectives intéressantes a discuter ici. Tout
d'abord, une des limites les plus importantes de I'UV-PE:N est la taille des échantillons qu'il est
possible de déposer. En raison de la lampe utilisée, des échantillons de 1 cm® (avec le porte-
échantillon fixe) ou un ruban de 1 par 24 cm® (avec le convoyeur) peuvent étre produits.
L'utilisation du convoyeur constitue une premicére amélioration essentielle a 1'é¢tude de 'UV-PE:N
et permet la culture cellulaire, avec le désavantage que le taux de dépdt diminue (demandant ainsi
des temps de dépot de plusieurs heures). Toutefois, pour une application a grande échelle de ce

revétement, une lampe VUV de diamétre plus grand sera nécessaire. Une telle lampe permettrait
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d'augmenter la surface de dépot tout en conservant un temps de dépot plus court. Il serait donc
possible de déposer une couche mince avec une épaisseur de plus de 30 nm en moins de 4,5 h ou
7 h, dépendamment du ratio R utilisé. Toutefois, la stabilité¢ aqueuse du revétement, spécialement
la rétention des groupements R-NH, au contact de l'eau, est meilleure avec l'utilisation du
convoyeur qu'avec l'utilisation du porte-échantillon fixe (voir section 4.1). La combinaison du
convoyeur avec une grande lampe VUV permettait de combiner deux avantages. En effet, il serait
possible d'augmenter grandement la taille des dépots, sans toutefois diminuer le long temps de
dépot. La stabilité aqueuse serait alors conservée. Une lampe de cette taille est toutefois difficile a
obtenir en raison du colit de fabrication de larges fenétres de MgF», permettant I'obtention d'un
vide dans la lampe tout en transmettant les rayons UV. Elsner et al. [90] ont cependant développé
une source excimére a l'argon sans fenétre qui produit un faisceau d'ultraviolets avec un pic
d'intensité a 126 nm. Un dépdt de couches minces a pression atmosphérique serait ainsi possible

grace a cette source.

Finalement, une des perspectives a envisager pour I'UV-PE:N est le greffage de
biomolécules sur sa surface afin de créer un revétement bioactif. Ainsi, des molécules pourraient
étre greffées sur le revétement pour favoriser 1'endothélialisation de prothéses vasculaires, telles
que I'héparine, le collageéne de type I, la fibronectine ou une séquence de protéines [10, 12]. 1
serait également possible d'utiliser 'UV-PE:N pour d'autres applications. Par exemple, le greffage
de la chondroitine-4-sulfate (CS) ainsi que du facteur de croissance de I’épiderme (EGF) sur un
revétement de L-PPE:N permet de créer un revétement bioactif anti-apoptotique pour le
traitement de I'anévrisme de l'aorte abdominale [43]. Le greffage étant réalis€¢ via les

groupements R-NH,, 'UV-PE:N serait possiblement un candidat idéal a ce type de greffage.

5.3 Limitations et perspectives du projet

Le projet lui-méme présente également des limitations et perspectives. La stabilité aqueuse
de 1'UV-PE:N est étudiée apres 24 h, 72 h et 168 h d'immersion, mais ceci ne permet pas
d'évaluer la cinétique de la perte d'épaisseur, surtout pendant les premicres heures. Puisque seule
I'épaisseur seche est mesurée, il serait intéressant de mesurer la solubilité en temps réel et de voir
si le revétement gonfle au contact de I'eau. Un instrument qui permet de le faire est la micro-
balance a cristal de quartz avec module de dissipation (QCM-D). Ce systeme, disponible au

Laboratoire de biomatériaux endovasculaires (LBeV) du CRCHUM, permet de mesurer plusieurs
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propriétés mécaniques de couches minces, dont 1'épaisseur au cours du temps, en mesurant la

fréquence de résonance et la dissipation du cristal sur lequel est déposée la couche mince [91].

Seuls les ratios R = 0,75 et R = 1 sont ¢tudiés au cours du projet, en raison de leur potentiel
décelé par Ruiz et al. [14]. Comme il s'est avéré que le R = 1 est également insoluble malgré son
[NH;] plus élevé, il serait intéressant de caractériser des valeurs de R plus élevées. L'effet du pH
sur la stabilit¢é aqueuse de 'UV-PE:N n'est également pas étudié¢. Le pH du PBS (7,4) étant
différent de celui de I'eau Milli-Q (légerement acide di a l'absorption de CO, atmosphérique), il

peut influencer celle-ci.

L'utilisation des revétements riches en R-NH; dans le domaine biomédical nécessite que
ceux-ci soient stériles. Au cours de ce projet, les revétements ont été utilisés de fagon non-stérile
ou stérilisés avec de 1'é¢thanol 70 %. Les techniques de stérilisation couramment utilisées en
hopitaux devraient étre testées, telles que 'autoclave, I'oxyde d'éthyléne, le Sterrad®, irradiation
UV et le glutaraldéhyde, afin de vérifier la préservation de la composition chimique, ainsi que de
l'intégrité de la structure physique du revétement. De plus, de nombreux autres défis seraient a
relever pour une application de ces revétements sur des implants tels que des prothéses
vasculaires. Par exemple, il demeure nécessaire de trouver une technique pour déposer le
revétement d'UV-PE:N sur la paroi interne d'une prothése vasculaire. L'insertion des gaz n'est pas
un probléme. Le défi sera de trouver une facon d'illuminer cette paroi avec une lampe VUV et
d'une intensité suffisante. Aussi, il sera nécessaire de caractériser les dépots d'UV-PE:N sur un
substrat représentant mieux les biomatériaux utilisés en ce moment pour fabriquer les prothéses,

soit le PET tiss¢ (DACRON) ou le ePTFE, et non le PET lisse utilisé lors de ce projet.

Afin de comprendre la différence entre I'adhésion des monocytes U937 sur 'UV-PE:N et le
paryléne diX AM, il serait intéressant de caractériser extensivement leur chimie de surface apres
vieillissement lorsque [NH»] est sous 4,2 at.%. Des mesures par XPS haute résolution peuvent
étre prises, combinées avec la spectroscopie infrarouge pour identifier toutes les liaisons
présentes. Il serait alors en principe possible de déterminer si un ou plusieurs groupements sont
présents a la surface du paryléne et non de I'UV-PE:N, groupements qui permettent aux U937

d'adhérer sur le premier.

Finalement, I'¢tude de Gigout et al [12] a montré que le L-PPE:N est un revétement

augmentant significativement la résistance des HUVEC au cisaillement causé par un écoulement
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laminaire, représentant un peu plus les conditions in vivo des prothéses vasculaires, lorsqu'il est
comparé au PET non traité. Les résultats présentés a section 4.2 ont montré que 1'adhésion et la
croissance des HUVEC sur UV-PE:N sont statistiquement similaires a celle sur L-PPE:N et PS
gélatiné. Il serait donc pertinent d'étudier la résistance au cisaillement causé par un écoulement
laminaire des HUVEC adhérées sur UV-PE:N afin de déterminer si ce revétement permet
d'augmenter cette résistance. Ainsi, peut-étre que malgré une adhésion et croissance similaire,
I'UV-PE:N se distinguera des autres revétements par son aptitude a favoriser la résistance au

cisaillement.
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CONCLUSION

L'objectif principal de ce projet de maitrise était d'évaluer le potentiel d'utilisation de
I'UV-PE:N, une couche mince riche en amines primaires déposée par photo-polymérisation
ultraviolette, dans les domaines de médecines orthopédique et vasculaire, tout en le comparant au
paryléne diX AM. Pour ce faire, la caractérisation physico-chimique de ces deux revétements a
d'abord été effectuée afin de connaitre le comportement de ces revétements lorsqu'ils sont en
contact avec l'air ambiant ou un milieu aqueux. Il a ainsi été possible de déterminer que le
vieillissement subi par le paryléne diX AM en contact avec l'air est rapide et causé par
l'oxydation des groupements R-NH, ou la disparition de chaque groupement R-NH,
s'accompagne de l'ajout d'un atome d'oxygene. Le vieillissement des deux types d'UV-PE:N est
plus lent et permet de conserver [NH,]/[C] supérieure a 3,8 % apres 26 jours dans l'air. Au moins
deux processus sont responsables du vieillissement de 1'UV-PE:N dans l'air et dans I'eau,
l'oxydation des groupements R-NH, et la réaction des radicaux présents dans le revétement avec
l'oxygene de l'air ou dissout dans 1'eau. La rétention des R-NH; lorsque 'UV-PE:N est immergé
dans l'eau est supérieure lorsque 1'UV-PE:N est déposé a l'aide du convoyeur versus sans le
convoyeur. L'UV-PE:N R =1 est insoluble et conserve plus de 80 % de sa concentration [NH;]

initiale apres une semaine d'immersion dans 1'eau.

Les travaux effectués au cours de cette maitrise ont permis d'établir que 'UV-PE:N est une
surface de culture permettant I'adhésion des monocytes U937 et donc I'étude de l'effet des
particules d'usure des prothéses de hanche sur ces monocytes, en raison de 1'absence de réaction
inflammatoire lors de leur adhésion. Ensuite, l'existence d'une concentration [NH;]qi¢ requise
pour l'adhésion des monocytes U937 sur plusieurs types de revétements polymérisés par plasma
ou ultraviolets a été¢ confirmée pour 'UV-PE:N déposé a l'aide du convoyeur. Par contre, le
paryléne diX AM affiche un comportement différent : I'adhésion des monocytes U937 se fait
« proportionnellement » a [NH,]. L'UV-PE:N permet la survie des monocytes pendant 24 h,
tandis que ces cellules se détachent ou meurent sur le paryléne diX AM pendant ce temps. Il
existe donc une différence entre les deux types de revétement permettant cette adhésion qui reste

incomprise et qui mériterait davantage de travaux.

Finalement, 1'adhésion et la croissance des HUVEC ont été observées sur les deux types

d'UV-PE:N étudiés, ainsi que sur le L-PPE:N et le PS gélatiné couramment utilisé en culture
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cellulaire. Elles se sont révélées statistiquement supérieures aux résultats obtenus sur PET.
L'expérience permet de conclure que I'UV-PE:N est une surface de culture adaptée aux HUVEC,
performant de fagon similaire au PS gélatiné qui est une surface reconnue pour promouvoir la
prolifération des HUVEC. L'UV-PE:N est donc un revétement de surface prometteur dans le
domaine biomédical. Cependant, plusieurs autres défis et essais cellulaires seront requis avant de

pouvoir utiliser ce revétement sur la paroi interne des prothéses vasculaires.
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Thin films, rich in primary amines (C—NH,), were deposited from nitrogen (N,) or ammonia
(NH3) and ethylene (C,H,4) with different gas mixture ratios, R, using three different methods:
atmospheric-pressure- or low-pressure plasma polymerisation (PP), and vacuum-ultraviolet
photo-polymerisation. They are designated H-plasma-polymerised ethylene (PPE):N, L-PPE:N
and ultraviolet-polyethylene (UV-PE):N, respectively. Of interest in cell-culture and tissue
engineering, all three coating-types were examined with regard to stability in air and
solubility in water, compared with other deposits in the literature that were obtained from
single precursors such as allylamine (AA) or n-heptylamine (HA), PP-AA and PP-HA, respect-
ively. The three types of deposits, prepared using comparable R values, were characterised by
X-ray photoelectron spectroscopy, Fourier transform infrared spectroscopy, scanning electron

microscopy and atomic force microscopy and % > 100

found to vary significantly among themselves in

regard to their [N]- and [NH,] concentrations, and & ] [0

their chemical stabilities during long-term § 45 oo

exposures to air or aqueous solvents. UV-PE:N % Z

and L-PPE:N films were found to compare very i"" [ 40

favourably with their best PP-AA and PP-HA 2 %

counterparts; we conclude that the additional = 5! 20

. . . . &

important fabrication parameter (the gas mixture {

ratio, R) is a major asset for preparing stable NH,- 01 w0

rich organic coatings with optimal properties. R(IF) R
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In recent years, plasma technologies have been exten-
sively used to alter the surface properties of synthetic
polymers, so as to elicit desired responses toward
biological environments.*"?) Many studies have been

Department of Mechanical Engineering, Ecole de Technologie reported using widely varying approaches and process
Supérieure (ETS), and Centre de Recherche du CHUM (CRCHUM)  gases; most of these comprised surface functionalisation,
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whereby macromolecules in the near-surface region are



modified by adding new chemical groups via substitutive
radical reactions (so-called grafting);*™® the other
category, plasma polymerisation (PP), involves adding a
thin organiccoating ontop ofthe original surface (436711
Physico-chemical properties of both types of newly
created surfaces, namely chemical functionality, surface
energy, roughness, surface charge, etc. are believed to
govern their interactions with a given biological envir-
onment. Henceforth, we shall mainly focus our attention
on the second type of functional surfaces, thin film
coatings, but will make occasional reference to grafting.
An important class of functional coatings are nitrogen
(N)-rich ones,!**¢"*! which have been found to promote
cell adhesion, 671215
tion of mesenchymal stem cells.**! Thisis presumed tobe
due tothe presence of primary amine groups, C—NH,, and
their associated positive charges that may, in aqueous
solutions at physiological pH values, attract negatively
charged bio-molecules (proteins, DNA) and thus indir-
ectly living cells.*~*822-25 Moreover, such amino groups
are chemically reactive, and they are used in biochem-
istry for covalent coupling of proteins in aqueous
environments.**°! In the category of graft-modified
polymer surfaces, a commercial polystyrene culture dish
(‘Primaria®’, Becton-Dickinson Biosciences, San Jose CA)
that incorporates both the habitual oxygen (O)-based
functionalities of other similar commercial products, but
in addition N-containing groups, has been reported to
possess significantly superior performance for cell adhe-
sion when compared with ‘O-only’ surfaces.*!
Therefore, if one elects the organic coating (e.g. PP) route,
the deposit must have a high density of primary/secondary
amines to become positively charged in aqueous media, and
to enableimine and enamine coupling.[n] Inaddition, sucha
surface layer must be stable in the aqueous media routinely
used for cell culture. Now, these two requirements appear to
be in conflict, since numerous earlier attemptstoincrease the
density of amine groups [-NH,], by lowering average
plasma power led to water-soluble films [*47l Well-known
routes for obtaining coatings with high surface concentra-
tions of nitrogen [N], are PP of suitable N-containing
precursors (e.g. allylamine, AA) L269-11.17-21]
of hydrocarbon and N-containing gases.
In this study, we used binary gas mixtures comprising
ethylene (C;H,) and N, or ammonia (NHs), in order to
compare certain important physico-chemical properties of
resulting ‘PE:N’ (N-containing ‘polyethylene’) films; more
precisely, we examine two kinds of ‘PPE:N’ (N-rich plasma-
polymerised ethylene), namely those obtained either by
conventional low-pressure (') radio-frequency (r.f) glow
discharge, hereafter designated L-PPEN’>*?%! or in a
dielectric barrier discharge (DBD) reactor operating at
atmospheric ('H’, for ‘high’) pressure (hereafter ‘H-PPE N).[78
A third category of coatings, designated ‘UV-PE:N’, results

and even to influence differentia-

or the mixture
[7.8,22-27]
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from vacuum-ultraviolet (VUV) photo-polymerisation reac-
tions in the same gas mixtures as those used for producing
the L-PPE:N’ films. UV-PE:N films are also prepared at low
pressures, but in a reactor dedicated for VUV-photochemical
research, with a choice of several commercial lamps 2%/ In an
earlier article®® we had already compared H-PPE:N and L-
PPE:N films with regard to certain of their structural
properties, pointing out that the former can readily be
deposited onto thin dielectric substrates such as polymer
films,"”# at very highrates and readily scaled up toindustrial
production capabilities. On the other hand, L-PPE:N films can
also be applied onto conductive and/or three-dimensional
objects, for example surfaces of medical devices such as
stents, stent-grafts,[29] or others. The latter, and UV-PE:N
films, are a priori more costly to produce on account of the
more expensive vacuum processing and -equipment and, in
the photo-chemical case, expensive light sources. However,
in high value-added processes, for example those involving
biomaterials and substrates for tissue engineering, produc-
tion costs are not necessarily the dominating consideration,
usually less so than performance characteristics of the types
that are the focus of the present investigations.

Having stated the above motivation and objectives, we
now report a comparison of the three coating families, H-
PPE:N, L-PPE:N and UV-PE:N, with regard to key properties
that determine the deposits’ suitability in biomedical,
mostly tissue-engineering, applications. Unlike in the
above-mentioned earlier comparison of H- and L-PPE:N

(28] we focus here on the materials’ stabilities in

coatings,
ambient air and in water-based media, using similar
approaches to those already reported by several other
teams of investigators:[l7_21] the present investigations
include studies of ageing in ambient air, solubility
measurements in aqueous cell-culture media and studies
of structural properties by X-ray photoelectron spectro-
scopy (XPS) (with and without chemical derivatisation with
4-(trifuoromethyl)benzaldehyde, TFBA), Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), scanning electron microscopy
(SEM), atomic force microscopy (AFM), among others. Qur
results are compared with those reported by other workers.

Experimental Part
Deposition of PE:N Films

Polyethylene:N films were deposited in the three reactor systems
depictedin Figure 1, on several types of substrates, including 2 mm
thick glass plates, (100)-oriented single-crystal (c-Si) silicon wafers
and bi-axially oriented poly(propylene), BOPP (50pm thick,
isotactic polymer film, graciously provided by 3M Company).
Surface analyses (see below) were conducted to verify that the
deposition rates and chemical compositions of PE:N deposits were
independent of their host surfaces.

The L-PPE:N coatings were deposited in a cylindrical aluminium/
steel vacuum chamber, approximately 20 cm in diameter and 20 cm
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I Figure 1. Three reactor systems used in the present research: (a) low-pressure plasma (LP-PECVD), 13.56 MHz r.f. discharge; (b) atmospheric-
pressure dielectric barrier discharge (AP-DBD) plasma and (c) vacuum ultraviolet photo-polymerisation (VUV-CVD), see text.

inheight (Figure 1a). A turbo-molecular pump, backed by atwo-stage
rotary vane pump was used to evacuate the chamber to a base
pressure of <10 * Pa, as measured by an ionisation gauge. Flows of
high-purity feed gases (ethylene 99.5%, and ammonia, 99.99%, Air
Liquide, Canada) were then admitted into the chamber using
electronic flow meter/controllers (Vacuum General Inc), and a
‘shower head’ gas distributor (10 cm in diameter). The flow rate
of C;H, precursor, Feona, Was kept constant at 20 sccm, while the gas
flow ratio R (=Fuu3/Fcans) could be varied between 0 and 3 by varying
the NH; flow rate, Fyys, between 0 and 60scan. The operating
pressure, p, during plasma deposition was set and maintained
constant at 80 Pa by a butterfly throttle valve, in combination witha
capacitive pressure gauge (Baratron, MKS Instruments). The capaci-
tively coupled r.f. (13.56 MHz, ENI) plasma was generated with the
help of an automatic impedance matching network (Advanced
Energy), connected to the 10 cm diameter powered electrode in the
centre of the chamber, the walls acting as the grounded electrode. The
distance between the bottom of the shower head and the r.f.-driven
electrode was 15 cm. Based on our previous Iesu_lts,[zs'zs' we chose to
deposit L-PPE:N coatings using rather mild plasma conditions
(P=10W, resulting in a negative d.c. bias voltage, Vy= —40 V); under
these conditions, polymer-ike films with maximum nitrogen [N],
and amine [NH;], concentrations were deposited. In the present
work, three deposition conditions were favoured, namely those
corresponding toR = 0.75, 1.0and 1.5, for reasons to be discussed later.

Figure 1b depicts the atmospheric pressure DBD, apparatus used
for depositing the H-PPE:N films; " it comprised a grounded, planar
Al electrode and a cylindrical, dielectric-coated stainless steel high
voltage (HV) electrode. The former could be moved at controlled
speed under the latter electrode, to simulate continuous treatment
conditions akin to those encountered in industrial equipment. A

2 mm thick glass plate was placed directly on the planar Al electrode
and it served as a second dielectric layer, as described in detail
elsewhere!”® The discharge zone was an adjustable 1 mm wide gap
between the HV electrode and the glass plate; the precursor gas
mixture was introduced here using a gas diffuser (not shown in
Figure 1b) to ensure the requisite high gas purity. Gas flow rates
(N, — 10 standard L min %, slm; Fr,y;,— 20, 50 and 60 standard cm?
min %, sccm) were controlled by electronic mass flow controllers.
The roughly 1lcm wide plasma zone was generated with a
commercial power source and transformer (Enercon Industries,
model LM2727-03,450 kVA maximum output) at a typical frequency
of 10kHz and peak-to-peak voltage of 18 kV. After the carefully pre-
cleaned substrate was introduced into the DBD system, the latter
was purged with the precursor gas flow for approximately 10 min.
The discharge was then initiated and monitored with a digital
oscilloscope, the voltage and current being measured with the help
of a resistive probe (Tektronix, model P6015A) and a 50 () resistor,
respectively. The substrate was made to move back and forth under
the HV electrode at precisely controlled speed, 10 mm -s ™, forupto
two dozen cycles, depending on the desired H-PPE:N film thickness.

The third experimental set-up, used for VUV photochemical
experiments (see Figure 1c) has also already been described in detail
elsewhere.2°) Briefly, it consists of a stainless steel ‘cross’ chamber,
which was first evacuated to a base pressure of about 5 x 10 ® Torr
(~7 % 10 * Pa) using a combination of turbo-molecular and rotary
vacuum pumps. In the present VUV photo-polymerisation experi-
ments, we irradiated flows of binary gas mixtures comprising C;Ha
and NHj at low pressure, typically 100 mTorr (13.3 Pa), similar to
those used for depositing L-PPE:N, described above. The flow rate of
ethylene, Feona, was kept constant at 50scam, while that of
ammonia, Fyys, could be varied between 0 and 75 sccm, yielding



values of theirratio, R (=Fyus/Feona), between 0 and 1.5. However,in
the present work a few selected deposition conditions were
employed, like in the cases of L- and H-PPE:N above, for the
same reasons discussed later. The polymer-like UV-PE:N coatings
were deposited on pieces of Si wafer placed at a distance of 4.5mm
facing the VUV source. The non-cocherent VUV source used in this
research was a commercial lamp (Resonance Ltd., Barrie ON, Canada)
based on an electrodeless, ©.f. (100 MHz)-powered electrical discharge
in Krypton (Kr) gas at low pressure. The gas is contained in a Pyrex
ampoule that is sealed with a MgF, window (cut-off wavelength,
Je=112 nm), as described in further detail elsewhere,[zs‘ along with
its resonant, quasi-monochromatic radiation, A =123.6 nm.

Characterisations of PE:N Samples

Structures and properties of all three types of PE:N deposits were
investigated using a combination of surface-sensitive analytical
techniques.

X-Ray photoelectron spectroscopy analyses were performedina
VG ESCALAB 3MKII instrument, using non-monochromatic Mg Kea
radiation. Spectra were acquired at 0° emission angles, and charging
was corrected by referencing all peaks with respect to the carbon
(C1s) peak at binding energy, BE — 285.0 eV. The quantification was
performed using Avantage v4.12 software (Thermo Electron
Corporation) by integrating the area under a specific peak after a
Shirley-type background was subtracted, and by using the
sensitivity factors from the Wagner table. Standard deviations of
N/C and O/C atomic ratios were found to be between +0.02 and
+0.05, indicating high reproducibility of both the deposition
processes and the XPS analyses. Such analyses, carried out as a
function of the deposition time, showed that all PE:N materials have
a constant chemical composition throughout their thickness.
Therefore, for the following chemical analyses, layers of a given
thickness were obtained by taking into account the deposition rates
(see below) and by appropriately selecting the deposition time.

The surface concentrations of primary amines [-NH,], were
determined by the method of Favia et al,/*! using the selective
derivatisation reaction of TFBA (Alfa Aesar) vapour with —-NH,
groups at the film surfaces availablefor thisreaction. By this reaction
TFBA is covalently linked via imine bonds, whereby [-NH,] values
could readily be deduced from the fluorine concentrations [F], at the
surface, determined by XPS. To account for the carbon atoms being
addedtothe surfaceasaresult of the derivatisation reaction, we used
formulae presented in 1ef.**?®) The reaction was carried out in a
small glass enclosure into which a tiny amount of TFBA liquid was
dripped onto a =1 cm deep layer of 2 mm diameter glass beads. The
72200 nm thick PE:N coatings on microscope glass slides were placed
on the layer of glass beads, whereby direct contact between the
coated sample surface and the TFBA liquid could be avoided. The
glass containerwas thenplacedinanoven at 45 “Cforthe duration of
3 h, which we determined to be the minimum reaction time needed
to convert all nearsurface amino groups, in accordance with
previously reported experiments.*2#

Infrared spectroscopy was also used to elucidate the film
structures. PE:N samples were examined using FTIR spectroscopy,
performed on a Bio-Rad FTS-3000 Excalibur Series instrument,
equipped with a UMA250 FTIR microscope functioning with a
cryogenic MCT detector. FTIR spectra were obtained in the
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reflection mode, using coatings that had been deposited on
silver-coated glass substrates. All spectra were acquired at a
resolution of 1cm™*; a blank silver-coated microscope slide was
used to acquire background spectra. In order to compare
the intensities of given bands in a semi-quantitative manner,
the thicknesses of PE:N coatings used for FTIR spectroscopy were
maintained constant at about 650 nm.

Film thickness, T, and refractive index, n, of PE:N films were
measured by ellipsometry in the ultraviolet—visible (UV-Vis), 300—
1600nm range, using a variable-angle spectroscopic ellipsometer
(VASE, J. A. Woollam Co, Inc.). Clearly, knowledge of Talso permits
one to determine deposition rate, r, to be discussed below.
Ellipsometric measurements were made at two angles, 65 and
75°%, with 10-nm steps in wavelength, the data being simulta-
neously fitted using the Cauchy dispersion formula for n, and the
Urbach tail for k, again with WVASE 32 software. Values of T were
alsodetermined by profilometry measurements usinga Dektak 150
surface profiler (Veeco); here, coatings deposited on hard surfaces,
for example glass, were scratched down to the substrate with a
sharp metal tip, following which the step height (thickness) was
readily measured with a nominal precision of +£0.4nm.

Regarding investigations of the samples’ stability (so-called
ageing), the principal objective of this current work, two
approaches were pursued:

(i) As already reported in an earlier comparison of H- and
L-PPE:N,*® some selected PE:N samples were stored in
laboratory air for various prolonged periods (up to three
weeks), and were then examined by XPS before and after the
reaction with TFBA, in order to assess changes in their
compositions and structures.

The second method involved prolonged exposures of coated
substrates to aqueous media, namely ‘Milli-Q" (doubly
deionised) water and PBS (phosphate buffered saline, pH
7.4) solution. After various periods of immersion (24, 72 and
168h), the dried samples were examined by Dektak profilo-
metry for changes in thickness due to possible partial
solubility. Renewed XPS measurements (with and without
derivatisation) and AFM were also used to assess changes in
surface-compositions and -morphologies.

—_
(=x
=

Finally, selected samples were examined microscopically, both
by SEM and by AFM; the latter technique was used both before and
afterimmersion in Milli-Q water,in all cases with dry specimensin
atmospheric air. The respective instruments used were a JEOL
model ‘JSM-7600 TFE' field-emission SEM, and a Digital Instru-
ments '‘Dimension 3100° AFM, with a ‘Nanoscope V' control unit,
used in Tapping Mode™".

Results and Discussion

Deposition Rates and Compositions of Pristine PE:N
Films

Elsewhere, we have already reported deposition rates, r,
for L' and ‘H'-PPE:N and for UV-PE:N films as a function of
the gas mixture ratio, RI[72528] values of r were found
to systematically decrease with increasing R for the case of



L-PPE:N and UV-PE:N coatings, in agreement with the results
of others, [22-2431.32) 144 e limited Rto a maximum of 1.5 in
the case of UV-PE:N since NH; acts as an etchant for organic
materials,®?*?2 these results suggest that a gradual
transition from growth- to ablation (chemical sputtering)
regimes took place when increasing the NH; concentration
inthereactors; at high R, N, and volatile cyano-, amino-and
hydrocarbon groups were formed during deposition, rather
than polymerising precursors.**2 For the case of H-PPE:N,
the N, flow rate was kept constant at 10 slm, whilethe C;H,
flow rate, Fryy, was varied between 5 and 60 scem. Sincean
increase in R values was achieved here via a decrease in
the flow rate of the C,H, precursor gas, r values are also
expected to decrease with increasing R. However, this
logical trend was found to apply only for R = 250, while for
Feoua values higher than 40 scem (R < 250), the opposite
trend was observed; for convenience to the reader, we shall
be referring to different H-PPE:N deposits not in terms of
their ‘R’ values, but rather in terms of the corresponding
values of Feopa 1e. 20, 50, 60 sccm’. Above a certain
concentration of polymerising precursors, gas-phase reac-
tions between various hydrocarbon and nitrogen-based
species were apparently favoured at atmospheric pressure,
which led to stable volatile products and reduced deposi-
tion. Nevertheless, dramatic differences in rvalues between
the three deposition processes are noteworthy: in the
cases of L-PPE-N and UV-PE:N coatings, 0.6 <r <24 and
8<r<21 nm-min?t respectively, while for the H-PPE:N
coatings, r values were more than an order of magnitude
higher (60 < r< 550 nm-min %). This can be explained by
the much higher collision frequency and reaction prob-
ability of active species at the higher pressure conditions
that characterise the DBD reactor. Plasma- (and UV-)
polymerisation processes, dominated by reactions of free
radicals, are often characterised in terms of the parameter
W/F (power input per unit of gas flow). Although not central
to the objectives of this article, it is nevertheless interesting
to mention that typical W/F values used to deposit PE:N
coatings were =15 J.cm ™2 for L-PPE:N, and =0.06 J-cm >
for the two others.

[N] values measured by XPS on UV-PE:N, L- and H-PPE:N
samples obtained under corresponding conditions also
varied in systematic manners with varying R: [N] up to 40
at.% could be obtained in the L- and H-PPE:N cases, while it
was above 22 at.% at the highest R (=1.5) used for depositing
UV-PE:N; however, since the DBD system employed N, as
the carrier gas for sustaining the discharges, the minimum
[N]wvalue for H-PPE:N coatings was ~17 at.%. In contrast, [N]
values of the L-PPE:N and UV-PE:N coatings extended down
to 0 at% (case of pure C,H, ie. R=0) and rose almost
linearly with increasing R over the entire ranges we
examined. In all cases, some oxygen ([O] <6 at%) was
present, due to reactions between long-lived radicals
(trapped inside the deposited material) and unstable
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functional groups, created during deposition, with mole-
cular oxygen or water vapour when the films were exposed
to the ambient atmosphere. 7!

Now, since the focus in the present study resides with
investigations of the materials’ stabilities, we have elected
to work only withlimited numbers of sample compositions
in the case of each of the three families, namely those
presented in the various figures, selected on the basis of
highest likelihood for chemical and structural stability. As
before, all data relating to r and to sample compositions
(values of [N], [-NH,] and [0]) were found to be highly
reproducible, the same as those reported earlier [7:82526.28]

Microstructures of PE:N Films

Figure 2 and 3 show selected, but nevertheless highly
representative, micrographic images of PE:N deposits,
taken by SEM (Figure 2) and AFM (Figure 3), respectively.
Figure 2a—d shows SEM images of H-PPE:N deposits, namely
top views (Figure 2a and c) and sectional side views of the
fracture surfaces (Figure 2b and d) of both relatively thick
deposits on glass substrates. In Figure 2a,b and Figure 2c,d
the films were ‘Fropg = 20 scem’ ([N] =24 at.%, T~ 1.5 pm)
and ‘50 scem’ ([N]=18 at.%, T~ 0.6 pm) deposits, respec-
tively.Figure 2e and f shows SEM images of L-PPE:N and UV-
PE:N films, respectively; the former is a side view of the
fracture surface of the ~1 wm thick deposit, the latter atop
view of the ~0.6 wm coating. In both cases (Figure 2e and f)
the films correspond to deposits on pieces of silicon crystal
(c-Si) wafers, and both were prepared from mixtures with
R =0.75;both deposits are seento be extremely smooth and
featureless at this scale of magnification.

Contrary to their L-PPE:N and UV-PE:N counterparts, the
H-PPE:N film surfaces were far from being smooth and
featureless; indeed the 20 sccm’ deposit (Figure 2a and b;
R=500, corresponding to 2000ppm of C;H,; in Nj)
manifested a distinct cauliflower-like surface morphology,
composed of large (approximately micrometer sized)
globular particles. This is symptomatic for growth of
macroscopic clusters (particles)in the gas phase, as opposed
to surface-dominated reactions, which give rise to the
smooth films. The second H-PPE:N coating (Figure 2c and d;
R =200, corresponding to 5 000 ppm of C;H, inN») showed a
somewhat smoother, but still quite strongly featured
surface, including some more widely dispersed sub-micro-
meter spheroidal particles. Interestingly, the fracture surface
(b) of the former appeared quite smooth and homogeneous,
without detectable porosity, while that of the latter (d) did
manifest microstructure and some degree of porosity. In a
recent report on atmospheric-pressure DBD-deposition of H-
PPE:N-like films, also from N»-C,H, mixtures, Sarra-Bournet
et al[?7] presented SEM images that strongly resemble those
shown here, especially comparing their 2 000 ppm mixture
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(b) cross-section; of H-PPE:N on glass, soscem ([N] =18 at.%, T~ 0.6 um), (c) surface, (d) cross-section; of (e) L-PPE:N on Si wafer, R =1

I Figure 2. Field emission scanning electron microscopy (SEM) images of H-PPE:N on glass, 20 sccm ([N] =24 at.%, T~1.5 um), (a) surface,

([N] =21 at.%, T ~ 0.6 um, cross-section); and of (f) UV-PE:N on Si wafer, R =0.75 ([N] =13.6 at.%, T ~ 0.6 um, surface).

case with our’s (a, b). More will be said further below about
the films’ morphologies.

Atomic force microscopy images of virgin L-PPE:N and
UV-PE:N films (before immersion in Milli-Q water) con-
firmed that these exhibit smooth surfaces, even at these
extreme, near-atomic scale-levels of magnification
(Figure 3A and B). Of course, optically smooth c-Sisubstrates
are required for this purpose, and it would be illogical to
consider examining the extremely rough H-PPE:N deposits
by AFM. The root-mean-square roughness values (R,) forthe
virgin films were between 0.20 and 0.31nm, so that the

absence of surface features in Figure 2e and f noted above
are fully confirmed here. Other AFM images in both
Figure 3A and B, corresponding to samples after prolonged
immersionin water followed by drying, manifested various
degrees of roughening (higher R, values), ranging from
0.37 nm [(Bb), for (0.75)UV-PE:N] to 8.62 nm [(Ae), for (1.5)L-
PPE:N]. As will be shown presently, rising Ry values
correlate approximately with increasing solubility of the
coatings, UV-PE:N with R =0.75 and 1.5 being the least and
most soluble materials, respectively. We emphasise that
AFM images must be observed with caution, because the z’
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Figure 3. (A) Selected tapping mode AFM images of L-PPE:N (R = 0.75, 1.0) coatings on c-Si substrates before and after immersion in Milli-Q
water; the last item (1 or 5 um) represents the size of the imaged field: (a) L-PPE:N, R=1, T=190nm, R;=0.20 nm, 1pm; (b) T;=190nm,
Milli-Q water for 24h, Rg=175nm, 1um. (c) LPPE:N, R=15 T=201nm, Ry=o0.21nm, 1um; (d) T;=201nm, Milli-Q water for 24h,
Ry=s5.35nm, 1pm and (e) T;=201nm, Milli-Q water for 24 h, R;=8.62nm, 5 pum. (B) Selected tapping mode AFM images of UV-PE:N
coatings (R = 0.75, 1.5) on c-Si substrates before and after immersion in Milli-Q water; the last item (1 wm) represents the size of the imaged
field: (a) UV-PE:N, R=0.75, T=60nm, R, =0.28 nm, 1um; (b) Milli-Q water for 24 h, R, =0.37nm, 1pm. (c) UV-PE:N, R=1.5, T=700nm,
Rg=o0.31nm, 1pm; (d) T; =700 nm, R=1.5, Milli-Q water for 24 h, R; =3.87nm, 1 um. Note: Ti refers to the initial thickness of the deposit,
before immersion in water.

(height) dimension is very greatly enhanced compared with (1 x 1pm? and 5 x 5 um?, respectively), the same mounds
x and y. Therefore, the ‘mounds’ observedin (Ad) or (Bd) are appear as sharp peaks on an otherwise quite smooth
much less pronounced, in reality. Comparing (Ad) and (Ae),  background. We believe that these represent agglomera-

the very same surface exceptforthe size of thefieldsimaged  tions of lower molecular weight material that accumulate



W Figure 3. (Continued).

on the surface as the samples dry. Contrary to Vasilev
et al,"®! our AFM images showed neither nanopores nor
delamination from the c-Si substrate that those authors
illustrated at the same magnifications, albeit using top-
view images.

Stability and Ageing Studies of PE:N Films

Stability in Air

Most of the data we present are in atomic % (at.%), that is,
referred to 100 atoms of C, N and O, cormbined, the elements
detected and quantified by XPS. However, in some
instances, for example in order to draw comparisons with
the literature, concentrations of elements or functional
groups are presented with reference to 100 C atoms. We
endeavour to always clearly distinguish between these
cases.InFigure 4, we present, by way of typical examplesfor
all PE:N materials studied here, the evolutions of [ -NH,|/[C]
and [O] for twoL-PPE:N samples (Figure 4A: R = 0.75,[N] ~16
at.%; and Figure 4B: R=2.5, [N] ~31 at.%) as functions of
storage duration in ambient air. We note very clearly that

both those compositional characteristics evolve in a quasi-
exponential manner (first-order kinetics) over time, with
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typical time constants, 7, of 3—4d. Not shown here, but
noted elsewhere,?>?® is the fact that the values of [N]
varied rather little with time, diminishing by only a few
percent at most. Although both sets of data manifest
considerable scatter (the error bars correspond to standard
deviations based on at least three different samples, each
one being followed for durations in excess of two weeks),
the trends are unmistakeably the same in both cases,
namely:

(i) [-NH,]/[C] decreased from their initial high values
(about 12% and 30% for R=0.75 and R= 2.5, respec-
tively) to asymptotic limiting values of about 3 and 6%
after two weeks, respectively. That is, the higher the
initial amine concentration, the higher was its residual
value after long-term ageing in air.

(ii) The decreases in [-NH]/[C] were accompanied by
increases in [0], also exponential, with similar r values.
This strongly supports the view that chemically
unstable primary amine groups are converted into
stable compounds (e.g. amides or oximes), without
appreciable decrease in the overall [N] value*52®
Possible schemes involving reactions with molecular
oxygen or water vapour will be dealt with in the
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duration in laboratory atmosphere. The full and dotted curves are
best-fit exponential functions; values of the indicated time con-
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Discussion Section, along with important results by
other workers.

Stability in Water

We now turn to another key issue of this report, partial
solubility of PE:N deposits in aqueous media, namely in
Milli-Q water and PBS; the latter is a typical water-based
solution used in biomedical research and -technology. As
stated earlier, several authors have already focused their
attention upon this topic, the stability of amine-containing
plasma polymer films in water, but most of those studies
dealtwith materials derived from a single precursor source-
molecule, for example AAM71%202Y or p.heptylamine
(HA).1181°] Other articles, not further mentioned here,
have dealt with plasma polymers containing oxygen-
functionalities.#%34]

Figure 5-8 show the results of the present investigations
regarding partial solubility of PE:N films deposited on glass
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Figure 5. Loss of deposit thickness, T (in percent) after immersion
in Milli-Q water and PBS, for three different types of H-PPE:N
films, deposited using 20, 50 and 60 sccm of ethylene in N, (see
text). Exposure times to the solvents were 24, 72 and 168 h.

substrates. At least partial solubility of plasma polymer
films that contain high concentrations of polar moieties is
to be expected, since the deposition mechanisms involve
formation of highly soluble, low molecular weight fractions
(‘oligomers’) that are readily extractable in polar solvents
such as water.*7*#21 A5 already mentioned in the sub-
section on film-characterisations, solubility was deter-
mined here by measuring loss of film thickness, T
(evaluated by Dektak profilometry) after immersions in
water or PBS for duration ranging from one day (24 h) to one
week (168h). Each experiment was accompanied by XPS-
based determinations of film compositions, more precisely,
measurements of [N] and [NH,]. Figure 5 and 6 pertain to H-
PPE:N films, namely tothree materials prepared from 20, 50
and 60sccmC,H, mixtures with N,. Figure 5 shows
histograms of percent thickness lost after immersions for
the indicated durations, while Figure 6 represents [N] and

B24h
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Figure 6. Evolutions of [N] (light grey) and [NH_] (black) concen-
trations after immersion in Milli-Q water and PBS, for three
different types of H-PPE:N films, deposited using 20, 50 and
60sccm of CH, in N, (see text). Exposure times to the solvents
were 24, 72 and 168 h.



[NH,]-compositional evolutions (the latter represented by
the dark bars superposed on theirlighter counterparts), also
in the form of histograms. Error bars represent standard
deviations from at least three identical sets of experiments.
Figure 7 and 8 portray the same types of experiments, this
time for the cases of three L-PPE:N film compositions,
R=0.75, 1.0 and 1.5.

Asexpected (cf Figure 5 and 7), the higher the initial value
of [N] (or [NH,]), the moresoluble (i.e. the higher the percent
loss of thickness) were the deposits. However, for the 50 and
60sccmm H-PPE:N and the R=0.75 L-PPE:N samples, the
observed losses in T, in all cases below 30% after 168 h in
both solvent media, were judged to be acceptable for many
practical applications in these laboratories. Of course, this
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statement is also contingent on the outcomes of the
accompanying XPS measurements depicted in Figure 6 and
8, where the corresponding samples were found to have
undergone tolerable reductions in both [N] and [NH,]
values. The best-performing material (0.75)L-PPE:N, for
example suffered a maximum loss of about 10% in T after
168 h in PBS, and its values of [N] and [NH;] decreased from
16 to ~12.5%, and from 7.5 to ~5%, respectively. In other
words, theindicated samples fromthose two classes of PE:N
materials were found to display overall properties that we
consider satisfactory compromises in the cell- and tissue
culture research we pursue.

The third PE:N family, films of UV-PE:N, can presently be
fabricated only on small-area (ca. 1cm?) samples per
deposition run, on account of the available VUV lamps’
small MgF, windows and the stationary substrate holder.
However, a new mobile (conveyor-type) design is currently
being implemented, which will allowa ~1 cm-wide flexible
ribbon-substrate to be coated in a given deposition run,
yielding a roughly 25-fold increase in coated area. In
Figure 9 we present data that were obtained with small
(~1cm?) coated c-Si samples, pertaining to the cases of four
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Figure 7. Loss of deposit thickness, T (in percent) after immersion
in Milli-Q water and PBS, for three different types of L-PPE:N films,
deposited using R = 0.75, 1.0 and 1.5 (see text). Exposure times to
the solvents were 24, 72 and 168 h.
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Figure 8. Evolutions of [N] (light grey) and [NH,] (black) concen-
trations after immersion in Milli-Q water and PBS, for three
different types of L-PPE:N films, deposited using R=o0.75, 1.0
and 1.5 (see text). Exposure times to the solvents were 24, 72
and 168 h.
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percent) of the indicated compositional characteristics after 20 h
of immersion. The arrows indicate trends with additional time.



different UV-PE:N samples, R= 0.4, 0.75, 1.0 and 1.5; also
shown (last column on extreme right) are results pertaining
to PET polyester film that was graft-modified in low-
pressure NH; plasma. In all cases T and ‘W' refer to ‘Initial’
and ‘Water’ (ie. afterimmersion), respectively. The hatched
bars correspond to T loss (in percent) for each value of &,
see right-hand ordinate axis. We will comment on the
tabulation shown below Figure 9 later, in the Discussion
Section. Comparing these UV-PE:N data with their L-PPE:N
counterparts above, in all cases smooth, featureless films
prepared by the two vacuum processes, we note important
differences: for example, the R =0.75, 1.0 and 1.5 UV films
contained less [N] than their L-PPE:N counterparts (~13, 17
and 22 at.%, vs. ~16, 21 and 31 at.%, respectively), but the
[NH;] values were higher in the former (~10.5, 13 and 12
at.%, vs. ~7.5, 8.5 and 12 at.%, respectively). As we already
pointed out elsewhere, 1) this bears witness to the fact that
VUV photochemistry appears to be a far more selective
process than plasma chemistry: for the production of the
desirable —NH; functionality, the highest value of [NH,]/
[N] that we measured was ~75%.12° This is not entirely
surprising, considering that reaction pathways initiated by
bond-breakage via mono-energetic (monochromatic)
photons are far fewer than those initiated by molecular
collisions with ‘hot’ electrons that possess Maxwell-
Boltzmann-like electron energy distribution functions
(EEDFs)."**! Even more remarkable in Figure 9 is the fact
that loss in T was very small for samples with R <1.0: the
0.75 material proved to be practically insoluble after 24 hin
Milli-Q water, and [NH;] (=8.1%) had decreased little from
its initial value (compared with <4% for its L-PPE:N
counterpart). These results suggest that this coating owes
its remarkable physical and chemical stability to a
particularly high degree of cross-linking, which in turn
originates from unique characteristics of the photo-
polymerisation process. The latter statement, tentative as
it may be at this stage, also seems to be borne out by the
R=1.5datasetinFigure 9: compared with (1.5)L-PPE:N, [N]
and [NH-] values differed, too (~22and 31 at.%; 12 and 12%,
respectively), but unlike all other PE:N films this material
proved tobe extremely soluble, with ~96% loss of Tinwater
after 24h. The tentative interpretation of this unusual
result is that the available energy from the VUV lamp, two
orders of magnitude less than that in the low-pressure
plasma (<100 mW vs. ~10W), was insufficient for cross-
linking and led to a short-chain (oligomeric), soluble deposit
for this particular R. Our currently ongoing research aims to
investigate these hypotheses further.

Chemical Structures of PE:N Films

In preceding sections we have already made extensive
reference to the systematically varying relationships
between film compositions in any given one of the three
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PE:N families, and the corresponding R wvalues used to
prepare those deposits. Evidently, compositions were
determined mostly by surface-specific XPS techniques,
under the well-founded supposition that surface- and bulk
values differed only slightly (mostly via more rapid
oxidation of surface-near radical sites and/or unstable
groups). For the case of time-dependent variations like
those illustrated by ageing in atmospheric air (cf. Figure 4)
or immersion in water or PBS (cf. Figure 6, 8 and 9), oxygen
and water molecules had more than enough time to
diffuse throughout the films’ thicknesses, even if these
were several pm (cf. Figure 2), because all polymers, even
the present more densely cross-linked materials, are quite
permeable towards small molecules like O,, H,0, etc.(*®!
Systematic trends in chemical stabilities among the three
PE:N families were already noted in the preceding sections,
namely (in the order of decreasing stability): UV-PE:N > L-
PPE:N > H-PPE:N, with certain obvious exceptions. The
lower stability of H-PPE:N might possibly be linked with its
more porous structure (higher surface-to-volume ratio)
evidenced in Figure 2. The stability trend presented above is
confirmed in part by FTIR spectra presented in Figure 10,
which represent three samples of comparable thicknesses
(T ~600-750 nm; two with R=0.75 and one R = 1.0) before
and after immersion in water. The reader is referred to the
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Figure 10. Fourier transform infrared (FTIR) reflection/absorpt
spectra for: (a) UV-PE:N (R=0.75, T=750nm) before (=)
after immersion in Milli-Q water (----) for 24h; (b) L-PF
(R=0.75, T=600nm) and (c) L-PPEN (R=10, T=600r
before (==) and after immersion in Milli-Q water (---) ol
PBS solution (—) for 24 h.



literature, for example to our own earlier articles, for
detailed assignments of the observed spectral bands.[52528]
For the (0.75)UV-PE:N sample (Figure 10a), the 3100-
3600cm ' absorption band (hereafter ‘A": OH stretch
vibrations, due to oxidation), and the one at 1640-
1670 cm™?! (B: C=0 stretch in unsaturated ketones,
amides; and C=N stretch in imines and oximes) are seen
to have increased only slightly in amplitude, contrary

A Cis
83.3at. %
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to their counterparts in Figure 10b [(0.75)L-PPE:N] and
Figure 10c [(1.0)L-PPE:N], where the amplitudes of those
same bands are seen to have risen (‘A’) and decreased ('B’),
respectively. The absorption band due to nitrile (C=N) and
isonitrile (N=C) stretch vibrations (‘C’: 2250-2 100 cm™?) is
quite strong in spectra (b) and (c), but undetectable in (a).
Figure 11 and its accompanying tabulation shows high-
resolution Cls, N1s and O1s spectra of (0.75)UV-PE:N (cf.
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Figure n. High-resolution XPS spectra of a UV-PE:N deposit (R =o0.75); (a) C1s spectra; (b) N1s spectra; (c) O1s spectra, before (1) and after
(2) immersion in Milli-Q water for 24h (see table for relative contributions of each bond type, resulting from spectral de-convolution).



corresponding FTIR spectra in Figure 10a) before and after
immersion in water. We recall, preceding section, that this
particular material manifested negligible mass loss; there-
fore, the observed spectral differences must represent
genuine changes in the sample’s chemical structure, not
possible artefacts that might result from a loss of
extractable oligomers to the (water) solvent. The tabulated
abundances of the wvarious bond types indicate the
following:

(i) C—N (e.g. amines) decreased significantly (from 10.5 to
7.8 at.%);
(ii) this was accompanied by an increase in C=N, and
N-C=0 (by a total of ~6 at.%);
(iii) the overall [O] uptake was about 5.9 at.%.

Possible interpretations and mechanisms responsible for
ageing phenomenainair andinwater, along with otherkey
issues arising fromthis and the preceding sections, willnow
be the objects of the following general discussion.

General Discussion and Conclusion

As stated in the Introduction, there is great interest in
preducing stable, amine-rich surfaces for a wide variety of
uses, many in biotechnological applications.* 39 In
these laboratories, we have reported the use of PE:N
films for culturing cells of importance in orthopaedic
medicine,[7’l2_l4] in cardiovascular medicine,pgl and for
protein synthesis,[37] tocite only a few examples.In some of
these cases, itwas found that high surface concentrations of
primary amines [-NH;] were a prerequisite for cell-
adhesion, for example in certain chondrocytic cell lines, 7!
or for human U-937 monocytes.”’ls] The latter case
represents an extreme example, because it was found
that no adhesion at all occurred if [ -NH,] <4.2 at.% (per 100
atoms of C, N and O, combined).!*? Friedrich et al'® also
strive for high concentrations of ‘mono-functional’ coat-
ings, but their applicationis as adhesion-promoting primer
layers for metallised plastics.

Therefore, it is hardly surprising that numerous authors
have confronted the issue of fabricating amine-rich
surfaces (of course, also ones with other types of
functionalities, mostly with O). In many cases this was
done by implementing plasma-based techniques, notably
plasma-assisted chemical vapour deposition (PECVD, a
more general term for PP). Obviously, many of those
publishedreports focussed to some extent on the important
question of stability in air and in polar liquids, particularly
in aqueous media. 571721 As stated earlier, most other
workers have tended to use single precursor compounds
that already incorporate the desired functionality
(primary amines in the present instance), for example
AA,[2,6,9,17,19,2[I,21] HA’[2,6,18,19] diaminocydohexane
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(DACH),"? ethylenediamine,'”) among others.'*®/ Higher
values of [-NH,] were achieved by appropriate choices of
the plasma parameters, for example by varying or pulsing
the applied plasma power.*7-182!] several authors reported
finding that high [-NH,] retention correlated with films
that were rich in oligomer content, and concomitant high
solubility. Inthislaboratory, we have deliberately chosen to
deal only with mixtures of two feed gases for producing
PE:N films, one as the source gas for polymerisation
(here, C;Hy), the other as the source of N-functionality
(here, NH; or N,). This methodology has been successfully
demonstrated by Hegemann and coworkers, 122724
in the context of low-pressure PECVD. To the best of our
knowledge, our laboratory was the first to apply atmo-
spheric-pressure DBD for producing PE:N and related
organic deposits for use in biotedmology,"'gl but others
are now reporting similar methods.2”) We are certainly the
first to report the VUV photo-polymerisation technique.
Having stated the above, one can now justifiably ask the
question which approach, single or multiple precursor
gas(es), leads to better-performing bio-functional surfaces
in terms of [N], [-NH,] values and stability. Several
authors*2°27-21 haye recently reported studies of these
properties on hand of PP coatings of AA and HA. Tarasova
et all* found their fresh PP-AA and PP-HA films to
comprise 17.6 and 87% [N] (per 100C), respectively,
accompanied by the usual ~4% [O], while Friedrich
et al®) measured up to 37% N/C and 14% NH,/C in PP-
AA . The latter value was found to decrease to about 7% after
16 hwash in absolute ethanol. While the preceding teams of
authors, like us, used 13.56 MHz r.f. power, either CW or
pulsed, Finke et al 4] reported properties of microwave
(2.45 GHz) PP-AA films, for example a coating having N/C,
NH,/C and O/C values of ~22, 2.5 and 13%, respectively.
Afterageing inwater for 24 h, the above-mentioned films of
Tarasova were found to have the following compositions:
[N]=16.3 and 7.9%, but the [O] values had risen very
markedly, to 20.5 and 10.4%, all for PP-AA and PP-HA,
respectively. The compositions of Finke's films were also
found tohave evolved very significantly afterimmersion, to
~2, 0.5, and 15%, respectively, as did the corresponding
FTIR spectra, similar to those shown in Figure 10b. They
underline the fact that their highest observed retention of
amines was a mere 2.4% NH,/C. Tarasova et alt?! present
curve-fitting results of high-resolution C1s and N1s XPS
spectra before and after ageing in water, along with colloid
probe AFM measurements to monitor the samples’ surface
potentials while immersed. They conclude that the films
oxidised quiterapidly inwater, resulting in shifting of the C-
and N-groups to higher oxidation states such as amides,
esters and carboxylic acids. The surface potential measure-
ments revealed that the initially positive (~+50mV)
values, associated with protonated amine groups, became
negative (—54 mV) after 24 h as aresult of that oxidation. In

at least



another study, Vasilev et al*®l used AFM to demonstrate
that PP-HA films became nanoporous when extractable
material escaped during immersion in water. Foerch and
coworkers, 7] using surface plasmon resonance (SPR)
spectroscopy, also showed that thin PP-AA films deposited
at low r.f. power lost extractable materialduring immersion
in water, while films deposited at higher power were more
stable due to higher cross-link density.

While the reports cited above clearly prove partial
solubility, we believe that the present measurements of
thickness loss in relation with film composition (Figure 5, 7
and 9) are among few of their kind, beside data for PP-HA
presented by Vasilev et al 128l they report thickness
decreases from ~5 to ~55% as the plasma power was
decreased from 50t0 10 W. Comparing the relative merits of
single versus multiple precursor gases, the following can
now be said, based on results described above: the best
literature data for PP-AA appeartobe N/C~0.22,and NH,/C
~0.07, after immersion, for the case of coatings that were
stable enough in aqueous media to be useful for cell
colonisation. The best-performing PE:N films in the current
work appear to be (0.75)UV-PE:N: before (after) 24h
immersion in water, we found N/C=15.6% (12.5%); NH,/
C=12.9% (9.3%), the coating being almost totally insoluble
(cf. Figure 9). The best L-PPE:N, also with R=0.75, had N/
C=20% (16%), NH,/C =9.5% (4.4%) and a tolerably low loss
of T (=8%) (cf. Figure 7). In other words, the current
methodology of using feed-gas mixtures with controllable R
appears atleast equal, if not superior, when compared with
the traditional (single precursor) approach, because R offers
an important additional parameter for achieving coatings
with an optimal balance of properties.

Although their PP-AA films can evidently undergo quite
severe [ —NH;] losses during immersion in water, Finke and
coworkers!*® nevertheless found them to be adequate
substrates for colonisation by osteoblasts. Vasilev et al.[28]
also pointoutthat surface density of amines rarely presents
problems for them, contrary to coating instability in
aqueous media. However, our examples of chondrocytes
and U-937 monocytes mentioned above!”3! point to the
indispensible need for high [-NH,] values in some bio-
applications, and this applies also to adhesion-promoting
layers.!) Irrespective of the methodology used to produce
the films, functional plasma polymers are far superior in
regard to all above-considered criteria, when compared
with polymer surfaces that have been plasma-grafted
in non-polymerising gases, for example N; or NH;
alone: (124753839 this is clearly borne out by the last
column of Figure 9 for NH; plasma-modified polyester
(PET): these results, presented in detail elsewhere,*® are in
good agreement with similar work on NH; treatment of PET
published several years ago.[39] Boucheretal showthat NH;
plasma-grafting in the reactor of Figure 1a led to optimum
[N] and [NH,] values of 13.7 and 4.2% before immersion in
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PBS, numbers that dropped to 1.9 and 1.3% after immersion,
respectively. Nevertheless, even that low [NH,] value
proved useful for eventual colonisation with human
epithelial corneal (HEC) cells.28]

Having addressed stability and ageing of amine-bearing
coatings when immersed in aqueous media (or sometimes
in ethanol™?), let us now tum to their behaviour in
ambient air. Clearly, the same reactive molecules, O,
and H,O, are present in both, except that their relative
abundances arereversed. Nevertheless, water and PBS both
contain enough dissolved O, to react with free radicals,
primary amines or other unstable groups in the coatings.
The important difference is that the films can undergo mass
loss (of extractable species) to the polar solvent, water or
ethanol. Onthe contrary, inairthey may experience aslight
mass gain due to oxidation. Gengenbach et al.l*! reported
detailed studies of oxidation and restructuring of various
plasma polymers, including PP-AA, PP-HA and others, when
these films were stored in air for periods ranging up to four
years. Using XPS, the authors tracked the evolutions of total
N/C and O/C values with time, but not the concentrations of
particular functional groups such as [-NH;]. For PP-AA and
PP-HA they found initial N/C values of 0.153 and 0.085,
respectively, comparable to those of Tarasova et al 2]
mentioned above. While the former value remained
unchanged over two months, the latter was found to
decrease very slightly (to 0.071). However, for PP-HA, O/C
rose very rapidly during the firstweek (fromca. 0.02t00.13),
then more gradually to >0.25 after one year. In the case of
PP-AA, O/C values rose to 0.049, 0.073 and 0.111 after four,
six and sixty-eight d, respectively, somewhat less rapidly
thanin PP-HA. Friedrichetal ®!also reported O/C of their PP-
AAtorise from 0.02 to ca. 0.16 within 20 d. For the case of L-
PPE:N we had earlier reported similar observations, namely
a very slight (~7%) relative decrease in [N], but a sharp
(~100%) rise in [0] during the first week.>?%) n that same
report, we also noted that the residual [NH;] value after
long-term storage in air was directly related to the films’
initial amine concentrations, an observation we can
confirm here, too (cf. Figure 4). In other words, if one
foresees using amine-rich coatings only some lengthy
period after their preparation, it is definitely advantageous
to access afabricationtechniquethatleadstothebest shelf-
life results. The work presented here suggests that VUV
photo-polymerisation is potentially a very promising
candidate. Another amine-rich material, one that is
commercially available, is aminomethyl-[2-2]paracyclo-
phanel*!! (Parylene ‘diX AM’, Kisco Conformal Coating LLC).
In a recent article, Miwa et al®? describe its use in an
adhesion-based cell-separation device. As described else-
where,**) we have measured the concentrations of primary
amines and of oxygen in thin coatings of this material, as
well as their time dependences during storage in air.
Starting from an initial maximum value [NH,]/C =6.5%



(slightly higher than the calculated N/C, 0.0594Y)) for
pristine Parylene diX AM coating, this and [0]/C (~0% at
t = 0) were found to behave much like their counterparts in
Figure 4. The only important difference was twofold higher
time constants, ie. 1~ 7.2d, in the case of Parylene. An
additional noteworthy observation was that the {{NH,]/
CHt) and [O](t) curves, both near-perfect exponential
functions with quasi-identical r values, were mirrorimages
of one another. In other words, each disappearing amine
was found to result in the uptake of exactly one O atom in
the film structure.**) More will be said about this in the
following paragraph.

Gengenbach et al[* attributed their observations of
ageing in air to combined oxidation and partial reorganisa-
tion of PP-AA, PP-HA and similar films’ surface layers, the
latter being thermodynamically driven to reduce the
density of polar groups at the outer surface. In view of
the films’ highly cross-linked structures, this processisslow,
with a quoted characteristic time constant of ca. 50d. The
authors state that otherreactions, e.g. hydrolysis of amines,
are faster but less important. Figure 4 shows the kinetics of
[-NH,]-decay in air to be quasi first-order, with a typical
time constant, r, of 3—4d. This would tend to confirm
Gengenbach'’s statement, but the proposed mechanism of
hydrolysis can be debated. Foerch et allY also proposed
mechanisms in the presence of H,O molecules that led to
drastic loss of N; however, as we pointed out earlier,228]
such reactions are not compatible with the observations
thatN/Chardly decreased atall in PP-HA, PP-AA and L-PPE:N
over long periods of time. Instead of simple hydrolysis, we
therefore propose the following:

We assume that there are three main factors that affect
the stability of plasma- or UV-polymer-like coatings,
namely: (i) certain functional groups are inherently
reactive, and can affect the material's hydrophilicity;
(ii) the average molecular weight is dictated by a balance
between chain-propagation and scission processes during
deposition and (iii) the creation of free radicals and
resulting intermolecular cross-linking reactions. The final
film structure will mainly tend to contain tertiary carbon
radicals, since these are the most stable ones: a similar
situation is known to exist in the case of (°°Co) v pre-
irradiation, a well-known technique for oxidative mod-
ification of conventional polymers.[“] Here, it isknownthat
hydroperoxides and peroxides are formed, unstable bonds
that are easily broken with rising temperature, leading to
the creation of C—-0O. radicals. The literature shows that
peroxides are more stable than hydroperoxides, and that
the former can persist for many days at room tempera-
ture.2°! However, beside the most stable tertiary carbon
radicals, radicals on secondary carbon sites are also known
to be present. When a highly cross-linked polymer is
irradiated, its concentration of tertiary carbon radicals is
found tobehigherthanin the case of acorresponding linear
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polymer. Thoseradicals are the reactive sites where oxygen
incorporation occurs by various mechanisms when the
materials are exposed to air*®! or water (see below). In the
case of the present organic deposits, oligomers, cross-links,
free radicals and amine functionalities are all present to
different extents that depend upon the particular R values.
As we have seen, all three film-types incorporate amine
groups: when a scission reaction occurs two macroradicals
are formed, active sites where the incorporation of amine
functionalities can occur. Therefore, one might expect a
higher concentration of amines in oligomeric (lower
weight) portions of the deposits than in the less soluble
cross-linked portions.

It is well documented, both in earlier’ and in the
present research, that substantial oxygen uptake occurs
with time when plasma- or UV-based deposits are in
contact with ambient air. The likely reactions that take
place, based on known reaction mechanisms (some from -
irradiation) of polymers,[“ﬂlg] are the following:

(a) In a polymer backbone (disregarding amine function-

[2,4,9,40]

alities):
G + 0, —> C—0—0
C—0—0 + B-H —» (—0—0H + R+
C—0—0 + C—0—0 —>» (—0—0—C + O,
C—0—0H or C—0—0—C — Ketones, aldehydes, alcohols, esters

unstables

(b) In a polymer backbone, with attention to amine
functionalities:

I?IHE hv TIHIZ 0, I\{]Hl )T][ L
CH —» —» C—0-0O + (H
VAN \ VAR VA
R1 R2 R1 R2 Rl R2 R1 R2
unstable
Imines
THE ]\[IHE Amides
- /(?—()—()H + (»  —> Hydroxylamines
Rl R2 rRlT R2 Oximes

Nitro compounds

This scheme agrees with one presented by Friedrich
et al.|°! Reactions within this oxidation scheme evolve with
time from the most rapid (which can produce imines,
almost immediate) to much slower (nitro compounds,
approximately days). Gengenbach et al*®! used XPS N1s
binding energy shifts to show eventual conversion of
amines to amides, as per scheme (b). This agrees with the
data in Figure 4, but even more convincingly with our
observations on air-ageing of Parylene,“gl where each loss
of anamine group is accompanied by the gain of exactly one
O atom. However, unlike Gengenbach et al,[**®) who
found multi-step ageing kinetics in the course of their four-
year investigations, we observed only single-exponential



behaviour and therefore did not extend our kinetic studies
beyond about three weeks.

During immersion in Milli-Q water, reactions of the
polymer-like films with water molecules (also with
dissolved oxygen, according to reactions (a) and (b) above)
can take place:

¢) R-NH, +H,0=R—NH; +0H"

d) C-+H,0 — Ketones, aldehydes, alcohols, esters

Reactions of types (b) and (c) are supported by high-
resolution XPS (cf. Figure 11): before immersion in water,
the particular film (UV-PE:N, R =0.75) contained primary
amines (10.5 at.%), imines (1.9 at.%), amides (0.7 at.%),
ketones/aldehydes (1.4 at.%) and alcohols (1.4 at.%). We
recall that this deposit manifested only a small loss in
thickness, so that observed changes cannot be associated
with significant disappearance of oligomeric extractable
solute. After immersion, we measured a concentration loss
of primary amines (A[NH,] =25%), an increase of ketones/
aldehydes (A[C=0] =140%) and alcohols (A[C—0] = 270%).
However, there was little or no apparent change in the
concentrations of imines and amides after immersion. The
loss of oligomers during immersion having been small
(see above), it was obviously the cross-linked portion of the
film that dominated the outcome of this analysis. Primary
amines form RNH] in a reversible process (reaction (c)), the
reason why they were again detected after immersion. It
would therefore appear that the NH, groups are protected
in water. When significant loss of N and of primary amines
occurred, more N must have been incorporated in the
oligomeric than in the cross-linked parts of the deposits.

In accord with other autho rs,[9'17_21]
attribute changes in thickness after immersion in aqueous
media to the loss of cligomers, and possible small weight
gain in the insoluble portion to oxygen-uptake. Remaining
with the UV-PE:N family (cf. Figure 9), clearly, when R was
increased, solubility (loss of thickness) rose. Even though
the cross-linked portion is mechanically rigid, the films are
nevertheless hydrophilic and they swell with time, which
tends to reduce their stability.*) In Figure 9, A[N/C] and
A[NH,] show a lower loss of N for R=0.75 (A[N/C] =17%
and A[NH,/C] =26%), the lowest loss of [NH,/C]. The losses
of N and NH, again suggest higher N incorporation into
oligomers than within the cross-linked part.

Turning to L-PPE:N, the (R=0.75) sample manifested
more oxygen uptake after 24 h in water than in air, which
tends to confirm reactions (b) and (c). The following
compares the initial composition with those after expo-
sures to air and water, respectively: Cygp, N1, Os, (NH)q4
(initial); C100, N20, O, (NH>)g (in air) and Cygp, Nig, O13, (NHz)g
(in water). The chemistry of L-PPE:N is more complicated
because there exist a greater variety of N functionalities

we therefore
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thanin UV-PE:N; asinthe latter case, the loss of NH, groups
during immersion may signal their preferred incorporation
inthe oligomeric portion of the films. However, the other N
groups present in the cross-linked part appear to be stable
in water. We are diligently pursuing research aimed to
answer the numerous questions raised in the course of
this report. In addition, the three deposition systems are
now also being used to deposit films that are rich in O-
containing functionalities (OH— and CcOOH-),*Y also
desirable in certain classes of bio-scientific and other
applications.ll_l&gl
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AMINE-RICH ORGANIC THIN FILMS FOR CELL CULTURE:
POSSIBLE ELECTROSTATIC EFFECTS IN CELL-SURFACE
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In recent communications from these laboratories, we observed that amine-rich thin organic layers are very efficient surfaces for the adhesion of
mammalian cells. We prepare such deposits by plasma polymerization at low pressure, atmospheric pressure, or by vacuum-ultraviolet photo-
polymerization. More recently, we have also investigated a commercially available material, Parylene diX AM. In this article we first briefly
introduce literature relating to electrostatic interactions between cells, proteins, and charged surfaces. We then present certain selected cell-
response results that pertain to applications in orthopedic and cardiovascular medicine: we discuss the influence of surface properties on the
observed behaviors of two particular cell lines, human U937 monocytes, and Chinese hamster ovary cells. Particular emphasis is placed on
possible electrostatic attractive forces due to positively charged R-NH;* groups and negatively charged proteins and cells, respectively.
Experiments carried out with electrets, polymers with high positive or negative surface potentials are added for comparison.

© 2012 The Japan Society of Applied Physics

1. Introduction

In the well-known textbook Biomaterials Science," three
main methods are listed for immobilizing bio-molecules:
(i) physical adsorption, (ii) physical “entrapment”, and (iii)

covalent attachment. The first of these includes van der

Waals and electrostatic sub-categories, while the last
includes one labeled “solid surfaces”. Clearly, there can be
situations where sub-sets of these can coexist, for example
electrostatic attraction of a charged bio-molecule (or even a
living cell) to an oppositely-charged surface: a conducting
electrode or a polarized insulator, an electret. In this article,
we deal specifically with such situations.

This is by no means a “new” field: in the first edition of

Sessler’s book. Electrets™ (1980). chapter 6 by Mascarenhas
bears the title “Bioelectrets: Electrets in Biomaterials and
Biopolymers”. Its reference list comprises 52 citations,
including Eguchi’s classical 1925 paper in Philos. Mag., and
several from the 1940s and 50s by other distinguished
contributors to electret science. Mascarenhas alludes to the
fact that blood platelets are electrically charged, and that a
key problem of blood-compatible synthetic materials must
be the avoidance of thrombus formation. This is a severe
problem in the case of small-diameter synthetic blood
vessels, for example those made of expanded poly(tetra-
fluoroethylene), ePTFE. Bowlin and coworkers®* deseribed
a technique for transplanting human umbilical vein en-
dothelial cells (HUVEC), a cell-type that forms a non-
thrombogenic barrier between blood and the polymer, onto
the mner surface of 4 mm interior-diameter ePTFE grafts:
they used a cylindrical capacitor to induce a positive luminal
surface charge that attracted and adhered HUVECs from a
cell-suspension inside the lumen. They found good cellular
retention when the ePTFE grafts were exposed to physio-
logic shear stress. Another approach to avoid thrombus
formation is by way of heparinization: As early as 1969,
Hollahan and coworkers®’ reported grafting heparin to
polymer surfaces that had been enriched with primary amine

groups by NH; plasma wreatment: as shown below, this too
may be related to electrostatic interaction between cells
bearing (negative) charges and the oppositely-charged
surface. Korean workers® recently ascribed heightened
production of red blood cells in suspension to electrostatic
mteractions with aminated culture plates, while Rosenhahn
et al.” reported enhanced settlement and adhesion strength
of green alga spores on PTFE films that had been charged to
high positive potential (ca. +3 kV). Similar electrets, from
the laboratory of present co-authors (R.G. and W.W.), have
been used in work described in this present article.
Makohliso ez al.¥ also used highly-charged fluoropolymer
electrets to investigate adhering murine neuroblastoma cells,
and they reported high levels of neurite outgrowth from
substrates charged to +1000 V. Yet another unambiguous
illustration of electrostatics in biology can be found in a
paper by Naujoks and Stemmer,” who used an atomic force
microscopy (AFM) tip to create sub-um charge patterns of
either polarity on a flat poly(methyl methacrylate) (PMMA)
surface. They found that water droplets stabilized by biotin-
modified immunoglobulin G molecules (IgG-biotin) were
attracted to the positive charge patterns due to Coulomb
forces, as anticipated for the negatively-charged protein
molecules.

Since the time of Hollahan’s work, cited above, the field
related to plasma-based generation of reactive surfaces for
immobilizing bio-molecules and/or cell colonization has
grown immensely, and it has been the object of recent
reviews.'” Our own research group has been active in this
particular area of plasma medicine for more than 10 years.
The approach pursued here and in other laboratories world-
wide is to deposit so-called plasma polymers that are rich in
specific types of chemical functionalities.'” Because it is
unnecessary to enter into much detail here, we refer the
reader to the literature, including some of our own recent
articles.'"» Qur particular approach for promoting cell-
adhesion is to deposit such thin polymer-like organic layers
that are rich in primary amine groups (R-NHz) by using



low- or atmospheric pressure discharges (that we call L- and
H-PPE:N, respectively) and by UV-photochemistry (UV-
PE:N)."""9 By way of the following reaction:

R-NH; + H,0 = R-NH3" + OH", (1

these are known to bear positive charges when immersed in
aqueous media (including bio-fluids) at physiological pH
values, near 7.4. Therefore (the mostly negatively-) charged
bio-molecules and living cells will be attracted to this
(positively-) charged coated polymer surface. Another
important example, albeit highly undesirable adhesion of
living cells on immersed surfaces, is the case involving
pathogenic microbes, which leads to so-called bio-films.
However, there are at least two factors that severely
complicate the over-simplified picture presented so far,
namely the following:

(i) Practically immediately after surface is
immersed into a bio-fluid that
becomes covered with adsorbed glyco-proteins from
the fluid. Living cells interact with the surface-proteins
through integrin receptors in the cell-membrane.

(ii) Even in the absence of (1), the electrostatic interactions
between (+ve) surface charges and (the generally —ve)
cell-charges will be modified by the fact that bio-fluids
are electrolytes: this results in the formation of double
layers that screen the electrostatic potential and greatly
reduce the net attractive force. For the case of
microbial adhesion, the Derjaguin-Landau-Verwey—
Overbeck (DLVO) theory that underlies these various
concepts was the object of a thorough review several
years ago.'?

In the next section we describe some of our relevant
experimental procedures. Following this, we present two
intriguing examples of mammalian cell-adhesion experi-
enced in these laboratories, relating to human U937
monocytes and Chinese hamster ovary (CHO) cell lines,
respectively, which led us to ask the question whether such
adhesion may possibly be dominated by electrostatics.

a solid

or scrum, surface

2. Experimental Methodology

The procedures we have used in this work for generating
surfaces by plasma— or vacuum-ultraviolet (VUV)-assisted
polymerization (PE:N) have been described in detail in
earlier articles and therefore need not be repeated here:''™'9
the same also applies for the case of Parylene diX AM
films." Likewise. the rationale and methodology for cell-
culture of U937 monocytes has been extensively discussed
in our earlier articles.' '3 Regarding the second cell-type
examined here, the reader is referred to a paper by Gigout
et al..'"” in which the authors describe how the CHO cells
were suspended in a bioreactor to produce a protein of
pharmaceutical interest. tissue plasminogen activator (t-PA),
used in the treatment of heart attacks and strokes. A
somewhat different aspect of plasma techniques employed in
these laboratories, to which reference will be made further
below. is surface modification (also called “functionaliza-
tion”) of polymers, in the present instance poly(ethylene
terephthalate), PET. In recent work by Boucher and
coworkers, thin commercial PET films were exposed to
low-pressure ammonia (NH3z) plasma in order to graft
amine groups to that polymer’s surface,' as was done by
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Hollahan.> The functionalization procedure was preferred
over deposition of PE:N, even though the yield of R-NH,
groups was a priori known to be sigmficantly lower.

An aspect of the present work that does, however, deserve
a few detailed comments in this experimental section is
related to electrets: results are concentrated in §3.2 below.
Samples were cut from 25- and 50-pum-thick PTFE films,
acquired from Dalau GmbH and from PTFE Spezialvertrieb
GmbH. respectively. The samples were charged by means
of a positive or negative point-to-plane corona discharge
in air with a control grid for limiting. homogenizing and
controlling the surface potential of the PTFE electret
samples. The high voltage at the corona tip was £15kV
and the grid voltage was £3kV.""2D A schematic diagram
of the corona-charging and surface-potential measuring
setup is found in Fig. | of ref. 22 where a slightly different
version for the poling of non-linear optical polymers is
shown. The PTFE films had an area of 6 x 6cm?. In order
to obtain high space-charge densities. the samples were
charged for durations between 15 and 45 min at 195°C, then
cooled to room temperature under the electric field. After
charging, the surface potential was measured with a bipolar
Trek 314 electrostatic voltmeter in air. Surface potentials of
approximately £3kV were detected. These measurements
were reconfirmed in Montreal, albeit with another type of
electrostatic voltmeter, namely an “Isoprobe™, model 170,
with a model 1015 FB vibrating electrode probe (Monroe
Instruments). The space-charge distribution inside the
sample was measured by means of a piezoelectrically
generated pressure-step (PPS) experimem.z(m’ as previously
also described in the article by Rosenhahn ef al.” The
positively charged samples showed charge densities be-
tween 60 and 90 C-m~3 for the 25-um-thick PTFE films, and
ca. 40C-m~? for the 50-pm-thick ones. The 25-pm-thick
negatively charged electrets exhibited 40 to 70C-m~*, and
ca. 20C-m~ for the 50-um-thick samples.

3. Results and Discussion

3.1 Human U937 monocytes

Human U937 monocytes, a blood-borne white cell type, are
known not to adhere to most surfaces, not even (o
commercial tissue-culture polystyrene (TCPS) dishes. How-
ever, in a recent article' we have shown that they can be
made to adhere to our plasma- or photo-chemically syn-
thesized organic thin PE:N films, provided that the outer
surfaces of these coatings contain a minimum (“critical™)
concentration of 4.2 at. % of primary amine groups, R-NH,.
This is illustrated in Fig. 1(a), where cells are seen to adhere
only on small islands of H-PPE:N, but not on the biaxially-
oriented polypropylene (BOPP) substrate, onto which the
30pum islands had been deposited using a mask.'" In
Fig. 1(b) we note that different PE:N surfaces have widely-
varying values of “critical” rotal nitrogen concentrations,
[Nlerie, but the above-cited near-identical primary amine
concentrations, [NH3 |- Since then, we have also examined
a commercial coating, Parylene diX AM, aminomethyl-2-2-
paracyclophane, and have found it to possess similar char-
acteristics. In view of what is presented in the Introduc-
tion, one might speculate that attachment here may either
be (i) purely “chemical”™ in natre, or (ii) dictated by a
primarily physical (electrostatic) effect. The fact that the
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Fig. 1. (Color online) (a) Adhesion of U-937 on H-PPE:N islands with
[NH:] = [NH2]erir. After ref. 11. (b) Quantification of [N]er in the adhesion
experiments involving U937 cells. The “critical™ nitrogen content, [N]i,
required to stimulate adhesion of U937 monocytes to various subsirates,
namely: L-PPE:N, H-PPE:N, VUV-PE:N, VUV-PM:N, and H-PPA:N, are
shown in histogram-form. For each one of these coatings, the corresponding
critical amino-group content, [NH;];, (@), is superimposed. The average
value of [NHs ), is presented as a dashed, horizontal line. In the case of
H-PPA:N, no adhesion of U937 was observed under any circumstances, in
spite of high [N] values. After ref, 13,

chemically (and morphologically) very dissimilar coatings
listed above all possess precisely the same “critical”
concentration value, [NHz]qi = 4.2at. %. lends some cre-
dence to hypothesis (ii).

As already pointed out in the Introduction, numerous

investigators unambiguously demonstrated the ability of

charged polymer surfaces to bind proteins™ or living
cells**7 jn vitro. and adhesion was generally found to be
superior on the positively-charged ones. Because all those
authors ascribed their observations to electrostatic interac-
tions, the question arose as to the magnitude the (+ve)
surface potential on our PE:N and Parylene samples. It
can readily be shown that [NHa | corresponds to a surface
density of 5.3 x 10" cm=2; if all surface-amines were t©
undergo reaction (1), the corresponding charge density
would be o = 8.5uC-cm™2, but clearly. this oversimplifies
the case here, where we are dealing with weakly electrolytic
cell-culture media. For the case of fluoropolymer electrets
initially charged to 4500V, then immersed in media,
Makohliso er al.® found that the surface charge first decayed
quite rapidly, but then attained a relatively stable value of
10 nC-cm™2 which did not vary during the course of further
experiments. Like those authors, we used the Monroe
Isoprobe instrument to measure surface potentials, V. of
our PE:N and parylene samples, after humidifying them
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Fig. 2. Surface potential of Parylene diX AM after different periods of
aging (i.e., reduced content of [NH;]), as measured with the “Isoprobe™
after humidifying the surface. After ref. 15.

with a fine mist of (deionized) water droplets. While in the
case of PE:N (4ve) values of V were found to be relatively
small (typically +40V for L-PPE:N), Parylene diX AM
displayed a more interesting behavior: as we have recently
reported,'® amines undergo oxidative ageing to form amides
when samples are exposed to ambient air. We therefore
examined both pristine Parylene. as well as samples that had
been aged in air for different durations, but for which we
know the concentration of amines., [NHz|. from chemical
derivatization experimen(s:m Fig. 2, the results of those
experiments, shows a clear (linear) correlation between
measured V and [NH;] values.

Now, unlike PE:N surfaces, Parylene substrates did
manifest some adhesion of U937 cells when amine
concentrations were below [NHz e This is illustrated in
Figs. 3(a)-3(c) for values of 6.0, 3.5, and 2.5 at. % of [NH3].
respectively. Figure 3(d) portrays the normalized cell-
density values (the near-confluent case shown in A being
taken as “100%7), plotted against corresponding V' values
taken from Fig. 2. As expected, the surface density of
adhering U937 cells is seen to have dropped with decreasing
V. This would support an electrostatic adhesion mechanism
for the case of the monocyte cell line on Parylene, even
though the cell density was not directly proportional to V.

Clearly, U937 cell-adhesion on PE:N and on Parylene
seem to be subject to quite different mechanisms, even
though both film-types are smooth, ultra-thin organic
coatings with comparable chemistries. The latter considera-
tion is particularly true in the case of UV-PE:N, where 80%
of the bound nitrogen is in the form of R-NH, functionality
(versus 100% in the case of pristine Parylene diX AM). The
only known difference that may possibly play a role could be
the high concentration of trapped free radicals in the case of
the former coatings family. but absent from the latter.'”

Contrary to the findings of Rosenhahn er al.” for the case
of alga spores. we found only very minimal adhesion of
U937 monocytes to (PTFE) electret surfaces, under experi-
mental conditions where the surface was the highly
hydrophobic Teflon itself. For the case of CHO adhesion
experiments, discussed in §3.2 below, this led us to examine
a “sandwich™-structured substrate configuration, one that
combines hydrophilic surface properties with the high
surface potential afforded by the electrets.
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Fig. 3. Decrease in the adhesion of U937 cells on Parylene surfaces with a decrease in [NH:] because of aging. U937 cells were applied on 1 cm? of

Parylene surfaces and incubated for 1 h in a CO; incubator at 37 °C, on the pristine surface ((a) [NH,] ~ 6.0at. %), after 6 days ((b) [NH,] ~ 3.5at. %). and
10 days ((c) [NHz2] ~ 2.5at. %) of aging, resulting from exposure to atmospheric air in the dark. Surfaces were then gently washed with medium and pictures
were taken. Note the decrease in cell adhesion with decreasing [NHz] resulting from the aging in laboratory air. (d): Cell density of U937 on Parylene as a
function of primary amine concentration, corresponding to (a), (b), and (c) above: values are normalized with respect to pristine Parylene (=100%), image

(a). Scale bar: 10 um. After ref. 15.

The reason for the different U937 adhesion behaviors of

PE:N and Parylene described in this section is far from clear
at this present moment, but resolution of this question
remains challenging and intriguing.

3.2 Chinese hamster ovary cells

We have also examined a Chinese hamster ovary (CHO)
cell-line. Under the particular conditions of use, this non-
adhering mammalian cell-type displays a remarkable
tendency to adhere to H-PPE:N particles (small flakes) in
suspension: after one day, more than 95% of cells were
found to be adhering to the particles’ surfaces.'” This cell
adhesion on PE:N particles in suspension did not appear to
be integrin-mediated and was such as to promote extreme
levels of aggregation of the viable cells also at later stages,'”
all observations that suggested possible electrostatic adhe-
sion and cohesion.

This led us to experiment with highly charged electrets
of both polarities, but this time with a superimposed thin
“hydrophilic™ polymer surface, as illustrated in Fig. 4. The
rationale here has been the following: PTFE, the electret
material, is of course characterized by its extremely hydro-
phobic, non-wetting surface. But cells greatly prefer to
adhere to wettable, hydrophilic surfaces. This latter property.
hydrophilicity. can in principle be acquired by PTFE, for
example by low-pressure plasma surface-modification in an
ammonia (NH3) clischarge.'“] However, if a PTFE electret
were to be immersed in gas and the pressure reduced, gas-

Adhering CHO Cells

|

OO0
PET

PTFEElectret

Fig. 4. Schematic arrangement for assessing CHO cell adhesion in the
presence of a strong electric field (E) provided by -charged electret foils.

breakdown would occur when the Paschen curve is
traversed.”® The electret would thereby lose most, if not
all, of its trapped charge and high surface potential. To
avoid this, we placed 25-pm-thin, NHj-plasma-modified
PET films on top of the electrets, in intimate contact with
the latter, as illustrated in Fig. 4. This arrangement clearly
satisfies both of the desired characteristics for cell-adhesion,
namely wettablity and high surface potential.

Figure 5 shows the results of those experiments: | ml of
CHO cell suspension (at 10° cells-ml~") were left to adhere
for 48h in humidified air with 5% CO, at 37°C, on | cm?
squares of different electrets placed in a 24-well plate. The
adhering cells were stained for easier visibility with crystal
violet, then counted on photographs taken with an optical
microscope. From left to right. the heights of the histogram’s
bars present the numbers of cells adhering to non-tissue-
culture PS. and to untreated and NH3-plasma-modified PET
film, respectively. The next three bars on the right refer to
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Fig. 5. (Color online) CHO cell adhesion on various charged and
uncharged surfaces. CHO cells were pipetted on 1 cm? of the different
sandwich electrets and incubated for 48h in a CO: incubator at 37°C.
Surfaces were then gently washed with medium and pictures were taken
after crystal violet staining. Scale bar, 250 um.

the “neutral™ sandwich (uncharged PTFE). followed by the
sandwich structures of Fig. 4 based on negatively- and
positively-charged PTFE electret foils (=3000 and
+3000V). respectively. Inspecting Fig. 5. we note little
difference in CHO adhesion among the first four items on the
left, except perhaps a slightly stronger trend to adhere to the
aminated PET ([NHa] ~ 1.3%).>'® In contrast, there exists a
clear preference for CHO cells to adhere in the presence of
strong electrical potentials, with a statistically significant
bias in favor of adhesion on the positively-charged material.
This agrees other workers’ observations,™*™® and it would
confirm that both “wettability” and elevated electrostatic
potential are favored in certain cases.

4, Conclusions

There exists a significant body of published literature. some
going back several decades, that points to electrostatic (i.e.,
physical) adhesive forces between biomaterials surfaces and
living cells, as opposed to chemical ones. Nevertheless, in
view of the inherent complexity of biological phenomena,
including cell biology, it is rarely simple to be able to
separate them unambiguously. as we hope to have illustrated
here.
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