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Les matériaux a base de titane sont employés dans de nombreux domaines d’application
tels que [l'aéronautique, lI'armement et les nanotechnologies en raison de leurs
exceptionnelles propriétés mécaniques, thermiques, électriques et leur excellente résistance
a la corrosion. Par ailleurs, grace a leur caractére biocompatible, le titane et ses alliages sont
couramment employés en médecine, notamment pour la conception d’instruments
chirurgicaux ou d’implants de substitution. Toutefois, la fonctionnalisation chimique de tels
dispositifs est souvent requise afin d’améliorer leurs performances physico-chimiques et/ou
biologiques ou dans l'objectif de concevoir de nouveaux dispositifs intelligents. De
nombreuses approches ont déja été explorées afin de moduler les propriétés physico-
chimiques de ces matériaux. Cependant, celles-ci requierent des conditions de greffage
parfois trop drastiques ou les revétements obtenus s’averent instables en milieu
physiologique, ce qui limite leur utilisation. Récemment, inspiré par les phénomenes
d’adhésion observés dans la nature, d’autres outils plus pertinents ont émergé, permettant
ainsi I'immobilisation de (macro)molécules fonctionnelles sur le titane de maniere durable et
dans des conditions opératoires beaucoup plus douces. Néanmoins, ces différentes stratégies
conduisent a un greffage robuste et permanent et donc, dans la majorité des cas, a des
matériaux aux propriétés physico-chimiques de surface qualifiées de « figées ». Dans ce
contexte, la création de nouveaux matériaux aux propriétés physico-chimigues modulables et
contrblées est indispensable, notamment en vue de concevoir des surfaces de titane

recyclables aux fonctionalités commutables.

Les travaux effectués dans le cadre de cette these s’inscrivent dans une thématique
émergente de I'axe biomatériaux fonctionnels développée au sein de I'équipe du Professeur
Patrice Woisel du laboratoire Unité Matériaux Et Transformations (UMET). L’objectif majeur
de ce travail consiste a développer de nouvelles méthodologies de greffage de polymeéres
parfaitement définis sur des substrats a base de titane en vue de concevoir des surfaces
stimulables aux propriétés physico-chimiques modulables. Nous avons plus particulierement
exploité les propriétés adhésives de la dopamine afin d’'immobiliser sur les matériaux, diverses
(macro)molécules fonctionnalisées. Les propriétés physico-chimiques des matériaux élaborés
ont alors pu étre modulées sous linfluence de stimuli tels que la température ou le
rayonnement ultra-violet. Par ailleurs, I'équipe est trés impliquée dans la Fédération de

Recherche sur les Biomatériaux du Nord-Pas-De-Calais et I'une de ses missions est de mettre
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au point des approches innovantes adaptées a la fonctionnalisation de dispositifs
implantables. C’est dans ce cadre que s’inscrit la derniere étude reportée dans ce manuscrit
qui a pour objectif d’exploiter les remarquables propriétés d’adhésion de la polydopamine
pour la fonctionnalisation d’implants vasculaires métalliques (stent) par un polymeére a base
de cyclodextrine agissant comme systéme de libération prolongée de principes actifs. Cette
étude a été réalisée en collaboration avec le Groupe de Recherche sur les Biomatériaux de
I’'Université de Lille 2 (INSERM U1008), dans le cadre des travaux de thése de Jonathan

Sobocinski, chirurgien cardio-vasculaire au CHRU de Lille.

Ce manuscrit s’articule donc en cing parties :

by

Dans une premiére partie consacrée a I'étude bibliographique, nous présenterons i) les
différents outils couramment employés pour fonctionnaliser les surfaces de titane, ii) les
différentes stratégies mises en ceuvre pour greffer des (macro)molécules incorporant le motif
dopamine sur de telles surfaces et iii) I'aptitude du motif dopamine a former des films
hautement adhésifs de polydopamine. Enfin, nous terminerons cette étude en présentant les
principales réactions de chimie « click » pouvant étre employées dans le cadre de la

fonctionnalisation du titane.

La seconde partie sera consacrée a I'élaboration de nouvelles plateformes a base de titane
dont les propriétés physico-chimiques de surface peuvent étre modulées sur commande en

vue de concevoir des matériaux recyclables et réutilisables.

La troisieme partie du document décrira, quant a elle, la synthése de plusieurs polymeéres
parfaitement définis fonctionnalisés en extrémité de chaine qui seront utilisés dans la
guatriéme partie de ce manuscrit pour fonctionnaliser les surfaces de titane, notamment par
I'intermédiaire de réactions appartenant au concept de « Click-Chemistry ». Nous étudierons
également l'influence que peut avoir I'application de stimuli sur les propriétés physico-

chimiques de surface du matériau.

Enfin, la derniére partie du document sera consacrée a une étude appliquée qui consiste a
fonctionnaliser un implant vasculaire par un systeme de libération d’agents thérapeutiques

dans l'objectif de concevoir de nouveaux dispositifs cardio-vasculaires implantables.
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Introduction

L’étude bibliographique présentée dans ce manuscrit sera consacrée dans un premier
temps a la description des propriétés physiques et chimiques des matériaux a base de titane.
Nous évoquerons plus particulierement les différentes stratégies utilisées dans la littérature
pour la fonctionnalisation chimique du titane. Nous justifierons ensuite le choix de la
dopamine pour concevoir des plateformes de fonctionnalisation du titane et pour élaborer
des architectures (macro)moléculaires capables d’étre immobilisées sur des substrats. Nous
évoquerons également son aptitude a former des films de polymére aux propriétés adhésives
remarquables. Enfin, dans une derniére partie, nous présenterons trois grandes familles de
réactions chimiques appartenant au concept de chimie « Click » qui peuvent étre employées

pour la fonctionnalisation chimique de matériaux a base de titane.

I. Le Titane : structure, propriétés et fonctionnalisation chimique

I.1. Généralités

Le titane est un élément trés répandu sur Terre puisqu’il s’agit du quatrieme métal le
plus abondant dans I'écorce terrestre aprés I'aluminium, le fer et le magnésium 2. Il fut
découvert en 1791 par 'anglais William Gregor et nommé « Titane » par Klaproth en 1795 2;
toutefois, ce n’est qu’a partir de 1910 qu’un métal ductile de haute pureté n’a pu étre obtenu

(Figure 1.1).

Figure I.1: Barre de titane de trés haute pureté

La généralisation du procédé d’extraction du titane pour des exploitations industrielles par le
e s 3 .7 . s s s . .
procédé Kroll ° n’a d’ailleurs débuté que dans les années 1950. De nos jours, le titane sous sa

forme métallique trouve des applications dans le domaine de la métallurgie ou il permet
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I’élaboration d’alliages qui offrent de nombreux avantages comparés aux alliages d’aluminium
ou d’aciers. En effet, leur faible densité (4,54 g.cm), leur excellente résistance a la corrosion
combinée a leurs propriétés mécaniques comparables a celles des aciers font qu’ils
représentent des matériaux clés pour les domaines de I'aéronautique, de I'aérospatial > ou
encore de 'armement . De plus, grace a leur biocompatibilité, 8 des modules d’Young
relativement faibles et leur absence de magnétisme, le titane et ses alliages sont largement

employés dans le domaine médical 7.

I.2. Caractéristiques

D’un point de vue cristallographique, le titane se présente sous deux formes

allotropiques, c’est-a-dire qu’il existe sous deux structures cristallines différentes 8 (Figure 1.2):

- la phase o, hexagonale compacte de parametres de maille as = 0,295 nm, co =
0,468 nm et stable en dessous de 882°C
- la phase B, cubique centrée de paramétres de maille ag = 0,332 nm et stable au-dela

de 882°C

1075
\
A
W
(
L
/ T
A\,

AR

{ o )
{ONG (Y7
Y PN /‘)
o V2K,
Yo 7 ,.?.\?ij)\

Figure 1.2 : Structure cristalline du titane sous sa forme o (gauche) et S (droite)

La température de transition de phase a = [3, plus communément appelée transus [3 (Tp), est
largement influencée par I'addition d’éléments pouvant étre contenus dans les alliages de
titane. Les éléments que sont le C, N, O et Al vont ainsi stabiliser la phase o, d’autres comme
le Mn, Mo, V, Cr, Si, Ni ou le Fe vont stabiliser la phase 3 et certains tels que le Zr ou Sn sont
qualifiés de neutres °. Les alliages de titane peuvent ainsi étre constitués soit exclusivement
de phase a, soit exclusivement de phase 3 ou encore le plus souvent, par un mélange des

deux. Par ailleurs, I'addition d’éléments comme par exemple le Fe, Al, Si, Zr, V ou le Mo
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peuvent conférer a ces alliages des propriétés extrémement modulables (ductilité, dureté,

résistance a la chaleur, a la corrosion...) °.

De maniere générale, les alliages a base de titane possédent une bonne résistance mécanique
mais une moins bonne résistance a la corrosion comparée au titane commercialement pur (Ti-
cp). Ce dernier existe sous quatre déclinaisons selon sa composition chimique en oxygéne et

en fer (Tableau I.1).

Tableau 1.1 : Composition chimique du titane "commercialement pur" selon la norme DIN 17850

Composition chimique (% en poids)

Base Fe max 0 max N max C max H max
Grade 1 (cp 1) Ti 0,15 0,12 0,05 0,06 0,013
Grade 2 (cp 2) Ti 0,2 0,18 0,05 0,06 0,013
Grade 3 (cp 3) Ti 0,25 0,25 0,05 0,06 0,013
Grade 4 (cp 4) Ti 0,3 0,35 0,05 0,06 0,013

En effet, le titane a la capacité de former spontanément au contact de I'air ou de I'eau, une
couche stable et protectrice d’oxyde de quelques nanomeétres d’épaisseur qui possede la
particularité d’accroitre la résistance du métal a la corrosion. Cette couche d’oxyde naturelle
se compose d’'un mélange de TiO, de Ti,03 et de TiO,, cette derniére étant la plus stable. Le
TiO, se trouve naturellement sous trois formes cristallines a pression atmosphérique :
brookite (orthorhombique), anatase et rutile (quadratique) °. Ces deux derniéres formes
allotropiques sont les plus fréquentes et peuvent étre assimilées a des structures
tétraédriques de cations titane entourées par des octaedres d’anions d’oxyde (Figure 1.3). Le
rutile est la forme thermodynamiquement la plus stable et peut étre obtenue en chauffant

au-dessus de 700°C la forme anatase de I'oxyde de titane 1.

Figure 1.3 : Structures cristallines du rutile (gauche) et de I'anatase (droite). Les atomes de titane sont
représentés par des spheres grises et ceux de I'oxygéne par des sphéres rouges

11
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Le film d’oxyde de titane formé naturellement a la surface du titane métallique est
amorphe dans un premier temps puis le processus de cristallisation apparait avec
I’épaississement. Diverses organisations s’effectuent alors au sein du matériau métallique ”
12 De maniére schématique, on observe sur la surface métallique une premiére couche de
titane d’une dizaine de nanometres caractérisée par la présence de quelques atomes
d’oxygéne. Une seconde couche, principalement constituée d’oxyde de titane TiO, de forme
anatase (quelques nanometres), est ensuite observée. Enfin, une derniere couche composée

essentiellement de fonctions hydroxyles est présente a I'extréme surface du matériau 3

(Figure 1.4).
}-Tio,/TioH
| Tio,
- . . ‘ .Q — Ti/TiO
Q Q ‘ Q @, @ Oy
EREEH
o :H
. o :Ti*
— Ti
@:o0
Q:Ti

Figure 1.4: Représentation schématique d’une surface de titane passivée naturellement (adapté de 3)

I.3. Oxydation chimique de surface

Le film d’oxyde présent a la surface du titane joue un réle important sur les propriétés
physico-chimiques du matériau. Toutefois, en fonction de I'application envisagée, pour la
fonctionnalisation du titane par exemple, il est généralement nécessaire d’accroitre
I’épaisseur de cette couche d’oxyde afin d’augmenter le nombre de sites d’accroche en
extréme surface. Outre les méthodes physiques employant des ondes électromagnétiques via
I'utilisation d’enceintes plasma 4% ou des techniques électrochimiques telles que I'oxydation

anodique %17, ’activation de la surface est souvent réalisée par voie chimique 18

Les principaux traitements chimiques peuvent étre regroupés en trois catégories : les
traitements acides, basiques et a base de peroxyde d’hydrogéne (H203).

12
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1.3.1. Traitements acides

Les traitements acides sont fréquemment employés afin de décontaminer la surface

de titane mais également pour générer une couche épaisse de TiO, (= 10 nm).

Parmi les traitements acides, le protocole le plus utilisé consiste a immerger la surface de
titane dans une solution d’acide nitrique (10-30% v/v) et d’acide fluorhydrique (1-3% v/v) 1%
1 Uefficacité du traitement est due a la présence d’acide fluorhydrique qui attaque
immédiatement le TiO; et réagit avec le Ti pour former des fluorures de titane ainsi que de
I’lhydrogéne %°. Cependant, la formation de ce dernier est susceptible de provoquer une
fragilisation du titane lorsqu’il diffuse au sein du matériau. Le phénomeéne peut toutefois étre
limité en maintenant un ratio de HNOs/HF a 10/1 permettant de minimiser la génération
d’hydrogeéne libre 2. D’autres solutions acides telles que celles a base de mélanges d’acide
sulfurique et d’acide chlorhydrique peuvent également étre utilisées pour I'oxydation et/ou

la décontamination des surfaces 2123,

1.3.2. Traitements basiques

Les traitements basiques, quant a eux, génerent a la surface du titane un film d’une
épaisseur d’environ 1 um avec une grande porosité. Il est constitué d’oxyde de titane (sous
forme rutile ou anatase) et d’une matrice cristalline de titanate de sodium, comparable a la
structure de I’hydroxyapatite poreuse 242>, Ce procédé est apparu pour la premiére fois dans
les travaux de Kim et al. ?° et consiste 3 traiter le titane par une solution concentrée de NaOH
chauffée a 60°C suivi d’'un recuit a haute température (400-800°C). D’autres traitements
alternatifs, consistant a employer une solution alcaline diluée a ébullition, ont également été

développés 23.

1.3.3. Traitements peroxydes

La derniére méthode d’oxydation chimique du titane se fait par l'intermédiaire de
traitements peroxydes qui nécessitent 'utilisation d’un acide fort et de peroxyde d’hydrogéne
(H202) 2. En milieu acide, le peroxyde d’hydrogéne réagit avec le titane pour former une

couche d’oxyde amorphe. La morphologie de surface ainsi que I'épaisseur du film de TiO2 vont

13
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dépendre de la concentration en H,0, et de la durée du traitement 22, Dans cette optique,
Wang et al. ont démontré que |'épaisseur de la couche de TiO évoluait de fagon linéaire en
fonction du temps d’immersion de I’échantillon dans un mélange 30% H.02/HCI 0,1 mol.L* %°.
De plus, des études spectroscopiques réalisées sur des surfaces de titane et apprétées
chimiguement via un traitement peroxyde, ont révélé I’existence de TiO; principalement, mais

également la présence de groupements hydroxyles 3931,

Les différentes méthodes d’oxydation présentées ci-dessus permettent de générer des
films d’oxyde de titane d’épaisseurs et de morphologies différentes. Dans le cadre de la
fonctionnalisation chimique de surfaces de titane, un controle de la nature de la couche
d’oxyde est essentielle afin d’envisager un greffage optimal des (macro)molécules. De plus, le
traitement appliqué ne doit pas étre trop agressif pour ne pas dénaturer le matériau et doit
générer un film d’oxyde homogéne avec une épaisseur contrélée. Au vue des performances
de chacun des traitements oxydants évoqués précédemment et en raison de la formation de
fonctions hydroxyles réactives, le traitement au peroxyde semble représenter un bon

compromis pour envisager le greffage d’espéces chimiques a la surface du titane.

1.4. Ancres chimiques pour la fonctionnalisation du titane

1.4.1. Sites actifs

Comme évoqué précédemment, une couche d’oxyde riche en fonctions hydroxyles
peut étre générée naturellement ou par oxydation chimique a la surface du titane. La
représentation d’une surface d’oxyde de titane hydratée la plus fréquemment utilisée fait
apparaitre trois types de sites actifs sur lesquels des ligands spécifiques peuvent interagir pour

former des interactions fortes 32 (Figure 1.5) :

- les sites constitués d’atomes de titane hexavalents liés a cing atomes d’oxygene
impliqués dans le réseau et a une fonction hydroxyle localisée en surface (Figure 1.5, vert)

- les sites correspondants a des fonctions oxoniums bloquées entre deux atomes de
titane (Figure 1.5, bleu)

- les sites correspondants aux atomes de titane se trouvant sur les arétes des cristaux

de TiO; et qui sont simplement liés a quatre groupes oxo (Figure 1.5, rouge)
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Figure I.5: Représentation des trois sites actifs présents en extréme surface de I’'oxyde de titane

La chimisorption des composés organiques sur la couche de TiO, peut étre assimilée a une
réaction de type acide-base de Lewis ou de Brénsted 33. Ainsi, trois types de chélations

peuvent étre distingués (Figure 1.6) :

- une chélation de type monodentate dans laquelle le ligand vient se lier a un seul
atome de titane (Figure 1.6, vert)

- une chélation de type bidentate dans laquelle le ligand vient se lier a deux atomes de
titane conduisant a la formation d’un pont (Figure 1.6, rouge)

- une chélation de type bidentate impliquant un seul atome de titane se trouvant sur

les arétes des cristaux de TiO; (Figure 1.6, bleu)

D D D/®\ D
O O O O

D—Ti—O—Ti—O0—Ti—O—Ti—O
AN AR 4w 4
o o o o
~&o \\\\o \\\\o \\\\o
o—/Ti‘ o—/Ti“ o—/Ti‘ o—/Tu“ o
o o o o

Figure I.6: Représentation des trois types d’interactions possibles entre un ligand et un substrat en
titane. R représente la molécule greffée et D les ligands permettant 'accroche

1.4.2. Ancres chimiques

La fonctionnalisation chimique de surfaces de titane est incontournable pour améliorer
les propriétés physico-chimiques et/ou biologiques du matériau. Toutefois, afin d’immobiliser
des (macro)molécules sur les surfaces de titane, il s’avére indispensable de réaliser un ancrage

solide avec le substrat. Grace a la présence des sites réactifs évoqués précédemment, il
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devient possible de manipuler et de modifier les propriétés de surface par I'intermédiaire de

ligands spécifiques appelés « ancres chimiques ».

[.4.2.a. Les silanes

Les silanes sont les ancres chimiques les plus couramment utilisées pour la
fonctionnalisation chimique de surfaces de matériaux tels que la silice 3*, I’hydroxyapatite 3°,
les composites 36, I'acier inoxydable 37, les alliages de cobalt-chrome 3839, |e titane et ses
alliages 13 40-42,

En ce qui concerne la fonctionnalisation des surfaces d’oxydes métalliques et plus
particulierement le TiO,, les trihalogéno- et alkoxysilanes sont les plus régulierement
employés. En effet, ces organosilanes, de formule générale R’-Si(R)s, sont composés d’'un
groupement R hydrolysable (halogénure ou alcoxyle) qui réagit avec une ou plusieurs
fonction(s) hydroxyle(s) du titane pour conduire a la formation de liaisons Ti-O-Si et d’un

groupement R’ porteur d’une fonction d’intérét. Cette réaction donne naissance a deux types

de structures possibles avec le TiO; : monodentate ou bidentate (Figure 1.7).

(.l)H cln-l t|3|-| (IJH
o —Tli—O —Tli—O —T|i —o —Tli—o
o7 7
0 —? O—Tli o—T|i —o —Tli—o
o o 0 0 R =MeO
R Et0
iy { \') cl
R R-“Si\_R R
R
RH IRH R
Si—R —
R Si
AT A O AU A O O
0—Ti—0—Ti—0—T1i—0—Ti—0 0—Ti—0—Ti—0—TI—0—Ti—0
| | | | | | | |
o1 1 0 7 9 T
o —T O—Tli 0—‘TIII—C>—T|i —0 o —Tli-—-o —1|1-—-O—T|I—O—T|i—0
o 0 0 ) cl, {l, cl, A

Figure I.7: Greffage de silane sur une surface de titane selon une structure monodentate (a) et
bidentate (b)

La grande richesse de ces ancres réside dans la possibilité d’introduire un groupement
fonctionnel (R’) a la surface du substrat permettant ainsi une post-fonctionnalisation. Dans

cette démarche, I'utilisation du 3-aminopropyltriéthoxysilane (APTES) est incontestablement
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I'organosilane le plus fréquemment utilisé 1. En effet, ce composé permet d’introduire des
fonctions de type amine primaire qui peuvent étre ensuite exploitées pour greffer des

molécules d’intéréts biologiques 3.

Ainsi, dans une problématique cardio-vasculaire, I'équipe de Huang “° a exploité les propriétés
d’ancrage de I'APTES afin de greffer de I’"héparine et de la fibronectine sur des surfaces de
titane pour améliorer I'hémocompatibilité et I’'endothélialisation des substrats. D’autres
molécules d’intéréts biologiques ont également pu étre greffées par cette stratégie comme
par exemple la cystéine %4, des motifs RGD (Arginine-Glycine-Aspartate) ** ou d’autres types

de peptides *°.

Tres récemment, Godoy-Gallardo et al. ont exploité cette stratégie pour introduire des motifs
maléimide en surface et immobiliser des peptides capables de réduire I'adhésion bactérienne
ainsi que la formation de biofilms sur le titane % (Figure 1.8). Dans ce cas, c’est la réaction de
type « thiol-ene » qui a été utilisée pour opérer le greffage covalent en surface.

Hs—) = hLf1-11 peptide

0. & o} ’S 0. ¢
o, N, O OCT,\/ QT/« i(\/ :,\/S
. ~ N—¢ N~
N N Mo ! N—~( MM
o (o ( © o o ( o
0“/ oy oy’ o o/ oy
" A A NH NH; NH NH; NH
X X ox o ox x Crosslinker NH NH, NH NH, NH f 2 zf f 2 |
rrrrJ o 0% I I
X Wl e e e L 1 N> A ol ) G T | S
Il § —$i-0-8i-0-8i-0-8i-0-Si [ N0y }—$i-0-8i-0-§i-0-§i-0-8i— $i-0-8i-0-8i-0-Si-0-Si— §
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OH OH OH oH oH E(O-Si-OEt VA A I A ‘% i Hs—Q) I i
Silanization pH=65

X =NH,, APTES

Figure 1.8: Stratégie de fonctionnalisation permettant le greffage de peptides sur des surfaces de
titane au moyen de I’APTES (adapté de %)

Enfin, des motifs polymérisables tels des fonctions acrylate (acrylate de 3-
(trichlorosilyl)propyle) et méthacrylate (méthacrylate de 3-(triméthoxysilyl)propyle) 4’ ou
encore des dérivés de silane porteurs d’un amorceur de polymérisation radicalaire par
transfert d’atome (Si-ATRP) % ont pu étre immobilisés sur le titane pour générer des films

polymeéres en surface.

Toutefois, la fonctionnalisation des surfaces de titane par les dérivés de silane
, (. . . .
s’effectue généralement dans des solvants anhydres de type toluéne, o-xyléne et tres

fréquemment a chaud 4& 4350, En effet, la présence d’eau engendre la polymérisation des
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silanes et la formation d’agglomérats conduisant a la formation de surfaces non homogeénes °!-
2, De plus, les revétements a base de silane sont relativement instables en milieu aqueux >3

>4 et s’hydrolysent assez facilement a pH physiologique en moins d’une semaine >,

1.4.2.b. Les acides carboxyliques et les dérivés d’acides phosphoniques

Les acides carboxyliques, et plus particulierement les acides aliphatiques a chaines
courtes °8, s’absorbent fortement a la surface du titane. L’acide formique a d’ailleurs été utilisé
a de nombreuses reprises afin d’étudier les modes d’adsorption des acides carboxyliques sur
le titane 5!, La fonctionnalisation peut alors donner naissance a des structures
monodentates ou bidentates, toutefois il a été démontré que de nombreux acides
carboxyliques tels que les acides formique, acétique mais également des acides aminés
(glycine, proline) s’adsorbent sur le titane sous la forme de ponts bidentates en raison d’une
plus grande stabilité énergétique 2%, Malgré le coté attrayant de cette stratégie de
fonctionnalisation du titane, cette derniere reste trés peu utilisée car les liaisons esters

formées restent hydrolysables en milieu aqueux et/ou alcalin .

Une meilleure stabilité a I’hydrolyse peut étre obtenue en employant des ancres
chimiques a base d’acides ou d’esters phosphoniques %668, En effet, au contact de surfaces de
titane, les acides phosphoniques et dérivés forment des liaisons de type Ti-O-P deux fois plus

fortes que celle formées avec les acides carboxyliques ©°.

Le greffage des acides
phosphoniques sur l'oxyde de titane s’opere alors par la formation de structures

monodentates et/ou bidentates a travers des réactions de déshydratation (Figure 1.9).

Ho—"”‘/=° . R

b ( [

" R=0 =0
A A A o Y o v
0—Ti—0—Ti—0—Ti—0—Ti—0 o—TI.—o—1I—.—o—1|i—o—TIi—o o—r‘i—o—Tli—0—1|1—o—T|i—o
I S P A R T A
D—II'i;O—'Ili;O—'IIi—O—'Ill—D 0—1|'|—-0—1!|—-D—T|i—0—'l!l—0 0—'|"i—0—1!i—0—1!i—0—1!i—0
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Figure 1.9: Greffage d’acides phosphoniques sur une surface de titane par réaction de déshydratation
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Les conditions de greffage des acides phosphoniques sont relativement souples puisque la
fonctionnalisation s’effectue en général par simple immersion du matériau dans une solution
de I'acide considéré aussi bien en milieu organique 7° qu’en milieu aqueux ’*. Toutefois, pour
rendre ce greffage plus efficace, il est nécessaire de chauffer a reflux le milieu réactionnel lors
de la fonctionnalisation ou bien d’effectuer un recuit du substrat apres immobilisation
(T>100°C) afin de favoriser les réactions de déshydratation 2. Les acides phosphoniques ont
ainsi été tres largement employés dans la modification de surfaces métalliques telles que les
oxydes métalliques (oxydes d’aluminium, de cuivre, d’argent...) et certains alliages (acier,
cobalt-chrome, titane...) 73. Cette stratégie a ainsi permis d’introduire une large gamme de
fonctions chimiques telles que des acides carboxyliques 74, des amines 7> ou des thiols 7® qui

ont été exploitées pour modifier les propriétés physico-chimiques de surface des substrats.

Par exemple, I'équipe de Schwartz 77 a introduit des groupements maléimide a la surface du
titane grace a une ancre a base d’acide phosphonique dotée d’'une fonction alcool (Figure
1.10). Les plateformes ont ainsi permis d’'immobiliser des motifs RGD a travers la réaction de

type thiol-éne en vue d’améliorer I'ostéo-intégration des matériaux.

—
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Figure 1.10 : Stratégie de fonctionnalisation permettant le greffage de motifs RGD sur des surfaces de
titane au moyen d’une ancre & base d’acide phosphonique (adapté de 77)

L'utilisation des dérives d’acides phosphoniques présente néanmoins des inconvénients. En
effet, une fonctionnalisation optimale des surfaces de titane implique I'emploi de

températures élevées (> 100°C), rendant impossible I'immobilisation simultanée de molécules
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biologiques sensibles a la température. De plus, contrairement aux acides carboxyliques
facilement disponibles, les acides phosphoniques fonctionnalisés nécessitent des synthéses
relativement contraignantes qui requiérent la plupart du temps de longues mises en ceuvre

avec des étapes de protection et de déprotection 2.

[.4.2.c. Les catéchols

Les catéchols (ou 1,2-dihydroxybenzéne en nomenclature IUPAC) sont des motifs aux
excellentes propriétés adhésives que I'on retrouve dans certaines molécules naturelles
présentes chez les organismes vivants. Ces motifs, qui apparaissent en grande proportion dans
les protéines adhésives sécrétées par les moules marinieres (mussel adhesive protein MAP),
jouent un réle primordial dans le mécanisme d’adhésion des byssus de ces mollusques sur les

surfaces 7 (Figure 1.11).

B mefp-5 o 2
‘-
Ly
~ adhesive
plague
byssal 4
thread .
D Mefp5 ‘
SSEEYKGGYYPGNAYHYHSGG
SYHGSGYHGGYKGKYYGKAKK
YYYKYKNSGKYKYLKKARKYHR HO
KGYKYYGGSS

Y: DOPA Dopamine: bioinspired building
K: Lysine block for surface coatings

Figure 1.11: Mise en évidence des excellentes propriétés adhésives des moules sur les surfaces gréce
notamment 4 la sécrétion de la protéine mefp5 (B) riche en motifs catéchols (C, D, E) 7°

Les excellentes propriétés adhésives de ces molécules ont d’ailleurs été utilisées a de
nombreuses reprises pour fonctionnaliser efficacement divers matériaux inorganiques et
organiques tels que la silice 8, des surfaces métalliques 8182, céramiques 8 mais également
certains polyméres hydrophobes comme le PTFE 84, L'un des atouts majeurs de cette ancre
repose sur les conditions utilisées pour I'immobilisation qui font intervenir une simple étape
de dip-coating dans un solvant protique (le plus souvent H,O voire MeOH) a température

ambiante.
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Concernant la fonctionnalisation des surfaces a base de titane, des études réalisées par
microscopie a force atomique ont mis en évidence le réle essentiel joué par les catéchols dans
le processus d'immobilisation. En effet, il a été démontré qu’une force de 805 + 131 pN était
nécessaire pour rompre les interactions existantes entre le motif catéchol et la surface de
titane, ce qui souligne la robustesse du greffage 8. Bien que le mécanisme spécifique
d’adhésion de ces motifs sur certains substrats ne soit pas totalement connu 2, il semblerait
que les catéchols adhérent aux surfaces de titane par chélation et/ou qu’ils interagissent trés
fortement avec la surface a travers des interactions supramoléculaires (liaisons

hydrogénes) 87-88 (Figure 1.12).

a) b) c)
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\/ A
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Figure 1.12: Modes de greffage des catéchols sur une surface de titane selon une structure bidentate
(a), monodentate avec liaison hydrogene avec un hydroxyle voisin (b) et pont bidentate (c)

Par ailleurs, les complexes formés entre les matériaux a base de titane et les catéchols
s’averent étre stables en milieu aqueux dans une gamme de pH comprise entre 3 et 10, avec
un maximum d’absorption situé entre pH = 6 et pH = 8 . De plus, grace a I'électro-activité du
motif catéchol, il est possible de vérifier I'efficacité du greffage par de simples analyses
électrochimiques et d’estimer la densité de greffage en considérant notamment la quantité

de charge nécessaire a I'oxydation des espéces °*°! (Figure 1.13).
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Figure 1.13: Voltampérogramme cyclique d’une surface de titane modifiée a I’aide d’une ancre
catéchol fonctionnalisée (adapté de )

Parmi les différents motifs catéchols fonctionnalisés disponibles commercialement, la
dopamine (3,4-dihydroxyphényl éthylamine) est sans doute la plus employée. En effet, cette
ancre bénéficie, outre ses excellentes propriétés d’ancrage, d’une chimie extrémement riche

(Figure 1.14).
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Figure 1.14: Représentation des principales propriétés des catéchols et de la dopamine

D Z

Comme les dérivés de catéchol, la dopamine i) forme des complexes avec divers cations
métalliques tels que le fer, le cuivre, le zinc ou le titane ?2, ii) fournit des assemblages

réversibles avec les acides boroniques 234, iii) s’oxyde sous la forme quinone et devient
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réactive a I’égard des nucléophiles tels que les amines et les thiols (réaction de Michaél) 7% %,
De plus, le principal avantage de la dopamine réside dans la présence d’une fonction amine
primaire au sein de sa structure susceptible d’étre modifiée chimiquement et capable
d’introduire une entité réactive a travers la formation de liaisons amides. Ainsi, ses
caractéristiques chimiques combinées a ses excellentes propriétés d’adhésion font de la

dopamine une molécule de choix pour la modification chimique de surfaces a base de titane.

Il. La dopamine : un outil de choix pour la fonctionnalisation

chimique du titane

Dans cette partie, nous verrons par quels moyens la molécule de dopamine peut étre
exploitée pour insérer un ou plusieurs motifs catéchols sur les architectures
(macro)moléculaires susceptibles de conduire a la fonctionnalisation du titane. Nous ne nous
focaliserons sur son aptitude a former des films de polydopamine hautement adhésifs sur

diverses surfaces que dans la partie lll consacrée a I'étude bibliographique.

Il.L1. La fonctionnalisation du titane par la dopamine et des
(macro)molécules dérivées de dopamine

11.1.1. Fonctionnalisation du titane par la dopamine

Tout d’abord, la réactivité de la fonction amine primaire de la dopamine peut étre
exploitée pour fonctionnaliser le titane en deux étapes. De la Garza et al. ont, par exemple,
immobilisé I'avidine sur des nanoparticules de titane fonctionnalisées par une monocouche
de dopamine en réalisant une réaction de couplage entre la fonction amine de la dopamine

greffée et la fonction acide carboxylique de la biotine ¢ (Figure 1.15).

23

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014
Chapitre 1 : Etude bibliographique

TiO, TiO,/DA TiO/DA-BN TiO,/DA-BN-Av

TiO,-dopamine
biotin

avidin, labeled avidin

O Q
o CHy )~ :‘)Cl
(0t
Ao CH,),NH, o §:©'
2 2)NH, |:">
O (CH:):NYO (CHy)y

Figure I.15 : Représentation de la stratégie utilisée pour immobiliser I’avidine sur des nanoparticules
de titane %

Selon la méme stratégie, I’équipe de Neoh a réussi a greffer de fagcon covalente un dérivé de
chitosan sur du titane afin d’obtenir des surfaces aux propriétés anti-bactériennes °7 (Figure
1.16). Cette étude a également montré que ces films présentent une meilleure stabilité en

milieu physiologique qu’un méme revétement préparé a |'aide d’une ancre a base de silane

(APTES).
NH, NH,
. OH OH L~
ol o o]
CHzocHz(i'.O CH,0CH,COOH
NH, NH

. ) CMCS in 0.1M 0 0
L0 Domee T RF W

4 MES (pH=6.0)
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Pristine-Ti ———— > DA —>  CMCS-DA-Ti
NHS (50 mM)
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Figure 1.16 : lllustration du greffage d’un dérivé de chitosan sur une surface de titane par
I'intermédiaire d’une monocouche de dopamine

Toutefois, en conditions oxydantes, la dopamine peut étre soumise au phénomeéne de
cyclisation intramoléculaire (voir partie Il.2.), nécessitant ainsi de travailler sous atmosphére

inerte, a I'abri de la lumiére et a pH controlé.
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11.1.2. Fonctionnalisation du titane par des (macro)molécules dérivées de
dopamine

Un certain nombre de dérivés préparés a partir de la dopamine ont été synthétisé ces
derniéres années dans I'objectif de fonctionnaliser divers substrats en une ou deux étapes &’
%8, En effet, I'utilisation d’ancres dopamine fonctionnalisées par des groupements adaptés
permet d’envisager la post-fonctionnalisation des substrats par des molécules incorporant le
groupement complémentaire ou via des processus de polymérisation. Ainsi, la dopamine a
été utilisée, par exemple, pour introduire des fonctions réactives de type azoture ou
maléimide (Figure .17, A et B) a la surface du titane. Ces fonctions, comme nous le verrons ci-
aprés (partie IV. de I’étude bibliographique), ont ensuite permis d’immobiliser efficacement
des chaines macromoléculaires sur des surfaces de titane en mettant en ceuvre la réaction de

Huisgen catalysée au cuivre | ° ou la réaction de thiol-éne %°.

m% Dw»g Ilﬁ»km

Figure 1.17 : Exemples de dérivés de dopamine employés pour la fonctionnalisation de surfaces

Par ailleurs, des dérivés de dopamine originaux, électropolymérisables % (Figure 1.17, C),
intégrant des groupements capables de générer des polymérisations par ROMP 192102 (Figure
1.17, D), des groupements amorceurs de polymérisation ATRP 193-194 (Figure I.17, E) ou encore
des agents de transfert de type RAFT 8! (Figure 1.17, F) ont été synthétisés pour fonctionnaliser
le titane a I'aide de polymeres a architectures contrélées. Certains de ces aspects seront

détaillés dans la partie suivante.

11.2. La fonctionnalisation du titane par des polymeéres modifiés a I’aide
du motif dopamine

Les propriétés d’adhésion des dérivés de dopamine ont également été exploitées pour

réaliser le greffage de polyméres sur le titane dans I'objectif de modifier les propriétés de
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surfaces du matériau telles que I'affinité avec les cellules, la résistance a la corrosion ou la
balance hydrophile/hydrophobe %8. Dans ce cadre, les deux approches « graft to » (greffage
du polymere synthétisé sur la surface) et « graft from » (greffage du polymére a partir de la
surface) ont été employées. Suivant I'application ciblée, la dopamine a été utilisée pour
insérer un ou plusieurs motifs catéchols sur la charpente macromoléculaire et ceci de maniere

latérale ou en extrémité des chaines.

11.2.1. Greffage de polyméres incorporant le motif catéchol en chaine
latérale

Dans le cadre de la fonctionnalisation de matériaux a base de titane par des polymeéres
fonctionnalisés sur la chaine latérale, I'approche la plus fréquemment utilisée consiste a
immobiliser en surface un polymére incorporant des motifs catéchols et des fonctions
réactives qui seront exploitées pour la fonctionnalisation. Ainsi, I'équipe de Tremel 1> a réalisé
par polymérisation radicalaire, la synthése d’un poly (acrylate de pentafluorophénol) dont la
réactivité a I'égard des fonctions amines a été exploitée pour introduire la dopamine
nécessaire au greffage, la décylamine et une sonde fluorescente. Le tribloc formé a été greffée
a la surface de nanoparticules de titane qui présentent ainsi des propriétés de fluorescence

mais surtout une meilleure solubilité dans les solvants organiques.

Selon la méme stratégie, 'équipe de Zentel a préparé par polymérisation RAFT, un polymere
dibloc composé d'une part, d'un bloc de méthacrylate de méthyle ou de 2-
(méthoxyéthoxy)éthyle et d’autre part, d’'un bloc d’acrylate de pentafluorophénol. Aprés
fonctionnalisation du dibloc par la dopamine, ce copolymére a permis la fonctionnalisation de

nanoaiguilles de TiO; pour la conception de nouveaux cristaux liquides .

Plus récemment, Xu et al. ont élaboré une plateforme de titane « clickable » par greffage d’'un
dibloc bifonctionnel %7, Pour ce faire, un copolymére incorporant des motifs catéchols et des
groupements propargyliques a été préparé par polymérisation RAFT puis greffé sur le titane.
Diverses molécules incorporant une fonction azoture telles que des dérivés de sucres, des
sondes fluorescentes ou encore la biotine ont pu étre ainsi immobilisées en employant la

cycloaddition [3+2] de Huisgen catalysée au cuivre | (Figure 1.18).
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Figure 1.18 : Représentation de la fonctionnalisation de surfaces de titane par greffage d’un
copolymeére bi-fonctionnel permettant I'immobilisation de molécules par I'intermédiaire de la
cycloaddition [3+2] de Huisgen catalysée au cuivre | (adapté de 17)

Enfin, nous pouvons également citer les travaux de Zhang et al. qui ont réussi a concevoir des

surfaces de titane résistantes a I'adhésion de cellules ostéoblastes par greffage d’un

copolymere de type poly (éther glycidylique) d’éthoxy éther intégrant des groupements

catéchols et alcénes. Dans cette étude, divers composés porteurs de fonctions thiols ont été

immobilisés par réaction de thiol-éne photoactivée (Figure 1.19).
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Figure 1.19 : Représentation de la fonctionnalisation de surfaces de titane par greffage d’un
copolymére bi-fonctionnel permettant I'immobilisation de molécules par I'intermédiaire de la réaction
de thiol-éne photoactivée

11.2.2. Greffage de polymeres incorporant le motif catéchol en extrémité
de chaine

Etonnamment, I'élaboration de polymeéres modifiés en extrémité de chaine par la
dopamine et permettant la fonctionnalisation du titane, a beaucoup moins été étudiée dans
la littérature. Nous pouvons néanmoins citer les travaux évoquant la préparation de
poly (éthylene glycols) (PEG) intégrant le motif catéchol pour la fonctionnalisation d’oxydes
métalliques, dont le titane 1%, Dans ces études, plusieurs polymeéres a base de PEG incorporant
une fonction acide carboxylique activée par le N-hydroxysuccinimide (NHS) en extrémité de
chaine ont été préparés puis fonctionnalisés avec différents motifs dérivés de dopamine

(Figure 1.20).

Pty

aomm NHS l nee 0 ® m\ﬂ/\’[_\}\]‘
R S
XX T — AT o
S ¢ 0y H SO0 Dk
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Figure 1.20 : Mode de préparation de PEG incorporant des dérivés de dopamine en extrémité de
chaine
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Ces études ont, par ailleurs, démontré que le poly (éthyléne glycol) porteur d’'un groupement
nitro-catéchol (Figure 1.20, composé 5) était particulierement intéressant dans la mesure ou il
permet un greffage dense de PEG sur les substrats et que le revétement obtenu est plus
résistant a I’oxydation. Ces résultats ont été confirmés par I’équipe de Spencer qui a montré
gue des polymeres fluorés élaborés a partir de nitro-dopamine peuvent former des films tres

stables sur des substrats a base de titane 1°°.

Les techniques de polymérisation radicalaire controlée ont également été employées
pour synthétiser des polymeres fonctionnalisés en extrémité de chaine par le motif catéchol.
En effet, des amorceurs de polymérisation ATRP préparés a partir de la dopamine furent
utilisés pour le greffage de polymeres sur divers substrats selon une approche « graft
from » 192, ’équipe de Messersmith, pionniers de cette stratégie, a par exemple réussi a
générer la polymérisation de méthacrylates d’oligo (éthylene glycols) a partir d’une surface de
titane préalablement modifiée 193, Toutefois, la forte complexation du cuivre (Il) par le motif
catéchol °2 ne permet pas d’envisager la synthése directe en solution de tels polymeéres puis
leur greffage. En effet, une étape de protection des fonctions hydroxyles des catéchols est
nécessaire pour la polymérisation et donc une étape de déprotection est ensuite requise pour

le greffage du polymeére sur la surface du matériau.

Cette approche a tout de méme été exploitée par I’équipe de Jiang qui a réussi a générer la
polymérisation d’un monomeére zwitterionique (N-(3-sulfopropyle)-N-(méthacryloxyéthyle)-
N,N-diméthylammonium bétaine) a partir d’un amorceur ATRP a base de dopamine 0. Pour
ce faire, les hydroxyles de l'unité catéchol ont été protégées par un motif tert-
butyldiméthylsilyle et la déprotection réalisée par I'emploi de fluorure de tétra n-
butylammonium (BusN*F) (Figure 1.21). Les propriétés d’ancrage de ces polyméres ont
notamment ensuite été exploitées pour concevoir des brosses de polymeéres sur divers
substrats, dont le titane. Les surfaces obtenues ont montré de bonnes propriétés anti-
bactériennes contre des bactéries de genre Pseudomonas, notamment souvent responsables

de maladies nosocomiales.
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Figure 1.21 : Elaboration d’un polymére zwitterionique préparé a partir d’'un amorceur ATRP a base de
dopamine

Pour éviter I'utilisation de groupements protecteurs, notre équipe a trés récemment
proposé une voie d’acces a ces polymeres par I'utilisation de la polymérisation RAFT. En effet,
un agent de transfert de type trithiocarbonate incorporant une entité dopamine a été
synthétisé et a permis la génération de polymeéres parfaitement définis a partir de monomeres
usuels tels que I'acrylate de tert-butyle, le N-isopropylacrylamide et le styréne. Des brosses de
polyméres ont ainsi été immobilisées avec succeés sur des surfaces de titane par stratégie
« graft-to » avec des taux de recouvrement importants (10'2-10*3 molécules.cm) 8! (Figure

1.22).

Figure 1.22 : Principe de la fonctionnalisation de surfaces de titane par utilisation de polymeéres
parfaitement définis fonctionnalisés en extrémité de chaine par un motif dopamine

Par ailleurs, cet agent de transfert a également été exploité par la suite pour fonctionnaliser
des nanoparticules de fer par un copolymeére hydrophile incorporant des entités maléimide

capables d’étre engagées dans des réactions de type thiol-ene 1,
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lll. La polydopamine, un polymeére bio-inspiré aux propriétés

adhésives exceptionnelles

Outre la possibilité d’incorporer la dopamine dans des polyméres parfaitement définis
soit sur la chaine latérale soit en extrémité de chaine, la dopamine possede la remarquable
faculté de générer des films de polydopamine (PDA) en milieu aqueux dans des conditions de

pH légerement basiques.

I1l.1. Généralités

Les moules mariniéres présentent la capacité de s’accrocher robustement sur les
surfaces rocheuses en milieu marin méme en conditions difficiles. Ces derniéres années, cette
remarquable propriété a attiré la convoitise de nombreux scientifiques qui ont notamment
cherché a mieux comprendre les mécanismes a 'origine de cette forte adhérence. Ainsi, en
1981, en étudiant la composition des protéines adhésives sécrétées par les moules (MAPs),
Waite et Tanzer ont identifié le motif catéchol comme principal responsable des excellentes
propriétés d’adhésion de ces mollusques sur les surfaces 2. Plus particulierement, il a été
démontré que I'acide aminé 3,4-dihydroxyphénylalanine (DOPA), présent jusqu’a 30% dans
ces MAPs (formées d’une séquence d’environ 5 a 15 acides aminés), était I'élément

principalement a I'origine de cette extraordinaire adhésion 1311 (Figure 1.23).

Mefp 1

preCol-D et preCol-P ,
(pas de DOPA)

) Mefp 3 et Mefp 5
7 (=20-30% DOPA)

Mefp 2 et Mefpd4 ___ _
(=2-4%DOPA)

Figure 1.23 : Représentation schématique de la localisation et de la proportion de DOPA contenue
dans les protéines adhésives sécrétées par les moules (mefp pour mytilus edulis foot protein) (adapté
de 113-114)
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En 2007, inspiré par ces découvertes, I'équipe de Messersmith a développé une approche
biomimétique basée sur la formation d’un film de polymére hautement adhésif de
polydopamine (PDA) sur une large gamme de matériaux organiques, inorganiques,
hydrophiles ou hydrophobes tels que les surfaces métalliques (Au, Ag, Pt, Cu, acier
inoxydable, NiTi), les oxydes (TiOz, SiO2, Al,Os3, Nb2Os), les matériaux céramiques (verre,
hydroxyapatite) et également certains polymeres (polystyrene, polyéthylene,

polydiméthylsiloxane, polytétrafluoroéthyléne...) 7°.

De plus, la polydopamine possede une réactivité latente a I’égard des nucléophiles qui a été
exploitée dans de nombreux domaines d’application tels que le biomédical *°, les
nanotechnologies 617 ['énergie 8119 |e traitement de I'eau 22! ou encore la

détection/reconnaissance 122123,

lll.2. Préparation et mécanisme

En condition légerement basique (pH > 7,5), la dopamine s’oxyde spontanément au
contact de I'oxygene de I'air (qui joue le réle d’oxydant) sous forme de quinone puis laisse
rapidement place a la formation d’un réseau réticulé de polydopamine. La fonctionnalisation
de substrats par le film adhésif de polydopamine s’opére, quant a elle, par simple immersion
des échantillons dans une solution tamponnée a pH = 8,5 de dopamine a une concentration
de 2 mg.mL* de tampon Tris (trishydroxyméthylaminométhane). L’épaisseur du film de PDA
greffé sur les surfaces peut étre contrélée en faisant varier le temps d’immersion dans la
solution de dopamine. Cependant apreés 24 heures de traitement dans ces conditions, une
épaisseur maximale de 50 nm ne peut étre dépassée 7°. Afin d’augmenter I'épaisseur du film
immobilisé, il est possible de faire varier la température 2%, la concentration initiale en
dopamine 1> ou d’utiliser un oxydant autre que I'oxygéne 126, Parallélement, il est également
possible d’obtenir la polydopamine par oxydation enzymatique ¥’ ou bien par électro-

polymérisation du monomeére %,

Toutefois, le mécanisme conduisant a la formation de la polydopamine reste
relativement complexe en raison notamment de la génération de nombreux intermédiaires
réactionnels. Dans un premier temps, lors de leurs travaux sur la polydopamine 7°,
Messersmith et al. ont proposé un mécanisme basé sur l'oxydation et la cyclisation
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intramoléculaire de la dopamine, le polymeére étant généré par couplage aryle-aryle (C-C)

entre deux unités dihydroxyindole (DHI) ou entre une unité DHI et une dopamine non cyclisée

(Figure 1.24).
OH
OH
OH
Réaction oxydation
Tris pH=8,5 nucléophile (ZH* +2¢) Rearrangement
oxydation Polymérisation HN
(QH" +2¢)
NH,
. leukodopamine- . . .
dopamine dopammequmone chrome dopamine-chrome 5,6-dihydroxyindole
(DHI)

Figure 1.24 : Mécanisme de polymérisation de la dopamine proposé par Messersmith et al. ”°

D’autres études ont démontré la présence, au sein du film de polydopamine, de structures

plus complexes intégrant des motifs dérivés de pyrroles 12130,

Par la suite, I'équipe d’Ischia 13! a confirmé ces hypothéses et a suggéré que la PDA est
constituée de trois principales structures parmi lesquelles se trouvent des unités non cyclisées
(catécholamines), cyclisées (dérivés d’indoles) et des groupements d’acides pyrrole-
carboxyliques (Figure 1.25). Ces derniers semblent étre obtenus par rupture en condition
oxydante des groupements catéchols présents au sein des unités DHI en raison de la

génération de peroxyde d’hydrogene lors du procédé.
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Figure 1.25 : Mécanisme de polymérisation de la dopamine conduisant a la formation d’acides pyrrole-
carboxylique selon d’Ischia et al. 3
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Toutefois, Dreyer et al. 32 ont récemment proposé une structure différente dans laquelle les
especes ne sont pas reliées entre elles de fagon covalente mais par des interactions
supramoléculaires de type liaisons hydrogenes, interactions r-mt et des complexes a transfert

de charges (Figure 1.26).
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Figure 1.26 : Structure dans laquelle la polydopamine est formée de dérivés indoles qui s’auto-
assemblent au moyen de liaisons supramoléculaires 3

Enfin, Hong et al. 133 ont démontré la présence en quantité importante de triméres composés
de deux unités dopamine et d’une unité DHI (5,6-dihydroxyindole). Ces motifs s’auto-
assemblent sous forme de complexes stables et se retrouvent emprisonnés au sein du réseau
réticulé de polydopamine (Figure 1.27). Par ailleurs, les auteurs ont suggéré que ces trimeres

étaient a I'origine d’une cytotoxicité partielle du film de polydopamine.
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Figure 1.27 : Structures du film de polydopamine selon Hong et al. 133
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L’'ensemble de ces études démontre la grande richesse du film de polydopamine qui, outre
ses excellentes propriétés adhésives, concentre dans sa structure divers groupements
fonctionnels réactifs pouvant étre exploités pour la post-fonctionnalisation des substrats a

base de titane 134.

lll.3. Exploitation de la réactivité latente de la PDA pour Ila
fonctionnalisation du titane

La réactivité latente des films de polydopamine a I'égard des nucléophiles est
incontestablement la plus exploitée pour le greffage de molécules d’intéréts 1>, En effet, en
conditions légérement basiques, les groupements catéchols de la PDA sont oxydés en
quinones qui sont trés réactives a I'égard des fonctions amines et/ou thiols par addition

nucléophile de type Michaél ou par formation de base de Schiff (Figure 1.28).

OH o
OH o )El» OH
A SH
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7i0. Ti0,
catéchol quinone LLLL,
formatio\'iHZ )ZS_‘
base de Schiff N
P
=
oo™

Figure 1.28 : Utilisation de la réactivité latente de la polydopamine pour la fonctionnalisation du titane
via des fonctions amines et/ou thiols

Cette stratégie a été largement employée dans le cas de la fonctionnalisation de biomatériaux

a base de titane par diverses biomolécules 13> telles que le chitosan 97136137 |’héparine 138139,

140 141

la gélatine , le collagene , la sélénocystamine %2, les facteurs de croissance
endothéliale 143145, des protéines 146147 ou bien encore certains peptides comme la cécropin B
qui posseéde notamment des propriétés anti-bactériennes contre des bactéries de type

Staphylococcus aureus ou encore Escherichia coli **8 (Figure 1.29).
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Figure 1.29 : lllustration de I'immobilisation de cecropin B (CecB, peptide) sur des surfaces de titane
par l'intermédiaire de la polydopamine afin d’améliorer les propriétés anti-bactériennes, la
cytocompatibilité des substrats et réduire les réponses inflammatoires 1%

IV. L'utilisation de la chimie « Click» pour la fonctionnalisation du

titane

IV.1. La « Click-Chemistry » : présentation

En 2001, Sharpless et al. introduisent un nouveau concept de chimie organique, appelé
« Click-Chemistry », regroupant diverses réactions chimiques aboutissant a la formation de
liaisons covalentes en conditions douces et avec des rendements quasi quantitatifs 14°.

Toutefois, ces réactions chimiques doivent répondre a un certain nombre de criteres (Figure

1.30).
________ R
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Figure 1.30 : Principaux critéres définissant une réaction de « Click-Chemistry »
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Les produits générés lors de ces réactions doivent étre obtenus avec d’excellents rendements.
Dans le cas de la formation de sous-produits, ces derniers doivent pouvoir étre facilement
éliminés sans utiliser les méthodes de chromatographie. Ces conditions impliquent donc que
la réaction soit régio- et stéréo-spécifique, insensible a I'oxygene et a I'air et également
orthogonale a d’autres types de réactions organiques. De plus, les conditions de mises en
ceuvre doivent étre relativement douces (faible température par exemple) et permettre le

développement d’une large gamme de substrats a partir de réactifs facilement accessibles.

Plusieurs réactions chimiques peuvent ainsi répondre a ces critéres telles que les réactions de
cycloadditions (cycloaddition 1,3-dipolaire, Diels-Alder) ou les additions sur des liaisons

carbone-carbone insaturées (additions de Michaél).

Les réactions de « Click-Chemistry » ont connu un véritable essor dans la fonctionnalisation
de surfaces °%151 telles que I'or %2, le silicium 123, le verre ** ou encore le titane °%. Plus
particulierement, trois principales réactions appartenant a ce concept sont généralement
employées: il s’agit des réactions de cycloaddition de Huisgen [3+2] catalysée au cuivre |
(CuAAC), la cycloaddition thermoréversible de Diels-Alder et les réactions de type thiol-éne 1.
Nous développerons plus particulierement, au cours de cette partie, Iutilisation de ces trois

types de réactions pour la fonctionnalisation du titane.

IV.2. La cycloaddition de Huisgen [3+2] catalysée au cuivre | (CUAAC)

IV.2.1. Généralités

La cycloaddition [3+2] proposée et développée par Huisgen dans les années 1960
implique une réaction entre une fonction azoture et une fonction alcyne conduisant a la
formation d’un mélange d’isomeéres 1,4 et 1,5 du cycle 1,2,3-triazole *°® (Figure 1.31). En
I’'absence de catalyseur, cette réaction nécessite un temps de réaction important, de hautes
températures et fournit deux isomeéres difficilement séparables par les techniques de

chromatographie.
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Figure 1.31 : Schéma réactionnel de la cycloaddition [3+2] de Huisgen

En 2002, les équipes de Sharpless 7 et Meldal *°8 rapportent simultanément la possibilité de
catalyser cette réaction avec des sels de cuivre | ce qui permet d’obtenir des cinétiques
réactionnelles 107 fois plus rapides a température ambiante avec une spécificité envers
I'isomeére 1,2,3-triazole 1,4 disubstitué et de bons rendements **° (Figure 1.31). L’ensemble de
ces avantages, combinés a la possibilité d’effectuer la réaction aussi bien en milieu organique
gu’en milieu aqueux, font de la réaction de Huisgen [3+2] catalysée au Cu(l) un outil idéal pour
immobiliser de maniere durable des (macro)molécules sur des surfaces. Toutefois, cette
réaction posséde quelques inconvénients tels que la présence possible de Cu(l) résiduel dans

les substrats, ce qui limite son application en biologie ou en catalyse, et le caractére explosif

de certains dérivés azotures en présence de métaux lourds ou sous irradiation UV 160,

IV.2.2. La réaction de CuUAAC appliquée a la fonctionnalisation de surfaces

de titane
D’une maniére générale, la fonctionnalisation de surfaces de titane a travers la
réaction de Huisgen catalysée au Cu(l) s'opére par une stratégie en deux étapes. Dans un
premier temps, le substrat est fonctionnalisé a I'aide d’une ancre chimique munie d’une
fonction alcyne ou azoture puis la réaction de cycloaddition est réalisée en présence d’une

(macro)molécule incorporant la fonction complémentaire (Figure 1.32).
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Figure 1.32 : Schématisation de la fonctionnalisation de surfaces de titane par la réaction de CuAAC a
travers une stratégie en deux étapes

Bien que cette stratégie fut utilisée a de nombreuses reprises pour la fonctionnalisation de
surfaces d’or 122 161-162 de yerre 163 de silicium 194166, de nanotubes de carbone %7, de diverses
nanoparticules (or, argent, fer, silicium, platine...) 1°1 168169 pour |e greffage d’une grande
diversité de molécules (biotine, nucléotide, porphyrine, glucide, protéine) % ; étonnamment,
tres peu d’études ont été consacrées a l'utilisation de la réaction de CuAAC pour la

fonctionnalisation de substrats a base de titane.

Les premiéres surfaces de titane « clickable » ont été proposées par notre laboratoire en
2010 2%, Celles-ci ont été préparées en combinant les propriétés d’adhésion de la dopamine
avec l'efficacité de la chimie « click » (Figure 1.33). Ces études ont montré la possibilité de
moduler les propriétés physico-chimiques du titane en employant la réaction de cycloaddition

[3+2] de Huisgen catalysée au cuivre I.

Ny

S A

Ny 0
sl H) H)
0 HN HN
1N 0

;—/ )
With = Ferrocene or Zonyl
OH (l)ll Ho  on ) ] CuSO, AseONa o0 0 O !
1

ot
Cod o s " o
Ti-azide
Figure 1.33 : Représentation de la fonctionnalisation de surfaces de titane par utilisation de la
cycloaddition [3+2] de Huisgen catalysée au Cu(l) **
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Comme évoqué précédemment, Xu et al. ont également développé une plateforme de titane
« clickable » en utilisant un copolymeére incorporant des motifs dopamine et des fonctions
propargyliques pour le greffage de diverses molécules telles que des dérivés de sucre, des

sondes fluorescentes ou encore la biotine par réaction de CuUAAC 197,

Plus récemment, Kim et al. ont exploité la réaction de CUAAC pour la fonctionnalisation multi-
étapes de surfaces de titane 71, Les fonctions amines générées aprés CuAAC ont permis le
greffage d’héparine afin de favoriser I'immobilisation de protéines morphogénétiques

osseuses (BMP-2) (Figure 1.34).

2.5N NaOH
aqueous
solution
—
80°C
48 hours
Ti-1

N=zN
/ 2-zaidoethanamine /,
Propargyl bromide Sodium ascorbate
K2c°3 CuSO. 5Hz
Acetono Water
70 °C
24 hours

Roﬂux
24 hours

Heparin

@ Heparin BMI 4 DMT-MM
Specific interaction O (I i8] ) Water

Obetween heparin 37°C rt.
and E00F 24 hours 48 hours

Ti-4

Figure 1.34 : Schématisation de I'immobilisation de protéines (BMP-2) sur des surfaces de titane via
Putilisation de la réaction de CuAAC 171

Enfin, la cycloaddition [3+2] de Huisgen a également été explorée pour la fonctionnalisation
de nanoparticules de titane. Dans ces travaux, les fonctions alcynes ou azotures sont
introduites a la surface a 'aide d’ancres fonctionnalisées a base d’acide carboxylique 172173,
d’acide phosphonique 174176 et de catéchol °° puis engagées a travers une réaction de CuAAC

avec des molécules sondes ou des polymeéres porteurs de la fonction complémentaire.

IV.3. La cycloaddition de Diels-Alder

IV.3.1. Généralités

La réaction de Diels-Alder (DA) est une réaction de cycloaddition [4+2] au cours de
laquelle un diéne conjugué riche en électrons (furane, cyclopentadiéne et dérivés) et un

diénophile pauvre en électrons (maléimide, cétone vinylique et dérivés) réagissent a des
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températures généralement faibles pour former un cycloadduit de type cyclohexéne (Figure
1.35). D’un point de vue conformationnel, le diene réagit dans sa forme s-cis avec le diénophile
et implique la formation d’adduits endo (produit cinétique) et exo (produit

thermodynamique).

{f\, L(:_—"’

Diéne Diénophile L

Figure 1.35 : Représentation de la réaction thermoréversible de Diels-Alder

La particularité de cette réaction repose sur son caractere thermoréversible. En effet, par
chauffage, le processus de rétro Diels-Alder (rDA) s’opére et conduit alors a la dissociation de

I’adduit et a la régénération du diéne et du diénophile.

Les réactions de cycloaddition entre le furane et I'anhydride maléique ont été introduites pour
la premiére fois par Otto Diels et Kurt Alder en 1928 177 et leurs ont valu le prix Nobel de chimie
en 1950. Les réactions de cycloaddition de Diels-Alder fournissent généralement de hauts
rendements, ne requierent que de tres faibles énergies et peuvent étre réalisées en milieu
aqueux 78, De plus, contrairement aux réactions de CuAAC, les réactions de DA ne nécessitent

aucun catalyseu r.

IV.3.2. La réaction de Diels-Alder appliquée a la fonctionnalisation de
surfaces de titane

La stratégie employée dans la littérature pour la fonctionnalisation de surfaces via la
réaction de Diels-Alder consiste a introduire le diene ou le diénophile sur le substrat puis a

réaliser la réaction en présence du groupement complémentaire (Figure 1.36).
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Figure 1.36: Schématisation de la fonctionnalisation de surfaces de titane par la réaction de Diels-
Alder

Cette stratégie a été employée pour la fonctionnalisation de substrats de natures diverses
comme l'or 79180 les wafers de silicium 18182 |e poly (éthyléne téréphtalate) &, les

nanoparticules de silice 83, d’argent 13 ou encore le verre 163185,

Parmi les exemples les plus pertinents de la littérature, nous pouvons citer les travaux de
Dirlam et al. qui ont exploité le caractére thermoréversible de la réaction pour contréler les

propriétés physico-chimiques de surfaces de verre *>* (Figure 1.37).

Dans cette étude, les surfaces ont été fonctionnalisées en deux étapes par des groupements
furane (B) a I'aide du 3-aminopropylméthoxysilane (A) puis les plateformes (Surface 2) ont été
engagées dans une réaction de DA avec un oligomére fluoré complémentaire (C), ce qui
aboutit a la génération de matériaux hydrophobes (Surface 3). Aprés réaction de rDA (D), les

auteurs ont retrouvé la mouillabilité de surface initiale (Surface 2).

42

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014
Chapitre 1 : Etude bibliographique

_\\__\

Si
1’0
A B ?I

so, ﬁa —

Surface 1 Surface 2 D Surface 3

e Eolm

Figure 1.37 : Elaboration de surfaces de verre aux propriétés physico-chimiques modulables par
utilisation de la réaction thermoréversible de DA

? go

Plus récemment, I'équipe de Barner-Kowollik a proposé une approche originale pour la
fonctionnalisation réversible de surfaces d’or en combinant les propriétés d’adhésion de la
dopamine et la chimie de type Diels-Alder 8. Ainsi des poly (éthyléne glycols), fonctionnalisés
en extrémité de chaine par un motif catéchol et intégrant dans leurs structures un cycloadduit
(systéme cyclopentadiene - maléimide), ont été immobilisés sur de I’or en conditions marines.
Apres protection des groupements hydroxyles résiduels, la rDA a été exploitée pour détacher,
sur demande, les polymeres de la surface. Plusieurs cycles de DA/rDA réalisés sur ces
plateformes ont montré le potentiel des réactions de Diels-Alder pour la fonctionnalisation

réversible de surfaces (Figure 1.38).

\
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Auto- Protection
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Figure 1.38 : Schéma réactionnel permettant d’attacher et de détacher, sur demande, un PEG sur des
surfaces d’or a travers la réaction thermoréversible de DA
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Toutefois, a notre connaissance, aucune étude n’a été consacrée a I'utilisation de la réaction
thermoréversible de Diels-Alder pour la fonctionnalisation de surfaces de titane. Cette

approche sera notamment développée au cours d’'une étude présentée dans le chapitre 2.

IV.4. La réaction de thiol-eéne

IV.4.1. Généralités

La réaction de thiol-ene implique I'addition d’'un groupement thiol sur une double
liaison carbone-carbone. Ce concept est connu depuis le début des années 1900 *¥” mais ce
n’est que trés récemment que ces réactions ont été exploitées pour la fonctionnalisation de
surfaces. De maniere générale, la réaction s’opere par addition d’un radical libre thiyl (R-S°)
sur une double liaison carbone-carbone. Afin d’amorcer la réaction, les radicaux sont générés
par UV ou par production de chaleur en présence d’un (photo)amorceur 88, Dans le cas des
doubles liaisons déficientes en électrons, tels que les maléimides, sulfones vinyliques,
acrylates/acrylamides et méthacrylates/méthacrylamides 8%, |la réaction peut également
avoir lieu par addition nucléophile de type Michaél sans amorceur (Figure 1.39). Cependant,

dans la plupart des cas, la réaction est catalysée au moyen d’une base ou d’un nucléophile *°°,

H\ /R Formation radical libre | |
R—SH 4+ ¢=c¢ o —_— R—S—C—C—R'
H/ H Addition de Michaél l l

Figure 1.39 : Schématisation des réactions de thiol-éne

Les réactions de thiol-éne sont rapides et présentent d’excellents rendements. De plus,
ces réactions peuvent étre effectuées en milieu aqueux, a température ambiante et ne

requiérent que de faibles quantités de catalyseur *°1,

IV.4.2. La réaction de thiol-éne appliquée a la fonctionnalisation de

surfaces de titane
Les réactions de thiol-ene ont été largement employées dans la littérature pour la
fonctionnalisation de surfaces °21%4, Parmi les nombreux exemples, nous pouvons citer
I'immobilisation de protéines sur des surfaces de silicium %, d’huiles végétales sur des
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1% |e greffage de polyméres sur des surfaces de verre °7 ou d’acier

surfaces d’aluminium
inoxydable %8, |a fonctionnalisation de nanotubes de carbone %, de nanoparticules d’or 2%,

de fer %8 ou de titane 201.

En particulier, Geiseler et Fruk ont reporté la fonctionnalisation de nanoparticules de titane
par un peptide fluorescent par l'intermédiaire d’une ancre catéchol incorporant un
groupement maléimide % (Figure 1.40). L'efficacité du greffage a pu étre démontrée par des

études de fluorescence.

SH
HN o} o
peptide
HN} i |
o ~ e £ O s
NH
RIS -
»-NH O 78%H0 /Q/r o

HO

Figure 1.40 : Fonctionnalisation de nanoparticules de titane par un peptide au moyen d’une réaction
de thiol-éne (adapté de %)

Enfin, Gao et al. ont préparé des surfaces de titane aux propriétés anti-bactériennes par
greffage du peptide Ter123. Pour ce faire, les auteurs ont utilisé un copolymere fonctionnel
incorporant une ancre a base de silane pour le greffage sur la surface et des groupements

maléimide pouvant étre exploités a travers des réactions de thiol-éne 2% (Figure 1.41).
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Figure 1.41 : Elaboration de surfaces de titane aux propriétés anti-microbiennes par immobilisation
d’un peptide en utilisant la réaction de thiol-éne (adapté de %)
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Conclusion

L'objectif principal de ce travail de thése consiste a développer de nouvelles
méthodologies de greffage de (macro)molécules sur des surfaces de titane en vue d’élaborer
des surfaces stimulables aux propriétés physico-chimiques modulables. Au cours de I'étude
bibliographique, aprés un bref descriptif des propriétés intrinséques du titane, nous avons
présenté, les différentes stratégies envisagées pour la fonctionnalisation chimique de ces
surfaces. Ainsi, en raison de leurs excellentes propriétés d’adhésion, les ancres chimiques a
base de catéchol s’avérent étre d’excellents candidats pour I'immobilisation de
(macro)molécules. En effet, ce motif se greffe facilement sur le titane, en conditions douces
et conduit a la formation de monocouches stables et robustes. Parmi les nombreux dérivés de
catéchols, notre attention s’est focalisée sur la dopamine qui posséde une fonction amine
primaire réactive qui sera exploitée pour la mise en ceuvre de la fonctionnalisation. Par
ailleurs, au cours de cette étude bibliographique, nous avons présenté succinctement, trois
grandes familles de réactions chimiques appartenant au concept de « Click-Chemistry » qui
peuvent étre exploitées pour la fonctionnalisation des surfaces de titane. Parmi celles-ci, la
réaction thermoréversible de Diels-Alder semble particulierement intéressante dans I'optique

de concevoir des surfaces stimulables et recyclables.
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Introduction

L’objectif de ce chapitre consiste a démontrer le potentiel des ancres dérivées de
dopamine pour développer des plateformes a base de titane dont les propriétés physico-
chimiques pourront étre modulées a facon et ceci de maniere réversible. Plus
particulierement, I'aptitude des dérivés de dopamine a se greffer sur le titane sera exploitée
et combinée a la réaction de cycloaddition [4+2] thermoréversible de type Diels-Alder (DA)
par lintermédiaire du systeme furane/maléimide. A ce stade, deux stratégies de
fonctionnalisation peuvent étre envisagées : greffage d’une ancre dopamine équipée d’un
motif furane puis immobilisation d’un greffon a I'aide de (macro)molécules dotées d’une
entité maléimide ou, inversement, élaboration d’une surface incorporant un groupement
maléimide puis modification de celle-ci au moyen de (macro)molécules fonctionnalisées par
un groupement furane. L'un des objectifs de cette étude sera donc de déterminer quelle est
I'approche la plus efficace. Ainsi, nous décrirons dans un premier temps la synthese et
I'immobilisation des ancres chimiques fonctionnalisées sur les surfaces de titane. Dans une
seconde partie, nous développerons la stratégie de fonctionnalisation permettant
d’'immobiliser diverses molécules fonctionnelles sur les plateformes de titane dans le but
d’élaborer de nouveaux matériaux recyclables aux propriétés physico-chimiques contrélables.
Nous présenterons ensuite les résultats des différentes études physico-chimiques utilisées
pour évaluer |'efficacité du greffage des ancres chimiques et I'immobilisation des diverses
molécules sondes sur les surfaces (électrochimie, XPS). Enfin, I'effet de la fonctionnalisation
de surface sur les propriétés physico-chimiques des matériaux (balance
hydrophile/hydrophobe) sera évalué par des études de mouillabilité (angle de contact).
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Figure 11.42 : Schématisation de la stratégie employée pour I’élaboration de plateformes de titane aux
propriétés physico-chimiques interchangeables par I'intermédiaire d’ancres catéchols fonctionnalisées
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I. Synthése, caractérisation et immobilisation des ancres

chimiques a base de dopamine sur des surfaces de titane

I.1. Synthése et caractérisation des ancres Dopamine-Furane et
Dopamine-Maléimide

Nous avons tout d’abord synthétisé deux nouvelles ancres chimiques a base de
dopamine comportant chacune, un motif catéchol capable de se fixer efficacement sur la
surface de titane et une entité furane ou maléimide susceptible d’étre engagée dans une
réaction thermoréversible de type Diels-Alder. Les synthéses des ancres Dopamine-Furane

(DF) et Dopamine-Maléimide (DM) sont décrites dans la Figure 11.43.
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Figure 11.43 : Stratégies de synthése des ancres Dopamine-Furane et Dopamine-Maléimide

Pour I'élaboration de I'ancre DF, I'alcool furfurylique réagit avec I'anhydride succinique en
présence de triéthylamine pour donner le composé 1. Cet acide carboxylique est ensuite
activé par le N-hydroxysuccinimide (NHS) pour former le composé 2, qui, par réaction avec la

dopamine, fournit I'ancre Dopamine-Furane avec un bon rendement (= 60%). L’ancre
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Dopamine-Maléimide est obtenue, quant a elle, en mettant en contact I'anhydride maléique
et I'acide amino-6-hexanoique ce qui conduit a I'acide carboxylique 3. Ce dernier est ensuite
activé par le NHS pour donner le composé 4 qui, aprés une réaction de couplage avec la

dopamine, fournit I'ancre DM (rendement = 30%).
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Figure 11.44 : Spectres RMN H (haut) et 13C (bas) des ancres Dopamine-Furane (gauche) et Dopamine-
Maléimide (droite) dans CDCls

Les structures des ancres DF et DM ont été confirmées par des analyses RMN H et 13C (Figure
I1.44) ainsi que par spectrométrie de masse (partie expérimentale). Les spectres RMN H
indiquent dans les deux cas la présence des protons Ha, Hq et He caractéristiques du fragment
catéchol situés entre 0 = 6,5 et & = 6,8 ppm ainsi que ceux des entités furane ou maléimide
observables dans la zone 6= 6,3 - 7,4 ppm et a 6 = 6,7 ppm respectivement. Les spectres
RMN 13C confirment également les structures des ancres fonctionnalisées dans la mesure ou
ils révelent la présence de déplacements chimiques situés aux alentours de 170 ppm relatifs

aux fonctions amides contenues dans chacune des ancres.
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1.2. Immobilisation des ancres sur les surfaces de titane

1.2.1. Apprétage des échantillons

La forme et les dimensions des échantillons de titane utilisés pour la fonctionnalisation
ainsi que leurs états de surface doivent étre parfaitement identiques afin de pouvoir comparer
les résultats obtenus : il est donc nécessaire d’appréter la surface physiquement et
chimiquement via un protocole standardisé. Pour ce faire, des pastilles circulaires (@ = 15 mm,
h = 3 mm) de titane (grade 4 ; Ti-cp4, 99,6% de pureté) sont utilisées et font I'objet d’un
polissage automatique permettant d’obtenir un état de surface qualifié de « miroir ». Cette
étape de polissage, qui fournit des échantillons aux rugosités similaires (comprises entre 50 et
100 nm), est immédiatement suivie de rincages a I'eau distillée, a I'acétone et a I'éthanol afin

d’éliminer tout résidu de polissage.

Le titane s’oxyde naturellement au contact de I'air, ce qui engendre la formation d’une couche
d’oxyde de titane de quelques nanometres a sa surface 2. Afin d’augmenter I'épaisseur de
cette couche d’oxyde (constituée principalement de fonctions hydroxyles) et donc d’améliorer
le taux de greffage des ancres fonctionnalisées sur la surface de titane, les échantillons sont
immergés dans une solution oxydante appelée « piranha ». Cette solution, qui est composée
d’un mélange d’acide sulfurique et de peroxyde d’hydrogéne (H2504/H20 1:1 v/v) est mise en
contact avec les surfaces pendant 120 secondes. Ce temps d’'immersion est la durée optimale
permettant d’augmenter la couche d’oxyde de surface sans pour autant dénaturer I'état de
surface du matériau. L'influence du temps d’immersion a fait I'objet d’une étude antérieure
de microscopie au laboratoire 3 et ne sera pas décrite dans cette thése. A la fin de I'étape
d’oxydation, le titane est abondamment rincé a I'eau distillée, a I'acétone et a I’éthanol sous
ultrasons afin d’éliminer les sources de pollution potentielles telles que les espéces soufrées,

par exemple, qui peuvent étre préjudiciables pour les applications futures.

1.2.2. Fonctionnalisation chimique des surfaces de titane

Dans un premier temps, la stratégie de fonctionnalisation développée dans cette partie
consiste a immobiliser sur les surfaces de titane les ancres DF et DM par l'intermédiaire du

motif catéchol présent dans chacune des deux structures (Figure 11.45).
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Figure 11.45 : Fonctionnalisation du titane par les ancres DF et DM

Pour ce faire, les surfaces de titane oxydées sont modifiées par simple immersion des
échantillons dans une solution (MeOH/H.O 1:1 v/v) contenant I'ancre dopamine
fonctionnalisée furane ou maléimide 3 une concentration de 1.10°3 mol.Ll. Aprés une nuit 3
température ambiante et sous agitation, les pastilles de titane sont abondamment rincées

avec le mélange de solvant utilisé lors de la fonctionnalisation puis séchées sous flux d’azote.

1.2.3. Caractérisation des plateformes Ti-DF et Ti-DM

Afin de s’assurer du greffage des ancres sur les plateformes de titane fonctionnalisées,
les propriétés électrochimiques du fragment catéchol ont été exploitées. En effet, il est
possible de controler de maniére simple et rapide la présence de I’ancre sur la surface par une
étude de voltampérométrie cyclique (CV). Ainsi, nous avons réalisé les voltampérogrammes
des surfaces de titane fonctionnalisées par les ancres DF et DM. Les enregistrements révelent
la présence d’une vague d’oxydation non réversible vers 0,95 V (vs Ag/AgCl) caractéristique
de I'oxydation du motif catéchol en quinone, confirmant ainsi le greffage des ancres sur le

matériau * (Figure 11.46).
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Figure 11.46 : Voltampérogrammes cycliques des plateformes Ti-DF (gauche) et Ti-DM (droite)
enregistrés dans une solution tampon phosphate & pH = 7 et & une vitesse de balayage de 50 mV.s™

De plus, I'exploitation de ces résultats permet également d’estimer la densité de greffage de
chacune des ancres sur la surface de titane par intégration du signal électrochimique du motif
catéchol. Grace a I'application de I'Equation Il.1 ou Q représente la quantité de charge
obtenue en intégrant I'aire sous la vague d’oxydation et en définissant n égal a 2 (nombre
d’électrons échangés lors de I'oxydation du motif catéchol en quinone), des taux de
recouvrement de I' = 9,8 x 10 et de I" = 1,0 x 10'® molécules.cm™ sont finalement obtenus

pour des surfaces de titane modifiées respectivement par les ancres DF et DM.

_QVa

I =
nFA

ol I'= taux de recouvrement exprimé en molécules.cm™
Q = quantité de charges exprimée en coulomb (C)
Na = nombre d’Avogadro
n = nombre d’électron(s) échangé(s)
F = constante de Faraday exprimée en coulomb par mol (C.mol?)
A = aire de la surface analysée en cm?

Equation I1.1 : Formule utilisée pour calculer le taux de recouvrement I"des plateformes Ti-DF et Ti-
DM a partir des voltampérogrammes enregistrés
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Les quantifications obtenues indiquent une densité de greffage élevée en ancre chimique et
témoignent ainsi, de nouveau, de I'efficacité des dérivés de dopamine pour fonctionnaliser

des surfaces de titane °.

L'immobilisation des ancres sur les surfaces a également été confirmée par des analyses de
spectroscopie de photoélectrons X (XPS). Le Tableau 1.2 répertorie les compositions
chimiques surfaciques de chacun des échantillons. Tout d’abord, le spectre XPS d’une surface
de titane dépourvue de revétement indique la présence de titane (Ti 2p, 458,6 eV) et
d’oxygéne (O 1s, 530,1 eV) comme attendu, mais également de carbone, d’azote et de résidus
de zinc, pouvant étre assimilés a une pollution du matériau acquise lors de la préparation

et/ou du traitement des surfaces comme souvent observé dans la littérature .

Tableau 11.2. Quantifications atomiques obtenues sur des surfaces de titane nues et fonctionnalisées
par les ancres catéchols modifiées (valeurs exprimées en %)

Ti2p O1s Cls N1s Zn 2p3
Titane nu 2495 | 54.04 19.92 0.89 0.20
Ti Dopamine-Furane | oo | 4099 | 39.98 2.03 0.49
el . Y ! ! y
Ti Dopamine- 1210 | 3475 49.89 2.90 0.36
Maleimide (Ti-DM)

Les quantifications XPS des surfaces de titane fonctionnalisées par les ancres DF et DM
montrent, quant a elles, une augmentation significative des signaux du carbone (C 1s) et de
I’azote (N 1s) par rapport a la surface non modifiée. On observe également une diminution de
I'intensité du signal du titane sur les plateformes Ti-DF et Ti-DM, ce qui coincide avec un
recouvrement des surfaces par un film organique. De plus, la déconvolution du niveau de coeur
du carbone de la surface Ti-DF (Figure 1.47, gauche) permet d’identifier clairement les
composantes C-C/C-H, C-O/C-N et COO (respectivement a 284,9, 286,5 et 288,6 eV) des
fonctions chimiques présentes sur I'ancre Dopamine-Furane. De la méme maniére, lorsque
I'on déconvolue le niveau de cceur de I'azote de la surface Ti-DM (Figure 11.47, droite), une

seule composante a 400,3 eV attribuable a la fonction amide de I'ancre est observée 1011,
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Figure 11.47 : Spectre XPS du niveau de cceur C1s d’une surface de Ti-DF (gauche) et spectre XPS du
niveau de cceur N1s d’une surface de Ti-DM (droite)

En conclusion, les analyses de voltampérométrie cyclique ainsi que les caractérisations
XPS sont en accord avec le greffage des ancres Dopamine-Furane et Dopamine-Maléimide sur
les surfaces de titane. Ces plateformes permettent d’envisager la post-fonctionnalisation de
ces surfaces par I'intermédiaire de la réaction de Diels-Alder en utilisant une (macro)molécule

intégrant un motif complémentaire (furane vs maléimide).

Il. Post-fonctionnalisation des plateformes de titane modifiées via
la réaction de Diels-Alder

Il.1. Post-fonctionnalisation des plateformes de titane a I'aide de sondes
électrochimiques fonctionnalisées par un motif furane ou maléimide

Dans un premier temps, pour démontrer et valider la faisabilité de I'immobilisation de
(macro)molécules a travers la réaction de Diels-Alder sur les plateformes de titane modifiées,
des molécules sondes intégrant le motif électro-actif ferrocéne ont été synthétisées (Figure
11.48) puis greffées. En effet, le ferrocéne s’oxyde de maniére réversible en ion ferricinium (Fc*)
par un processus a un électron et possede une signature électrochimique qui peut étre tres
facilement détectée par voltampérométrie cyclique. De plus, par intégration du signal

électrochimique du ferrocene, les taux de recouvrement en sondes électro-actives peuvent

étre évalués.
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Figure 11.48 : Stratégies de synthése des sondes fonctionnalisées a base de ferrocene

Les sondes ferrocene fonctionnalisées 7 et 8 ont été obtenues par réaction de I'aminométhyle
ferrocéne 6 % avec les esters activés 2 et 4 respectivement (partie expérimentale). La
fonctionnalisation des plateformes Ti-DF et Ti-DM par les molécules électro-actives 7 et 8 est
réalisée par imprégnation du substrat dans une solution concentrée du dérivé ferrocéne

adéquat et par chauffage a 60°C pendant une semaine.

Pour des raisons de clarté et de compréhension, seuls les résultats du systeme utilisant la
plateforme de titane modifiée par I’'ancre Dopamine-Furane seront détaillés dans ce chapitre.

Les résultats obtenus avec la plateforme Ti-DM sont détaillés en annexes 1.

Apres ringage et séchage des substrats, I'efficacité de I'immobilisation des sondes a
base de ferrocéne est évaluée en enregistrant les voltampérogrammes des plateformes post-
fonctionnalisées (Figure 11.49). La présence du motif ferrocéne est confirmée dans les deux cas
par l'existence d’une vague d’oxydation réversible observée a 0,49 V (vs Ag/AgCl)
correspondant a I'oxydation du motif ferrocéne en ion ferricinium ° (Figure 11.49 et Figure
A.157, gauche). De plus, I’évolution linéaire des intensités des pics d’oxydation et de réduction
avec la vitesse de balayage confirme I'immobilisation du motif ferrocéne et infirme une simple
adsorption de la sonde électro-active sur les plateformes (Figure 11.49 et Figure A.157, droite).
De la méme maniere que précédemment, par intégration du signal électrochimique
correspondant a la transformation Fc 2 Fc* + 1e’, des taux de recouvrement de I' = 2,8 x 104
et de I' = 1,4 x 10 molécules.cm sont obtenus (Equation I1.1) pour les plateformes Ti-DF et
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Ti-DM respectivement. Ces résultats sont en accord avec les valeurs trouvées dans la
littérature avec des systémes similaires ° et suggerent des hautes densités de greffage. Il est a
noter que le taux de recouvrement de la plateforme Ti-DM est deux fois moins important que
celui obtenu avec des surfaces Ti-DF. Cette différence peut étre attribuée a la dégradation

partielle des entités maléimide lors des différentes étapes de fonctionnalisation 3.
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Figure 11.49 : (Gauche) Voltampérogramme cyclique de la plateforme Ti-DF fonctionnalisée par le
motif ferrocéne apreés réaction de Diels-Alder;
Conditions : acétonitrile / TBAPFs 0,1M ; vitesse de balayage de 50 mV.s™
(Droite) Evolution de I'intensité des pics d’oxydo-réduction en fonction de la vitesse de balayage

L'immobilisation des sondes ferrocéne sur les plateformes Ti-DF et Ti-DM a également été
confirmée par des analyses XPS. En effet, une diminution de la concentration surfacique en
titane est observée apres fonctionnalisation ainsi que la présence de fer (Figure 11.50 et Figure
A.158, gauche). De plus, la déconvolution du niveau de cceur du fer (Fe 2p) montre les deux
signaux caractéristiques du fer a 707,9 eV (2ps/2) et 720,7 eV (2p1/2) qui sont attribuables aux

motifs ferrocene (Figure 11.50 et Figure A.158, droite).
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Figure 11.50 : (Gauche) Spectres XPS de surfaces de Ti-DF avant (bleu) et aprés réaction de DA avec la
sonde ferrocéne 8 (violet)

(Droite) Spectre XPS du niveau de cceur du fer Fe 2p de la plateforme Ti-DF modifiée a I'aide de la
sonde électrochimique ferrocene 8

Afin de démontrer le role clé joué par les motifs catéchol et furane, une surface de
titane dépourvue d’ancre a également été mise en contact avec le dérivé ferrocene
maléimide 8 dans les mémes conditions que celles utilisées précédemment. Le
voltampérogramme enregistré aprés réaction (Figure 11.51) montre clairement I'absence du
signal caractéristique du motif ferrocéne, confirmant ainsi la nécessité d’avoir le groupement

furane sur la surface de titane pour fonctionnaliser cette derniére.
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Figure 11.51 : Voltampérogramme cyclique d’une surface de titane non modifiée mise a réagir avec le
dérivé ferrocene maléimide 8
Conditions : acétonitrile / TBAPFs 0,1M ; vitesse de balayage de 50 mV.s™
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En conclusion, le concept d’immobilisation de molécules électro-actives sur des
plateformes de titane fonctionnalisées par des ancres dopamine spécifiques en utilisant la
réaction de Diels-Alder a été démontré et validé par des études de voltampérométrie cyclique

et par analyses XPS.

11.2. Recyclage des plateformes grace au caractére thermoréversible de
la réaction de Diels-Alder

La stratégie consiste désormais a exploiter le caractére thermoréversible de la réaction
de Diels-Alder afin de réutiliser les plateformes Ti-DF et Ti-DM, et d’apporter une nouvelle
fonctionnalité sur la surface de titane par I'intermédiaire d’'une seconde réaction de Diels-

Alder (DA2) (Figure 11.52 et Figure A.159).

rDA 2 _ _i-EF_ P rDA 1 0
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Figure 11.52 : lllustration de la stratégie utilisée pour le recyclage des plateformes a base de titane
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Pour ce faire, les surfaces précédemment fonctionnalisées par I'unité ferrocene sont
soumises a une réaction de rétro Diels-Alder (rDA) en immergeant les échantillons dans du
toluene a reflux pendant 48h. Le décrochement des sondes électro-actives des plateformes
Ti-DF et Ti-DM a été mis en évidence par des études de voltampérométrie cyclique. Les CV des
surfaces ayant subi la réaction de rétro Diels-Alder révelent la disparition de la vague d’oxydo-
réduction caractéristique du motif ferrocene (Figure 11.53 et Figure A.160, gauche). De plus,
ces résultats ont été confirmés par analyses XPS : aucune composante relative a la présence

de fer sur la surface n’est observée aprés traitement thermique (Figure 11.53 et Figure A.160,

droite).
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Figure 11.53 : (Gauche) Voltampérogrammes cycliques de la plateforme Ti-DF fonctionnalisée par la
sonde ferrocéne 8 avant (violet) et apres (noir) réaction de rétro Diels-Alder;
Conditions : acétonitrile / TBAPFs 0,1M ; vitesse de balayage de 50 mV.s™
(Droite) Spectres XPS du niveau de cceur du fer Fe 2p de la plateforme Ti-DF modifiée a I'aide de la
sonde électrochimique ferrocéne 8 avant (violet) et aprés (noir) rDA

Fort de ce succés, nous avons ensuite envisagé de réutiliser les plateformes Ti-DF et Ti-DM
recyclées afin de réaliser une seconde réaction de Diels-Alder avec I'objectif d’apporter une
nouvelle fonctionnalité sur la surface. Dans cette optique, afin de conférer un caractére
hydrophobe a la surface du titane, des oligomeéres fluorés dérivés du Zonyl FSO-100, composés
notamment d’un bloc fluoré, ont été modifiés en extrémité de chaine par un motif furane (11)
ou maléimide (12) selon les réactions décrites dans la Figure 11.54. Les sondes fluorées ont été
caractérisées par des analyses RMN 'H et °F, par SEC ainsi que par infrarouge (partie

expérimentale).
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Figure I1.54 : Stratégies de syntheése des sondes fluorées fonctionnalisées obtenues a partir de
I'oligomére fluoré commercial Zonyl FSO-100

Les plateformes de titane recyclées ont alors été imprégnées avec les sondes fluorées
complémentaires dans les mémes conditions que celles utilisées lors de la premiére réaction

de DA. Apreés ringage, les échantillons obtenus ont été analysés par XPS.

Les spectres XPS des plateformes Ti-DF et Ti-DM fonctionnalisées indiquent clairement
I’'apparition d’un signal intense de fluor F 1s a 689,4 et 689,5 eV respectivement (Figure 11.55
et Figure A.161). Ces résultats sont attribuables a la présence des dérivés Zonyl sur les surfaces
et confirment ainsi I'aptitude des plateformes recyclées a étre réutilisées dans une seconde

réaction de Diels-Alder.
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Figure 11.55 : Spectres XPS d’une plateforme de Ti-DF recyclée avant (noir) et aprés une seconde
réaction de Diels-Alder (vert) avec la sonde fluorée 12

L'efficacité et le rendement de la seconde réaction de Diels-Alder a également été évaluée par
électrochimie, en utilisant les dérivés ferroceéne 7 et 8 comme sondes électro-actives. A cet
effet, des plateformes Ti-DF et Ti-DM préalablement fonctionnalisées par les oligomeres
fluorés lors d’'une DA1, ont été engagées dans une seconde réaction de DA au moyen des

sondes ferrocene 8 et 7, aprés avoir subi le traitement thermique nécessaire a la réaction de

rDA.

Les voltampérogrammes cycliques obtenus sont présentés dans les Figure I1.56 et Figure A.162
et restituent le signal caractéristique du motif ferrocéne immobilisé. Par intégration des
signaux électrochimiques du motif électro-actif et par utilisation de I’Equation I1.1, des taux
de recouvrement de I' = 2,1 x 10* et de I" = 1,2 x 10'* molécules.cm™ sont obtenus pour les
plateformes Ti-DF et Ti-DM respectivement. Il est a noter que ces résultats sont similaires aux
taux de greffage observés précédemment et démontrent I'efficacité de la séquence rDA/DA2.
Nous pouvons toutefois souligner que les taux de fonctionnalisation obtenus avec les
plateformes Ti-DM restent deux fois moins importants que ceux enregistrés sur les surfaces

Ti-DF ; ce qui confirme une éventuelle dégradation des entités maléimide lors des étapes de

modification de la surface.
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Figure I1.56 : Voltampérogramme cyclique d’une plateforme Ti-DF recyclée fonctionnalisée par le
motif ferrocéne 8 a I'aide d’une seconde réaction de Diels-Alder (DA2);
Conditions : acétonitrile / TBAPFs 0,1M ; vitesse de balayage de 50 mV.s™

En conclusion, nous avons réussi a associer les excellentes propriétés d’ancrage de la
dopamine avec la réaction thermoréversible de Diels-Alder afin de réaliser des plateformes
recyclables pour la fonctionnalisation du titane. Nous avons ainsi montré la possibilité de
greffer et de détacher sur demande, différentes molécules fonctionnalisées sur ces

plateformes tout en gardant des taux de recouvrement relativement élevés.

I1.3. Elaboration de plateformes de titane aux propriétés physico-
chimiques de surface interchangeables

Par la suite, nous avons voulu exploiter les résultats obtenus précédemment afin
d’envisager la possibilité de contréler, sur demande, la mouillabilité des plateformes de titane
c’est-a-dire de passer d’une surface hydrophobe a hydrophile en utilisant la séquence
DA1/rDA/DA2. Ainsi nous avons modifié une surface de titane hydrophobe fonctionnalisée
par une sonde fluorée en une surface hydrophile modifiée a I'aide de chaines de poly (éthyléne

glycol) (Figure 11.57 et Figure A.163).
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Figure 11.57 : Etude du changement de mouillabilité d’une plateforme Ti-DF fonctionnalisée a travers
une séquence DA1 réalisée avec 12, rDA et DA2 réalisée avec 14

Pour préparer les surfaces hydrophobes, les plateformes Ti-DF et Ti-DM ont subi, dans un
premier temps, une réaction de Diels-Alder avec les sondes fluorées complémentaires. L'effet
du greffage sur la mouillabilité des surfaces a été suivi par des mesures d’angle de contact
(eau) (Figure 11.57 et Figure A.163). Tout d’abord, une surface de titane ayant subi le
traitement piranha possede un caractere hydrophile (23° £ 3) en raison des fonctions
hydroxyles présentes a la surface aprés oxydation. L’hydrophobie de surface augmente
ensuite de maniéere importante lors du greffage des ancres Dopamine-Furane et Dopamine-
Maléimide sur le matériau (68° = 3 et 78° £ 4 respectivement). Ces valeurs augmentent de
nouveau et atteignent des valeurs d’angles de 102° (+ 4) et 94° (£ 5) aprés réaction de
cycloaddition des dérivés fluorés 12 et 11 et sont en accord avec I'immobilisation d’oligomeéres
fluorés sur des supports métalliques . Aprés recyclage des plateformes par I'intermédiaire
de laréaction de rDA, les surfaces font I'objet d’une seconde réaction de DA (DA2) en présence
d’oligomeres hydrophiles de type poly (éthyléne glycol) fonctionnalisés en extrémité de
chaine par un motif maléimide (14) ou furane (13) (les synthéses et les caractérisations de ces
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oligomeéres sont décrites dans la partie expérimentale). Les mesures d’angle de contact
révelent alors le caractére hydrophile des surfaces dans la mesure ou des angles de 27° (+ 3)
et 20° (£ 3) pour Ti-DF et Ti-DM respectivement, sont obtenus. Nous pouvons noter que ces
valeurs sont tres proches de celles mesurées lors d’une fonctionnalisation directe des
plateformes Ti-DF et Ti-DM a I'aide des mémes oligoméres hydrophiles (35° + 3 et 29°+ 3). Au
vu de ces résultats, il semble alors possible de contréler les propriétés physico-chimiques des

plateformes de titane en employant cette stratégie.

Afin de confirmer ces observations, I'ensemble des échantillons a été caractérisé par

des analyses XPS (Figure 11.58 et Figure A.164).
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Figure 11.58 : (Gauche) Spectres XPS de la plateforme Ti-DF fonctionnalisée avec la sonde fluorée 12
par DA1 puis avec I'oligomére de PEG 14 a travers une séquence rDA/DA2
(Droite) Spectres XPS du niveau de cceur du carbone (C 1s) de la plateforme Ti-DF modifiée avec
I’oligomere fluoré 12 (DA1) et I'oligomere de PEG 14 (rDA/DA2)

Apres fonctionnalisation des plateformes Ti-DF et Ti-DM par DA1 avec les oligomeres fluorés
12 et 11 respectivement, un signal important de fluor F 1s apparait a 689,4 eV (et 689,3 eV
pour Ti-DM) attribuable a la présence de la sonde hydrophobe fluorée sur la surface. Par
ailleurs, les déconvolutions du niveau de cceur du carbone C 1s (Figure 11.58 et Figure A.164,
droite) montrent clairement dans les deux cas, deux composantes a 291,9 eV et 294,3 eV
correspondant aux groupements CF, et CFs respectivement, et attribuables a la partie

hydrophobe de la sonde ainsi que les composantes C-C, C-H (284,9 eV) et C-O (286,5 eV) de la
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partie poly (éthyléne glycol). Apres recyclage des plateformes a travers la réaction de rétro
Diels-Alder puis DA2 avec les oligoméres de PEG 14 et 13, nous observons sur le spectre XPS
une disparition quasi totale du signal du fluor F 1s ainsi qu’une augmentation des signaux
relatifs aux composantes C 1s et O 1s pouvant étre attribuée a la présence du PEG sur les
matériaux. De plus, la déconvolution du niveau de cceur du carbone C 1s (Figure 11.58 et Figure
A.164, droite) révele, pour chacune des plateformes, une disparition quasi compléte des
composantes relatives a I'oligomére fluoré ainsi que la présence des composantes imputables
aux chaines de poly (éthylene glycol). Nous pouvons également noter que nous retrouvons au
niveau du carbone C 1s, les composantes C-C, C-H et C-O dans des proportions équivalentes a
celles obtenues lors d’'une DA1 réalisée avec I'oligomere PEG complémentaire (Figure 11.59 et

Figure A.165).
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Figure 11.59 : Comparaison des spectres XPS du niveau de cceur du carbone (C 1s) de la plateforme Ti-
DF modifiée avec I'oligomere de PEG 14 par DA1 (gauche) et par rDA/DA2 (droite)

Ainsi, nous avons démontré la possibilité de modifier a facon, la balance
hydrophile/hydrophobe d’une méme plateforme de titane en utilisant la séquence
DA1/rDA/DA2. Bien que les réactions de cycloaddition paraissent moins efficaces dans le cas
des plateformes Ti-DM, des résultats semblables en termes de mouillabilité et de

caractérisation XPS ont été obtenus.
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Conclusion

En conclusion, deux plateformes de fonctionnalisation a base de titane ont été mises
au point par greffage, dans des conditions douces, de deux ancres chimiques a base de
dopamine incorporant une entité furane ou maléimide. La réaction de cycloaddition de Diels-
Alder a été exploitée afin d'immobiliser sur les plateformes diverses (macro)molécules avec
de fortes densités de greffage. Nous avons ensuite démontré, par l'intermédiaire de la
réaction de rétro Diels-Alder, qu'il était possible de recycler ces plateformes et de les
réengager, sur demande, dans une seconde réaction de cycloaddition afin de leur attribuer de
nouvelles propriétés physico-chimiques de surface. Au regard des résultats obtenus dans cette
étude, il semblerait néanmoins que la stratégie de fonctionnalisation employant I'ancre
Dopamine-Furane permette une plus grande efficacité. En raison du role important que joue
la mouillabilité dans de nombreux domaines d'applications (biomédical, nanotechnologies...),
nous pouvons envisager une utilisation future de cette stratégie dans |'élaboration de

nouveaux matériaux multi-stimulables a base de titane.
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Introduction

L’objectif général de cette these consiste a développer de nouvelles méthodologies de
greffage de polymeéres sur des surfaces de titane en vue de concevoir des matériaux
stimulables aux propriétés physico-chimiques modulables. Ainsi, le but de ce chapitre
consistera a décrire la synthése et la caractérisation de différents polyméres fonctionnalisés
en extrémité de chaine par un groupement susceptible de réagir avec une fonction
complémentaire présente a la surface d’'un matériau (Figure I11.60). Il s’agira alors dans un
premier temps d’exploiter les plateformes de titane mises au point dans le chapitre précédent
afin d’immobiliser des polymeres parfaitement définis. Pour cela, nous décrirons la synthese
de deux agents de transfert RAFT incorporant une entité furane ou maléimide protégé
capables de générer des polymeéres fonctionnalisés en extrémité de chaine et pouvant étre
engagés a travers la réaction de cycloaddition de Diels-Alder. Nous détaillerons ensuite la
synthése d’un polymere stimulable élaboré a partir d’'un agent de transfert RAFT doté d’une
sonde ferrocéne et dont la partie trithiocarbonate a été exploitée dans I'optique de disposer
de fonctions thiols réactives pouvant étre engagées dans des réactions de type thiol-éne avec
des surfaces incorporant le groupement maléimide. Enfin, nous décrirons I’élaboration de
plusieurs polyméres fonctionnalisés en extrémité de chaine par un motif nitro-dopamine
permettant d’élaborer de nouveaux matériaux stimulables aux propriétés spécifiques. Nous
verrons notamment qu’il sera possible de libérer ces (macro)molécules sous I'influence d’un

stimulus.

Cependant, avant de développer I'ensemble de cette partie descriptive, de brefs rappels
bibliographiques concernant la polymérisation radicalaire contrélée et plus particulierement
celle par voie RAFT seront donnés afin de mieux comprendre le choix de la structure des
polymeéres parfaitement définis utilisés dans le cadre de la fonctionnalisation des substrats a

base de titane.
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Figure I11.60 : lllustration des différentes stratégies utilisées pour le greffage de polyméres
parfaitement définis sur les surfaces de titane

I. Choix de la structure des polymeéres parfaitement définis

Plusieurs méthodes de polymérisation permettent d’accéder a des polymeéres
parfaitement définis. Nous pouvons notamment citer les polymérisations anioniques 1,
cationiques 23 et par ouverture de cycle (ROMP, pour Ring Opening Methathesis
Polymerization) 4 qui permettent d’accéder a de telles architectures, toutefois elles restent
limitées a certains monomeéres ou bien font appel a des dérivés organométalliques souvent
toxiques. Notre choix s’est ainsi porté vers les méthodes de polymérisations radicalaires

contrélées (PRC) > qui permettent, quant a elles, de polymériser une large variété de

monomeéres dans des conditions relativement douces.

I.1. Rappels bibliographiques sur la Polymérisation Radicalaire
Controlée (PRC)

Les techniques de polymérisation radicalaire contrélée (PRC) se sont développées ces
dernieres années avec la volonté de pallier aux principaux inconvénients rencontrés avec la

polymérisation radicalaire classique qui génerent des polymeéres mal définis et difficilement
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contrdlables en raison notamment de la présence de nombreuses réactions secondaires. En
effet, la PRC quant a elle, donne acces a diverses architectures macromoléculaires
fonctionnalisées bien définies tout en exercant un contréle sur les paramétres
macromoléculaires (masse molaire moyenne en nombre Mn, indice de polymolécularité D).
Son principe est basé dans I'introduction d’une réaction supplémentaire dans le processus de
polymérisation radicalaire classique afin de limiter la concentration en radicaux dans le milieu
et donc de diminuer les réactions de terminaison et de transfert irréversibles. Deux stratégies

ont plus particulierement été développées (Figure I11.61) :

- soit une réaction de terminaison réversible reposant sur un équilibre d’activation et
de désactivation des chalnes en croissance

- soit une réaction de transfert réversible

° °
Equilibre activation/désactivation: P, + X —_— P,-X
(terminaison réversible)
espéce espéce
active dormante
[ ] [ ]
Equilibre addition/fragmentation: P,-Z + P. —>E P, + PnZ
(transfert réversible) . .
espéce espéce
dormante active

Figure I11.61 : Equilibres mis en jeu lors des polymérisations radicalaires contrélées ©

Pour que la polymérisation radicalaire soit considérée comme contrélée, plusieurs paramétres
doivent étre respectés parmi lesquels:

- une évolution linéaire des masses molaires moyennes en nombre (Mn)
expérimentales avec la conversion du monomere

- une distribution étroite des masses molaires caractérisée par un indice de

polymolécularité b proche de 1

Pour cela, il est nécessaire que la vitesse d’amorgage soit élevée devant celle de la propagation
pour permettre une croissance uniforme de toutes les chaines et que les réactions secondaires

de transfert et de terminaison irréversibles soient quasi-inexistantes.

Les processus de polymérisation radicalaire controlée les plus étudiés sont incontestablement

la polymérisation radicalaire en présence de nitroxydes (NMP) 7, la polymérisation radicalaire
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par transfert d’atome (ATRP) 82 et la polymérisation par transfert de chaine réversible par

addition fragmentation (RAFT) 1°,

Toutefois, en raison de quelques inconvénients concernant les deux premiéres techniques

citées ci-dessus, nous nous sommes orientés vers |'utilisation de la polymérisation de type

RAFT. En effet, en ce qui concerne la polymérisation par NMP, la synthése des alcoxyamines

utilisées est souvent complexe. Dans le cas de la polymérisation par ATRP, les systemes

métal/ligand employés sont généralement a base de cuivre. La complexation de ce métal avec

les catéchols ! inhiberait ainsi un greffage ultérieur de tels polymeéres sur les surfaces.

I.2. La polymérisation radicalaire par transfert de chaine réversible par

addition fragmentation (RAFT)

La technique de polymérisation radicalaire contrélée par transfert de chaine réversible

par addition fragmentation (RAFT) est basée sur un processus de transfert de chaine

dégénératif permettant le contréle de la polymérisation %13, Ce type de polymérisation se

déroule en présence d'un amorceur radicalaire (AIBN et dérivés) qui amorcent la

polymérisation et d’un agent de transfert de chaine (CTA).

© 2014 Tous droits réservés.
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Figure 111.62 : Mécanisme général du procédé RAFT
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Dans un premier temps, I'oligoradical (Pn®) formé par réaction entre I'amorceur et le
monomere réagit rapidement avec I'agent de transfert (1) pour conduire a la formation d’un
intermédiaire radicalaire (2). Ce dernier se fragmente ensuite pour donner naissance a
I’espece 3 et un nouveau radical R® susceptible de réamorcer la polymérisation (formation de
nouvelles chaines Pm®). Aprés consommation totale de I'agent de transfert, un équilibre se
forme entre les chaines actives (Pn® et Pn°®) et les chaines dormantes (3 et 5) en passant par
un intermédiaire radicalaire (4). Ce dernier se fragmente ensuite, libérant les groupes
terminaux des chaines qui peuvent alors soit redevenir une chaine dormante soit réagir avec
un monomere et allonger la chaine polymére. Malgré de faibles taux de radicaux, des

réactions de terminaison irréversible peuvent se produire.

Les agents de transfert les plus utilisés lors du processus de polymérisation par voie RAFT sont
porteurs de groupements thiocarbonylthio ((C=S)S) (Figure 111.63). Les groupements R et Z sont

susceptibles de varier et d’influencer I'efficacité du contrdle de la polymérisation 146,

! S
'R JJ\ i
LT Y, z |
thiocarbonylthio
S S s S
R RI R R' ] ]
S S 0 ~ s T ~ \S S -~
Rl
dithioester xanthate dithiocarbamate trithiocarbonate

Figure 111.63 : Structure générale et principaux agents de transfert de type thiocarbonylthio

Les composés thiocarbonylthio sont généralement classés par famille selon la nature du
groupement Z, a savoir les dithioesters (Z=R’, R’ étant un groupe alkyle), xanthates (ou
dithiocarbonates) (Z=0OR’), dithiocarbamates (Z=N(R’);) et les trithiocarbonates (Z=SR’) (Figure
[11.63). Les dithioesters et les trithiocarbonates sont plutét utilisés dans le contrdle de la
polymérisation de monomeres tels que les (méth)acryliques, (méth)acrylamides ou
styréniques alors que les xanthates et les dithiocarbamates ont, quant a eux, une meilleure
faculté a controler la polymérisation de monomeéres tels que les esters vinyliques et les

lactames vinyliques 7.
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I.3. Nature des polymeéres employés pour la fonctionnalisation de
surfaces

Les stratégies développées dans le cadre de notre étude (Figure 111.60) nécessitent
I’emploi de polymeéres parfaitement définis fonctionnalisés en extrémité de chaine par des
motifs i) furane, ii) maléimide, iii) ferrocene et iv) nitro-dopamine. Pour les raisons évoquées
précédemment, la polymérisation par voie RAFT a donc été retenue dans la mesure ou elle
représente la méthode de polymérisation la mieux adaptée pour contréler la synthese de tels
polymeéres. De plus, le procédé RAFT est une approche attrayante puisqu’elle autorise la
polymérisation d’une large gamme de monoméres *8 et n’exige aucun catalyseur (absence de
purification supplémentaire). Par ailleurs, les polymeres préparés a partir de ces agents de
transfert de type thiocarbonylthio peuvent étre aisément convertis de maniére quantitative

en fonctions thiols réactives 1920

Pour parvenir a ces architectures, nous avons ainsi choisi d’employer comme brique de départ,
un agent de transfert trithiocarbonate doté d’'un groupement Z de type isobutyle et d’un
groupement R porteur d’'une fonction acide carboxylique (CTA1l). En effet, les agents de
transfert de type trithiocarbonate sont connus pour contréler de maniere plus efficace les
monomeres acryliques et acrylamides comparés aux CTA de type dithioester plutot aptes a
maitriser la polymérisation de monomeéres méthacryliques, méthacrylamides et
styréniques 7. Lincorporation d’une fonction acide carboxylique permettra, quant a elle,
d’envisager la modification chimique de I'agent de transfert, notamment a travers des
réactions de couplage avec des alcools ou des amines en vue de disposer d’un panel d’agents

de transfert fonctionnalisés (Figure 111.64).
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Figure 111.64 : Illustration de la stratégie utilisée pour concevoir des polymeres fonctionnels a partir de
I’agent de transfert CTA1 de type trithiocarbonate

Dans I'optique de contréler les propriétés physico-chimiques de surface des matériaux
a base de titane, nous nous sommes orientés vers la conception de trois polyméres
fonctionnalisés de natures différentes : (i) un polymére a caractére hydrophile, (ii) un
polymére hydrophobe et (iii) un polymére thermosensible pouvant présenter soit I'une ou

I'autre des deux caractéristiques en fonction de la température.

(i) Les poly (éthylene glycols) sont des polyméres hydrophiles biocompatibles bien
connus pour rendre les surfaces résistantes a certaines protéines et/ou cellules 2122, Parmi les
multiples monomeéres incorporant une chaine de PEG, nous avons ainsi opté pour la
polymérisation d’un acrylate d’oligo (éthyléne glycol) commercial possédant 9 unités de
répétition éthylene glycol (OEGA) afin de posséder un caractére hydrophile suffisamment

prononcé 23

(ii) Parmi les nombreux polymeéres hydrophobes (polystyrene, polyacrylate de
butyle...), les polyacrylates fluorés incorporant des groupements fluorés en chaine latérale
sont particulierement intéressants. En effet, ils possédent de faibles énergies de surface grace
a la présence des motifs -CF; et -CF3 et peuvent étre facilement décelables sur un substrat par
spectroscopie de photoélectrons X. Ils sont trés largement utilisés dans de nombreuses
applications telles que la modification de surfaces textiles, papiers ou dans le domaine du
batiment 24?7, Ainsi, afin d’élaborer des polyméres hydrophobes, nous avons opté pour

I'acrylate de 2,2,2-trifluoroéthyle (TFEA) capable de former des films polymeres de haute
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hydrophobie 2. De plus, contrairement aux polyméres fluorés possédant de longues chaines
alkyles perfluorées, connus pour étre des polluants organiques persistants 24 souvent peu
solubles dans les solvants organiques, le polymére formé (PTFEA) ne posséde qu’un seul
groupement trifluorométhyle en chaine latérale ce qui facilitera sa solubilité et donc son

utilisation.

(iii) Nous avons également opté pour un polymere stimulable possédant un caractéere
hydrophile ou hydrophobe dont le comportement est programmable sous l'effet d’un
stimulus externe (température, pH, lumiére...), afin de moduler les propriétés physico-
chimiques de surface du matériau. Parmi la multitude de matériaux polymeéres stimulables,
nous avons sélectionné le poly N-isopropylacrylamide (PNIPAM), un polymere thermosensible
trés connu et largement employé dans de nombreuses applications et notamment dans le
domaine biomédical 2>, Il a ainsi été utilisé pour contréler 'adhésion de protéines 31,
I'immobilisation de cellules endothéliales 32 ou de bactéries sur des surfaces 3 et ce, de

maniere réversible en faisant simplement varier la température du substrat.

Il. Synthése et caractérisation de polymeéres fonctionnalisés en

extrémité de chaine par un motif furane ou maléimide

Le but de cette partie réside dans la capacité a élaborer des polyméres parfaitement
définis fonctionnalisés en extrémité de chaine par un groupement furane ou maléimide afin
d’étudier leurs aptitudes a étre immobilisés sur les plateformes de titane (Ti-DM et Ti-DF
respectivement) décrites précédemment. Pour ce faire, deux agents de transfert de type
trithiocarbonate incorporant une entité furane ou maléimide ont été synthétisés. Toutefois,
en raison de la grande réactivité du groupement maléimide et afin de s’assurer de sa présence
lors de I'immobilisation des polyméres sur les surfaces, le motif a été protégé pendant tout le

processus d’élaboration 343¢ (synthése de I'agent de transfert et polymérisation).
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Il.1. Synthéses et caractérisations des agents de transfert CTA3 et CTA4
incorporant une entité furane ou maléimide protégé

L’agent de transfert de chaine CTA2, obtenu par activation de I'acide CTA1 en présence
de N-hydroxysuccinimide (NHS) et de N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCC), est mis a réagir
avec la furfurylamine en présence de triéthylamine pour donner I'agent de transfert CTA3
intégrant le groupement fonctionnel furane. L'agent de transfert CTA4 porteur d’un
groupement maléimide protégé est obtenu, quant a lui, par couplage entre le CTA1 et le
composé 15 37 qui se présente sous la forme d’un adduit bicyclique issu de la réaction entre le

groupement maléimide et le furane (formation d’un oxanorbornéne) (Figure 111.65).
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Figure 111.65 : Voies de synthese des agents de transfert CTA3 et CTA4

Les structures des agents de transfert de chaines CTAl1, CTA2, CTA3 et CTA4 ont été
confirmées par des analyses RMN. Les spectres RMN du proton H et du carbone 3C des
agents de transfert CTA3 et CTA4 sont présentés dans la Figure IlIl.66 et les spectres

correspondant aux CTA1 et CTA2 sont détaillés dans la partie expérimentale.
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Figure 111.66 : Spectres RMN *H (haut) et 13C (bas) des agents de transfert CTA3 (gauche) et CTA4
(droite) dans CDCl;

Les spectres RMN 'H des CTA3 et CTA4 permettent d’identifier, pour les deux agents de
transfert, la présence des protons du fragment trithiocarbonate situés a 1,0 ppm (Ha), 1,9 ppm
(Hp) et 3,2 ppm (H¢) ainsi que ceux caractéristiques de I'entité furane situés entre 6,2 et
7,4 ppm (Hj, H¢ et H)) et du groupement maléimide protégé observables a 2,9 ppm (Hy),
5,3 ppm (Hi) et 6,5 ppm (Hm) (Figure I11.66, haut). Les spectres RMN 3C corroborent également
les structures des agents de transfert puisqu’ils présentent des déplacements chimiques aux
alentours de 0= 220 ppm (fonction thiocarbonyle, Cq) ainsi que vers 6= 170-175 ppm
(groupement carbonyle, Cg) relatifs aux fonctions amide et ester présentes dans les structures

des agents CTA3 et CTA4 respectivement (Figure 111.66).

98

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014
Chapitre 3 : Elaboration de polymeéres fonctionnalisés par polymérisation RAFT

I.2. Polymérisation RAFT en présence des agents de transfert CTA3 et
CTA4

La capacité des agents de transfert CTA3 et CTA4 a engendrer la polymérisation des
trois différents monomeres présentés précédemment (OEGA, TFEA et NIPAM) a été étudiée.
Pour ce travail, nous avons choisi d’élaborer des polyméres dont les masses molaires sont en
théorie inférieures a 15000 g.mol* afin de visualiser les extrémités de chaine par RMN H, tout
en gardant des distributions étroites de masses molaires et donc un indice de polymolécularité

(P) faible.

11.2.1. Polymérisation RAFT en présence de I'agent de transfert CTA3

Tout d’abord, nous avons étudié les polymérisations RAFT des trois monomeéres en
présence de I'agent de transfert CTA3. Celles-ci ont été conduites dans le diméthylformamide

(DMF) a 80°C selon les parametres répertoriés dans le Tableau I11.3.

Tableau I11.3 : Parameétres de polymérisation et caractérisations RMN H et SEC des polyméres
élaborés a partir de I'agent de transfert CTA3

Polymeére [MIo/[CTAL/[Alo| 7t (%) [ Mngyn (g.mol™) | Mnggc (g.mol™)® pP
CTA3-POEGA 30/1/0,2 94,5 15050 6650 1,22
CTA3-PTFEA 100/1/0,2 74,4 11250 3600 1,18

CTA3-PNIPAM 100/1/0,2 95,0 12900 7500 1,18

a) Déterminés par RMN H, b) Déterminés par SEC THF (POEGA et PNIPAM) et SEC toluéne (PTFEA) ;
7= taux de conversion en polymére

Les polymeres ont ensuite été caractérisés par RMN *H afin de déterminer les masses molaires
moyennes en nombre Mngwmn ainsi que par chromatographie d’exclusion stérique (SEC) pour

évaluer les indices de polymolécularité D. Les spectres RMN H des polyméres CTA3-POEGA,

CTA3-PTFEA et CTA3-PNIPAM sont présentés dans la Figure 111.67.

© 2014 Tous droits réservés.
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Figure 111.67 : Spectres RMN H des polyméres CTA3-POEGA (a), CTA3-PTFEA (b) dans CDCl; et CTA3-
PNIPAM (c) dans D,0
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Nous pouvons remarquer sur chaque spectre RMN H des polyméres fonctionnalisés en
extrémité de chaine par le groupement furane, les signaux des protons He, Hrf et Hg
caractéristiques du squelette polymere ainsi que la présence des signaux correspondants aux
protons Ha, Hp et Hc du groupement furane situés entre 8 = 6,2 et 7,4 ppm. En intégrant les
signaux des protons du groupement furane et les protons Hg de la chaine polymére, nous
avons ensuite été en mesure d’évaluer les masses molaires moyennes en nombre Mnrun de
chaque polymeére (Equation PE.5) (Mngrwn CTA3-POEGA = 15050 g.mol ™, Mngmn CTA3-PTFEA =
11250 g.mol* et Mngmn CTA3-PNIPAM = 12900 g.mol2).

De plus, les caractérisations de ces polyméres par chromatographie d’exclusion stérique (SEC)
ont permis de mettre en évidence de faibles indices de polymolécularité. Les valeurs obtenues

sont résumées dans le Tableau Ill.3.

Il est a noter qu’il s’est avéré impossible de caractériser le polymere CTA3-PTFEA par analyse
SEC dans le THF en raison d’un indice de réfraction trop proche de celui du solvant utilisé pour
I’analyse 383°, Pour pallier a ce probléme, I’analyse SEC de ce polymére a été effectuée dans
le toluene. De maniere générale, nous remarquons que les masses molaires moyennes en
nombre calculées par RMN (Mngrwmn) sont supérieures a celles obtenues par chromatographie
d’exclusion stérique (Mnsec). L'origine de cette différence est tres probablement reliée a la

calibration de la chromatographie SEC réalisée a I'aide de standards polystyrenes.

11.2.2. Polymérisation RAFT en présence de I'agent de transfert CTA4

Nous avons ensuite réalisé la polymérisation des trois monomeéres en présence de
I'agent de transfert CTA4. Les polymérisations ont également été menées dans le
diméthylformamide (DMF) en utilisant les paraméetres de concentration répertoriés dans le
Tableau lll.4. La température de polymérisation a toutefois été fixée a 75°C afin de limiter les
réactions de déprotection de la partie maléimide. Les spectres RMN H des polymeéres purifiés

sont représentés dans la Figure I11.68.
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Figure 111.68 : Spectres RMN *H des polyméres CTA4-POEGA (a), CTA4-PTFEA (b) dans CDCls et CTA4-
PNIPAM (c) dans D,0
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Comme observé précédemment avec le CTA3, chaque spectre RMN 'H des polyméres
fonctionnalisés en extrémité de chaine par le groupement maléimide protégé présente les
signaux des protons He, Hf et Hg caractéristiques des différents motifs de répétition de la
chaine polymeére ainsi que les protons Ha, Hp et Hc localisés sur I'entité maléimide protégée
résonnant dans les zones de déplacements chimiques situées respectivement vers 6,5, 5,2 et
3,0 ppm (Figure 111.68). Ces signaux ont été utilisés pour calculer les masses molaires Mngun
dont les valeurs sont répertoriées dans le Tableau Ill.4, tableau comprenant également les

résultats obtenus par SEC.

Tableau I11.4 : Paramétres de polymérisation et caractérisations RMN H et SEC des polymeéres
élaborés a partir de I'agent de transfert CTA4

Polymere | [MIo/[CTAI/[Alo] 7 (%)® |Mnguy (g.mol™)?] Mngec (g.mol™®)®| P
CTA4-POEGA 30/1/0,2 92,5 15400 7350 1,21
CTA4-PTFEA 100/1/0,2 64,0 10900 2650 1,20

CTA4-PNIPAM 200/1/0,2 65,5 15850 12380 1,35

a) Déterminés par RMN H, b) Déterminés par SEC THF (POEGA et PNIPAM) et SEC toluéne (PTFEA)
T = taux de conversion en polymére

Pour les mémes raisons que précédemment, les masses molaires moyennes en nombre
estimées par RMN (Mngrun) sont supérieures a celles obtenues par chromatographie

d’exclusion stérique (Mnsec).

Ces polymeéres aux propriétés variées et fonctionnalisés en extrémité de chaine seront
utilisés par la suite afin de modifier les mémes plateformes de titane a base de dopamine
décrites dans le chapitre 2. Toutefois, les polymeéres échafaudés a I'aide du CTA4 nécessiteront
une étape de déprotection avant d’envisager leur ancrage, grace au groupement fonctionnel

maléimide, sur les surfaces de titane.

11.3. Déprotection des polymeéres fonctionnalisés par I’agent de transfert
CTA4

Apreés avoir vérifié I'aptitude de I'agent de transfert CTA4 a générer des polymeres bien
définis, nous avons opéré la déprotection du groupement maléimide situé en extrémité de
chaine. Pour cela, les trois polymeéres obtenus précédemment ont été placés a reflux dans le
toluene pendant 48h afin d’engendrer la réaction de rétro Diels-Alder. Apres évaporation du

solvant, les polymeres nommeés de maniere systématique « CTA4’-polymere », ont fait I'objet
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de caractérisations par RMN H afin de contréler 'efficacité de I'étape de déprotection (Figure

111.69).
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Figure 111.69 : Spectres RMN H des polyméres CTA4’-POEGA (a), CTA4’-PTFEA (b) dans CDCls et CTA4’-
PNIPAM (c) dans D,0 apres réaction de rDA
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Nous pouvons distinguer trés clairement sur les spectres RMN 'H, la disparition totale des
signaux des protons correspondants au groupement furane protecteur de chacun des
polyméres (pour rappel, situés vers 6,5, 5,2 et 3,0 ppm) et I'apparition d’'un nouveau signal
situé entre 8 = 6,7 et 7,0 ppm attribuable aux deux protons He du groupement maléimide. Ces
observations permettent de mettre en évidence des rendements de déprotection quantitatifs
des extrémités de chaine des trois polyméres. Toutefois, nous remarquons que les masses
molaires moyennes en nombre calculées par RMN H (Mngrwmn), déterminées par intégration
des signaux des protons H¢ et des protons Hg de la chaine polymere, sont légérement plus

importantes aprés I'étape de déprotection (Tableau Il.5, rouge).

Ces résultats indiquent probablement que certains des groupements situés en extrémité de
la chaine polymére ont di étre endommagés lors du processus de déprotection 4. En effet,
I'intensité des signaux des protons He déterminés par RMN *H devient alors plus faible et le
rapport Hg/He plus grand, ce qui tend a obtenir des Mngwn plus importantes aprées
déprotection.

Tableau 1115 : Paramétres de polymérisation et caractérisations RMN 'H et analyses SEC des

polymeéres élaborés a partir de I'agent de transfert CTA4 avant (noir) et apres déprotection du
groupement maléimide (rouge)

Polymére  [Mngyy (8.mol™) 2| Mngc (g.mol™ | B°
CTA4-POEGA 15400 7350 1,21
CTA4'-POEGA 16700 7160 1,22
CTA4-PTFEA 10900 2650 1,20
CTA4'-PTFEA 11200 2450 1,22
CTA4-PNIPAM 15850 12380 1,35

CTA4'-PNIPAM 18200 12060 1,37

a) Déterminées par RMN 1H, b) Déterminés par SEC THF (POEGA et PNIPAM) et SEC toluéne (PTFEA)

Afin de confirmer cette hypotheése et s’assurer qu’il n’existe pas de réaction de couplage entre
les chaines polymeéres, ces derniers ont fait I'objet d’analyses par SEC (Tableau Ill.5). Nous
pouvons noter que les valeurs obtenues par cette technique (Mnsgc et D) sont quasi similaires
avant et aprés réaction de rDA pour les trois polymeéres élaborés. A titre d’exemple, nous
avons également comparé les chromatogrammes du PNIPAM obtenus avant et apres

déprotection des extrémités de chaine du polymere (Figure I11.70). Les tracés SEC obtenus
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n’affichent aucune différence notable et confirment ainsi qu’il n’existe pas de réaction de

couplage entre les chalnes polyméres lors du processus thermique.

CTA4-PNIPAM
Mngg = 12380 g.mol1 CTA4’-PNIPAM
P=1,35 Mnggc = 12060 g.mol?

=137

16 18 20 22 24
Temps (min)

Figure I11.70 : Superposition des chromatogrammes SEC des polyméres CTA4-PNIPAM et CTA4’-
PNIPAM obtenus respectivement avant et aprés déprotection des extrémités de chaine

Les polyméres échafaudés a I'aide du CTA4 présentent désormais un groupement
maléimide réactif susceptible d’étre engagé dans une réaction de Diels-Alder. Ainsi, tout
comme les polymeéres obtenus a partir du CTA3, ces polymeres seront utilisés dans le chapitre
suivant pour évaluer leurs immobilisations sur les plateformes a base de titane développées

précédemment.

lll. Synthése et caractérisation d’'un PNIPAM fonctionnalisé en

extrémité de chaine par une sonde ferrocéne

Le but de cette partie consiste a échafauder des polymeéeres a base de PNIPAM
fonctionnalisés :

(i) @ une extrémité par un groupement thiol en vue d’étudier leur immobilisation sur
les plateformes Ti-DM en exploitant la réactivité du groupement maléimide a I'égard des

réactions de type thiol-éne.
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(ii) a 'autre extrémité par une sonde électro-active de type ferrocéne permettant de
détecter aisément leur présence sur une surface par des études de voltampérométrie

cyclique.

Pour ce faire, les polymeéres préparés par voie RAFT semblent étre d’excellents candidats dans
la mesure ou il est possible de transformer, dans des conditions douces et en une seule étape,
les extrémités de chaines trithiocarbonate en fonctions thiols °. De plus, ces polyméres sont
généralement élaborés a partir d’agents de transfert fonctionnalisés sur la partie R, ce qui
permet d’incorporer facilement une fonction spécifique ou une molécule d’intérét. La
stratégie développée dans cette partie consiste ainsi a élaborer un polymére de PNIPAM,
préparé a partir d’'un nouvel agent de transfert doté d’une sonde ferrocéne (CTA5), puis de
générer des fonctions thiols a partir des groupements trithiocarbonates afin de réaliser la

fonctionnalisation des substrats de titane modifiés par I'ancre Dopamine-Maléimide.

lll.1. Synthése et caractérisation de I'agent de transfert fonctionnalisé
par le motif ferrocéne

La stratégie de synthése aboutissant a I'agent de transfert CTA5 fonctionnalisé par le
motif électro-actif ferrocéne, est décrite dans la Figure IIl.71. Il est obtenu par réaction
d’estérification entre le CTA 1 et I’hydroxypentyle ferrocéne 16 ** en présence de 1-éthyl-3-

(3-diméthylaminopropyle) carbodiimide (EDCI).
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Figure lll.71 : Synthése de I'agent de transfert RAFT CTA5
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La structure de I'agent de transfert CTAS a été confirmée par RMN *H et 13C (Figure 111.72). En
effet, nous pouvons observer distinctement sur le spectre proton, les signaux des protons
caractéristiques du groupement trithiocarbonate (8, = 1,0 ppm, oy = 2,0 ppm et dc = 3,2 ppm)
ainsi que les 9 protons Hn appartenant au motif ferrocéne situés a 4,3 ppm. De plus, le spectre
RMN 13C montre la présence d’un signal situé a 171,8 ppm caractéristique de la fonction ester

générée lors de la réaction de couplage.
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Figure I11.72 : Spectres RMN *H (gauche) et 23C (droite) de I'agent de transfert CTA5 dans CDCls

l1.2. Polymérisation RAFT du NIPAM en présence de I’agent de transfert
CTAS

Nous nous sommes ensuite intéressés a la polymérisation du N-isopropylacrylamide
(NIPAM) en présence de I'agent de transfert CTAS. L’élaboration de polyméres fonctionnalisés
parfaitement définis est essentielle afin de disposer de fonctions thiols disponibles pour
I'immobilisation sur la surface et de sondes ferrocéne pour la détection du polymere sur le

matériau.

Ainsi, la polymérisation du NIPAM a été réalisée dans le toluene a 80°C dans les conditions
suivantes : [CTA5] / [AIBN] / [NIPAM] =1 /0,2 /100 pendant 5h, temps pour lequel un taux de
conversion de 99% a été atteint. Apres précipitation dans I’éther diéthylique, le polymere a

fait I'objet de caractérisations par RMN *H (Figure 111.73) et d’analyses par SEC.
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Figure I1.73 : Spectre RMN *H du CTA5-PNIPAM dans le DMSO

Nous pouvons observer trés distinctement sur le spectre Figure 111.73, les signaux des protons
He (0 =1,2-1,75 ppm) et Hf (0= 1,75-2,2 ppm) caractéristiques du squelette du polymére ainsi
que ceux appartenant au groupement isopropyle (Hg et Hn) localisés respectivement a 3,7-
4,0 ppm et a 0,8-1,2 ppm. L’analyse spectrale permet également de mettre en évidence la
présence de I'extrémité de chaine ferrocéne grace au signal situé a 4,1 ppm (8Ha). De plus, par
intégration des signaux des protons de cette unité électro-active et de ceux appartenant a la
chaine polymére (Hg), il est possible grace a I'utilisation de I’Equation PE.5, de déterminer la

masse molaire moyenne en nombre du polymére (Mngmn CTA5-PNIPAM = 11100 g.mol?).

Les signaux des protons caractéristiques du groupement isobutyle de I'agent de transfert (Hi)
sont généralement proches voir dissimulés dans les signaux de la chaine carbonée et il est
donc délicat d’affirmer leur présence au sein de la chaine polymeére simplement a I'aide de
caractérisations RMN *H. Afin de confirmer la présence du groupement trithiocarbonate au

sein de la chaine polymére, nous avons donc mené une étude UV-visible (Figure 111.74).
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Figure 111.74 : (Gauche) Spectre UV-visible du CTA5-PNIPAM (10* M) enregistré a 20°C dans ACN
(Droite) Voltampérogramme cyclique du CTA5-PNIPAM & une concentration de 0,1 M;
Conditions : solution électrolyte (TBAPFs 0,1 M) dans ACN; vitesse de balayage de 50 mV.s™

L'enregistrement du spectre UV-visible du polymére réalisé dans I’acétonitrile (Figure 111.74,
gauche) a confirmé la présence du groupement trithiocarbonate de I'extrémité de chaine dans

la mesure ou la bande d’absorption caractéristique centrée a 310 nm est observée.

Parallélement, pour vérifier qualitativement la présence du motif ferrocéne, une étude de
voltampérométrie cyclique du CTA5-PNIPAM (Mnsec = 9120 g.mol?, b = 1,16) a été réalisée
dans I'acétonitrile (Figure 111.74, droite). Comme attendu, une vague d’oxydation réversible
centrée a 0,42 V, caractéristique du comportement électrochimique du motif ferrocene, est

observée sur le voltampérogramme du polymeére.

lll.3. Génération de fonctions thiols a partir du polymeére CTA5-PNIPAM

Les polymeéres préparés par le procédé RAFT en présence d’agents de transfert de type
trithiocarbonyle présentent I'avantage d’étre doublement fonctionnalisables sur les parties R
et Z. Ainsi, nous avons étudié la possibilité de réaliser une réaction de fonctionnalisation post-
polymérisation du polymeére CTA5-PNIPAM afin de convertir le groupement trithiocarbonate
en fonction thiol par aminolyse. Ce type de réaction s’opére en une seule étape, dans des
conditions douces et permet d’obtenir quantitativement des polymeéres utilisés dans de
nombreuses applications telles que dans I’électronique, les nanotechnologies ou plus
particulierement en science des matériaux 2.
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Figure I11.75 : Post-fonctionnalisation du polymére CTA5-PNIPAM par aminolyse

Pour ce faire, le groupement trithiocarbonate du polymére CTA5-PNIPAM est converti en
fonction thiol par aminolyse en présence d’un exces de n-butylamine (Figure III.75).
L'utilisation d’un exces de base est importante afin de s’assurer que la conversion des
extrémités de chaine soit totale puisqu’il existe des réactions secondaires pouvant conduire a
la formation de dérivés indésirables tels que la dibutylthiourée et I'isobutylthiol #2. Aprés
1 heure de réaction, le polymére désormais nommé CTA5’-PNIPAM, est de nouveau précipité
dans I'éther diéthylique afin d’éliminer les excés de n-butylamine ainsi que les sous-produits

formés lors de la réaction.

Il est bien établi que les espéces thiols peuvent s’oxyder facilement et former des ponts
disulfures par couplage de deux chaines polymeéres. Afin de pallier a ce phénoméne, nous
avons ajouté un agent réducteur a base de phosphine dans le milieu réactionnel (TCEP,
0,05 éq) capable de réduire rapidement les ponts disulfures #3. ’efficacité de I'agent réducteur
a pu étre mise en évidence en caractérisant les polymeéres générés par chromatographie

d’exclusion stérique (Figure 111.76).
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Figure I11.76 : Superposition des chromatogrammes SEC des polyméres CTA5’-PNIPAM obtenus en
présence (bleu) et en absence d’agent réducteur TCEP (noir) en comparaison avec celui du polymére

CTA5-PNIPAM (rouge)

Sur le chromatogramme du polymere CTA5’-PNIPAM 2 obtenu par aminolyse en absence

d’agent réducteur TCEP, nous pouvons noter I'apparition d’'une seconde population vers les

plus hautes masses molaires, suggérant la formation de dimeéres par formation de ponts

disulfures entre les polymeéres. En effet, les valeurs des masses molaires aux pics Mpsec des

deux populations se différent par un coefficient 2 (10400 g.mol* et 19600 g.mol*) évoquant

ainsi une réaction de couplage entre deux polymeres. Ce phénoméne n’est pas observé sur le

PNIPAM post-fonctionnalisé en présence du TCEP (CTA5-PNIPAM 1) ce qui confirme le role clé

joué par I'agent réducteur lors de I’'aminolyse du groupement trithiocarbonate du polymere.

Afin de suivre qualitativement la conversion des extrémités de chaine en fonctions thiols, nous

avons ensuite comparé les spectres UV-visibles du polymére avant (CTA5-PNIPAM, rouge) et

aprés post-fonctionnalisation en présence de TCEP (CTA5’-PNIPAM, bleu). Il apparait sur la

Figure IlIl.77, une diminution importante de la bande d’absorption a 310 nm aprés aminolyse

en accord avec la formation de fonctions thiols en extrémité de la chaine polymére. Nous

pouvons toutefois noter que la disparition de la bande n’est pas totale probablement en raison

de la présence du motif ferrocéne, absorbant également au voisinage de 310 nm (Figure l11.77,

gauche, noir). Par ailleurs, une vague d’oxydo-réduction centrée a 0,41 V est toujours

décelable apres aminolyse par des mesures électrochimiques confirmant ainsi I'innocuité de

la réaction vis-a-vis de la sonde électro-active (Figure II.77, droite).
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Figure 1l1.77 : (Gauche) Comparaison des spectres UV-visible du ferrocene (noir) et du polymére CTA5-
PNIPAM avant (rouge) et aprés aminolyse (bleu). Spectres enregistrés a 20°C a une concentration de
10* M dans I'acétonitrile (ACN)

(Droite) Comparaison des voltampérogrammes cycliques du CTA5-PNIPAM enregistrés avant (rouge)
et apres aminolyse (bleu) a une concentration de 0,1 M;

Conditions : solution électrolyte (TBAPFs 0,1 M) dans ACN; vitesse de balayage de 50 mV.s™

En conclusion, nous sommes parvenus a élaborer un polymére o,®-fonctionnel bien
défini comportant a une extrémité, une unité ferrocéne électro-active et a I'autre extrémité
une fonction thiol libre. La capacité de ce polymére a étre immobilisé sur les plateformes Ti-

DM par l'intermédiaire de la fonction thiol sera étudiée dans le chapitre suivant.

IV. Synthése et caractérisation de polymeéres fonctionnalisés en

extrémité de chaine par un motif nitro-catéchol

L'objectif de cette étude consiste a élaborer des polyméres parfaitement définis
capables de se greffer d’'une part sur la surface de matériaux a travers une stratégie « graft
to » puis d’étre éliminés du substrat sur demande, d’autre part, sous I’action d’un stimulus tel
gu’un rayonnement ultra-violet. Ainsi, nous avons préparé par le procédé RAFT, des
polymeéres dotés d’'un motif catéchol porteur d’un groupement nitro possédant
simultanément d’excellentes propriétés d’ancrage grace au motif catéchol et un caractere

photosensible conféré par le groupement -NO,.
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IV.1. Synthése et caractérisation d’agents de transfert fonctionnalisés
par un motif (nitro) catéchol

L’agent de transfert de chaine CTA6 fonctionnalisé par un motif catéchol porteur d’un
groupement nitro est obtenu avec un bon rendement (> 60%) par réaction de I'agent de
transfert CTA2 avec la nitro-dopamine (17) %4, en présence de triéthylamine (Figure I11.78). Un
autre agent de transfert dépourvu du groupement -NO; (CTA7) a été également synthétisé
selon le méme schéma réactionnel mais en remplagant la nitro-dopamine par le chlorohydrate
de dopamine commercial, en vue de démontrer I'importance du role joué par le motif nitro

dans la stimulation du matériau par la lumiére UV.
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Figure 111.78 : Synthéses des agents de transfert CTA6 et CTA7

Les structures des agents de transfert CTA6 et CTA7 ont été élucidées par RMN H et 13C. Les
spectres RMN du CTA6 sont présentés Figure I11.79 alors que ceux de I'agent de transfert
dépourvu du groupement -NO; sont décrits dans la partie expérimentale. Le spectre RMN H
du CTAG6 présenté ci-dessous, permet d’identifier clairement les signaux des protons Ha, Hp et
Hc caractéristiques du fragment trithiocarbonate aux faibles déplacements chimiques ainsi
gue les signaux des deux protons Hi et H, appartenant au motif catéchol présents a 6 =6,9

ppm et 8 = 7,5 ppm respectivement. Le spectre RMN 13C confirme la structure de I'agent de
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transfert CTA6 notamment par |'intermédiaire de la présence des signaux attribuables a la

fonction amide (8Cg = 175 ppm) ainsi qu’a celle de la fonction thiocarbonyle (6Cq = 220 ppm).
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Figure I11.79 : Spectres RMN *H (gauche) et 3C (droite) de I'agent de transfert CTA6 dans CDCls

IV.2. Polymérisation RAFT a I'aide de I’agent de transfert CTA6

Aprés avoir synthétisé et caractérisé I'agent de transfert CTA6, nous avons étudié son
aptitude a échafauder diverses macromolécules fonctionnalisées en extrémité de chaine par

un motif nitro-catéchol capable d’interagir avec la surface des matériaux.

Pour ce faire, les polymérisations des monomeres OEGA, TFEA et NIPAM, ont été menées a
80°C en utilisant les conditions décrites dans le Tableau Ill.6. Les polymeéres résultants ont fait
I'objet de caractérisations RMN H et d’analyses par SEC. De maniére générale, les spectres
RMN !H des polymeéres (Figure 111.80) présentent les signaux des protons He, Hf et Hg
caractéristiques des unités de répétition de la chaine polymére ainsi que deux signaux situés
respectivement aux alentours de 6,6-6,8 ppm et de 7,6-7,8 ppm attribuables aux deux protons

Ha et Hy du groupement nitro-catéchol situé en extrémité de chaine.
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Figure 111.80 : Spectres RMN *H des polyméres CTA6-POEGA (a), CTA6-PTFEA (b) dans CDCls et CTA6-
PNIPAM (c) dans D,0
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Par intégration des protons Ha et Hy, relatifs aux extrémités de chaine et de ceux appartenant
au squelette polymeére (Hg), nous avons accés a la masse molaire Mngrwun. Les valeurs obtenues

ainsi que les résultats des analyses par SEC sont répertoriés dans le Tableau III.6.

Tableau 1.6 : Parameétres de polymeérisation, caractérisations RMN 1H et analyses SEC des polyméres
élaborés a partir de I'agent de transfert CTA6

Polymere [MIo/[CTALW/[Alo| t(%)® |Mnguy (8.mol™) 2| Mngec (g.mol™)® pP
CTA6-POEGA 30/1/0,2 95,4 13400 6800 1,19
CTAG6-PTFEA 100/1/0,2 82,1 12900 1800 1,67

CTA6-PNIPAM 100/1/0,2 91,6 10950 7000 1,23

© 2014 Tous droits réservés.

a) Déterminés par RMN *H, b) Déterminés par SEC THF (POEGA et PNIPAM) et SEC toluéne (PTFEA)
7 =taux de conversion en polymére

En ce qui concerne les polymeres CTA6-POEGA et CTA6-PNIPAM, les masses molaires
obtenues par RMN se retrouvent une nouvelle fois supérieures a celles obtenues par
chromatographie d’exclusion stérique mais restent en accord avec les masses molaires
attendues et les indices de polymolécularité sont relativement faibles (B < 1.25). La masse
molaire moyenne en nombre du polymeére fluoré CTA6-PTFEA estimée par SEC présente,
guant a elle, une différence relativement importante par rapport au Mngrun et une dispersité

plus élevée.

Afin de confirmer la présence de l'unité nitro-catéchol au sein des polyméres CTA6-
POEGA, CTA6-PTFEA et CTA6-PNIPAM, nous avons dans un premier temps, exploité la
signature électrochimique spécifique du motif catéchol a travers des mesures de

voltampérométrie cyclique.
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Figure I11.81 : Voltampérogrammes cycliques des polyméres élaborés a partir du CTA6 a une
concentration de 0,1 M ;
Condlitions : solution électrolyte (TBAPFs 0,1M) dans I'acétonitrile; électrode de carbone ; vitesse de
balayage de 50 mV.s

Les voltampérogrammes cycliques des trois polymeres fonctionnalisés présentent la vague
d’oxydation irréversible correspondant a I'oxydation du fragment catéchol en quinone. Nous
pouvons toutefois remarquer un décalage de la vague d’oxydation vers les plus faibles
potentiels dans le cas du CTA6-PNIPAM. Ce phénoméne peut s’expliquer par des interactions
entre la partie acrylamide de la chaine polymére et les unités catéchols comme déja observé

avec d’autres motifs électro-actifs #°.

Dans un second temps, nous avons voulu confirmer I'existence du groupement nitro porté par
I'unité catéchol au sein de chaque polymére. Pour cela, des mesures UV-visibles ont été
réalisées sur les polyméres CTA6-POEGA, CTA6-PTFEA et CTA6-PNIPAM et ont permis de
mettre en évidence la présence d’une bande d’absorption centrée sur 365 nm caractéristique
du groupement -NO; (Figure 111.82). Par ailleurs, cette étude a également confirmé la présence
des extrémités de chaine des polyméres puisque I'on observe d’une part, une bande
d’absorption centrée sur 310 nm caractéristique de la fonction trithiocarbonyle et d’autre

part, une bande a 250 nm attribuable au cycle aromatique de la partie catéchol 647,
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Figure 111.82 : Spectres UV-visible des polyméres CTA6-POEGA, CTA6-PTFEA et CTA6-PNIPAM (10*M)
enregistrés a 20°C dans l'acétonitrile

IV.3. Polymérisation RAFT a l'aide de I’agent de transfert CTA7

Pour démontrer le role clé joué par le motif -NO; lors de I'irradiation sous rayonnement
UV, nous nous sommes ensuite intéressés a la polymérisation de l'acrylate de 2,2,2-
trifluoroéthyle en présence de I'agent de transfert CTA7 dépourvu de groupement nitro. Ces
polymeéres seront utilisés afin de réaliser des expériences contrdles lors de I'irradiation des
surfaces par un rayonnement ultra-violet. Les conditions opératoires employées pour mener
la polymérisation du monomere fluoré sont identiques a celles utilisées en présence du CTA6

(Tableau 111.6).

Aprés purification, le polymére a fait I'objet de caractérisations RMN H et d’analyses
par SEC. Nous pouvons clairement observer sur le spectre RMN H présenté Figure 111.83, la
présence des signaux des protons He, Hr et Hg caractéristiques de la chaine polymeére situés
respectivement a 1,4-2,1 ppm, 2,2-2,6 ppm et 4,2-4,6 ppm ainsi que les signaux des trois
protons Hai, Hp et Hc appartenant au fragment catéchol résonnants entre 6,5 et 6,8 ppm. Par
ailleurs, par intégration des signaux des protons aromatiques du motif catéchol et de ceux des
protons Hg appartenant au groupement méthyléne du polymeére, une masse molaire moyenne
en nombre Mngrwvin égale 3 9650 g.mol ™ a été déterminée (Equation PE.5). Les analyses par SEC
ont permis de déterminer une masse molaire moyenne de 2050 g.mol? et un indice de

polymolécularité égal a 1,42.
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Figure 111.83 : Spectre RMN 2H du polymére CTA7-PTFEA dans CDCls

Par ailleurs, la présence de 'unité catéchol en extrémité de chaine du polymere a été
confirmée a I'aide d’une étude de voltampéromeétrie cyclique (Figure 111.84, gauche). En effet,
I’enregistrement du CV du polymere fluoré fonctionnalisé révele I'existence d’une vague
d’oxydation irréversible a 1,15 V correspondant a I'oxydation du fragment catéchol en
qguinone. Nous remarquons par ailleurs que I'oxydation du motif catéchol du CTA7-PTFEA
s’effectue a un plus faible potentiel que celle du CTA6-PTFEA, ce qui s’explique par I'absence
du groupement nitro attracteur rendant les électrons du motif catéchol du CTA7-PTFEA plus
labiles et donc le catéchol plus facilement oxydable.

Enfin, une analyse du polymeére CTA7-PTFEA par UV-visible a permis de s’assurer de I'absence

de la bande d’absorption a 365 nm caractéristique du groupement -NO; (Figure 111.84, droite).
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Figure 111.84 : (Gauche) Superposition des CV des polyméres CTA7-PTFEA et CTA6-PTFEA a une
concentration de 0,1M;
Conditions : solution électrolyte (TBAPFs 0,1M) dans ACN ; électrode de carbone ; vitesse de balayage
de 50 mV.s
(Droite) Comparaison des spectres UV-visible des polyméres CTA7-PTFEA et CTA6-PTFEA (10*M)
enregistrés a 20°C dans l'acétonitrile
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Conclusion

Des polymeres parfaitement définis de différentes natures et fonctionnalisés en
extrémités de chaine ont pu étre élaborés a partir d’agents de transfert de type
trithiocarbonate spécifiques, en utilisant la polymérisation radicalaire controlée RAFT. Cette
stratégie a permis, entre autres, d’introduire des fonctions d’ancrages en extrémités de chaine
autorisant ainsi le greffage de ces polymeéres sur des plateformes de fonctionnalisation a base

de titane.

Des polymeres a base d’acrylate d’oligo (éthylene glycol), d’acrylate de 2,2,2-
trifluoroéthyle et de N-isopropylacryamide intégrant en extrémité de chaine un motif furane
ou maléimide ont ainsi été synthétisés dans I'objectif de les immobiliser sur les plateformes

Ti-DF et Ti-DM par l'intermédiaire de la réaction réversible de Diels-Alder.

Par ailleurs, un PNIPAM intégrant d’une part un motif électro-actif de type ferrocene et
d’autre part une fonction réactive de type thiol, a été élaboré afin de tester I'aptitude de ce
polymére a réagir avec l'entité maléimide greffée sur les plateformes Ti-DM par

I'intermédiaire de la réaction de thiol-éne.

Enfin, des polymeéres a base d’acrylate d’oligo (éthyléne glycol), d’acrylate de 2,2,2-
trifluoroéthyle et de N-isopropylacryamide intégrant en extrémité de chaine un motif nitro-
catéchol ont été synthétisés pour opérer la fonctionnalisation de matériaux selon la stratégie
« graft to ». Cette stratégie permet d’une part de moduler les propriétés physico-chimiques
de surfaces telle que la mouillabilité et d’autre part de modifier ces propriétés sur demande

par utilisation d’un stimulus externe tel que le rayonnement ultra-violet.

Les différentes stratégies de fonctionnalisation des plateformes a base de titane
évoquées ci-dessus employant I'arsenal des polymeres fonctionnels parfaitement définis

synthétisés dans cette partie, sont présentées dans le chapitre suivant.

121

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Chapitre 3 : Elaboration de polymeéres fonctionnalisés par polymérisation RAFT

Références bibliographiques

1. Szwarc, M., "Living" Polymers. Nature 1956, 178 (4543), 1168-1169.

2. Higashimura, T.; Kishiro, O., Possible Formation of Living Polymers of p-Methoxystyrene by
lodine. Polym J 1977, 9 (1), 87-93.

3. Takeuchi, D.; Inoue, A.; Ishimaru, F.; Osakada, K., Living Ring-Opening Polymerization of 2-
Alkoxy-1-methylenecyclopropanes Initiated by Pd Complexes. Macromolecules 2008, 41 (17), 6339-
6346.

4, Hilf, S.; Kilbinger, A. F. M., Functional end groups for polymers prepared using ring-opening
metathesis polymerization. Nat Chem 2009, 1 (7), 537-546.

5. Braunecker, W. A.; Matyjaszewski, K., Controlled/living radical polymerization: Features,
developments, and perspectives. Progress in Polymer Science 2007, 32 (1), 93-146.

6. Matyjaszewski, K., Controlled/Living Radical Polymerization, Progress in ATRP, NMP and RAFT.
Matyjaszewski, K., Ed. ACS Symposium Series: 2000; Vol. 768.

7. Moad, G.; Rizzardo, E.; Solomon, D. H., Selectivity of the reaction of free radicals with styrene.
Macromolecules 1982, 15 (3), 909-914.

8. Wang, J.-S.; Matyjaszewski, K., Controlled/"living" radical polymerization. atom transfer radical

polymerization in the presence of transition-metal complexes. Journal of the American Chemical
Society 1995, 117 (20), 5614-5615.

9. Kato, M.; Kamigaito, M.; Sawamoto, M.; Higashimura, T., Polymerization of Methyl
Methacrylate with the Carbon Tetrachloride/Dichlorotris-
(triphenylphosphine)ruthenium(Il)/Methylaluminum Bis(2,6-di-tert-butylphenoxide) Initiating
System: Possibility of Living Radical Polymerization. Macromolecules 1995, 28 (5), 1721-1723.

10. Chiefari, J.; Chong, Y. K.; Ercole, F.; Krstina, J.; Jeffery, J.; Le, T. P. T.; Mayadunne, R. T. A.; Meijs,
G.F.; Moad, C. L.; Moad, G.; Rizzardo, E.; Thang, S. H., Living Free-Radical Polymerization by Reversible
Addition-Fragmentation Chain Transfer: The RAFT Process. Macromolecules 1998, 31 (16), 5559-5562.

11. Sever, M. J.; Wilker, J. J., Visible absorption spectra of metal-catecholate and metal-tironate
complexes. Dalton Transactions 2004, (7), 1061-1072.
12. Perrier, S.; Takolpuckdee, P., Macromolecular design via reversible addition—fragmentation

chain transfer (RAFT)/xanthates (MADIX) polymerization. Journal of Polymer Science Part A: Polymer
Chemistry 2005, 43 (22), 5347-5393.

13. Moad, G.; Rizzardo, E.; Thang, S. H., Living Radical Polymerization by the RAFT Process.
Australian Journal of Chemistry 2005, 58 (6), 379-410.

14. Chong, Y. K.; Krstina, J.; Le, T. P. T.; Moad, G.; Postma, A.; Rizzardo, E.; Thang, S. H,,
Thiocarbonylthio Compounds [SC(Ph)S-R] in Free Radical Polymerization with Reversible Addition-
Fragmentation Chain Transfer (RAFT Polymerization). Role of the Free-Radical Leaving Group (R).
Macromolecules 2003, 36 (7), 2256-2272.

15. Chiefari, J.; Mayadunne, R. T. A.; Moad, C. L.; Moad, G.; Rizzardo, E.; Postma, A.; Thang, S. H.,
Thiocarbonylthio Compounds (SC(Z)S-R) in Free Radical Polymerization with Reversible Addition-
Fragmentation Chain Transfer (RAFT Polymerization). Effect of the Activating Group Z. Macromolecules
2003, 36 (7), 2273-2283.

16. Lowe, A. B.; McCormick, C. L., Reversible addition—fragmentation chain transfer (RAFT) radical
polymerization and the synthesis of water-soluble (co)polymers under homogeneous conditions in
organic and aqueous media. Progress in Polymer Science 2007, 32 (3), 283-351.

17. Moad, G.; Rizzardo, E.; Thang, S. H., Radical addition—fragmentation chemistry in polymer
synthesis. Polymer 2008, 49 (5), 1079-1131.

18. Zobrist, C.; Sobocinski, J.; Lyskawa, J.; Fournier, D.; Miri, V.; Traisnel, M.; Jimenez, M.; Woisel,
P., Functionalization of Titanium Surfaces with Polymer Brushes Prepared from a Biomimetic RAFT
Agent. Macromolecules 2011, 44 (15), 5883-5892.

122

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Chapitre 3 : Elaboration de polymeéres fonctionnalisés par polymérisation RAFT

19. Lima, V.; Jiang, X.; Brokken-Zijp, J.; Schoenmakers, P. J.; Klumperman, B.; Van Der Linde, R.,
Synthesis and characterization of telechelic polymethacrylates via RAFT polymerization. Journal of
Polymer Science Part A: Polymer Chemistry 2005, 43 (5), 959-973.

20. Willcock, H.; O'Reilly, R. K., End group removal and modification of RAFT polymers. Polymer
Chemistry 2010, 1 (2), 149-157.

21. Buyukserin, F.; Camli, S. T.; Yavuz, M. S.; Budak, G. G., Novel antifouling oligo(ethylene glycol)
methacrylate particles via surfactant-free emulsion polymerization. Journal of Colloid and Interface
Science 2011, 355 (1), 76-80.

22. Lutz, J.-F., Thermo-Switchable Materials Prepared Using the OEGMA-Platform. Advanced
Materials 2011, 23 (19), 2237-2243.

23. Lutz, J.-F., Polymerization of oligo(ethylene glycol) (meth)acrylates: Toward new generations
of smart biocompatible materials. Journal of Polymer Science Part A: Polymer Chemistry 2008, 46 (11),
3459-3470.

24. Ceretta, F.; Zaggia, A.; Conte, L.; Ameduri, B., Conventional radical polymerization and iodine-
transfer polymerization of 4’-nonafluorobutyl styrene: Surface and thermal characterizations of the
resulting poly(fluorostyrene)s. Journal of Polymer Science Part A: Polymer Chemistry 2013, 51 (15),
3202-3212.

25. Zhou, J.; Zhang, L.; Ma, J., Fluorinated polyacrylate emulsifier-free emulsion mediated by
poly(acrylic acid)-b-poly(hexafluorobutyl acrylate) trithiocarbonate via ab initio RAFT emulsion
polymerization. Chemical Engineering Journal 2013, 223 (0), 8-17.

26. Wang, J.; Zeng, X.-R.; Li, H.-Q., Preparation and characterization of soap-free fluorine-
containing acrylate latex. J Coat Technol Res 2010, 7 (4), 469-476.

27. Du, L.; Kelly, J. Y.; Roberts, G. W.; DeSimone, J. M., Fluoropolymer synthesis in supercritical
carbon dioxide. The Journal of Supercritical Fluids 2009, 47 (3), 447-457.

28. Le, D. V.; Kendrick, M. M.; O'Rear, E. A., Admicellar Polymerization and Characterization of Thin
Poly(2,2,2-trifluoroethyl acrylate) Film on Aluminum Alloys for In-Crevice Corrosion Control. Langmuir
2004, 20 (18), 7802-7810.

29. Ishida, N.; Biggs, S., Effect of Grafting Density on Phase Transition Behavior for Poly(N-
isopropylacryamide) Brushes in Aqueous Solutions Studied by AFM and QCM-D. Macromolecules 2010,
43(17), 7269-7276.

30. Chhabra, A.; Kanapuram, R. R.; Kim, T. J.; Geng, J.; da Silva, A. K.; Bielawski, C. W.; Hidrovo, C.
H., Humidity Effects on the Wetting Characteristics of Poly(N-isopropylacrylamide) during a Lower
Critical Solution Transition. Langmuir 2013, 29 (25), 8116-8124.

31. Zhao, T.; Chen, H.; Zheng, J.; Yu, Q.; Wu, Z.; Yuan, L., Inhibition of protein adsorption and cell
adhesion on PNIPAAm-grafted polyurethane surface: Effect of graft molecular weight. Colloids and
Surfaces B: Biointerfaces 2011, 85 (1), 26-31.

32. Akiyama, Y.; Kikuchi, A.; Yamato, M.; Okano, T., Ultrathin Poly(N-isopropylacrylamide) Grafted
Layer on Polystyrene Surfaces for Cell Adhesion/Detachment Control. Langmuir 2004, 20 (13), 5506-
5511.

33. Yu, Q.; Cho, J.; Shivapooja, P.; Ista, L. K.; Lopez, G. P., Nanopatterned Smart Polymer Surfaces
for Controlled Attachment, Killing, and Release of Bacteria. ACS Applied Materials & Interfaces 2013, 5
(19), 9295-9304.

34, Heredia, K. L.; Grover, G. N.; Tao, L.; Maynard, H. D., Synthesis of Heterotelechelic Polymers
for Conjugation of Two Different Proteins. Macromolecules 2009, 42 (7), 2360-2367.

35. Neubert, B. J.; Snider, B. B., Synthesis of (+)-Phloeodictine Al. Organic Letters 2003, 5 (5), 765-
768.

36. Sanchez, A.; Pedroso, E.; Grandas, A., Maleimide-Dimethylfuran exo Adducts: Effective
Maleimide Protection in the Synthesis of Oligonucleotide Conjugates. Organic Letters 2011, 13 (16),
4364-4367.

37. Heath, W. H.; Palmieri, F.; Adams, J. R.; Long, B. K.; Chute, J.; Holcombe, T. W.; Zieren, S.; Truitt,
M. J.; White, J. L.; Willson, C. G., Degradable Cross-Linkers and Strippable Imaging Materials for Step-
and-Flash Imprint Lithography. Macromolecules 2008, 41 (3), 719-726.

123

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Chapitre 3 : Elaboration de polymeéres fonctionnalisés par polymérisation RAFT

38. Merino, E. G.; Atlas, S.; Raihane, M.; Belfkira, A.; Lahcini, M.; Hult, A.; Dionisio, M.; Correia, N.
T., Molecular dynamics of poly(ATRIF) homopolymer and poly(AN-co-ATRIF) copolymer investigated
by dielectric relaxation spectroscopy. European Polymer Journal 2011, 47 (7), 1429-1446.

39. www.sigmaAldrich.com/catalog (Cas n° 109-99-9)

40. Bays, E.; Tao, L.; Chang, C.-W.; Maynard, H. D., Synthesis of Semitelechelic Maleimide
Poly(PEGA) for Protein Conjugation By RAFT Polymerization. Biomacromolecules 2009, 10 (7), 1777-
1781.

41. Patwa, A. N.; Gupta, S.; Gonnade, R. G.; Kumar, V. A.; Bhadbhade, M. M.; Ganesh, K. N.,
Ferrocene-Linked Thymine/Uracil Conjugates: Base Pairing Directed Self-Assembly and
Supramolecular Packing. The Journal of Organic Chemistry 2008, 73 (4), 1508-1515.

42, Qiu, X.-P.; Winnik, F. M., Synthesis of a,w-Dimercapto Poly(N-isopropylacrylamides) by RAFT
Polymerization with a Hydrophilic Difunctional Chain Transfer Agent. Macromolecules 2007, 40 (4),
872-878.

43, Burns, J. A.; Butler, J. C.; Moran, J.; Whitesides, G. M., Selective reduction of disulfides by tris(2-
carboxyethyl)phosphine. The Journal of Organic Chemistry 1991, 56 (8), 2648-2650.

44, Li, H.; Wei, Q.; Wang, G.; Yang, M.; Qu, F.; Qian, Z., Sensitive electrochemical immunosensor
for cancer biomarker with signal enhancement based on nitrodopamine-functionalized iron oxide
nanoparticles. Biosensors and Bioelectronics 2011, 26 (6), 3044-3049.

45, Bigot, J.; Charleux, B.; Cooke, G.; Delattre, F. o.; Fournier, D.; Lyskawa, J.; Stoffelbach, F. o.;
Woisel, P., Synthesis and Properties of Tetrathiafulvalene End-Functionalized Polymers Prepared via
RAFT Polymerization. Macromolecules 2009, 43 (1), 82-90.

46. Park, J. Y.; Kim, J. S.; Nam, Y. S., Mussel-inspired modification of dextran for protein-resistant
coatings of titanium oxide. Carbohydrate Polymers 2013, 97 (2), 753-757.
47. Charlot, A.; Sciannamea, V.; Lenoir, S.; Faure, E.; Jerome, R.; Jerome, C.; Van De Weerdt, C;

Martial, J.; Archambeau, C.; Willet, N.; Duwez, A.-S.; Fustin, C.-A.; Detrembleur, C., All-in-one strategy
for the fabrication of antimicrobial biomimetic films on stainless steel. Journal of Materials Chemistry
2009, 19 (24),4117-4125.

124

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr


http://www.sigmaaldrich.com/catalog

Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Chapitre 4 : Immobilisation de polymeéres fonctionnels pour I’élaboration de matériaux stimulables

CHAPITRE 4 : Immobilisation de
polymeres fonctionnels pour
I’élaboration de matériaux
stimulables

125

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014
Chapitre 4 : Immobilisation de polyméres fonctionnels pour I’élaboration de matériaux stimulables

126

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Chapitre 4 : Immobilisation de polymeéres fonctionnels pour I’élaboration de matériaux stimulables

Table des Matieres

114 o Lo 1¥ Lot 410 o TP P 129

I. Immobilisation de polymeéres fonctionnalisés en extrémité de chaine sur les plateformes
Ti-DF et Ti-DM pour I’élaboration de surfaces thermo-stimulables..............ccccccccoennne 129

I.1. Immobilisation des polymeéres et caractérisations des plateformes Ti-DF et Ti-DM
POSE-TONCHIONNAIISEES....eeeiiei i e e e e e e e rrreeeaaeeeas 130

I.1.1. Immobilisation des polyméres élaborés a partir des CTA4’ et CTA3 sur les

plateformes Ti-DF €t Ti-DIM ....ccocuiiiiiiiiiie ettt e e e e s s snae e e s ssaaeeeenns 130
I.1.2. Caractérisations des plateformes post-fonctionnalisées..........ccccccuveevvirieeennns 131
1.1.3. Etude des propriétés physico-chimiques de surface ........cccccovveeveiieeeieciieeeens 135
I.2. Etude du recyclage des plateformes Ti-DF et Ti-DM fonctionnalisées..................... 136

I.2.1. Détachement des polymeéres fluorés immobilisés sur les plateformes Ti-DF et Ti-
(D11 I o T | gl £ D 7 SO P OO P O PPP PP 136

1.2.2. Modification des propriétés physico-chimiques de surface : permutation de la
balance hydrophile/hydrophobe ..........ccooiiieiiiiiieiiecece e 139

Il. Exploitation des plateformes a base de Dopamine-Maléimide pour I'immobilisation
d’un polymeére fonctionnel via la réaction de thiol-éne.............c...ccoevvrvreeeeiiiiiiiiinnnnen. 142

II.1. Immobilisation de polymeres sur une plateforme Ti-DM par réaction de thiol-ene

I1.1.1. Preuve du concept : fonctionnalisation de la plateforme Ti-DM par une sonde
<YL= o Yol ¥ 9 Yo [V TP 143

[1.1.2. Immobilisation du polymere CTA5’-PNIPAM et caractérisation des plateformes
Ti-DM post-fonctionnalisées par XPS €t CV ....uvvveeiee i 148

I1.1.3. Etude de la morphologie des revétements par Microscopie a Force Atomique

lll. Immobilisation de polyméres fonctionnalisés par un groupement nitro-catéchol pour

I’élaboration de surfaces photosensibles ................cccooviiiiiiiiiiiiiicii e, 152
lI.1. Les dérivés du nitrobenzene pour I'élaboration de surfaces photosensibles........ 152
[11.1.1. Les dérivés 0-NitrobENZENE .......eeeiiiiiiiieiieeee et 152
[11.1.2. LeS NILro-CatEChOIS ...ccuveiieiiieieeeee ettt 153

127

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Chapitre 4 : Immobilisation de polymeéres fonctionnels pour I’élaboration de matériaux stimulables

lII.2. Immobilisation des polymeéres préparés a partir du CTA6 sur le titane et

caractérisations des surfaces fonctionNaliSEes ..........cccceeveiriiiiiiniienieneee e 154
[11.2.1. Identification du fragment catéchol par électrochimie .........cccceecuveeiiniiieennnns 154
[11.2.2. Analyses des surfaces par IR/ATR €t par XPS ......ccceeevieeecieecieeeeree e 156
[11.2.3. Etude de I'influence du greffage sur les propriétés physico-chimiques de surface
..................................................................................................................................... 158

[11.3. Stimulation des plateformes par irradiation UV.......cccccvveiiviiiiiiiniiieeecnieee e, 159
[11.3.1. Etude de l'influence de I'irradiation en solution...........ccecceeeriiiiiiieiniicinieenns 160

[11.3.2. Preuve du concept : étude de l'effet de l'irradiation sur la mouillabilité d’une
surface d’ITO fonctionnalisée par un polymeére fluoré intégrant en extrémité de chaine

UN MOTI NITFO-CAtECNON ...t e et e e et e e e e taaeeseeaaaesenens 161
(00T 2 U] [T 13 1o Y TR RPRRRPRTRN 165
Références bibliographiques..............ccuviiiiiiii i 166

128

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Chapitre 4 : Immobilisation de polymeéres fonctionnels pour I’élaboration de matériaux stimulables

Introduction

L’objectif de ce chapitre consiste a évaluer le potentiel des polymeres fonctionnalisés
élaborés dans le chapitre précédent pour la fonctionnalisation de substrats a base de titane.
Il s’agira plus particulierement de faconner des matériaux stimulables dont les propriétés
physico-chimiques de surface (balance hydrophile/hydrophobe) peuvent étre contrdolées par
utilisation de la température ou du rayonnement ultra-violet. Ainsi, dans un premier temps,
nous développerons le concept utilisé précédemment pour I'immobilisation des polyméres
parfaitement définis en vue de concevoir des plateformes de titane thermo-stimulables. Nous
exploiterons ensuite la réactivité du groupement maléimide dans I'objectif d’immobiliser sur
la plateforme Ti-DM un polymére thermosensible fonctionnalisé en extrémité de chaine par
une fonction thiol. Enfin, dans une derniere partie, la stratégie « graft to » sera employée afin
de fonctionnaliser des substrats, a base de titane ou d’ITO, par des polymeéres incorporant
I’ancre nitro-catéchol en extrémité de chaine. L'influence du rayonnement ultra-violet sur les
propriétés physico-chimiques de surface du matériau sera étudiée. Nous présenterons
également tout au long de ce chapitre, les différentes études physico-chimiques effectuées
pour caractériser les surfaces fonctionnalisées (ATR, XPS, électrochimie), pour examiner la
morphologie des films greffés (AFM) et pour évaluer la balance hydrophile/hydrophobe des

substrats (angle de contact).

I. Immobilisation de polymeres fonctionnalisés en extrémité de
chaine sur les plateformes Ti-DF et Ti-DM pour |’élaboration de

surfaces thermo-stimulables

La premiére stratégie exposée dans ce chapitre vise a exploiter la versatilité des ancres
a base de dopamine et la thermo-réversibilité de la réaction de Diels-Alder. L'objectif consiste
a développer le concept utilisé dans le chapitre 2 afin d’'immobiliser sur les plateformes Ti-DF
et Ti-DM, des polymeres parfaitement définis fonctionnalisés en extrémité de chaine par un
motif furane ou maléimide. Il s’agira plus particulierement d’élaborer des plateformes de
titane thermo-stimulables aux propriétés physico-chimiques modulables par le choix de la

nature du polymere (Figure 1V.85).
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Plateforme de titane
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Figure IV.85 : lllustration de la stratégie permettant I’élaboration de plateformes de titane thermo-
stimulables par immobilisation de polyméres fonctionnels

I.1. Immobilisation des polymeéres et caractérisations des plateformes
Ti-DF et Ti-DM post-fonctionnalisées

1.1.1. Immobilisation des polyméres élaborés a partir des CTA4’ et CTA3
sur les plateformes Ti-DF et Ti-DM
Dans un premier temps, les plateformes Ti-DF et Ti-DM, décrites dans le chapitre 2, ont
été soumises a une réaction de Diels-Alder en présence des polyméres élaborés a partir des
agents de transfert CTA4’ et CTA3 respectivement et dont les caractéristiques sont rappelées

dans le Tableau IV.7.

Tableau IV.7 : Récapitulatif des caractéristiques des polyméres engagés dans la réaction de DA sur les
plateformes Ti-DF et Ti-DM

Extrémité de | Dénomination 1 b b
chaine polymére Mngyn (8.mol™) °| Mnggc (g.mol™) b

CTA3-POEGA 15050 6650 1,22

Furane CTA3-PTFEA 11250 3600 1,18

CTA3-PNIPAM 12900 7500 1,18

CTA4'-POEGA 16700 7160 1,22

Maléimide CTA4'-PTFEA 11200 2450 1,22

CTA4'-PNIPAM 18200 12060 1,37

a) Déterminées par RMN 1H, b) Déterminés par SEC THF (POEGA et PNIPAM) et SEC toluéne (PTFEA)
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Comme précédemment, la réaction de cycloaddition est réalisée par imprégnation des
plateformes de titane fonctionnalisées dans une solution concentrée de chaque polymere,
pendant une semaine a 60°C. Apres post-fonctionnalisation des plateformes, les échantillons

sont abondamment rincés puis sont séchés sous flux d’azote avant d’étre caractérisés.

1.1.2. Caractérisations des plateformes post-fonctionnalisées

Afin de confirmer I'immobilisation des polymeres fonctionnalisés sur les plateformes
de titane via la réaction de cycloaddition [4+2] de Diels-Alder, les surfaces ont tout d’abord
été caractérisées par infrarouge par Réflexion Totale Atténuée (ATR). Les spectres IR/ATR des
surfaces fonctionnalisées ainsi que ceux des polymeéres ayant servi au greffage sont

répertoriés dans la Figure 1V.86.

Ti-DM+ W _____ Ti-DM + CTA3 PTFEA
— T -
—_
5 7
s TiDF + 2 e o TiDF + CTA4' PTFEA
————— o
g 3
g 5
£ E
% T @
g 8
- 4 1 = T = = - CTA3/4' PTFEA
| o ‘-k‘:g\
= | .

L} L} L} T L} L}
T T T T T T L
3500 3000 2500 2000 1500 1000 3600 3200 2800 2400 2000 1600 1200

. -1
Nombre d'onde (cm™") Nombre d'onde (cm™)

c)

Ti-DM+ CTA3 PNIPAM

————— Ti-DF + CTA4' PNIPAM

CTAZ/4' PNIPAM

%
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|
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Nombre d'onde (cm'1)

Figure IV.86 : Spectres IR/ATR des plateformes Ti-DF et Ti-DM post-fonctionnalisées a I'aide des
polyméres CTA3/CTA4’-POEGA (a), CTA3/CTA4’-PTFEA (b) et CTA3/CTA4’-PNIPAM (c). La région
d’absorption du cristal Zn/Se a été supprimée
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Les spectres IR/ATR des plateformes de titane fonctionnalisées par le POEGA (Figure
IV.86, a) montrent clairement la présence de bandes d’absorption caractéristiques situées a
1730 cm™ et 1100 cm™ correspondant aux vibrations d’élongations des liaisons C=0 et C-O
respectivement que I'on retrouve dans le spectre IR du squelette polymére. Nous pouvons
également remarquer des bandes de vibration situées a 2870 cm™ caractéristiques des liaisons

C-H présentes sur le squelette et la chaine latérale du polymere.

Concernant les plateformes modifiées a I'aide du poly acrylate fluoré (Figure 1V.86, b), nous
pouvons noter, de la méme maniére, des bandes de vibrations a 1750 cm™ et 1140 cm™
caractéristiques du groupement carbonyle (v c-o et L c.0). De plus, une bande d’absorption
située a v = 1280 cm™ correspondant a I'élongation des liaisons C-F du polymére fluoré est

également clairement identifiable 2.

Enfin, les spectres ATR (Figure IV.86 c) des surfaces fonctionnalisées par le PNIPAM, attestent
la présence du polymére dans la mesure ol des bandes de vibrations caractéristiques des
liaisons des fonctions amides du PNIPAM sont observées (U n-n = 3300 cm™, v =0 = 1640 cm™

et & n-n = 1530 cm™).

L'ensemble des plateformes fonctionnalisées ont également fait |'objet de
caractérisations XPS (Figure IV.87). Les compositions atomiques de surface associées sont

résumées dans le Tableau IV.8.
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Tableau V.8 : Quantifications atomiques obtenues sur les plateformes de titane fonctionnalisées par
les ancres catéchols et post-fonctionnalisées par les polyméres modifiés en extrémité de chaine
(valeurs exprimées en %)

Ti2p O1s Cls N1s F1s S2p Zn 2p3
Ti 24.95 54.03 19.92 0.89 0.20
Ti Dopamine Furane 16.51 40.99 39.97 2.02 0.49
(Ti-DF) 5 : g g :
S 5.93 39.63 48.59 3.0 2.82 0.03
5. i .5 i 2.82 .
CTA4’-POEGA
THDI 4.51 25.43 48.65 1.03 20.02 0.24 0.04
CTA4’-PTFEA ) ’ ) ’ ) ) ’
j-DF+
Ti-DF 6.54 24.66 58.93 8.98 0.78
CTA4’-PNIPAM
Ti Dopamine 12.10 34.74 49.88 2.89 0.36
Maleimide (Ti-DM) ) ’ ’ ) ’
A 8.35 36.45 50.94 2.68 1.52 0.07
.35 45 50. 2. .52 .
CTA3-POEGA
DM 5.58 25.32 50.01 1.59 16.99 0.2 0.06
CTA3-PTFEA ) ’ ) ’ ) ’ '
i-DM+
Ti-DM 3.51 17.62 68.23 10.13 0.43
CTA3-PNIPAM

De maniére générale, nous observons sur chaque plateforme de titane post-fonctionnalisée,
une diminution significative des signaux du titane Ti 2p a 458,6 eV ainsi gu’une augmentation
de la composante relative au carbone C 1s située aux alentours de 285 eV, en accord avec
I'immobilisation des polymeéres sur les substrats de titane. De plus, la présence de soufre S 2p
est logiquement détectée sur les plateformes apres fonctionnalisation et provient des

groupements trithiocarbonates présents en extrémité de chaine des polyméres.
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Plateforme Ti-DF Plateforme Ti-DM
-IPAM ]
Ti-DM + CTA3 PNIPAM
g: - Ti-DF + CTA4' PTFEA g . Ti-DM + CTA3 PTFEA
= = ] 01
: : I
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Figure IV.87 : Spectres XPS des plateformes Ti-DF (gauche) et Ti-DM (droite) fonctionnalisées par les
polymeres préparés a partir des agents de transfert CTA4’ et CTA3

Des changements importants dans la composition chimique de surface sont observés en

fonction de la nature du polymeére greffé lors de la réaction de DA:

- En effet, en ce qui concerne le POEGA, on observe principalement sur la surface
modifiée, la présence d’oxygéne O 1s a 530 eV et de carbone C 1s a 285 eV

provenant des longues chaines latérales de poly (éthyléne glycol).

- Par ailleurs, un signal important de fluor F 1s situé a 689 eV est observé sur les

plateformes apres réaction des surfaces avec le polymére fluoré.

- Enfin, on distingue une augmentation importante des signaux relatifs a I'azote N 1s
situé a400 eV et au carbone C 1s présent a 285 eV aprés immobilisation des chaines

PNIPAM sur les substrats a base de titane.

Les analyses XPS permettent également d’évaluer |'épaisseur des films polyméres immobilisés
sur ces plateformes en mesurant l'intensité des signaux du niveau de coeur du titane Ti 2p
avant (lo) et aprés post-fonctionnalisation (I). En effet, en utilisant I'Equation V.2, ou 0
représente I'angle d’incidence des rayons X par rapport a la surface (90 degrés dans notre cas)
et A le libre parcours moyen des photoélectrons (Ati2p = 32 A) 3, des films polyméres de

guelques nanometres d’épaisseur ont pu étre estimés (entre 1 et 2 nm).
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| : Intensité du signal aprés post-fonctionnalisation des plateformes

d
I _
T = e( isinﬂ) lo : Intensité du signal des plateformes Ti-DF et Ti-DM
0
d : épaisseur du film formé
A :libre parcours moyen des photoélectrons

0 : angle d’incidence des rayons X

Equation IV.2 : Formule employée pour la détermination par XPS de I'épaisseur des films polyméres

1.1.3. Etude des propriétés physico-chimiques de surface

Comme nous I’avons vu dans le chapitre 2, I'immobilisation de (macro)molécules sur
les plateformes de titane a une influence sur les propriétés physico-chimiques de surface et
notamment sur la balance hydrophile/hydrophobe du matériau. Par conséquent, nous avons
étudié I'impact du greffage des polymeéres sur la mouillabilité des plateformes Ti-DF et Ti-DM

par des mesures d’angles de contact (eau) (Figure 1V.88).

Plateforme + CTA4’-PTFEA
Ti-DF n

=

+ CTA4’-POEGA

n DA

i Hydroph@be

——

Hydrophile

+ CTA3-PTFEA

Y

+ CTA3-POEGA “ @

i e .
Bt

‘ Plateforme

Ti-DM
Figure IV.88 : lllustration présentant les mesures d’angles de contact (eau) réalisées sur les

plateformes Ti-DF et Ti-DM fonctionnalisées par les polyméres CTA4’/CTA3-POEGA et CTA4’/CTA3-
PTFEA
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Comme attendu, le caractere hydrophobe des deux plateformes de titane augmente de
maniere importante apres I'immobilisation des polyméres fluorés. En effet, apres la réaction
de cycloaddition, les valeurs d’angles de contact passent de 68° a 113° et de 78° a 118° pour
les plateformes Ti-DF et Ti-DM respectivement. Ces valeurs sont légérement plus importantes
gue celles obtenues dans le cadre de I'immobilisation du Zonyl (= 100°, voir chapitre 2) et sont
en adéquation avec les valeurs obtenues dans la littérature dans le cadre de I'immobilisation
de (macro)molécules fluorées sur des substrats en titane #>. Les réactions de Diels-Alder
réalisées sur les plateformes en présence des polyacrylates d’oligo (éthyléne glycol)
fonctionnalisés en extrémité de chaine ont, quant a elles, permis d’obtenir des surfaces a
caractére beaucoup plus hydrophile (52° et 54° aprés fonctionnalisation de Ti-DF et Ti-DM
respectivement) ©. Enfin, des valeurs d’angles de contact de 70° ont été obtenues aprés
immobilisation des PNIPAM modifiés. Ces valeurs sont en accord avec la littérature 7 mais

restent trop proches de celles des plateformes Ti-DF et Ti-DM pour étre exploitables.

En conclusion, I'immobilisation de polymeres parfaitement définis fonctionnalisés en
extrémité de chaine par le motif furane ou maléimide sur les plateformes de titane, par
réaction de Diels-Alder, a été réalisée avec succes. En fonction de la nature du polymere
engagé dans la fonctionnalisation, une modification notable des propriétés physico-chimiques

de surface, ici la balance hydrophile/hydrophobe, est observée.

I.2. Etude du recyclage des plateformes Ti-DF et Ti-DM fonctionnalisées

1.2.1. Détachement des polyméres fluorés immobilisés sur les
plateformes Ti-DF et Ti-DM par rDA

Selon le principe évoqué dans le chapitre 2, nous avons étudié le potentiel des
plateformes fonctionnalisées par les polymeéres a étre recyclées thermiquement par rétro
Diels-Alder. Afin de pouvoir suivre facilement I'effet de la rDA sur les substrats modifiés par
des analyses XPS et des mesures d’angle de contact, nous avons choisi de réaliser la réaction

sur les plateformes fonctionnalisées par les polyméres fluorés.
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Pour cela, les surfaces hydrophobes ont été immergées dans du toluene a reflux, pendant 4,
7 et 14 jours. Le processus de décrochement des polyméres CTA4’/3-PTFEA des plateformes

de titane a tout d’abord été suivi par des analyses XPS (Figure IV.89).

F1s

. F1 .
{ Plateforme Ti-DF s < Plateforme Ti-DM
—_ JR— Ti-DM + CTA3 PTFEA
= l Ti-DF + CTA4'PTFEA ‘g
5 s
Qe | _ 2
D rDA 4 jours g rDA 4 jours
g | i 2 7 |
E E
- p rDA 7 jours
T } DA 7 jours
w —_—"\—'/\L*—_JM
| T T v T v T v T v T T 1 T T v T T T T T T T T 1
1200 1000 800 600 400 200 0 1200 1000 800 600 400 200 0

Energie de liaison (eV) Energie de liaison (eV)

Figure IV.89 : Spectres XPS des plateformes Ti-DF (gauche) et Ti-DM (droite) fonctionnalisées par les
polyméres CTA4’/3-PTFEA avant (vert) et aprés rDA réalisées pendant 4, 7 et 14 jours (noir)

Sur les spectres XPS ci-dessus, nous pouvons distinguer tres clairement pour les deux
plateformes, une diminution significative du signal du fluor F 1s apres 4 jours de traitement
thermique. Ces observations confortent ainsi le détachement des chaines polyméres du
substrat, toutefois la réaction ne semble pas totale dans la mesure ou une quantité
importante de fluor reste présente sur les surfaces. En effet, par intégration des aires relatives
aux pics du fluor avant et aprés rDA, il s’avére que le rendement de la réaction n’est que de
54 % et 66 % apres 4 jours de rDA pour les plateformes Ti-DF et Ti-DM respectivement. Ainsi,
il s’avere plus difficile d’effectuer la réaction de rétro Diels-Alder sur les substrats de titane
modifiés a l'aide des polymeéres fonctionnalisés que sur les plateformes étudiées
précédemment (voir chapitre 2). Nous pouvons toutefois supposer que I'augmentation du
temps de rDA peut potentiellement augmenter le rendement de cette réaction. Afin de
vérifier cette hypothése, ces mémes plateformes ont subi une réaction de rDA pendant 7 et

14 jours et ont été caractérisées par des analyses XPS.
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Tableau V.9 : Quantifications atomiques obtenues sur les plateformes de titane fonctionnalisées par
les polymeres PTFEA avant (vert) et aprés réaction de rétro Diels-Alder (noir) pendant des durées de 4,
7 et 14 jours (valeurs exprimées en %)

Ti Dopamine Furane
(Ti-DF)

16.51

40.99

39.97

2.02

0.49

Ti-DF+
CTA4’-PTFEA

Ti-DF+
CTA4>-PTFEA+rDA
(4 jours)

Ti-DF+
CTA4’-PTFEA+rDA
(7 jours)

Ti-DF+
CTA4’-PTFEA+rDA
(14 jours)

4.51

9,94

10,88

7,62

25.43

34,80

39,72

41,91

48.65

41,90

39,85

44,43

1.03

1,91

2,52

2,83

20.02

10,35

7,03

3,21

0.24

0,47

0.04

0,08

Ti Dopamine
Maleimide (Ti-DM)

12.10

34.74

49.88

2.89

0.36

Ti-DM+
CTA3-PTFEA

Ti-DM+
CTA3-PTFEA+rDA
(4 jours)
Ti-DM+
CTA3-PTFEA+rDA
(7 jours)

Ti-DM+
CTA3-PTFEA+rDA
(14 jours)

5.58

10,99

10,31

10,17

25.32

33,93

31,87

35,49

50.01

45,41

52,14

52,32

1.59

1,81

1,36

1,03

16.99

6,55

4,32

0,99

0.2

0,27

0.06

0,08

Comme attendu, aprés 7 jours de rDA, nous remarquons pour les deux plateformes,

une diminution plus importante du signal du fluor F 1s sur les spectres XPS (Figure 1V.89). Les

guantifications atomiques (Tableau IV.9) mettent désormais en évidence la présence de fluor

dans des proportions plus faibles (7,0 % vs 10,3 % pour Ti-DF et 4,3 % vs 6,5 % pour Ti-DM)

apres un traitement thermique plus long. Cette tendance se confirme apres deux semaines de

rDA puisque le signal du fluor F 1s a quasiment disparu sur les spectres XPS des deux

plateformes ; seuls quelques résidus sont encore décelables (1 a 3 %, Tableau 1V.9). Les

rendements de rDA peuvent ainsi étre estimés a 87 % et 97 % pour les plateformes Ti-DF et

Ti-DM respectivement.

jours la durée du traitement thermique servant a la réaction de rétro Diels-Alder.
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Etant donné les résultats obtenus, nous avons ainsi, pour la suite de I'étude, fixé a 14
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1.2.2. Modification des propriétés physico-chimiques de surface
permutation de la balance hydrophile/hydrophobe
Bien que la rDA ne soit pas efficace a 100%, nous avons étudié la possibilité d’engager
une seconde réaction de Diels-Alder (DA2) sur les plateformes recyclées en vue de leur
octroyer, cette fois-ci, un caractére hydrophile. Pour préparer ces surfaces, les substrats ont
été engagés dans une 2™ réaction de Diels-Alder a I'aide des polyméres CTA3/4’-POEGA 3
caractéres hydrophiles. L'immobilisation des polymeéres sur les plateformes Ti-DF et Ti-DM

apres DA2 a été suivie par des mesures d’angle de contact (Figure IV.90).
+CTA4"-PTFEA

Plateforme

+CTA4’-POEGA + CTA4’-POEGA

Plateforme

Ti-DM - * >

+CTA3-POEGA +CTA3-POEGA

-

Figure IV.90 : Modulation de la mouillabilité de surface & travers la séquence DA1/rDA/DA2
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Les analyses d’angle de contact montrent pour les deux plateformes :

- Une diminution du caractéere hydrophobe aprés réaction de rDA sur les plateformes
modifiées suggérant une élimination des polymeéres des substrats étant donné que les valeurs
des angles de contact observées aprés rDA sont relativement proches de celles obtenues avec
les plateformes Ti-DF et Ti-DM (76° + 3 et 73° + 3 contre 68° + 3 et 78° + 4 respectivement).

- Une augmentation du caractere hydrophile aprés une seconde cycloaddition (DA2)
réalisée avec les polymeres CTA4’/3-POEGA (57° + 3 et 58° + 2 pour Ti-DF et Ti-DM). Les
résultats sont en accord avec les valeurs des angles de contact obtenues par DA1 avec ces
mémes polymeres hydrophiles.

Afin de confirmer ces observations, des analyses XPS ont été effectuées sur les

substrats modifiés a I'aide des chaines polymeres de poly (éthyléne glycol) par DA2 (Figure

IV.91).
- O1s
DA2
F1s
. Cis
_ 17% Ti2p
o Plateforme Ti-DM
=
poi O1s
2 DA2
s
E -
C1s
Ti2p
3,5%
1 Plateforme Ti-DF
1200 1000 800 600 400 200 0

Energie de liaison (eV)

Figure IV.91 : Spectres XPS des plateformes Ti-DF et Ti-DM fonctionnalisées par les polyméres
CTA4’/3-POEGA apreés DA2

Malgré la présence de fluor résiduel, qui ne représente que 2-3% des especes atomiques
présentes en surface, nous observons principalement sur les spectres XPS des deux
plateformes, la présence de carbone C 1s et d’oxygene O 1s. De plus, les déconvolutions des
niveaux de cceur du carbone C 1s révelent, dans les deux cas, la présence des composantes C-

C,C-Het C-0a284,9 eV et 286,2 eV respectivement, attribuables a la chaine de POEGA. Il est
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a noter que les composantes de cet élément se retrouvent dans des proportions identiques a
celles obtenues lors d’'une DAL réalisée en présence des mémes POEGA (Figure 1V.92).

Néanmoins, une composante a 293,0 eV attribuable au -CF; reste identifiable.
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Figure IV.92 : Comparaison des spectres XPS de niveau de cceur du carbone C 1s des plateformes de
titane fonctionnalisées a I'aide des polyméres CTA3/4’-POEGA par DA1 et apres rDA/DA2

En conclusion, comme démontré lors du chapitre 2, il s’avere possible de
fonctionnaliser des plateformes de titane par greffage de polymeres fonctionnels
parfaitement définis en exploitant la réaction de Diels-Alder. De plus, en exploitant la thermo-
réversibilité de la réaction, il est possible de moduler sur commande les propriétés de surface
du matériau et plus particulierement la balance hydrophile/hydrophobe, en choisissant

judicieusement la nature du polymere.
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Il. Exploitation des plateformes a base de Dopamine-Maléimide

pour I'immobilisation d’un polymeére fonctionnel via la réaction de

thiol-éne

La stratégie employée dans cette partie consiste a exploiter les plateformes de titane
Ti-DM décrites dans le chapitre 2, afin d’immobiliser des polymeéres fonctionnels via la
réaction de thiol-éne. Il s’agit plus particulierement de greffer sur cette plateforme un
polymére thermo-stimulable incorporant une fonction thiol en extrémité de chaine. En
combinant les propriétés de greffage de I'ancre catéchol avec cette chimie qualifiée de chimie
« Click », il devient envisageable d’immobiliser diverses (macro)molécules en conditions

douces, notamment dans |'objectif d’élaborer des matériaux stimulables.

o]
Sone
8 N-N;? + HSwmv —— A~N>;;(
o) i o)
. ) ' Chimie « Click »

Titane nu Plateforme Ti-DM &

o -

‘\;) = HSwww» L(“-»(.L 1 Q(“C = polymere fonctionnel

Fonctionnalisation de la
plateforme par thiol-éne

Figure IV.93 : Stratégie utilisée pour immobiliser des polyméres fonctionnels sur une surface de titane

II.1. Immobilisation de polymeéres sur une plateforme Ti-DM par
réaction de thiol-éne

Dans un premier temps, nous avons démontré le concept de fonctionnalisation par
thiol-ene en immobilisant sur une plateforme Ti-DM, une sonde électrochimique de type
ferrocéne munie d’une fonction thiol. Nous avons ensuite étendu cette stratégie au greffage
du polymere CTAS5’-PNIPAM, décrit dans la partie 1ll.3. du chapitre 3, sur cette méme

plateforme.
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11.1.1. Preuve du concept : fonctionnalisation de la plateforme Ti-DM par

une sonde électrochimique

Pour valider le concept de fonctionnalisation par réaction de thiol-eéne, les plateformes

Ti-DM ont été imprégnées dans une solution concentrée de 6-hexanethiol ferrocéne (HS-Fc)

pendant 3 jours a 60 °C. Apreés rincage, les échantillons ont été caractérisés par des analyses

XPS afin d’examiner la présence de la sonde électro-active sur la plateforme de titane.
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Figure IV.94 : Spectres XPS des plateformes Ti-DM avant (rouge) et aprés fonctionnalisation par la
sonde ferrocéne porteur d’un groupement thiol (violet)

Le spectre XPS de la plateforme Ti-DM fonctionnalisée permet de confirmer I'immobilisation

de la sonde ferrocéne dans la mesure ou nous observons trés distinctement, aprées réaction,

une diminution du signal du titane Ti 2p a 458,6 eV, une augmentation importante du signal

du carbone C 1s a 284,7 eV ainsi que I'apparition de fer Fe 2p et de soufre S 2p attribuable a

la sonde HS-Fc (Figure IV.94). De plus, la déconvolution du niveau de coeur du fer (Fe 2p)

montre les deux composantes caractéristiques du fer a 707,8 eV (2ps/2) et 720,6 eV (2p12)

attribuables au motif ferrocene. Par ailleurs, la déconvolution du niveau de coeur du soufre

(S 2p) met en évidence I'existence d’'une composante S-C a 163,4 eV comme attendu mais

également de maniere plus surprenante, la présence d’'une composante a 168,3 eV attribuable

a des espéces de type S-O 8.

© 2014 Tous droits réservés.

143

doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Chapitre 4 : Immobilisation de polymeéres fonctionnels pour I’élaboration de matériaux stimulables

L'immobilisation de la sonde électro-active a également été confirmée par des
mesures de voltampérométrie cyclique. En effet, le CV de la plateforme Ti-DM fonctionnalisée
présente une vague d’oxydation a Epox=0,52 V ainsi qu’une vague de réduction a Epreq = 0,34 V
(vs Ag/AgCl) correspondant respectivement a I'oxydation et a la réduction du motif ferrocene
(Figure IV.95, gauche). Le léger décalage observé entre ces deux pics provient trés
certainement de la formation d’un film organique résistif a la surface de titane. Pour confirmer
le greffage du motif ferrocéne sur la surface, nous avons réalisé une étude consistant a suivre
I’évolution des intensités des pics d’oxydo-réduction en fonction de la vitesse de balayage
(Figure IV.95, droite). L’évolution linéaire obtenue pour les vagues d’oxydation et de réduction
traduit un régime d’oxydo-réduction confiné a [I'électrode et confirme ainsi une

immobilisation de la sonde et non une simple adsorption sur la surface.
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Figure IV.95 : (Gauche) Voltampérogramme cyclique de la plateforme Ti-DM fonctionnalisée par le 6-
hexanethiol ferrocéne;
Conditions: acétonitrile / TBAPFs 0,1M ; vitesse de balayage de 50 mV.s™
(Droite) Evolution de I'intensité des pics d’oxydo-réduction en fonction de la vitesse de balayage

Par ailleurs, nous avons pu estimer le taux de recouvrement en unité électro-active sur les
plateformes Ti-DM par intégration du signal du ferrocéne et en utilisant 'Equation I1.1. Ce
dernier, évalué a T = 2,14 x 10'®> molécules.cm™, s’avére 15 fois plus important que celui
obtenu dans le chapitre précédent, par réaction de Diels-Alder (Ti-DM + composé 7). Cette
différence peut a priori s’expliquer par une réactivité plus importante du groupement
maléimide a I'égard de I'addition de type thiol-€ne et moindre pour la réaction de Diels-

Alder °.
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Afin de mieux comprendre 'origine de ce taux de recouvrement important et de tenter
d’expliquer la présence de la composante S-O dans le spectre XPS du soufre, nous avons
réalisé une expérience témoin consistant a greffer la sonde HS-Fc en absence de I'ancre DM
sur la surface. En effet, les groupements thiols sont connus pour s’adsorber sur de oxydes
métalliques 19, toutefois a notre connaissance, 'immobilisation de ces groupements sur des
surfaces de titane n’a été que trés peu étudiée 12, Ainsi, afin de s’assurer de I'absence
d’interactions entre les composés thiolés et le titane, une surface dépourvue d’ancre a été

mise en contact avec le 6-hexanethiol ferrocene dans les conditions précitées.

Aprés fonctionnalisation, les substrats de titane ont été caractérisés par
voltampérométrie cyclique afin de sonder le motif ferrocene. La Figure 1V.96 de gauche
montre le voltampérogramme cyclique enregistré sur la surface. Contre toute attente, un
signal électrochimique attribuable au motif ferrocéne a été obtenu. L’évolution linéaire de
I'intensité des pics d’oxydo-réduction avec la vitesse de balayage (Figure V.96, droite)
démontre l'immobilisation du motif électro-actif sur la surface et non une simple

physisorption.
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Figure IV.96 : (Gauche) Superposition des voltampérogrammes cycliques obtenus apreés
fonctionnalisation par le 6-hexanethiol ferrocéne d’une surface de titane dépourvue d’ancre catéchol
et de la plateforme Ti-DMp ;

Conditions : acétonitrile / TBAPFs 0,1M ; vitesse de balayage de 50 mV.s™
(Droite) Evolution de I'intensité des pics d’oxydo-réduction des deux surfaces de titane « témoins » en
fonction de la vitesse de balayage

Ces résultats semblent indiquer qu’il existe, dans les conditions d’'immobilisation, des
interactions fortes entre les oxydes de titane et les fonctions thiols de |la sonde ferrocene. En

effet, I'intégration du signal électrochimique obtenu (Figure IV.96, gauche, courbe violette)
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indique un taux de recouvrement I" = 8,75 x 10'* molécules.cm soit une valeur 2,5 fois moins
importante que précédemment. De plus, un taux de recouvrement environ 2 fois plus faible
est observé si le traitement piranha n’est pas opéré sur la surface ce qui indique clairement
une interaction des oxydes de titane avec les dérivés soufrés (Figure IV.97). Ainsi, la
composante observée précédemment a 168,3 eV en XPS pourrait correspondre a une liaison
de type Ti-O-S 13 et I'intégration des différentes composantes du soufre S 2p permettrait de
mettre en évidence une répartition de 51 % pour la fonctionnalisation par thiol-éne et de 49 %
pour la réaction avec les hydroxyles de surface (Figure 1V.94). Il faut également noter qu’une
oxydation partielle du soufre peut survenir en présence des rayons X et amplifierait la

présence de la composante a 168,3 eV 41>,

25 =
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Figure V.97 : Récapitulatif des taux de recouvrement en unité électro-active obtenus sur les différents
types de substrats fonctionnalisés

Toutefois, il est également possible d’envisager dans les conditions opératoires
utilisées, une oxydation partielle des fragments catéchols en quinones suivie d’'une réaction
d’addition de type Michaél de la sonde ferrocene sur I'ancre chimique. Afin de confirmer cette
hypothése et de quantifier la part de cette réaction dans le taux de fonctionnalisation obtenu,
nous avons synthétisé une nouvelle ancre chimique a base de dopamine incorporant un

groupement maléimide dont la fonction a été protégée (DMp) (Figure IV.98).
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La voie de syntheése de I'ancre DMp ainsi que les caractérisations associées sont

présentées en partie expérimentale.

HO OH
OH OH MeOH/H,0 o o
—_—

TA, 1 nuit

Figure IV.98 : Schématisation de la fonctionnalisation du titane par I'ancre DMp

Apres modification de la surface de titane par I'ancre DMp par dip-coating (Figure
IV.98), la nouvelle plateforme a été mise en contact avec la sonde électro-active HS-Fc dans
les mémes conditions que précédemment puis de nouvelles caractérisations ont été réalisées
par voltampérométrie cyclique afin de sonder le motif ferrocéne. L'enregistrement du CV de
la plateforme Ti-DMp fonctionnalisée (Figure IV.96, gauche, courbe orange) a permis de
mettre en évidence I'existence d’une vague d’oxydo-réduction centrée a 0,47 V (vs Ag/AgCl)
traduisant la présence de ferrocéne sur la surface. De plus, I'évolution linéaire des courbes
i=f(v) confirme I'immobilisation de la sonde électro-active sur le substrat (Figure V.96, droite
courbe orange). Le taux de recouvrement observé avec la plateforme Ti-DMp fonctionnalisée
est de I' = 7,31 x 10%* molécules.cm (Figure IV.97). Cette valeur est trés proche de celle
observée sur une surface Ti + HS-Fc et semble indiquer qu’il n’existe pas (ou tres peu)
d’addition nucléophile des fonctions thiols sur les formes quinone des ancres a base de
dopamine et que seuls les oxydes de titane ainsi que I'ancre DM sont a l'origine de

I'immobilisation de la sonde Hs-Fc sur la surface.

En conclusion, malgré la présence d’interactions des groupements thiols avec les
oxydes du titane, la stratégie de fonctionnalisation des plateformes Ti-DM par la réaction de
thiol-eéne s’est avérée extrémement efficace puisque des taux de recouvrement de I' = 2,14 x
10%° molécules.cm™ ont été obtenus. Ces taux de recouvrement restent beaucoup plus élevés

gue ceux calculés avec la stratégie par Diels-Alder. Les groupements maléimide présents sur
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I’ancre chimiqgue DM jouent donc un role essentiel dans la fonctionnalisation des surfaces de

titane par la réaction de thiol-ene.

11.1.2. Immobilisation du polymere CTA5’-PNIPAM et caractérisation des
plateformes Ti-DM post-fonctionnalisées par XPS et CV

Fort de ce succes, nous avons envisagé de greffer sur les plateformes Ti-DM, des
polyméres parfaitement définis, préparés par polymérisation radicalaire contrblée et
intégrant en extrémité de chaine une fonction thiol réactive. Pour ce faire, les plateformes Ti-
DM ont été mises en contact avec une solution concentrée du polymere CTA5’-PNIPAM
préparé dans le chapitre précédent, dans les mémes conditions opératoires. Aprés
fonctionnalisation de la plateforme et rincage des échantillons pour éliminer I'exces de

polymeére non greffé, les surfaces ont été caractérisées par XPS.

L'immobilisation du polymere CTA5’-PNIPAM sur la plateforme Ti-DM est sans
équivoque. En effet, le spectre XPS présenté Figure IV.99, permet de distinguer clairement
apres fonctionnalisation de la plateforme, une augmentation des signaux C 1s a 285,4 eV et

N 1s a 400,4 eV imputables a la présence du polymeére sur la surface.

=
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@ Ols
=
c
2
£
i Plateforme Ti-DM Ti-DM
T T ¥ T ¥ T T T T T T 1
1200 1000 800 600 400 200 0

Energie de liaison (eV)

Figure 1V.99 : Spectres XPS des plateformes Ti-DM avant (rouge) et apres fonctionnalisation par le
CTA5’-PNIPAM (noir)
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Par ailleurs, afin de s’assurer qu’il n’existe aucune adsorption des groupements
trithiocarbonates ou de la chaine polymeére sur la surface fonctionnalisée, une plateforme Ti-
DM a également été mise en contact avec le polymére CTA5-PNIPAM (Mnsgc = 9120 g.mol?)
et la surface résultante a été caractérisée par XPS. Les quantifications atomiques répertoriées
ci-dessous montrent que les valeurs obtenues sont quasi identiques a celles d’une surface de
titane fonctionnalisée par I'ancre DM, confirmant ainsi I'importance de la présence des
fonctions thiols dans le processus d’immobilisation des polyméres sur la plateforme Ti-DM par
la stratégie thiol-ene.
Tableau IV.10 : Comparaison des quantifications atomiques obtenues sur la plateforme Ti-DM avant

et apreés fonctionnalisation par le polymére CTA5-PNIPAM porteur d’un groupement trithiocarbonate
(valeurs exprimées en %)

Ti 2p O1s Cls N1s S2p Zn 2p3 Na 1s Cl2p

Ti Dopamine 12.10 | 3474 | 49.88 | 2.89 0.36
Maleimide (Ti-DM) . . . . .
=DM 747 | 2477 | 5943 | 604 | 025 2,032
CrA5-PNIPAM | " : : : : :
TEDM 14,67 | 36,08 | 43,13 | 2,87 0 184 | 0,74
CTA5-PNIPAM : : : : : :

Toutefois, les analyses XPS ne permettent pas de mettre en évidence la présence de
fer sur la surface fonctionnalisée par le CTA5’-PNIPAM. En effet, il est probable que la présence
du motif ferrocéne situé en extrémité de chaine du polymeére c’est-a-dire a I'extréme surface
du matériau, soit masquée par le polymere lors de la pénétration des photoélectrons X.

Pour vérifier cette hypothése, nous avons réalisé des analyses de voltampérométrie cyclique
sur les plateformes Ti-DM fonctionnalisées a I'aide du CTA5’-PNIPAM. Le CV révele la présence
d’une vague d’oxydation réversible située a 0,45 V (vs Ag/AgCl) (Figure 1V.100, courbe
violette). Cette signature caractéristique correspond a I'oxydation du motif ferrocene en ion
ferricinium et témoigne de la présence de la sonde ferrocéne sur la surface de titane 6. Pour
valider ce résultat, des analyses électrochimiques ont également été réalisées sur une
plateforme Ti-DM modifiée par le PNIPAM incorporant un groupement trithiocarbonate en

extrémité de chaine (CTA5-PNIPAM, Figure 1V.100, courbe noire).
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Figure IV.100 : Voltampérogrammes cycliques de la plateforme Ti-DM fonctionnalisée avec les
polyméres CTA5’-PNIPAM (violet) et CTA5-PNIPAM (noir)
Conditions: acétonitrile / TBAPFs 0,1M ; vitesse de balayage de 50 mV.s™

Dans ce cas, comme attendu, aucun signal attribuable au motif ferrocéne n’a été observé, ce
qui confirme une nouvelle fois le réle clé joué par la fonction thiol située en extrémité de

chaine du polymere pour le greffage.

11.1.3. Etude de la morphologie des revétements par Microscopie a Force
Atomique (AFM)

Les différentes étapes de fonctionnalisation des substrats en titane conduisant a
I'immobilisation du film polymere CTA5’-PNIPAM ont été suivies par AFM afin de visualiser la
morphologie des revétements a chaque étape (Figure IV.101). L'étude a été conduite en
utilisant des wafers de silicium sur lesquels sont déposés de fines couches d’oxyde de titane
par dépo6t en phase vapeur (Nanolane). Contrairement aux surfaces de titane utilisées dans
notre étude qui possedent une rugosité comprise entre 50 et 100 nm (suite a la finition
« miroir » du polissage mécanique), ce type de substrat présente une rugosité trés faible. Ainsi,
il devient plus aisé d’examiner la morphologie des films greffés sur la surface de I’échantillon

par AFM.
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Titane nu Plateforme Ti-DM Plateforme Ti-DM post-
fonctionnalisée par le CTA5’-PNIPAM

Figure IV.101 : Images AFM des surfaces de titane sans revétement, fonctionnalisées par I’ancre DM
et fonctionnalisées par I’ancre DM puis par le CTA5’-PNIPAM

Tout d’abord, nous observons sur le wafer de titane non modifié la présence de grains de
titane et une succession de lignes paralléles probablement formées lors du détachement du
film protecteur présent sur le matériau. Ces marques disparaissent ensuite totalement apres
fonctionnalisation de I"échantillon par I'ancre Dopamine-Maléimide, laissant place a un
revétement de surface parfaitement homogene. Aprés immobilisation du CTA5’-PNIPAM sur
la plateforme Ti-DM, des amas de polymeres apparaissant trés clairement sur la surface. Ces
observations sont en accord avec des études précédentes décrivant I'immobilisation de films

denses de PNIPAM sur des wafers de silicium 7.

En conclusion, nous avons exploité la richesse de la chimie des catéchols et la réactivité
du motif maléimide afin de concevoir des plateformes a base de titane fonctionnalisables par
réaction de type thiol-éne. Par cette stratégie, un polymére thermo-stimulable fonctionnalisé
en extrémité de chaine par une fonction thiol a pu étre immobilisé. Des travaux sont
actuellement en cours afin d’étudier I'influence de la température sur les propriétés physico-

chimiques du matériau fonctionnalisé.

151

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014
Chapitre 4 : Immobilisation de polyméres fonctionnels pour I’élaboration de matériaux stimulables

lll. Immobilisation de polymeéres fonctionnalisés par un

groupement nitro-catéchol pour [I'élaboration de surfaces

photosensibles

L'objectif de cette partie consiste a immobiliser des polymeéres fonctionnalisés en
extrémité de chaine par un groupement « nitro-catéchol » en vue d’élaborer des matériaux
stimulables par rayonnement ultra-violet. Les propriétés d’ancrage des dérivés catéchols
seront ici de nouveau exploitées afin de concevoir des surfaces aux propriétés physico-

chimiques modulables sous stimulus (lumiére UV).

— ‘
wans RAFT ' « Graft to »
Surface fonctionnalisée
photo-activable
Concept
HO N ~O0. N H2N . ’
T Rete =2 00+ R
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C00peea® - polymere fonctionnel s
OCCC = polymere jonctionne Plateforme photoclivée

Figure IV.102 : Concept visant a élaborer des surfaces photosensibles par I'intermédiaire de polymeéres
fonctionnalisés par un motif nitro-catéchol

lll.1. Les dérivés du nitrobenzéne pour [I'élaboration de surfaces
photosensibles

I11.1.1. Les dérivés o-nitrobenzene

En raison de leurs cinétiques de réactions trés rapides, les molécules dérivées du
nitrobenzéne sont extrémement attrayantes et sont devenues les structures les plus utilisées

dans le domaine des matériaux photosensibles 18, Ces composés sont généralement employés
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a travers une stratégie consistant a insérer le groupement en milieu ou en extrémité de la
(macro)molécule afin de lui conférer un caractére photosensible. Ainsi, des surfaces photo-
contrOlables peuvent étre obtenues a I'aide de ces (macro)molécules qui peuvent étre

décrochées du substrat par effet d’'un rayonnement UV (Figure 1V.103).
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Figure IV.103 : Substrats photosensibles élaborés a base de PEG incorporant une entité o-
nitrobenzéne *°

111.1.2. Les nitro-catéchols

A notre connaissance, peu de travaux relatent 'utilisation de nitro-catéchols en tant
gue groupements photosensibles pour la fonctionnalisation de surfaces. Nous pouvons

néanmoins mentionner les travaux de Del Campo %°

qui consistent a exploiter les nitro-
catéchols pour élaborer des revétements photodégradables a base de polymeéres de nitro-

dopamine sur des surface en quartz.

Récemment, I'équipe de Gademann a également utilisé les propriétés des nitro-
catéchols pour fonctionnaliser des particules de TiO; et exploiter le caractere photosensible
de I'ancre pour libérer sur demande, sous rayonnement ultra-violet, des molécules modéles a

base de coumarine 1.

0 NO,

Figure IV.104 : Concept permettant de libérer des molécules greffées a la surface de particules de TiO;
grédce a la présence de nitro-dopamine (X = polymére, protéine, molécule bioactive...) %
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Dans le cadre de notre étude, nous avons exploité les excellentes propriétés d’ancrage
des motifs catéchols et le caractere photosensible du groupement nitro afin de moduler, par
rayonnement ultra-violet, les propriétés physico-chimiques de surfaces fonctionnalisées par

des polymeres a base de nitro-dopamine.

ll.2. Immobilisation des polymeéres préparés a partir du CTA6 sur le
titane et caractérisations des surfaces fonctionnalisées

La premiere étape de la stratégie consiste a fonctionnaliser les surfaces de titane par
dip-coating en employant les polymeéres préparés a partir de I'agent de transfert CTA6 selon
une approche « graft-to ». Pour ce faire, les échantillons sont immergés pendant une nuit, a
température ambiante dans une solution (MeOH/H;0 1:1 v/v) contenant les polymeéres
décrits dans la partie IV.2 du chapitre 3 et dont les caractéristiques sont rappelées dans le

Tableau IV.11.

Tableau IV.11 : Caractérisations des polymeéres et conditions utilisées pour le greffage sur le titane

. 1 a b b Concentration
Polymere Mngu (8:mol ™) °| Mnggc (g.mol™) b 1
(mol.L™)
CTA6-POEGA 13400 6800 1,19 1.10°
CTA6-PTFEA 12900 1800 1,67 1.10°
CTA6-PNIPAM 10950 7000 1,23 1.10°

a) Déterminées par RMN H, b) Déterminés par SEC THF (POEGA et PNIPAM) et SEC toluéne (PTFEA)

Aprés immobilisation des polymeéres sur les substrats en titane, les échantillons sont
abondamment rincés avec le solvant utilisé pour la fonctionnalisation puis sont séchés a I'aide

d’un courant d’azote.

111.2.1. Identification du fragment catéchol par électrochimie

Les polymeéres étudiés dans cette partie ont la particularité d’étre fonctionnalisés en
extrémité de chaine par un fragment nitro-catéchol qui, nous I'avons vu précédemment,

représente une excellente sonde électrochimique. Cette remarquable propriété permet ainsi
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de contréler, par une étude de voltampéromeétrie cyclique, la présence des polymeres sur les

surfaces.

Les CV des supports en titane fonctionnalisés par les polymeres CTA6-POEGA, CTA6-PTFEA et
CTA6-PNIPAM (Figure 1V.105) mettent en évidence la présence d’une vague d’oxydation non
réversible a 0,8 V (vs Ag/AgCl) correspondant a la signature électrochimique du motif catéchol

(oxydation du catéchol en quinone).
1,0x10°°
8,0x10"* 4 % & 5

6,010 -

4,0x10™ 4
2,0x10* 4
0,0 4 = '

T r ' 1 1 1.1 rrrrrrrrrr1
04 -02 00 02 04 06 08 10 12 14 16 18
E (V) vs Ag/AgCI

1(A)

Figure I1V.105 : Voltampérogrammes cycliques des surfaces de titane fonctionnalisées par les
polymeéres CTA6-POEGA (bleu), CTA6-PTFEA (vert) et CTA6-PNIPAM (noir) enregistrés dans une
solution tampon phosphate d pH=7 et & une vitesse de balayage de 50 mV.s™?

Comme évoqué précédemment, I'exploitation des voltampérogrammes permet d’estimer,
par intégration du signal du motif catéchol et par utilisation de I’Equation 1I.1, la densité de

greffage en polymeres sur les surfaces de titane (Tableau IV.12).

Tableau V.12 : Estimation des taux de recouvrement obtenus par greffage des polymeéres sur les
surfaces de titane

Polymere Q(x10°C) [T (molécules.cm™)
CTA6-POEGA 3,622 1,28 x 10'®
CTA6-PTFEA 1,671 5,90 x 10"

CTA6-PNIPAM 2,849 1,01 x 10%

Les résultats témoignent de la présence de films denses de polymeéres sur la surface puisque
des taux de recouvrement de 'ordre de 10'>-10'® molécules.cm™ sont obtenus. Ces valeurs

sont légérement plus importantes que celles obtenues dans le cadre de la fonctionnalisation
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de surfaces de titane a I'aide de polymeéres porteur d’une unité catéchol dépourvue de
groupement -NO; (= 8 x 10%> molécules.cm?) 22, Nous pouvons toutefois remarquer un taux
de recouvrement légérement plus faible dans le cas d’une surface modifiée a I'aide du CTA6-
PTFEA. Cette différence est certainement reliée a la nature du polymeére pouvant générer des
répulsions hydrophobes-hydrophobes a la surface et limitant ainsi la fonctionnalisation des

surfaces.

111.2.2. Analyses des surfaces par IR/ATR et par XPS

L'immobilisation des films polymeéres sur les surfaces a également été confirmée par

des analyses de spectroscopie infrarouge par ATR.

Ti + CTAG6 PNIPAM

T W

Ti + CTA6 PTFEA

Transmittance (u.a.)

v 1 N 1 v 1 N 1 v 1 v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Nombre d'onde (cm-1)

Figure IV.106 : Spectres IR/ATR des surfaces de titane fonctionnalisées a I’aide des polyméres CTA6-
POEGA, CTA6-PTFEA et CTA6-PNIPAM. La région correspondant au cristal Zn/Se a été supprimée

Les spectres ATR des surfaces de titane fonctionnalisées (Figure 1V.106) présentent les bandes
de vibration caractéristiques des polymeres immobilisés sur le substrat métallique. En effet,
des bandes d’élongation des liaisons C=0 (1730 et 1750 cm™) et des liaisons C-O d’ester (1100
et 1170 cm™) sont identifiables sur les surfaces fonctionnalisées par le POEGA et le PTFEA. Par
ailleurs, une bande supplémentaire située a 1285 cm™ attribuable aux groupements CF3 est
observée dans le cas du polymére fluoré 2. Enfin, sur les échantillons modifiés par le CTA6-
PNIPAM, nous observons principalement les bandes de vibrations a 3300 cm™ (v n.u), 1640

cm™ (L c-0) et 1540 cm™ (8 n-u) relatives aux fonctions amides du polymeére.
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Les substrats de titane modifiés ont également fait 'objet de caractérisations par
spectroscopie de photoélectrons X. Les compostions chimiques surfaciques des trois surfaces
fonctionnalisées sont répertoriées dans le Tableau IV.13. De maniere générale, les résultats
obtenus semblent confirmer I'immobilisation des polymeres sur les surfaces de titane dans la
mesure ol I'on observe principalement, aprés greffage, une diminution importante du signal
du titane Ti 2p a 458,6 eV et une augmentation du taux de carbone C 1s a 285,1 eV (Figure
IV.107, a).

Tableau IV.13 : Quantifications atomiques des surfaces de titane fonctionnalisées par les polyméres
préparés a partir de I’'agent de transfert CTA6 (valeurs exprimées en %)

Ti2p 0 1s Cls N1s F1s S2p

fre o 14.79 36.73 44.77 3.21 0.50
POEGA "y . 2 £
fi+ cldo- 2.42 21.17 49.34 0.80 26.17 | 0.10
PTFEA ’ ’ ’ ’ ) ’
Ti CTAG- 6.81 23.33 62.20 7.44 0.22

PNIPAM ) ’ ) ’ )

Par ailleurs, les spectres XPS représentés dans la Figure IV.107, b, permettent de
mettre en évidence 'apparition d’un signal important de fluor F 1s a 688,8 eV dans le cas du
titane fonctionnalisé par le CTA6-PTFEA. Le greffage de ce polymeére est confirmé grace a la
déconvolution du spectre de niveau de cceur du carbone C 1s qui témoigne clairement de la

présence d’une composante a 293,3 eV attribuable au groupement CFs.

Dans le cas de la surface modifiée par le CTA6-PNIPAM, nous observons sans ambiglité une
augmentation des signaux du carbone C 1s a 285,1 eV et de 'azote N 1s a 400,1 eV. De plus,
la déconvolution du spectre XPS de niveau de cceur de |'azote N 1s montre la présence de
composantes a 399,8 eV, 400,7 eV et 406,1 eV attribuables respectivement aux fonctions -NH,

amide du PNIPAM et au groupement « nitro » de I'agent de transfert (Figure IV.107, c).
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Figure IV.107 : Spectres XPS des surfaces de titane fonctionnalisées par les polyméres porteurs
d’unités nitro-catéchol

Enfin, en utilisant I’Equation IV.2, des films polyméres d’une épaisseur comprise entre 2 et

5 nm peuvent étre estimés.

En conclusion, les études menées par IR/ATR et XPS confirment le greffage des
polymeéres sur les substrats a base de titane. De plus, les analyses XPS montrent que le

groupement « nitro », indispensable pour une stimulation du matériau, est conservé.

111.2.3. Etude de linfluence du greffage sur les propriétés physico-
chimiques de surface
Apreés avoir montré I'immobilisation des polymeéres fonctionnalisés sur les surfaces de
titane, nous avons étudié I'influence du greffage sur la balance hydrophile/hydrophobe des

matériaux. Pour ce faire, des mesures d’angle de contact (eau) ont été réalisées sur I'ensemble

des substrats fonctionnalisés (Figure IV.108).
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TITANE l POEGA H PNIPAM . PTFEA H

Figure IV.108 : Angles de contact (eau) obtenus sur les surfaces de titane modifiées par la stratégie
« graft-to » a 'aide des polymeres préparés a partir du CTA6

Tout d’abord, la surface de titane vierge ayant subi le traitement piranha présente un
caractére hydrophile prononcé (23° + 3) en raison notamment du nombre important de
fonctions hydroxyles créé a la surface suite a 'apprétage chimique de I'échantillon. Apres
fonctionnalisation, les valeurs des angles de contact s’approchent des valeurs obtenues lors
de I'immobilisation de ces mémes polymeres a travers une réaction de Diels-Alder sur les
plateformes Ti-DF et Ti-DM. En effet, en ce qui concerne I'immobilisation des POEGA et
PNIPAM, des valeurs d’angles de contact respectives de 55° + 3 et 66° + 5 sont obtenues et
sont quasi identiques a celles mesurées par I'approche DA (53° et 70°, respectivement). Nous
remarquons toutefois que la valeur de l'angle de contact pour le PTFEA (99° + 3) est
légerement inférieure a son homologue obtenue par Diels-Alder (113° sur Ti-DF et 118° sur Ti-
DM). Cette différence peut s’expliquer par un plus faible taux de recouvrement en polymeére

dans le cas de I'approche « graft-to » par rapport a I'lapproche Diels-Alder.

l11.3. Stimulation des plateformes par irradiation UV

Apreés avoir confirmé I'immobilisation des polymeres sur les surfaces de titane, le but
consiste désormais a éliminer le revétement polymeére en stimulant le matériau par la
lumiére UV tout en gardant I'ancre catéchol sur la surface de I'échantillon (Figure IV.102). Les
composés porteur de groupement « nitro » absorbent aux alentours de 365 nm 2324, Ainsi
dans un premier temps, avant d’étudier une possible élimination du film polymére du
substrat, nous avons suivi I’effet de I'irradiation UV sur les propriétés électroniques de I'ancre

nitro-dopamine en solution.
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111.3.1. Etude de I'influence de l'irradiation en solution

Afin de démontrer l'influence de lirradiation UV, nous avons suivi le spectre
d’absorbance de la nitro-dopamine en fonction du temps d’exposition au rayonnement UV
d’une lampe monochromatique émettant a 365 nm (Hamamatsu Photonics, LC8 type 01A,
4500 mW.cm?, utilisée a 2 cm de I'échantillon) (Figure IV.109). Les expériences ont été
réalisées dans un solvant deutéré (D,0) qui permet d’avoir une meilleur définition de la bande

d’absorption caractéristique du groupement -NO,.
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Figure IV.109 : Suivi de l'irradiation par lumiere UV d’une solution de nitro-dopamine a une
concentration de 0,1 mM dans DO

Tout d’abord, nous remarquons que la bande d’absorption du groupement -NO; de la
nitro-dopamine se trouve décalée vers les plus hautes longueurs d’onde (A =421 nm vs A =
365 nm dans H;0) lorsque I'enregistrement du spectre d’absorbance de la molécule est
effectué dans le solvant deutéré. Cet écart peut étre attribué a la différence de pH existante
entre les solutions préparées dans I'eau (pH = 6,05) et dans I'eau deutérée (pH = 6,80). En
effet, les maximums d’absorption des nitro-catéchols sont généralement observés a 350 nm
apH=5eta420 nmapH=7,42. De plus, considérant les valeurs de pKa des nitro-catéchols
(pKa1 = 6,5 et pKaz = 10) 26?7, ces bandes d’absorption a 365 nm et a 421 nm peuvent étre
assimilées a une forme totalement protonée et une forme déprotonée respectivement, de la

nitro-dopamine.
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Au contact de la lumiere UV, la bande d’absorption observée a 421 nm diminue
progressivement en fonction du temps d’irradiation pour finalement disparaitre apres
45 minutes de rayonnement, suggérant a priori la disparition des groupements -NO;. Nous
pouvons également constater que la bande d’absorption a 265 nm, caractéristique du
fragment catéchol 28-2°, n’est pas affectée par la lumiére UV et qu’aucune bande d’absorption
n’apparait aux alentours de 400 nm (Amax quinone), garantissant ainsi le maintien de la

structure de la molécule irradiée sous sa forme catéchol.

111.3.2. Preuve du concept : étude de l'effet de lirradiation sur la
mouillabilité d’une surface d’ITO fonctionnalisée par un polymeére fluoré
intégrant en extrémité de chaine un motif nitro-catéchol

L’étape suivante consiste a étudier I'influence de l'irradiation UV sur les propriétés
physico-chimiques des surfaces fonctionnalisées par le polymeére hydrophobe CTA6-PTFEA. En
effet, ce revétement permet de suivre facilement I'impact du rayonnement UV sur la balance
hydrophile/hydrophobe du matériau par mesures d’angle de contact. Toutefois, ces
expériences n‘ont pas été réalisées sur les substrats en titane étant donné que ce type de
matériau reste sensible au rayonnement ultraviolet. En effet, en présence de lumiere UV et
d’oxygéne, le TiO, génere des radicaux hydroxyles OH® ainsi que des radicaux anions
superoxide O, qui conduisent a la décomposition de la matiére organique 3. Ce traitement
est d’ailleurs utilisé pour stériliser des surfaces de TiO; ou dans le but d’obtenir des substrats
super hydrophiles 3931, Afin de démontrer le concept, nous avons réalisé la stimulation sur des
surfaces neutres d’oxyde d’indium-étain (ITO) a I'aide d’un rayonnement UV a 365 nm (Figure

IV.110).

e

S

t—s
& s~
0N ° oN N (&CL('
5 . WY
[o)

(o] o

UV/ozone OH  OH CTA6-PTFEA g 9 UV, 365 nm ﬁb
o o e

—_— —_—
MeOH/H,0 (1:1)

Jh o
15 TA, 1 nuit

97° 57°

Figure IV.110 : Préparation et stimulation de surfaces d’ITO fonctionnalisées par un polymere
incorporant une ancre nitro-catéchol sensible au rayonnement ultra-violet
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Dans cette optique, les surfaces d’ITO sont tout d’abord soumises a un traitement a I'ozone
(1h, UV/ozone) afin de générer des fonctions hydroxyles de surface. Les échantillons sont
ensuite fonctionnalisés par le CTA6-PTFEA dans les mémes conditions que celles utilisées pour
la modification des substrats en titane (Tableau IV.11). Le succes de la fonctionnalisation des
surfaces d’ITO par le polymére a été confirmé par une analyse de voltampérométrie cyclique
(Figure 1V.111) dans la mesure ou une vague d’oxydation caractéristique de I'oxydation du
motif catéchol en quinone est observable vers 1,1 V. Par ailleurs, des mesures d’angles de
contact permettent de mesurer une valeur d’angle de 97° + 3 apres fonctionnalisation des
échantillons ITO par le CTA6-PTFEA alors que valeur de I'angle de la surface initiale était de

15°+ 4.

6,0x10° -

4,0x10°

2,0x10° -

I(A)

0,0

-2,0x1 0’ 1 - 1 1 1T 71 T T 1T
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Figure IV.111 : Voltampérogramme cyclique d’une surface d’ITO fonctionnalisée par le polymére
CTA6-PTFEA enregistré dans une solution tampon phosphate a pH = 7 et a une vitesse de balayage de
50mV.s?

Les surfaces fonctionnalisées ont ensuite été irradiées a I'aide d’un rayonnement UV
monochromatique émettant a 365 nm directement focalisé sur le dessus de |’échantillon
(distance échantillon-faisceau = 2 cm). Aprés ringcage abondant des surfaces avec un excés de
méthanol pour éliminer la partie polymére potentiellement photo-clivée, des mesures
d’angles de contact ont été réalisées afin de suivre I'effet du temps d’irradiation sur la balance

hydrophile/hydrophobe du matériau (Figure 1V.112).
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Figure IV.112 : Suivi par angle de contact (eau) de I'impact de l'irradiation UV a 365 nm sur la
mouillabilité des surfaces d’ITO fonctionnalisées par le CTA6-PTFEA

Apres une durée d’irradiation de 20 minutes, une surface d’ITO recouverte du film polymére
fluoré présente un angle de contact de 88° = 2 contre 97° * 2 initialement. Ces résultats
laissent penser qu’une partie des chaines polyméres sont éliminées du substrat suite a
Iirradiation. Cette tendance se confirme apres 45 minutes sous lumiére UV puisque I'angle de
contact chute de nouveau a une valeur de 57° 3. Ce dernier demeure constant apres 1h30
d’irradiation suggérant que l'intégralité du revétement polymére a été éliminée du substrat

apres cette période d’irradiation.

Toutefois, afin de confirmer I'importance du groupement nitro-catéchol dans le processus
d’élimination du film polymeére de I’échantillon sous rayonnement ultra-violet, une surface
d’ITO a été fonctionnalisée par le polymére CTA7-PTFEA possédant en extrémité de chaine
une unité catéchol dépourvue de groupement « nitro ». Aprés rincage, I'angle de contact
moyen mesuré sur cette nouvelle surface est de 89° + 4. Le substrat d’ITO fonctionnalisé a
ensuite été irradié pendant 45 minutes, temps nécessaire pour visualiser un effet significatif
sur la mouillabilité des substrats selon les résultats obtenus précédemment. Aprés irradiation,
les valeurs d’angle de contact restent inchangées (93° + 2 vs 89° + 4), démontrant que le
rayonnement UV n’a aucun effet dans ce cas sur la mouillabilité du matériau et que le résultat

observé précédemment est imputable a la partie nitro-catéchol du polymére.
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En conclusion, nous avons, dans cette partie, exploité les propriétés d’ancrage du motif
catéchol afin d’élaborer des matériaux stimulables par rayonnement ultra-violet grace a
I'immobilisation de polymeéres incorporant un groupement nitro-catéchol en extrémité de
chaine. Pour démontrer le concept, nous avons greffé sur des substrats d’ITO, un polymére
fluoré rendant le matériau hautement hydrophobe. De cette maniére, nous avons montré par
mesures d’angle de contact que l'irradiation UV provoque une diminution de I’hydrophobie
du matériau, ce qui suggere une élimination du film polymere de la surface. Ces résultats
prometteurs devront faire I'objet d’analyses complémentaires afin de déterminer la nature
exacte du film résiduel présent sur la surface et ainsi d’envisager une réutilisation du matériau

par I'intermédiaire de la double liaison supposée se former aprés irradiation.
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Conclusion

Différentes stratégies ont été proposées pour immobiliser des polymeres parfaitement
définis fonctionnalisés en extrémité de chaine sur des matériaux a base de titane dans le but

de concevoir de nouveaux matériaux stimulables.

Les plateformes a base de titane fonctionnalisées par des motifs furane et maléimide
élaborées précédemment, ont permis I'immobilisation de (macro)molécules en utilisant la
réaction de Diels-Alder. La réversibilité de cette réaction a permis également de recycler ces
matériaux et d’entrevoir une modulation des propriétés physico-chimiques de surface par

I'intermédiaire de la réalisation d’une seconde réaction de Diels-Alder.

La réactivité du motif maléimide immobilisé sur la surface de titane a ensuite été
exploitée dans le cadre de réactions de type thiol-ene. Des études préliminaires ont mis en
évidence une réaction extrémement efficace (I' = 2,14 x 10* molécules.cm’?) malgré la
présence inattendue d’interactions entre les groupements thiols et les oxydes du titane. Cette
stratégie a ainsi permis I'immobilisation d’un polymere thermo-stimulable parfaitement défini

fonctionnalisé en extrémité de chaine par une fonction thiol.

Enfin, les excellentes propriétés d’ancrage des catéchols combinées au caractere
photosensible du groupement nitro ont été exploitées afin d’élaborer des matériaux
stimulables par rayonnement ultra-violet. Le greffage de polyméres parfaitement définis
incorporant en extrémité de chaine un motif nitro-catéchol sur des surfaces de titane a été
démontré. La stimulation du matériau par rayonnement UV a, quant a elle, été réalisée sur
des surfaces d’'ITO. Les études ont montré la possibilité de moduler les propriétés physico-
chimiques de surface, en particulier la mouillabilité, par application d’un stimulus externe de

type UV.
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Introduction

Au cours des chapitres précédents, grace a I'utilisation d’ancres chimiques spécifiques
a base de dopamine, différentes stratégies de fonctionnalisation de surfaces a base de titane
ont été mises au point et ont permis de mettre en évidence la possibilité de i) greffer des
(macro)molécules de maniére covalente sur le titane, ii) moduler les propriétés physico-
chimiques de ces surfaces, iii) stimuler et/ou recycler ces matériaux par l'intermédiaire d’un
stimulus externe. Les travaux développés ci-apres ont été réalisés dans un contexte un peu
différent puisqu’il s’agira cette fois-ci d’exploiter la polydopamine pour fonctionnaliser des
surfaces en CoCr et plus particulierement des stents en vue de concevoir de nouveaux
dispositifs cardio-vasculaires capables de limiter les deux principales complications (resténose
et thrombose) rencontrées suite a I'acte chirurgical d’angioplastie réalisé dans le cadre du
traitement de I'athérosclérose. Ainsi, comme nous le verrons par la suite, la polydopamine
servira a appréter les surfaces et permettra d’accrocher une matrice polymere a base de

cyclodextrine permettant I'adsorption et la libération prolongée de principes actifs.

Cette étude a été réalisée dans une thématique de recherche en chirurgie cardio-
vasculaire en collaboration avec le Groupe de Recherche sur les Biomatériaux de I'Université
de Lille 2 (INSERM U1008) et avec I'étroite participation d’un chirugien cardio-vasculaire du

CHRU de Lille.

Ainsi, apres un bref rappel bibliographique concernant le contexte de cette étude, nous
présenterons la stratégie de fonctionnalisation de surface employée pour favoriser
I'immobilisation de la plateforme polymére nécessaire au stockage des principes actifs sur le
support métallique. Apres optimisation du procédé de greffage et caractérisation des surfaces
fonctionnalisées, nous analyserons le comportement du revétement polymere fixé sur le
support métallique en milieu physiologique, en réalisant des études de dégradation et de
libération de principes actifs. Enfin, la derniére partie de I'étude consistera a transposer le
procédé de fonctionnalisation vers un stent vasculaire en CoCr afin d’évaluer, in vivo,

I'efficacité du dispositif fonctionnalisé dans la problématique de stenting.
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I. Contexte de I’étude

I.1. ’athérosclérose

L’athérosclérose est une pathologie artérielle dégénérative pouvant étre définie
comme une réponse inflammatoire de I’endothélium vasculaire conduisant au
développement lent et progressif de plaques d’athéromes principalement constituées de
matrices extracellulaires (protéines, glycoprotéines et glycosaminoglycanes), de cellules
musculaires lisses et de macrophages remplis de dépots lipidiques, qui s’infiltrent entre

I’endothélium et la couche musculaire de I'artére -2 (Figure V.113).

Artére malade
avec formation d'une plaque

SNiore saine B ek

Couche médiane

: Matri
de la paroi artérielle amice

, Monocytes attirés
Couche inteme par |'endothélium
de la paroi malade et

artérielle W \ commencant
a adhérer
QQ a celui-ci

' ‘ Amas de
graisse
Libération Plaque

d'oxyde nitrique
rela

| qulII elache Les cellules mus-

mus- | i

es cel ules tus culaires migrent

{
culaires e vers la couche
dilate I'artére

interne

Caillot de sang se formant
au dessus d'une fissure de
la paroi artérielle

Figure V.113 : Coupe schématique d’une artére saine et d’une artére athéroscléreuse

Bien que le processus de formation des plaques d’athéromes soit extrémement complexe 23,
un certain nombre de facteurs de risques ont pu étre clairement identifiés. Parmi les plus
importants nous retrouvons le tabagisme, I'hypercholestérolémie, I'hypertension artérielle, le
diabéte, la sédentarité ou la surcharge pondérale, I'dge et le sexe du patient. En raison de ces
facteurs de risques, I'athérosclérose s’avere un probléme majeur de santé publique si bien
qgue les complications cardio-vasculaires qui lui sont associées, représentent la premiére cause

de mortalité dans les pays industrialisés. En effet, la croissance de cette plaque
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d’athérosclérose, conduisant a la diminution du diameétre de la lumiere artérielle (autrement
appelée sténose) (Figure V.114) est préjudiciable lorsqu’elle a lieu au niveau des arteres

coronaires et peut provoquer, dans les cas les plus graves, le déces du patient.

Figure V.114 : Coupe transversale d’une artére coronarienne présentant une sténose athéroscléreuse
sévére

Depuis le milieu des années 1980, nous constatons néanmoins une diminution de la mortalité
liée a I'athérosclérose, en raison notamment d’'un encadrement thérapeutique amélioré. En
effet, la prise en charge du patient est dominée par la nécessité d’établir un diagnostic rapide
avec vérification des facteurs de risques. Une stratégie pharmacologique a base d’anti-
ischémique, d’anti-coagulant et/ou d’anti-thrombotique peut étre proposée et consiste a
administrer des médicaments tels que les statines, les anti-agrégants plaquettaires, les
héparines, les dérivés nitrés ou encore les inhibiteurs de I'enzyme de conversion *. Ces
traitements médicamenteux ont par ailleurs prouvé a de nombreuses reprises leur efficacité
en réduisant significativement les risques d’infarctus du myocarde et d’accidents vasculaires
cérébraux >8. Toutefois, dans le cas de sténose significative symptomatique, un traitement

invasif de revascularisation peut étre proposé au patient.

I.2. Angioplastie et stenting

1.2.1. Généralités

Au début des années 60, le geste chirurgical permettant la revascularisation artérielle
était de deux types : le pontage, pour les arteres de petit calibre et la thrombo-
endartériectomie pour les artéres de taille plus importante. Chacune de ces deux techniques
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chirurgicales invasives, aux complications péri-opératoires parfois malheureuses, ont été
progressivement remplacées par des méthodes moins invasives. En effet, inspiré par les
travaux de Dotter et Judkins ?, le cardiologue allemand Andreas Griintzig mit au point dans les
années 70, une technique de dilatation par ballonnet, appelée angioplastie, consistant a
rompre par éclatement, la plaque d’athérome responsable du rétrécissement de la lumiere
artérielle 19, Les résultats se sont avérés peu satisfaisants a longs termes avec un taux élevé

de complications peri-opératoires (retour élastique, resténose).

Bien que le concept d’un dispositif tubulaire métallique non élastique permettant de
maintenir ouverte les artéres réfractaires aux méthodes classiques d’angioplastie ait été
introduit par Dotter et Judkins en 1964 1, ce n’est que dans le milieu des années 80 que le

stent (Figure V.115) a commencé a étre implanté chez les humains 2.

Figure V.115 : Exemple d’un stent en CoCr : le stent Multi-Link Vision de chez Abbott Vascular

Les premiéres implantations de stents (de type Wallstent) ont été réalisées par les docteurs
Sigwart et Puel en 1986. Depuis cette date, ces dispositifs n‘ont cessé d’étre améliorés et
représentent la principale voie dans le cadre du traitement de I'athérosclérose 3. Plusieurs
catégories de stents a base d’alliages métalliques tels que I'acier 316 L, le NiTiNOL ou encore
le cobalt-chrome (CoCr) ont ainsi été développées. Malgré leur succes incontesté dans la
diminution des risques cardio-vasculaires, deux complications post opératoires sont
cependant toujours fréguemment diagnostiquées, a savoir la thrombose précoce et la

resténose.

1.2.2. Complications post-opératoires

La thrombose précoce (entre 0 et 30 jours) est un phénoméne aux conséquences
parfois malheureuses et observé, dans la plupart des cas, 24 heures aprés |’angioplastie et/ou

le stenting. Ce phénoméne est essentiellement lié a la procédure chirurgicale en elle-méme 4,
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En effet, I'effort mécanique subi par la paroi vasculaire lors de I'intervention favorise la perte
des cellules endothéliales pouvant conduire progressivement a la formation d’un caillot
sanguin. Ce dernier est alors susceptible de bloquer l'irrigation sanguine et ainsi provoquer un

dysfonctionnement des divers organes du corps humain.

Le taux de thrombose précoce lié au stenting a considérablement diminué depuis le début des
années 90 (de 15-25 % a environ 1 %) notamment en raison de la standardisation du

traitement médical par administration d’anti-agrégants plaquettaires *°.

La resténose intra-stent est un phénomeéne plus progressif qui intervient plus
tardivement que la thrombose. En effet, cette réduction du diamétre interne de la lumiere
artérielle peut se manifester aprés six mois suivant l'intervention chirurgicale et touche
jusqu’a 40 % des patients 618 Le mécanisme de resténose fait intervenir un remodelage
constrictif de I'artére traitée et une réaction de cicatrisation excessive de la paroi artérielle **-
20 |implantation de stents a permis de régler, de maniére mécanique, le probléme du
phénoméne de remodelage constrictif mais n’apporte aucun effet bénéfique sur la

prolifération des cellules musculaires lisses et la cicatrisation de I’endothélium 2.

1.2.3. Les stents actifs : une solution originale

Dans I'optique de limiter ce phénomene de resténose aprés implantation du stent,
I"'administration systémique de molécules thérapeutiques peut étre proposée. Deux grandes
classes de molécules sont ainsi régulierement utilisées, a savoir les héparines qui limitent la
prolifération des cellules musculaires lisses responsables de la resténose 22 et les statines qui
possedent un caractére anti-inflammatoire et qui peuvent agir simultanément sur les

phénomeénes de thrombose et de resténose 3.

Le concept de stents pharmaco « actifs », concept développé récemment, permet la
réouverture de la lumiere artérielle grace au support métallique du stent tout en luttant
contre la prolifération des cellules musculaires lisses grace a la délivrance d’un médicament
in situ. Dans ce contexte, les agents antiprolifératifs et/ou immunosuppresseurs tels que le
sirolimus, le paclitaxel, le tacrolimus ou encore I'évérolimus sont les plus régulierement

24

utilisés. Toutefois, d’autres molécules comme les complexes polysaccharidiques %%, les
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facteurs de croissance des cellules vasculaires endothéliales (VEGF) 2°> ou des peptides 26
peuvent étre également employées. Le mode d’action de ces molécules consiste a inhiber la
prolifération des cellules musculaires lisses et limiter I'inflammation de la paroi artérielle tout
en favorisant la réendothélialisation. Actuellement, il existe six stents « actifs » commercialisés
chargés en agents antiprolifératifs qui ont obtenu le marquage CE et qui sont susceptibles
d’étre admissibles au remboursement ?’. Parmi eux, cing sont employés dans le cadre de
traitement des lésions coronaires (Tableau V.14) et un seul pour le traitement des lésions
fémorales superficielles (le stent en NiTiNOL Zilver PTX de Cook Medical, Bloomington,

Indiana, USA).

Tableau V.14 : Liste des stents actifs coronaires porteurs du marquage CE et inscrits sur la Liste des
Produits et Prestations Remboursables (LPPR) %7

Nom Principe Support Matrice polymere .
. . 11 , Industriel
commercial actif métallique (réf)

Cypher Sirolimus | Acier316L PEVA/PBMA Cordis, Johnson & Johnson, Warre, New Jersey, USA

Taxus Paclitaxel | Acier316L SIBS Boston Scientifics, Natick, Massachusetts, USA
Endeavor | Zotarolimus CoCr Phosphorylcholine Medtronic, Santa Rosa, Californie, USA

Promus Everolimus PtCr PVDF-HFP/PBMA Boston Scientifics, Natick, Massachusetts, USA

Xience Everolimus CoCr PVDF-HFP/PBMA |Abott Vascular, Abbott Laboratories, Abbott Part, lllinois, USA

Dans ces dispositifs, les molécules biologiquement actives peuvent étre soit
directement adsorbées sur le stent métallique (« polymer-free ») 28 soit stockées a I'intérieur

d’une matrice polymere (DES = Drug Eluting Stent).

Parmi les matrices polyméres les plus employées, nous retrouvons des polymeéres non
résorbables a base de polydiméthylsiloxane (PDMS) 2°, de poly (éthyléne-co-vinyl acétate)
(PEVA) associé au poly (méthacrylate de n-butyle) (PBMA) 3° employés pour les stents
commercialisés sous le nom de Cypher (Cordis, Jonhson & Johnson, Warren, New Jersey,
USA) 3! ou bien encore des copolymeres a blocs styréne isobutyléne styréne (SIBS) 32 utilisés
dans la fabrication des stents de la gamme Taxus (Boston Scientific, Natick, Massachusetts,
USA) 33. D’autres matrices résorbables a base de polymeéres biodégradables comme la
phosphorylcholine (cas du stent Endeavor, Medtronic, Santa Rosa, California, USA) 34, I'acide
poly (lactique) (PLA), I'acide poly (lactique-co-glycolique) (PLGA) ou I'alcool poly (vinylique)

(PVA) sont également de plus en plus souvent utilisées dans la conception de stents actifs 3*
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L’ensemble des polymeéres précités restent tolérés par I'organisme mais ne sont pas
entierement satisfaisants. En effet, malgré des résultats encourageant obtenus avec ces stents
« actifs » a I'’égard du phénomeéne de resténose, des taux importants de thrombose tardive
sont observés. Ces échecs sont probablement attribuables au retour du stent dans son état
métallique apres libération de I'espéce antiproliférative, engendrant un effet inflammatoire
local qui aboutit a la thrombose tardive 3°. Par conséquent, la mise au point d’une nouvelle
génération de stents actifs, capables de libérer de maniére prolongée des principes actifs tout
en limitant le phénomeéne inflammatoire et favorisant la cicatrisation artérielle, constitue un

enjeu majeur dans la lutte contre les maladies cardio-vasculaires.

Il. Stratégie de fonctionnalisation de surface pour I'élaboration

d’un dispositif permettant la libération prolongée de principes actifs

La stratégie présentée dans cette étude consiste a utiliser une méthode de
fonctionnalisation de surface simple, souple et efficace permettant I'élaboration de stents
métalliques capables de libérer des médicaments de maniére prolongée. Elle consiste plus
particulierement a exploiter les excellentes propriétés adhésives de la polydopamine (PDA)
afin de greffer a la surface du stent un polymeére « réservoir » a base de cyclodextrine capable
de stocker et de libérer au cours du temps une molécule d’intérét thérapeutique (Figure
V.116). Ce polymeére, dont la mise en ceuvre a été décrite et brevetée par Martel et al. 4°, sera
élaboré in situ par imprégnation du stent fonctionnalisé par la polydopamine dans une
solution contenant les cyclodextrines, un agent réticulant (acide citrique) et un catalyseur de

polymérisation (NaH2PO,).
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Figure V.116 : Stratégie employée pour la fonctionnalisation de dispositifs endovasculaires a I'aide
d’un polymere « réservoir » a base de cyclodextrine aux propriétés complexantes

Il.1. Revétement du substrat par des polymeéres bio-inspirés

11.1.1. Le polymére de cyclodextrine (polyCD)

Les cyclodextrines (CDs) sont des oligosaccharides cycliques issus de la dégradation
enzymatique de I'amidon. Elles sont formées d’une répétition d’unités glucopyranoses (n = 6
a 12) reliées entre elles par des liaisons a-1,4. Les principales cyclodextrines, dites natives,
sont I'aCD, la BCD et la yCD qui sont constituées de 6, 7 et 8 unités glucosidiques
respectivement (Figure V.117). Ces CDs natives peuvent également étre modifiées
chimiguement par substitution de leurs fonctions hydroxyles primaires et/ou secondaires
pour conduire a la formation de dérivés de cyclodextrines tels que la 2-hydroxypropyl-CD #

ou la méthyl-BCD 2.
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H,

Figure V.117 : Représentation des formules semi-développées des «, et y CDs

La structure tridimensionnelle des CDs s’apparente a une molécule cage qui a la particularité
de présenter une cavité interne hydrophobe et une enveloppe extérieure hydrophile 4344,
Cette structure spécifigue permet ainsi aux CDs de former des complexes d’inclusion
réversibles avec un grand nombre de molécules organiques hydrophobes 4> 4> (Figure V.118).
Grace a leur cytocompatibilité, ces oligosaccharides sont ainsi fréquemment utilisés pour leurs
propriétés d’encapsulation avec des molécules d’intérét thérapeutiques #° et constituent un
outil idéal dans le cadre d’un systeme de libération prolongée de principes actifs a usage

médical.

Figure V.118 : Mise en évidence de la structure tridimensionnelle des CDs permettant la formation de
complexes d’inclusion réversibles

Récemment, I'équipe du professeur Bernard Martel a développé une approche
originale qui consiste a greffer un polymére de cyclodextrine (polyCD) sur divers biomatériaux
tels que des prothéses textiles vasculaires en polyéthyléne téréphtalate (PET) 4/, de
I’hydroxyapatite poreuse *® ou encore des membranes en polyfluorure de vinylidéne (PVDF)
utilisées pour la régénération tissulaire 40, Ce procédé breveté *° consiste a greffer le
polymeére de cyclodextrine sur le support a travers des interactions physiques et a exploiter

les propriétés d’encapsulation des CDs pour le stockage et/ou la libération de principe(s)
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actif(s). Plus particulierement, I’élaboration du polymere repose sur une réaction de
polyestérification entre les fonctions hydroxyles des CDs et des acides polycarboxyliques
aboutissant a la formation d’un réseau réticulé de cyclodextrines. Sous I'action de la chaleur
et en présence d’un catalyseur (hypophosphite de sodium, NaH,PO3), I'acide polycarboxylique
va tout d’abord se déshydrater et former un anhydride cyclique qui va réagir avec une fonction
hydroxyle de la cyclodextrine. Cette premiére réaction va ainsi donner lieu a la formation d’un
ester d’une part et a la génération d’une fonction acide carboxylique d’autre part, pouvant
elle-méme réagir de la méme maniere, avec une fonction hydroxyle d’une nouvelle
cyclodextrine via la formation d’un nouvel anhydride. Le mécanisme va pouvoir alors étre
répété de telle sorte a concevoir un réseau tridimensionnel réticulé formé de cyclodextrines
et de fonctions acides carboxyliques (provenant des acides polycarboxyliques n’ayant pas
réagis) (Figure V.119).
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Figure V.119 : Mécanisme de formation du polymeére de cyclodextrine suite a une réaction de
polyestérification entre la [-cyclodextrine et I’acide citrique

La nature du polycondensat obtenu peut étre controlée par différents parameéetres : la
température, le temps de traitement thermique et la concentration en réactifs (ratio entre

I'acide polycarboxylique, le catalyseur et la cyclodextrine). Par exemple, les travaux de Taha
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et al. ont permis de mettre en évidence un ratio optimal de 10/3/10 (pour I'acide citrique,
I’hypophosphite de sodium et la méthyl-Bcyclodextrine respectivement) pour la
fonctionnalisation de protheses de hanche a base de titane recouvert d’hydroxyapatite, par
un polymeére de cyclodextrine agissant en tant que systéme a libération de principes actifs >2.
La méthyl-Bcyclodextrine a été sélectionnée dans cette étude en raison d’une meilleure
constante de complexation avec les principes actifs par rapport aux autres CDs, permettant
ainsi une cinétique de libération prolongée des médicaments 1. Dans ce cas, le substrat en
titane était préalablement modifié par une couche d’hydroxyapatite poreuse favorisant le

greffage physique du polymeére de cyclodextrine sur la surface métallique.

Le défi majeur de notre étude consiste a transposer cette approche a la
fonctionnalisation de surfaces métalliques non poreuses (finition dite « miroir ») afin de

greffer de maniéere robuste le polymére de cyclodextrine.

11.1.2. La polydopamine (PDA)

En 2007, inspiré par la composition des protéines adhésives des moules mariniéres,
I'’équipe de Messersmith a développé une approche biomimétique permettant la
fonctionnalisation d’une large gamme de biomatériaux tels que I'acier inoxydable 316 L, le

titane ou le cobalt-chrome par greffage d'une couche hautement adhésive de

52-53 52

polydopamine . Le polymere de PDA, aux propriétés adhésives remarquables >, a
fréquemment été utilisé dans le domaine biomédical pour I'immobilisation de diverses
biomolécules telles que la sélénocystamine >4, ’héparine >> ou des facteurs de croissance
endothéliale (VEGF : vascular endothelial growth factor) >¢-°8, sur des surfaces métalliques. En
effet, ce polymeére multifonctionnel contient des fonctions amines qui peuvent étre engagées
dans des réactions de couplage °’ et posséde une réactivité latente qui lui permet d’étre
facilement fonctionnalisé par des molécules contenant des fonctions amines ou thiols a

travers une réaction d’addition de type Michaél sur les fonctions quinones du polymére de

PDA 5456,

De plus, il a récemment été montré que la polydopamine greffée sur des stents en acier
inoxydable 316 L permet d’améliorer la prolifération des cellules endothéliales alors qu’elle

limite la prolifération des cellules musculaires lisses >°-%9, Ces résultats prometteurs suggérent
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donc que la PDA pourrait jouer un réle majeur dans la modification d’implants vasculaires. Les
travaux de Bae ! et al. concernant la fonctionnalisation de stents vasculaires ont également
montré une amélioration de la résistance de I'implant a la thrombose par greffage d’'une
héparine modifiée par des motifs dopamine. De la méme maniére, I'équipe de Huang a
récemment immobilisé de I’héparine sur des stents en acier inoxydable 316 L fonctionnalisés
par la polydopamine et ont notamment démontré une excellente compatibilité du revétement
avec les tissus biologiques 2. Enfin, le revétement de PDA montre une bonne compliance lors

des phases d’expansion et /ou de rétraction du stent >,

Au vue de ces excellentes propriétés, la polydopamine a été choisie afin de favoriser
I'interaction du polymére de cyclodextrine avec I'implant métallique. En effet, nous pouvons
émettre I'hypothese que les fonctions amines de la polydopamine peuvent se lier, de maniere
covalente ou a travers la formation de liaisons ioniques, aux fonctions acides carboxyliques du

polymeére de cyclodextrine (Figure V.116).

11.2. Support métallique a base de CoCr vs NiTiNOL

La premiére partie du travail a consisté a adapter le procédé de fonctionnalisation
décrit par Taha et al. (par greffage préalable d’'une couche de PDA) sur des surfaces de titane
identiques a celles utilisées dans les chapitres précédents afin d’étudier la capacité du
revétement polymére a base de cyclodextrine a agir en tant que systéme de libération
prolongée de principes actifs. Tres rapidement, le procédé a été transféré sur des stents
vasculaires en alliage de titane NiTiINOL (composé de 51 % de titane et 49 % de nickel) a
mémoire de forme. Pour cela, I'implant métallique a été fonctionnalisé par la polydopamine
puis a été imprégné dans une solution contenant de I'acide citrique, I’hypophosphite de
sodium (catalyseur) et la cyclodextrine en proportion 10/3/10. Aprés traitement thermique
servant a réaliser la réaction de polycondensation du polymére de cyclodextrine (voir détails
ci-apres), le stent NiTiNOL a mémoire de forme résultant de ce procédé de fonctionnalisation
s’est avéré totalement dénaturé, indéformable et cassant. Cette méthode de
fonctionnalisation n’est donc pas transposable vers ce type d’alliage. Nous avons donc décidé

de travailler directement sur des matériaux en cobalt-chrome (CoCr).
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En effet, en raison de leurs excellentes résistances a la corrosion, les alliages a base de
cobalt-chrome sont également trés utilisés dans le domaine médical, que ce soit dans la
conception d’'implants dentaires, orthopédiques ou cardio-vasculaires 3. Généralement ces
alliages sont constitués de cobalt et de chrome en proportion majoritaire puis d’autres
éléments comme le nickel, le molybdéne, le tungsténe voire le silicium ou le manganése pour
moduler leurs propriétés mécaniques, la résistance a la corrosion, a la fatigue et également la
biocompatibilité de I’alliage métallique. Dans le domaine cardio-vasculaire, depuis les années
2000, I'utilisation des stents en CoCr a significativement augmenté ®4. En effet, grace a un
module d’élasticité (230-250 GPa) supérieur a celui de I'acier 316 L (190-210 GPa) et leur
compatibilité avec I'lmagerie par Résonance Magnétique (IRM), les dispositifs en CoCr sont

devenus le matériau de choix pour la conception de stents expansibles sur ballonnets.

Pour des raisons principalement économiques, I'ensemble des études préliminaires
décrites au cours de ce chapitre seront réalisées sur des pastilles circulaires en cobalt-chrome

et non directement sur les stents métalliques (1 unité = 1000 €).

Ill. Fonctionnalisation de surfaces en CoCr par greffage d’un

polymeére « réservoir »

lll.1. Préparation et apprétage de la surface des échantillons

De méme que pour les études précédentes, la forme, les dimensions et I'état de
surface des échantillons a base de CoCr doivent d’étre parfaitement identiques afin d’obtenir
des résultats comparables. Des pastilles circulaires (@ = 14,5 mm, h = 3 mm) d’alliage de
cobalt-chrome (composition : Co 66,00%, Cr 27,34%, Mo 5,19%, Mn 0,56%, Si 0,39%) subissent
ainsi un polissage mécanique afin d’obtenir un état de surface miroir. Les échantillons sont
ensuite rincés a I'eau distillée, a I'acétone et a I'’éthanol afin de se débarrasser des résidus

issus du polissage.

Contrairement aux matériaux a base de titane, les alliages de cobalt et de chrome sont
plus difficilement oxydables en raison notamment de leurs excellentes propriétés physiques

(résistance a la corrosion). Il est néanmoins possible d’oxyder ces surfaces afin de disposer de
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fonctions hydroxyles nécessaires au greffage des polymeres sur le substrat. Pour ce faire, les
échantillons sont immergés dans une solution oxydante « piranha » constituée d’'un mélange
riche en acide sulfurique (H2S04/H202 7:3 v/v) pendant une durée de 60 h 8. Aprés oxydation,
les pastilles sont abondamment rincées sous ultrasons a I'eau distillée, a I'acétone et a

I’éthanol (4 x 30 min chacun).

lll.2. Fonctionnalisation des surfaces par greffage d’un film adhésif de
polydopamine (CoCr-PDA)

Le revétement de polydopamine servant a favoriser linteraction du polymére
réservoir avec les substrats en CoCr est généré parimmersion des échantillons précédemment
oxydés dans une solution tamponnée de dopamine (2 mg.mL! Tris & une concentration de
10 mM) dont le pH est ajusté a 8,5 par I'intermédiaire d’une solution de soude a 0,1 M. La
fonctionnalisation des substrats par la PDA s’opére par simple dip-coating a température
ambiante, sous agitation et en présence d’oxygéne. Aprés modification des surfaces, les
échantillons sont abondamment rincés a I'eau distillée et a I'’éthanol puis sont séchés sous

courant d’azote.

ey
e iiis

Figure V.120 : Photographies de pastilles de CoCr avant (gauche) et apres fonctionnalisation par la
polydopamine (droite)

111.2.1. Optimisation du temps de fonctionnalisation des surfaces par
la PDA

Le film de polydopamine résultant du greffage contient des fonctions amines

nécessaires au greffage ultérieur du polymeére de cyclodextrine °’. Ces fonctions peuvent étre

quantifiées par spectrophotométrie UV-visible en utilisant une méthode colorimétrique %7,
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L'influence du temps d’imprégnation (1 h et 16 h) sur la quantité de fonctions amines
présentes sur la surface des échantillons a été mise en évidence par un dosage a 485 nm a
I’Acide Orange Il (AO), colorant chargé négativement capable d’interagir avec les fonctions

amines de la PDA (Figure V.121).

6,0

Acide Orange (nmol.cm'z)
w

0,3

CoCr CoCr-PDA1h CoCr-PDA 16 h

Figure V.121 : Mise en évidence, par dosage colorimétrique a I’AO, de I'influence du temps
d’immersion des surfaces de CoCr dans une solution de polydopamine sur la quantité de fonctions
amines formées

Comme attendu, la quantité de fonctions amines augmente en fonction du temps
d’imprégnation, ce qui est en accord avec la formation d’un film de polydopamine de plus en
plus dense a la surface des échantillons 8. En effet, aprés 1 h d’imprégnation dans la solution
de dopamine, la quantité de fonctions amines est de 3,1 nmol.cm puis atteint 6 nmol.cm™
apres 16 h d’'immersion, indiquant un taux de recouvrement élevé en polydopamine. Nous
pouvons noter que ces valeurs sont 2 a 3 fois plus importantes que celles obtenues lors de la
fonctionnalisation de surfaces de titane ou d’acier inoxydable et peuvent étre attribuées a la
présence d’un film polymére plus épais dans le cas des surfaces de CoCr *’.

Ainsi, le temps optimal de fonctionnalisation des surfaces de CoCr par la polydopamine a donc

été fixé a 16 h.
111.2.2. Optimisation du traitement thermique effectué sur les

plateformes CoCr-PDA

Récemment, il a été démontré qu’un traitement thermique du film de polydopamine

permettrait d’améliorer la cytocompatibilité du revétement polymeére °°. Ces résultats ont été
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attribués a la formation d’un film de PDA riche en groupements quinones améliorant les
propriétés biologiques des matériaux. Ainsi, inspirés par les travaux de Luo et al., les
plateformes CoCr-PDA ont subi un traitement thermique a 150°C pendant 1 heure dans
I'optique d’élaborer des dispositifs aux propriétés biologiques optimales. Toutefois, un tel
procédé thermique semble engendrer une réorganisation structurale de la PDA par
I'intermédiaire de cyclisations intramoléculaires conduisant a la formation de dérivés
indoles ®° (voir chapitre 1) et réduire la quantité de fonctions amines disponibles en surfaces
nécessaires pour le greffage du polyCD. Afin de s’assurer de la présence de fonctions amines
apres recuit des films de PDA, un dosage colorimétrique a I’Acide Orange |l a été effectué sur

les plateformes CoCr-PDA ayant subi le traitement thermique (Figure V.122).
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Figure V.122 : Mise en évidence, par dosage colorimétrique a I’AO, de I'influence du traitement
thermique sur la quantité de fonctions amines disponibles sur les plateformes CoCr-PDA

La Figure V.122 montre que la quantité de fonctions amines est divisée par 3 aprées traitement
thermique (diminution de 6 a 1,9 nmol.cm™) confirmant d’une part une réorganisation de la
PDA sur la surface du substrat et d’autre part, la présence de fonctions amines restant

disponibles pour les interactions avec le polyCD.

Dans la suite de I'étude, le polyCD a été immobilisé sur les supports afin d’évaluer
I’effet de la température de recuit du film de PDA sur la fixation du polymére réservoir. Nous
avons ainsi étudié I'influence de quatre températures de recuit (150, 160, 170 et 180°C) sur la

guantité de polyCD immobilisé sur les plateformes CoCr-PDA.
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Dans un premier temps, les paramétres de fonctionnalisation des plateformes CoCr-
PDA par le polymére de cyclodextrine ont été fixés a partir de résultats optimisés par Taha et
al. (ratio MeSCD/NaH>PO,/CTR : 10/3/10 ; séchage a 90°C pendant 30 min puis réaction de
polycondensation & 150°C pendant 30 min) 7° puis feront ensuite 'objet d’une optimisation

(partie 111.3.).

L'impact de la température de recuit sur la quantité de polyCD greffée en surface a été évalué
par des dosages colorimétriques au Toluidine Blue O (TBO) (Figure V.123). En effet, le TBO est
un colorant cationique qui permet de doser efficacement les fonctions acides carboxyliques
résultantes de la réaction de polycondensation (Figure V.119) et donc indirectement la
guantité de polyCD immobilisé sur la surface de CoCr. Il est a noter que la molécule de TBO

est également capable de former des complexes d’inclusions avec les cavités hydrophobes des

cyclodextrines 72,
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Figure V.123 : Mise en évidence, par dosage colorimétrique au TBO, de I'influence de la température
de recuit des films de PDA sur la quantité de polyCD immobilisé sur les plateformes CoCr-PDA

Nous remarquons tout d’abord que la quantité de TBO adsorbée sur les surfaces de CoCr
augmente considérablement lorsque le subjectile est apprété par un film de PDA (54 a
660 nmol.cm2) ce qui souligne le rdle joué par le film adhésif de polydopamine dans I’accroche
du polymere de cyclodextrine sur les surfaces. Une faible quantité de polyCD a toutefois été

détectée dans le cas du CoCr non modifiée (54 nmol.cm) mais le revétement s’est avéré non
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homogene visuellement, suggérant une adsorption physique du polymeére sur I’échantillon.
Concernant les plateformes CoCr-PDA, nous constatons que la quantité de polyCD greffée sur
les substrats n‘augmente que trés légerement aprés recuit avec un maximum a 150°C,
suggérant que le traitement thermique n’a pas d’influence notable sur I'efficacité du greffage

du polyCD.

Néanmoins, les échantillons pour lesquels un recuit du film de PDA a été appliqué ont affiché
un revétement de polyCD beaucoup plus stable en milieu physiologique que ceux n’ayant subi
aucun traitement thermique. En effet aprés 6 jours d’'immersion dans le PBS, aucune
dégradation du film de polyCD n’est observé visuellement dans le cas des échantillons ayant
subi un recuit alors qu’un éclatement du film polymére est constaté pour les échantillons
n’ayant pas été traités thermiquement (Figure V.124). Ces résultats pourraient étre attribués
a la réorganisation du film de PDA pendant le traitement thermique donnant lieu a un réseau

polymére plus réticulé et assurant ainsi une meilleure fixation du polyCD sur le substrat.

Figure V.124 : Photographies des pastilles fonctionnalisées avec la PDA et le polyCD apreés 6
jours dans le PBS : (gauche) le film PDA a été recuit a 150°C pendant 1h et (droite) le film PDA n’a subi
aucun traitement thermique

Afin de confirmer ces observations, des cinétiques de libération d’une molécule modele
adsorbée sur les surfaces fonctionnalisées ont été réalisées. Dans ce cadre, le TBO est une
molécule de choix puisqu’elle permet d’évaluer la cinétique de libération des films de polyCD
par simple dosage UV. Les résultats des mesures, qui ont été effectuées dans le PBS sur

I’ensemble des échantillons étudiés précédemment, sont répertoriés dans la Figure V.125.
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Figure V.125 : Influence du revétement de PDA et de la température de recuit des films sur la
cinétique de libération du TBO adsorbé sur les surfaces de CoCr fonctionnalisées

Tout d’abord, nous pouvons clairement observer que les échantillons fonctionnalisés sans
couche de PDA possédent une cinétique de libération rapide du TBO (presque 90 % a 24 h).
Comme évoqué précédemment, ce phénomeéne est di a une dégradation rapide du polyCD
simplement physisorbé sur la surface métallique. Le traitement des surfaces par le film de
polydopamine permet d’augmenter considérablement ce temps de libération, en particulier
apres traitement thermique a 150°C, puisque 90 % du TBO adsorbé n’est libéré qu’apres une
centaine d’heures d'immersion dans le PBS. Malgré des profils de libération trés proches pour
les plateformes CoCr-PDA ayant subi ou non le traitement thermique, nous avons opté pour
le recuit du film de PDA afin d’assurer un greffage optimal du polyCD et sa stabilité en milieu
physiologique. Au vu des observations et résultats précédents (profils d’adsorption et de
libération), nous avons ainsi considéré que le recuit de la PDA a 150°C était le meilleur

compromis entre la quantité de TBO adsorbé et |la durée de libération de principe actif.

En conclusion de cette étude d’optimisation, la fonctionnalisation des surfaces de CoCr
par la polydopamine s’effectuera pour toute la suite de I’étude par immersion des échantillons
dans une solution tamponnée de dopamine a 2mg.mL* (pH = 8,5) pendant 16 h puis sera suivie

d’un traitement thermique a 150°C pendant 1 h.

191

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Chapitre 5 : Exploitation des propriétés de la polydopamine pour I’élaboration de stents « actifs »

lll.3. Fonctionnalisation des plateformes CoCr-PDA par un polymeére a
base de cyclodextrine (polyCD)

Apres avoir démontré que le revétement adhésif de polydopamine était essentiel pour
greffer le polymére de cyclodextrine sur les surfaces métalliques, la suite de cette étude a
consisté a optimiser les conditions de polycondensation du polymére de cyclodextrine telles

gue la température et le temps de polymérisation.

111.3.1. Optimisation de la température de polycondensation du polyCD

Nous avons dans un premier temps étudié I'influence de la température (140, 150 et
160°C) de polycondensation du polyCD sur la quantité de TBO greffée a la surface du CoCr et

sur les cinétiques de libération de la molécule de TBO (Figure V.126).

Pour ce faire, les plateformes CoCr-PDA sont tout d’abord immergées pendant
10 minutes a 37°C et sous agitation, dans une solution contenant un mélange de
MeBCD/NaH,PO,/CTR avec un ratio 10/3/10 (g/100 mL d’eau ultrapure) (phase
d’imprégnation). Les échantillons sont ensuite séchés a 90°C pendant 30 minutes (phase de
séchage) dans une étuve ventilée avant d’étre soumis au traitement thermique servant a
réaliser la réaction de polycondensation du polyCD. Pour cette étude, nous avons fixé
arbitrairement le temps de réaction a 30 minutes 7°. Ce dernier paramétre fera I'objet d’une
étude plus approfondie par la suite. Aprés fonctionnalisation, les surfaces sont rincées
abondamment a I'eau distillée afin d’éliminer I'excés de polyCD non immobilisé sur le support

(agitation magnétique, 80 rpm, H,0, 3 x 5 minutes).
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Figure V.126 : Influence de la température de polycondensation du polyCD sur la cinétique de
libération du TBO (a) et sur la quantité de TBO adsorbée sur le substrat (b) (temps de
polycondensation fixé a 30 minutes)

Les résultats permettent de mettre en évidence un greffage optimal du polymeéere de
cyclodextrine lorsque la température de polycondensation est de 150°C (Figure V.126, b) ainsi
gu’une cinétique de libération prolongée (Figure V.126, a). En effet, la quantité de TBO
adsorbée 3 cette température est beaucoup plus importante (554 nmol.cm™) et la durée de
libération du TBO étendue a 4 jours. Ces différences de comportement peuvent s’expliquer
par la variation du degré de réticulation du polymeére en fonction de la température. En effet,
a 140°C, la température n’est pas suffisante pour permettre la réticulation du polyCD. Au
contraire, a 160°C, le degré de réticulation est sans doute trop élevé ce qui rend les cavités
des cyclodextrines moins disponibles et par ailleurs, on peut considérer qu’un nombre
important de fonctions acides carboxyliques est consommé pour former le réseau
polymére 72, Ainsi, la température de 150°C constitue le bon compromis entre quantité de

polyCD greffé et cinétique de libération.

111.3.2. Optimisation du temps de polycondensation du polyCD

Suite a I'étude précédente, nous avons fixé la température de polycondensation du

polyCD a 150°C et étudié I'influence du temps du traitement thermique sur la quantité de
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polyCD greffé et sur les cinétiques de libération associées. Pour cela, quatre temps de

polycondensation ont été évalués (20, 30, 45 et 60 minutes) (Figure V.127).
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Figure V.127 : Influence du temps de polycondensation du polyCD sur la cinétique de
libération du TBO (a) et sur la quantité de TBO adsorbée sur le substrat (b) (température de
polycondensation fixée a 150°C)

Il ressort de I'analyse des données répertoriées dans la Figure V.127 que la durée optimale de
polycondensation est de 30 minutes avec une quantité maximale de TBO adsorbée par le
polyCD de 542 nmol.cm (Figure V.127, b). Les profils de libération confirment cette tendance
dans la mesure ou le traitement thermique de 30 minutes permet une élution du TBO qui
s’étend sur plus de 100 heures alors qu’une durée de libération plus courte est observée pour
les autres temps (Figure V.127, a). Ces résultats sont en accord avec ceux observés
précédemment et peuvent étre également reliés au degré de réticulation du polymeére. En
effet, des que la durée du traitement thermique est insuffisante (20 min, faible réticulation)
ou au contraire excessive (60 min, forte réticulation), I'adsorption de TBO est plus faible et les

cinétiques de libération plus courtes.

Il est a noter que pour 'ensemble des courbes décrivant les cinétiques de libération de la
molécule de TBO, deux phases bien distinctes sont observées : une premiére phase de

libération rapide (« burst ») suivie d’une seconde beaucoup plus lente.
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- La premiére phase de désorption des molécules de TBO est probablement due a une
compétition entre les ions présents dans le milieu PBS et le TBO avec les fonctions
acides carboxyliques présentes au sein du réseau polymere.

- La seconde phase de libération, plus lente, est attribuée a la libération des molécules
de TBO immobilisées dans le réseau polymeére par l'intermédiaire de complexes

d’inclusion avec les cavités hydrophobes des cyclodextrines 7.

Suite a cette étude d’optimisation, une température de polycondensation de 150°C pendant
une période de 30 minutes s’est avérée un bon compromis pour greffer des quantités
substantielles de polyCD sur les plateformes CoCr-PDA tout en gardant un profil de libération

prolongé.

En conclusion, nous avons fonctionnalisé des surfaces de CoCr a l'aide d’un polymere
réservoir a base de cyclodextrine en exploitant les excellentes propriétés d’ancrage de la
polydopamine. Les études d’optimisation du greffage de ces polyméres ont permis de mettre

en évidence de hautes densités de greffage en polyCD et des profils de libération prolongés.

IV. Caractérisation des surfaces fonctionnalisées

Apres avoir optimisé le greffage des films de polyCD sur la surface des échantillons de
CoCr, les substrats fonctionnalisés ont fait I'objet de caractérisations physico-chimiques de

surface.

IV.1. Microscopie Electronique a Balayage (MEB)

Nous avons tout d’abord analysé, par microscopie électronique a balayage, la
morphologie des couches de PDA et de PDA-polyCD formées sur la surface métallique. Les
images MEB confirment le greffage de la polydopamine sur les substrats dans la mesure ou
une couche homogene et trés dense de polymére est observée (Figure V.128, gauche).
Quelques particules sont cependant visibles sur le film et peuvent étre attribuées a la
formation de particules de polydopamine lors du processus de réticulation du polymére 73.

Par ailleurs, ces particules peuvent étre éliminées par ringage aux ultrasons. Une rayure
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réalisée sur la plateforme CoCr-PDA a l'aide d’une pointe en téflon a permis de mettre en
évidence une couche dense et épaisse de PDA a la surface de I'échantillon puisqu’un film d’'une
épaisseur d’environ 70 nm a pu étre estimé. Une analyse du revétement de polydopamine a
également été réalisée par ellipsométrie et a permis de mesurer un film polymere d’une
épaisseur de 86 £ 0,5 nm, confirmant ainsi les résultats obtenus par microscopie électronique.
Nous pouvons noter que I'épaisseur de la couche de PDA obtenue dans notre cas sur CoCr est
légérement plus importante que les valeurs obtenues dans le cadre de la fonctionnalisation
de surfaces a base de silicium °2. Cette différence peut s’expliquer par le procédé d’oxydation
du CoCr et par le recuit imposé au film de PDA qui sont deux facteurs tendant a favoriser les

interactions entre les catéchols de la polydopamine et la surface de I’échantillon.

]

g
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Figure V.128 : Clichés MEB d’une surface de CoCr-PDA (gauche) et de CoCr-PDA-polyCD (droite)

Concernant les surfaces CoCr-PDA-polyCD fonctionnalisées par le polymeére de cyclodextrine,
les images MEB montrent une couche dense et extrémement homogéene de polymere sur la
surface (Figure V.128, droite). De la méme maniére que précédemment, a partir de ces images
MEB, un film d’une épaisseur de 5,7 um a pu étre estimé. Nous n’avons cependant pas réussi
dans ce cas, a confirmer cette valeur par ellipsométrie en raison du phénoméne de diffusion

de la lumiére observé sur ce type de revétement.

196

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Chapitre 5 : Exploitation des propriétés de la polydopamine pour I’élaboration de stents « actifs »

IV.2. Spectroscopie de Photo-électrons X (XPS)

La caractérisation des substrats fonctionnalisés CoCr-PDA et CoCr-PDA-polyCD a

également été réalisée par des analyses XPS (Figure V.129).
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Figure V.129 : (Gauche) Spectres XPS des surfaces CoCr-PDA (a) et CoCr-PDA-polyCD (b)
(Droite) Spectre XPS des niveaux de cceur du carbone C 1s et de I'azote N 1s des surfaces CoCr-PDA (a)
et CoCr-PDA-polyCD (b)

Les spectres XPS des deux surfaces fonctionnalisées ont permis de mettre en évidence
la présence de carbone C 1s a 285,0 eV, d’oxygéne O 1s a 533,1 eV et d’azote N 1s a 400,2 eV,
imputable aux films polymeéres greffés sur les échantillons (Figure V.129, gauche). Par ailleurs,
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dans les deux cas, aucune trace de cobalt ni de chrome n’est décelable, ce qui démontre une
nouvelle fois la présence de films denses de polymeéres sur la surface (épaisseur > 10 nm). De
plus, le spectre de niveau de cceur de I'azote N 1s de la plateforme CoCr-PDA affiche une
composante unique a 400,2 eV attribuable a la présence de dérivés aminés au sein du film de
polydopamine °. Malgré les déconvolutions des spectres des niveaux de cceur du carbone
C 1s et de I'azote N 1s de chacune des deux surfaces fonctionnalisées (Figure V.129, droite),
nous n’avons malheureusement pas été en mesure de confirmer la formation de liaisons
amides entre les films de PDA et de polyCD puisqu’aucun changement significatif n’est observé

avant et aprées greffage du polymeére de cyclodextrine.

IV.3. Evaluations biologiques

Afin de garantir l'innocuité du revétement polymére vis-a-vis des cellules
endothéliales, la cytocompatibilité des surfaces CoCr-PDA et CoCr-PDA-polyCD a été étudiée.
Pour ce faire, des tests de vitalité et de prolifération de cellules endothéliales microvasculaires
pulmonaires humaines (HPMEC pour Human Pulmonary Microvascular Endothelial Cell) 7% ont

été menés a chaque étape du procédé de fonctionnalisation (Figure V.130).
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Figure V.130 : Prolifération (gauche) et vitalité (droite) des cellules HMPEC au contact des surfaces
CoCr, CoCr oxydé, CoCr-PDA et CoCr-PDA-polyCD apreés 3 et 6 jours d’incubation

La Figure V.130 montre une trés bonne cytocompatibilité des surfaces de CoCr et de CoCr
oxydées au traitement piranha puisque des taux de prolifération et de vitalité supérieurs a 80
et 90 % sont observés apres 3 et 6 jours respectivement. Ces résultats suggerent que les
étapes intensives de ringage suivant I’oxydation du CoCr permettent de nettoyer efficacement
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les échantillons et de préserver la cytocompatibilité des substrats métalliques. Aprés
fonctionnalisation du CoCr par la PDA, les taux de prolifération et de vitalité cellulaire chutent
respectivement a 50 % et a 62 % apres 6 jours dans le milieu de culture. Ces diminutions
peuvent s’expliquer par la présence de groupements catéchols libres ou de trimeres qui
n’auraient pas été greffés sur la surface du matériau 7> et dont la cytotoxicité est reconnue 7°.
En ce qui concerne les surfaces CoCr-PDA-polyCD, les taux de prolifération et de vitalité
cellulaire diminuent également apreés 6 jours d’incubation (valeurs qui atteignent 61 % et 50 %
respectivement) et sont attribués aux dégradations progressives des polymeres de PDA et de
polyCD qui vont générer des fonctions acides carboxyliques et des groupements catéchols

résiduels dans le milieu de culture.

Les évaluations biologiques réalisées sur les échantillons CoCr-PDA-polyCD montrent que le
polymére de cyclodextrine n’affecte pas de maniere significative les cellules endothéliales. De
plus, les conditions in vivo sont beaucoup moins drastiques étant donné que le flux sanguin
renouvéle rapidement le milieu contrairement a ces évaluations biologiques ou le milieu de
culture est conservé durant 6 jours. Nous pouvons donc ainsi supposer que potentiellement,
de telles surfaces fonctionnalisées n’affecteront pas les tissus humains 7. Dans le cadre de la

conception d’un nouveau dispositif médical, ces affirmations devront étre vérifiées in vivo.

Enfin, une étude du caractere hémolytique des échantillons a également été menée et
a montré que les substrats n’entrainent pas de phénomene d’hémolyse lorsqu’ils sont placés
au contact de sang humain (I'index calculé HI était de O, ce qui correspond au témoin négatif

PBS).

V. Comportement du revétement polymeére en milieu

physiologique

V.1. Etude de la dégradation du film polymere de polyCD

Récemment, il a été démontré que les revétements polymeéres a base de cyclodextrine,
greffés sur des dispositifs vasculaires en polyester, étaient biodégradables 77. Plus

précisément, il a été observé que le polymeére de cyclodextrine était entierement hydrolysé
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en deux mois au contact de plasma humain alors que le processus de dégradation s’opérait

en 6 mois en conditions in vivo.

Au cours de notre étude, le processus de dégradation du polyCD greffé a été évalué en
conditions in vitro c’est-a-dire en présence d’un milieu de culture cellulaire (MEM de Eagle,
Eurobio, supplémenté par 10 % v/v de sérum de veau fcetal SVF, Eurobio). Pour ce faire, des
titrations colorimétriques au TBO ont été réalisées a différents temps d’immersion des
surfaces fonctionnalisées dans le milieu de culture cellulaire et les résultats ont été reportés

sur la Figure V.131.
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Figure V.131 : Etude de la dégradation, par titration au TBO, du polyCD greffé sur les plateformes
CoCr-PDA. Expériences réalisées dans un milieu de culture cellulaire a 37°C et sous agitation

On observe que la quantité de polymére de cyclodextrine greffée sur les échantillons diminue
en fonction du temps. Le revétement polymeére est notamment totalement dégradé aprés
120 h de séjour dans le milieu de culture. Cette cinétique de dégradation est beaucoup plus
rapide que celle observée dans le cadre de prothéses vasculaires a base de PET, et peut étre
attribuée principalement au décrochement du revétement plutét qu’a I'hydrolyse du
polymeére #’. En effet, le milieu de culture dans lequel les expériences ont été réalisées est
extrémement riche en espéeces chargées et peut induire des interactions fortes avec le
polymeére et ainsi influencer ce phénomene. Par ailleurs, cette hypothése pourrait expliquer

la cytotoxicité partielle observée sur les surfaces CoCr-PDA-polyCD (Figure V.130).
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V.2. Etude de la libération d’un médicament : le paclitaxel (PTX)

Le paclitaxel (Figure V.132) est un agent anticancéreux trés hydrophobe et fait partie
des molécules les plus utilisées pour la conception de stents actifs ciblant la problématique de

resténose /8

Figure V.132 : Structure de Paclitaxel (PTX)

Les cyclodextrines, qui possedent des cavités de nature hydrophobe, sont souvent utilisées
dans le but d’améliorer I’hydro-solubilité, la stabilité ainsi que la bio-disponibilité de
médicaments hydrophobes °. Nous avons ainsi étudié la capacité de la MeBCD et du polyCD
a rendre le PTX plus soluble dans I'eau. Pour cela, nous avons tracé les diagrammes de

solubilité du PTX dans des solutions aqueuses de Me[3CD et de polyCD (Figure V.133).
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Figure V.133 : Diagrammes de solubilité du paclitaxel en présence de solutions aqueuses de MefSCD et
de polyCD
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Comme attendu, la faible solubilité du PTX dans I'eau (0,7 mg.L'!) augmente de maniére
significative en présence de MeCD et de polyCD. En effet, la solubilité du PTX est multipliée
par 200 (140 mg.L?) et 86 (60 mg.L?) dans des solutions aqueuses de MeBCD et de polyCD
(50 g.L'1), respectivement. A concentrations équivalentes, la MeBCD solubilise deux fois plus
de PTX que le polymére (polyCD), composé de 50 % en poids de MeBCD et de 50 % en poids
de CTR ¥, Ce résultat est logique puisque ce dernier contient deux fois moins de cavités
cyclodextrines disponibles pour la complexation avec le PTX (en supposant que celui-ci
n‘interagisse pas avec les fonctions acides carboxyliques présentes au sein du réseau

polymere).

En conclusion, les diagrammes de solubilité du PTX confirment la capacité des MeBCD et du
polyCD a complexer le PTX en milieu aqueux. Ainsi, nous pouvons émettre |I’"hypothése que le
polyCD jouera un réle de réservoir une fois greffé sur le CoCr grace a la complexation du PTX

dans les cavités des cyclodextrines du polymere.

Suite a ces résultats, nous avons étudié la capacité du dispositif CoCr-PDA-polyCD a
adsorber et a libérer de facon prolongée le paclitaxel. Pour ce faire, les échantillons
fonctionnalisés ont été immergés dans une solution de PTX dans I’éthanol pendant 12 h puis
rincés abondamment a I'eau distillée afin d’éliminer I'excés de PTX non adsorbé sur les

substrats.

En faisant varier les concentrations des solutions d’imprégnation entre 1 g.L"t et 10 g.L'%, nous
avons remarqué que le polymere de cyclodextrine immobilisé sur les plateformes de CoCr-
PDA était capable d’adsorber le médicament dans une gamme de concentration comprise
entre 0,6 et 9 ug.mm2. Ces observations sont intéressantes dans la mesure ou elles montrent
gue la quantité de PTX adsorbée sur un stent pourra étre modulée en ajustant la concentration

de la solution d’'imprégnation de PTX.

Pour la suite de I'étude, les surfaces CoCr-PDA-polyCD ont été chargées de 9 ug.mm-2 de PTX
puis ont été placées dans du plasma humain. Un échantillon témoin de CoCr non modifié a
également été chargé avec la méme quantité de PTX afin de mettre en évidence le role joué
par le revétement polymere. En effet, il est important de souligner que le PTX est une molécule
hydrophobe capable de s’adsorber sur des surfaces métalliques telles que le CoCr par simple

dip-coating ou par la technique de « spray ». Cette propriété intrinseque est d’ailleurs
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exploitée dans la conception de stents actifs qualifiés de « polymer-free » mais la quantité de

médicament adsorbé ainsi que leur période de libération reste trés limitées 82,

L'impact du revétement polymeére sur la cinétique de libération du médicament a été évalué
par HPLC en dosant la quantité de PTX libérée a partir des surfaces CoCr non modifiées et sur
les surfaces fonctionnalisées CoCr-PDA-polyCD apres immersion dans du plasma humain

(Figure V.134).

10 -
I CoCr [ CoCr PDA-polyCD

Paclitaxel (pg.mm‘z)

0 1 2 4 8 24 48
Temps (heures)

Figure V.134 : Evaluation de la quantité de PTX restante sur les surfaces de CoCr et de CoCr-PDA-
polyCD (@ = 14,5 mm) aprés différents temps de libération dans le plasma humain & 37°C sous
agitation

Les résultats montrent une libération rapide du PTX adsorbé sur les surfaces CoCr non
modifiées dés la 1% heure puisque 7,85 ug.mm=soit 91 % du principe actif est libéré. Cette
valeur est limitée a 6,14 ug.mm2soit 71 % dans le cas des surfaces modifiées par le polymére
a base de polyCD. Toutefois, bien qu’une partie du principe actif présent sur les surfaces CoCr-
PDA-polyCD soit libéré rapidement (effet « burst »), le polymére limite la libération du PTX
dans le temps. En effet, le PTX n’est plus présent sur le substrat CoCr non fonctionnalisé apres
4 heures d’'immersion dans le plasma humain alors qu’une quantité non négligeable de PTX
est toujours décelable sur les surfaces fonctionnalisées au-dela de 24 h. Ces résultats
soulignent une nouvelle fois le role clé joué par le polymére de cyclodextrine greffé sur les

substrats métalliques dans la cinétique de libération du médicament.
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Nous pouvons toutefois remarquer que cette cinétique reste relativement rapide. Cette
tendance peut s’expliquer d’une part par une constante de complexation relativement faible
entre la MeBCD et le PTX (Ka ~ 400 M) 8 et d’autre part, par une substitution du PTX
encapsulé dans les cavités des MeBCD par des composés présents dans le plasma humain tels

que le cholestérol 7% 83,

En conclusion, le revétement a base de polymére de cyclodextrine greffé sur les
surfaces CoCr permet de prolonger la libération du PTX dans le temps par comparaison avec
les surfaces non fonctionnalisées. Le défi majeur consiste désormais a transférer le procédé
de fonctionnalisation de surface a des stents vasculaires afin d’évaluer I'efficacité de ces

nouveaux stents actifs dans la problématique de resténose.

VI. Transposition de la stratégie a un stent métallique en CoCr

Compte tenu des résultats obtenus précédemment, nous avons tenté d’étendre la
fonctionnalisation aux stents vasculaires en CoCr (Multi-linkVision, AbottVascular, Inc., Santa
Clara, Californie). Le greffage des polymeres de polydopamine (PDA) et de cyclodextrine
(polyCD) a été réalisé dans les mémes conditions que précédemment. La morphologie des

films obtenus sur le dispositif implantable a été suivie par des analyses de MEB (Figure V.135).

3.0kV 15.3mm x40 SE(M)

Figure V.135 : Clichés MEB du stent CoCr fonctionnalisé par la PDA (gauche) et par la PDA-polyCD
(droite)

Sur la Figure V.135 de gauche, nous pouvons observer la présence d’un film rugueux sur la

surface métallique suggérant la formation d’un film fin de polydopamine sur le stent. Apres
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fonctionnalisation de ce substrat modifié par le polymére de cyclodextrine, une couche dense
et homogeéene de polymere est observée a la surface du dispositif endovasculaire (Figure V.135,
droite). Par ailleurs, nous remarquons que cette seconde couche de polymére a entierement
recouvert la surface du stent et qu’aucune trace de craquelure et aucun défaut n’est

observable sur les images MEB, ce qui est primordial pour la problématique de stenting.

Les stents fonctionnalisés a travers cette stratégie seront évalués in vivo et feront
prochainement I'objet d’'une implantation chez le rat . Ces expérimentations seront réalisées
au sein du Groupe de Recherche sur les Biomatériaux de I'Université de Lille 2 afin de
confirmer l'innocuité du dispositif fonctionnalisé par le polymére de cyclodextrine et
également pour valider son effet sur le phénomene de resténose intra-stent une fois chargé

par le principe actif.
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Conclusion

L’objectif de ce chapitre était de mettre en ceuvre une stratégie de fonctionnalisation
de surfaces métalliques en CoCr permettant d'immobiliser un polymeére « réservoir » a base
de cyclodextrine capable de contrdler et de prolonger la cinétique de libération de principes
actifs pour des applications cardio-vasculaires. Nous avons ainsi proposé un procédé de
modification de surface basé sur la fonctionnalisation préalable des substrats par un polymere
de polydopamine hautement adhésif favorisant en outre le greffage du polymeére de
cyclodextrine. Des études d’optimisation du greffage ont permis de déterminer les conditions
optimales permettant d’'immobiliser une quantité substantielle de polyCD sur les surfaces
métalliques et d’avoir un profil de libération prolongé de molécules actives. En particulier,
nous avons démontré que les surfaces CoCr-PDA-polyCD peuvent libérer de maniere
prolongée du PTX, un agent antiprolifératif largement employé dans la problématique de
resténose. De plus, les tests de cytocompatibilité et d’hémocompatibilité réalisés in vitro ont
démontré l'innocuité potentielle du revétement polymere mais ces résultats doivent étre
complétés par des études in vivo. Nous avons finalement transposé le procédé de
fonctionnalisation développé au cours de cette étude vers un stent vasculaire en CoCr utilisé
en pratique clinique. Des expérimentations seront prochainement effectuées in vivo chez le
rat puis le lapin afin d’évaluer le potentiel de ces dispositifs chargés avec diverses molécules

thérapeutiques a lutter contre les problemes rencontrés suite au stenting.
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Ce travail de theése avait pour objectif de développer de nouvelles méthodologies de
greffage de (macro)molécules sur des substrats a base de titane en vue de concevoir des
surfaces stimulables aux propriétés physico-chimiques modulables. Pour parvenir a cet
objectif, nous avons exploité les propriétés de la molécule de dopamine qui présente d’une
part, de bonnes propriétés d’adhésion sur le titane et d’autre part une fonction amine
primaire facilement fonctionnalisable. Deux nouvelles ancres chimiques équipées d’un motif
furane ou maléimide ainsi qu’'un nouvel agent de transfert de polymérisation RAFT
photosensible ont été synthétisés et employés pour élaborer des plateformes de titane aux

propriétés modulables.

Une premiére étude combinant les propriétés adhésives de la dopamine et la réaction
thermoréversible de Diels-Alder a permis de concevoir des plateformes de fonctionnalisation
du titane recyclables dont les propriétés physico-chimiques de surface, en particulier la

mouillabilité, peuvent étre contrdlées sur demande.

Cette stratégie originale a également été utilisée pour greffer des polyméres parfaitement
définis a base d’'OEGA, de TFEA et de NIPAM générés par polymérisation RAFT et incorporant
en extrémité de chaine un motif furane ou maléimide. Grace a la thermo-réversibilité de la
réaction de Diels-Alder, nous avons été en mesure de moduler la balance
hydrophile/hydrophobe du matériau sur demande. Par ailleurs, les plateformes de titane
fonctionnalisées par le motif maléimide ont également été utilisées pour greffer des
polymeéres de NIPAM fonctionnalisés en extrémité de chaine par une fonction thiol en

exploitant la réaction de thiol-ene.

En parallele, des polymeéres d’OEGA, de TFEA et de NIPAM élaborés a partir d’'un agent de
transfert RAFT doté d’un motif nitro-dopamine ont été greffés sur des surfaces de titane. Le
caractere photosensible conféré par le groupement -nitro a été exploité afin de moduler la

mouillabilité de surfaces de matériaux.

Enfin, dans un contexte d’applications biomédicales en chirurgie cardio-vasculaire, la
réactivité et les propriétés adhésives de la polydopamine ont été exploitées pour greffer un
polymeére « réservoir » a base de cyclodextrine sur des stents métalliques en cobalt-chrome.
Les matériaux fonctionnalisés permettent de prolonger la libération de principes actifs par

rapport a un substrat dépourvu de revétement. Toutefois, des études in vivo chez I'animal
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doivent encore étre réalisées afin d’évaluer I'efficacité de ces dispositifs dans la

problématique de resténose.

Les perspectives de ce travail consisteront a exploiter les plateformes de
fonctionnalisation développées au cours de cette étude pour concevoir de nouveaux

matériaux multi-stimulables.

En particulier, des études devront étre menées afin de mieux comprendre les phénomeénes
mis en jeu lors de lirradiation des matériaux fonctionnalisés a I'aide des polyméres
incorporant le motif nitro-dopamine. L'identification des espéces présentes sur la surface
aprés irradiation permettra d’envisager une réutilisation du substrat et d’opérer

éventuellement une nouvelle étape de fonctionnalisation.

Parallelement a ce travail, des études préliminaires concernant la formation réversible de
polyméres diblocs fonctionnalisés en extrémités de chaine par des motifs catéchol/nitro-
catéchol d’une part et des acides boroniques d’autre part, ont été réalisées. Ces études seront
prochainement exploitées dans le cadre d’'un projet ANR (DECIMAL) pour concevoir de

nouveaux matériaux polymeres stimulables.

Enfin, la stratégie de fonctionnalisation de stents vasculaires par la polydopamine sera utilisée
prochainement pour immobiliser des principes actifs de maniere covalente sur le stent. Ces
dispositifs de nouvelle génération seront étudiés in vivo chez le rat et ex vivo par
I'intermédiaire d’un bioréacteur développé dans le cadre d’une collaboration avec le GRB et
I’Ecole Nationale Supérieur d’Arts et Métiers de Paris (demande de financement ANR 2014,

projet PRESERVER).
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I. Réactifs et techniques d’analyse

I.1. Réactifs

Les réactifs employés lors des synthéses organiques sont issus des fournisseurs Sigma-
Aldrich, Alfa Aesar, Acros Organics et Fluka et ont été utilisés sans aucune purification
particuliere exceptés ceux cités ci-dessous. La triéthylamine (Acros Organics, 99%) a été
distillée sur CaH; avant utilisation. L’acrylate de poly (ethyléne glycol) méthyl éther (Sigma
Aldrich) ainsi que l'acrylate de 2,2,2-trifluoroéthyle (Sigma Aldrich, 99%) sont purifiés sur
colonne de silice. Le N-isopropylacrylamide (Acros Organics, 99%) est purifié par
recristallisation dans I’hexane.

Le tétrahydrofurane, I'éther diéthylique, le toluéne sont purifiés par distillation sur
sodium et sous azote. Le dichlorométhane, I’acétonitrile, le diméthylformamide sont distillés
sur dihydrure de calcium sous atmosphére d’azote et le méthanol est purifié par distillation
sur magnésium en présence d’un cristal d’iode également sous azote. L'éthanol, I'éther de
pétrole, 'acétate d’éthyle, le chloroforme, I'acétone, I'hexane, I'isopropanol sont utilisés sans
purification.

Les solvants deutérés tels que le chloroforme, l'acétone, le méthanol, le

diméthylsulfoxide, I'eau, I'acétonitrile sont fournis par la société Eurisotop (pureté > 99%).

I.2. Description des techniques d’analyse

Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) :

Les spectres RMN du proton *H et du carbone '3C des différents échantillons ont été
obtenus a I'aide d’un spectrometre Briiker Avance a 300 MHz utilisant le tétraméthylsilane
(TMS) comme référence interne. Les spectres RMN *°F sont également réalisés sur le méme
spectrometre 300 MHz en utilisant le trichlorofluorométhane comme référence interne. Les
déplacements chimiques (3) sont indiqués en partie par million (ppm) et la multiplicité est
désignée par (s) pour singulet, (d) pour doublet, (dd) pour doublet dédoublé, (t) pour triplet,

(q) pour quadruplet, (quint) pour quintuplet, (m) pour multiplet et (br) pour un massif large.
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Chromatographie d’Exclusion Stérique (SEC) :

Les analyses des polymeres ont été réalisées sur un module de séparation Waters
€2695 utilisant le THF a 40°C comme phase mobile a un débit de 1 mL.min et une phase fixe
constituée de trois colonnes HR1, HR3 et HR4 montées en série ; le tout couplé a un détecteur
a indice de réfraction différentiel (Waters 2414). Les polymeéres ont été injectés a une
concentration de 5 mg.mL? aprés filtration sur membrane en PTFE de porosité 0,45 um. Les
masses molaires moyennes en nombre Mn ainsi que les indices de polymolécularité b de
chacun des polymeéres analysés ont été obtenus par mesure de I'indice de réfraction, dont la
courbe de calibration a été réalisée a partir de standards en polystyréne (Polymer Standard

Service).

Spectroscopie Infrarouge (IR) :

Les spectres infrarouges ont été effectués a I'aide d’'un spectromeétre Spectrum One
(Perkin Elmer) et enregistrés entre 4000 et 400 cm™. Les analyses ont été menées par
réflexion. Les échantillons de titane ont été analysés par réflexion totale atténuée (ATR)

(cristal au séléniure de zinc ZnSe).

Spectroscopie UV-Visible (UV-Vis):

Les études de spectroscopies UV/Vis ont été réalisées a I'aide d’un spectrophotometre

Agilent UV 8453 équipé d’un contréleur de température par effet Peltier.

Mesures d’angles de contact :

Les mesures d’angles de contact ont été réalisées a I'aide d’un goniomeétre Digidrop
(GBX Scientific Instruments) en déposant une goutte d’eau, a température ambiante, sur les
surfaces de titane avec un minimum de 9 réplicats. L'obtention des valeurs d’angles de contact

ainsi que celle des images numérisées ont été traitées par le logiciel Windrop ++.

Voltampérométrie cyclique (CV):

Les études de voltampérométrie cyclique ont été effectuées au moyen d’un

potentiostat Autolab PGSTAT30 a des vitesses de balayage comprises entre 10 et 200 mV.s™.
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La cellule d’électrolyse est composée de trois électrodes : une électrode de travail en platine
ou en titane, une contre électrode (fil de platine ou titane) et une électrode de référence
(Ag/AgCl). Les solutions électrolyte sont préparées a I'aide de BusNPFs dans de I'acétonitrile
anhydre (0,1 M) ou a l'aide d’une solution tamponnée a pH = 7 de phosphate salin. Les
solutions sont purgées préalablement avec de I'azote et I'ensemble des mesures sont

effectuées a 20°C.

Spectrométrie de Photoélectrons X (XPS):

Les spectres XPS ont été obtenus au moyen d’un Kratos Axis Ultra DLD (Kratos
Analytical) utilisant un rayon monochromatique Al Koo (hv = 1486,6 eV). Cet appareil est
équipé de deux parties qui sont directement reliées: une chambre de préparation ou la
pression est réduite a 10°® mbar et une chambre d’analyse dans laquelle la pression est
maintenue a 5.10° mbar pendant toute la durée de I'analyse. L’angle de détection des
photoélectrons est de 90° par rapport a la surface des échantillons. La calibration en énergie
a été réalisée avec le signal Ti 2p a 458,6 eV présent sur I'’ensemble des surfaces analysées. Le

traitement des données a été effectué a I'aide du logiciel Casa XPS.

Microscopie a Force Atomique (AFM) :

La microscopie a force atomique (AFM) est une technique qui permet de visualiser une
résolution nanométrique de la morphologie de la surface d’'un matériau. Elle est basée sur
I'interaction entre la surface a analyser et une pointe nanométrique fixée sous un micro-levier
qui balaye la surface et analyse ainsi la topographie de I’échantillon. Les expériences réalisées
par AFM ont été effectuées a I'air et a température ambiante a 'aide d’un microscope

Nanoscope lll, Digital Instruments opérant en mode tapping.

Microscopie Electronique a Balayage (MEB) :

La microscopie électronique a balayage est basée sur 'interaction d’électrons avec la
surface du substrat, fournissant des images en haute résolution de la surface de I’échantillon.
Les clichés MEB enregistrés dans le cadre de I'étude décrite lors du chapitre 5, ont été obtenus
a partir d’'un microscope électronique a balayage (Hitachi S-4700 SEM FEG, Japon) réglé entre

20 et 35 kV et sur 50 pA. Apres métallisation et application du vide, les échantillons
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fonctionnalisés (pastilles de CoCr et/ou stent) ont été observés afin d’analyser la morphologie

des couches de PDA et de polyCD greffées a la surface des substrats.

Ellipsométrie :

L’ellipsométrie est une technique de caractérisation de surface qui permet d’évaluer
I’épaisseur d’'une couche greffée sur la surface d’un substrat. Elle est basée sur le changement
de polarisation d’un faisceau lumineux au contact du substrat. Les mesures réalisées dans le
cadre de la caractérisation des surfaces CoCr-PDA ont été réalisées a I'aide d’un ellipsométre
UVISEL HR460 (Horiba Scientific, Villeneuve d’Ascq, France) a des longueurs d’ondes variant
de 300 a 1500 nm avec 1 nm d’intervalle. L’angle d’incidence du faisceau a été fixé a 70° pour
I'ensemble des mesures réalisées. Les variations d’angles enregistrées ont été analysées a

I'aide du logiciel Delta-Psi-Horiba.

Irradiation par un rayonnement ultra-violet:

L’exposition des surfaces d’ITO a la lumiére UV a été réalisée a I'aide d’'une lampe
monochromatique émettant a 365 nm de la marque Hamamatsu Photonics (modéle LC8 de
type 01A). Cette lampe mercure-xénon est équipée d’un miroir réfléchissant permettant une
bonne efficacité (90% de l'intensité réfléchie). La gamme spectrale de la lampe varie de
300 nm a 400 nm avec un maximum centré sur 365 nm. La puissance maximale de la lampe
est de 4500 mW.cm2. Uirradiation des échantillons (solution et surface) a été réalisée a
puissance maximale de la lampe pendant différentes durées. La distance lampe-échantillon a

été fixée a environ 2 cm (puissance = 0,5 W.cm™2).

Quantification colorimétrique par le Toluidine Blue O :

Le Bleu de Toluidine Ortho (TBO) ou chlorohydrate de triméthylthionine, est un
colorant bleu chargé positivement (Figure PE.136). Il a été utilisé dans le cadre de I'étude
développée dans le chapitre 5 afin de quantifier de maniére semi-quantitative la quantité de
polymeére de cyclodextrine greffé sur les plateformes CoCr-PDA par dosage colorimétrique. En
effet, le TBO est capable de se complexer, en milieu basique, avec les fonctions acides

carboxyliques présentes dans le polyCD et peut également former des complexes d’inclusion
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avec les cavités hydrophobes des cyclodextrines !. Cette méthode a ainsi également été
utilisée afin d’évaluer la cinétique de libération de cette molécule modele adsorbée sur les
substrats fonctionnalisés en milieu PBS. Grace aux lois de Beer-Lambert établies
préalablement pour chaque couple TBO/solvant et selon le protocole décrit ci-apreés, il devient

possible de quantifier le polyCD immobilisé ou libéré lors des différentes phases de I'étude.

HsC N
AN _
I
CH
+ 3
H,N s A T/
CH,

Figure PE.136 : Formule semi-développée du Bleu de Toluidine Ortho

Complexation du TBO sur les surfaces fonctionnalisées

Les substrats sont imprégnés dans 20 mL d’une solution de TBO a 5.10“ mol.L? (pH
ajusté a 10 grace a de la soude a 0,1 mol.L'?) pendant 4 heures a 30°C sous agitation (80 rpm)
et a I'abri de la lumiére. Les pastilles sont ensuite rincées deux fois pendant 5 minutes dans

10 mL de soude a 10 mol.L? afin d’éliminer le TBO non complexé sur la surface.

Dosage quantitatif du TBO adsorbé sur les échantillons

Aprés I'étape de complexation/rincage, les surfaces sont immergées dans 20 mL
d’acide acétique (50% v/v) a I’abri de la lumiére pendant 20 min sous agitation (80 rpm) afin
de désorber le TBO. Les solutions obtenues sont analysées par spectroscopie UV-visible a une

longueur d’onde de 633 nm (TBO/acide acétique 50% v/v : € = 74,48 L.molt.cm™) 23,

Evaluation de la cinétique de libération du TBO adsorbé sur les échantillons

Aprés 'étape de complexation/ringage, les surfaces sont immergées dans 10 mL de
PBS (pH =7,4) a37°C sous agitation (80 rpm). Des prélévements réguliers sont réalisés et dosés
par spectroscopie UV-visible a une longueur d’onde de 288 nm (TBO/PBS : € = 33,89 L.mol

L.em™). Aprés chaque prélévement, les milieux PBS (10 mL) sont renouvelés avec du PBS frais.
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Figure PE.137 : lllustration du principe de complexation du TBO par le polyCD puis le dosage (HAc :
acide acétique) ou la cinétique de libération (PBS) du TBO

Quantification colorimétrique par I’Acide Orange Il :

L’Acide Orange Il (AO) est un colorant orange chargé négativement (Figure PE.138)
capable de se complexer, en milieu acide, avec des fonctions amines. Cette méthode de
dosage colorimétrique a ainsi été utilisée afin de quantifier indirectement la quantité de
fonctions amines présentes au sein des surfaces CoCr-PDA et a également permis d’optimiser

le traitement thermique appliqué a ces mémes substrats.

o ™
o_ a
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Figure PE.138 : Formule semi-développée de I’Acide Orange Il (AO)

Complexation de I’AQO sur les surfaces fonctionnalisées

Les substrats sont imprégnés dans 20 mL d’une solution d’AO 3 2,5.102 mol.L? (pH
ajusté a 3 grace a HCl 0,5 mol.L'!) pendant 1 nuit sous agitation (80 rpm) a température
ambiante. Les pastilles sont ensuite rincées deux fois pendant 5 minutes dans 20 mL d’eau

acidifiée (pH = 3) afin d’éliminer I’AO non complexé.

Dosage quantitatif de I’AO adsorbé sur les échantillons
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Apres I'étape de complexation/ringage, les surfaces sont immergées dans 10 mL d’eau
a pH = 12 pendant 3 heures sous agitation (80 rpm) et a température ambiante afin de
désorber I’AQ. Les solutions obtenues sont acidifiées a pH =3 (1 mLd’HCI 0,1 mol.L) puis sont
analysées par spectroscopie UV-visible a une longueur d’onde de 485 nm (AO/HCIpH=3:¢=

19,16 L.molt.cm™) 4>,

Evaluations biologiques :

Vitalité cellulaire

Ce test de fonction cellulaire consiste a quantifier la vitalité des cellules présentes sur
le support a caractériser par dosage fluorométrique. Le réactif Bleu Alamar (Interchim)
incorpore un indicateur de croissance colorimétrique et fluorescent basé sur la détection de
I'activité métabolique cellulaire. Le systeme comprend un indicateur de I|’oxydation /
réduction qui devient fluorescent et change de couleur en réponse a la réduction chimique du
milieu de culture. Cette transformation n’est possible que par des cellules vivantes. L'intensité

de la coloration est proportionnelle a 'activité cellulaire.

L'indicateur du taux d’oxydo-réduction relatif au métabolisme cellulaire indique des
changements clairs et stables. De plus, ce test a la particularité de ne pas étre destructif
puisque le réactif ne présente aucune toxicité, ce qui permet entre autre de poursuivre la
culture aprés I'expérience. La vitalité relative est exprimée en pourcentage * écart type de la
culture témoin. Deux échantillons pour chaque période d'exposition sont testés. Pour
connaitre le nombre de cellules a ensemencer dans chaque puits, un étalonnage préalable est
réalisé. Cela montre que pour rester en phase de croissance exponentielle, nous déposerons

pour ce test 7 x 103 cellules par puits pour les essais avec les cellules HPMEC.

Les échantillons testés sont préalablement rincés a I’eau distillée dans un bain a ultrasons deux
fois 3 minutes puis immergés 5 minutes minimum dans I’éthanol sous hotte avant d’étre

séchés durant au 1 heure minimum.

Les cellules sont ensemencées dans des plaques multipuits (24 puits de 15 mm de diametre,

Costar) contenant les pastilles.
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Préparation du Bleu Alamar :

Prélever 1,2 mL de solution mere de Bleu Alamar (Interchim Réf. : UP669413)
Compléter pour obtenir 30 mL avec du tampon phosphate

Filtrer avec un filtre 0,22 um

Répartir environ 3 mL par tube

Conserver au congélateur

Les cellules sont mises a incuber a 37°C en atmosphére humide contenant 5% (v/v) de CO,

pendant 3 et 6 jours. A la fin des périodes d'incubation des cellules (3 et 6 jours), le milieu est
prélevé, et 500 pL d’une solution a 10% en volume de Bleu Alamar sont ajoutés. La boite est
placée dans I'étuve a 37°C pendant 3 heures. A la fin de cette période, 150 pL de chaque puits
sont prélevés et placés dans une boite NUNC 96 puits a fond noir en prenant soin de préserver

de la lumiére. La fluorescence est mesurée a 560 nm.

Prolifération cellulaire

Le test de prolifération cellulaire consiste en la détermination de la croissance
cellulaire in vitro sur un support dont on veut évaluer la biocompatibilité. Le test est effectué
sur des lignées cellulaires animales ou humaines provenant de préférence du site
d’implantation (concept de cellules cibles) : ostéoblastes, fibroblastes, macrophages, cellules
épithéliales, endothéliales, etc. Les cellules sont cultivées dans des plaques a 24 puits sur les
pastilles d'une épaisseur de 3 mm et d'un diamétre de 14,9 mm. La période de culture est de
3 et 6 jours sans changement de milieu. Les cellules sont détachées de leur support par
trypsination et comptées dans un compteur de cellules Coulter Z1. Le taux de prolifération
relatif est exprimé en pourcentage + écart type de la culture témoin. Six expériences séparées
sont effectuées sur 2 ou 3 échantillons pour chaque période d'exposition. Pour connatitre le
nombre de cellules a ensemencer dans chaque puits, un étalonnage préalable est réalisé. Nous
déposerons 7 x 103 cellules par puits pour les essais de prolifération cellulaire avec les cellules

HPMEC.

Les échantillons testés sont préalablement rincés a I’eau distillée dans un bain a ultrasons deux

fois 3 minutes puis immergés 5 minutes minimum dans I’éthanol sous hotte avant d’étre
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séchés durant 1 heure minimum. Les cellules sont ensemencées dans des plaques multipuits

contenant les échantillons.

A la fin des périodes d'incubation (3 et 6 jours) les cellules sont détachées des échantillons
avec 0,3 mL de trypsine (0,1% (p/v) dans la solution Hank's sans Calcium et sans Magnésium)
et une incubation de 10 minutes. Les échantillons sont douchés a I'aide de 7,7 mL d’EDTA pour
bien détacher les cellules du matériau. La suspension de 10 mL ainsi obtenue est bien

homogénéisée a I'aide d'une pipette Pasteur par aspirations-rejets répétés.

La suspension cellulaire obtenue est comptée a l'aide d'un compteur cellulaire Coulter Z1.

Chaque suspension cellulaire est comptée deux fois.

Dégradation biologique en milieu de culture : MEM-10% sérum de veau fecetal (SVF) :

Cing points de prélévements: Oh, 8h, 24h, 72h, 120h (en accord avec les résultats de
TBO réalisés a chaque temps, le protocole peut étre adapté) et deux échantillons pour chaque

temps sont nécessaires :

- Un milieu de culture comprenant du MEM, dans lequel 10% de SVF est ajouté, a été préparé
de maniere stérile

- Les pastilles de CoCr sont stérilisées aux UV pendant 15 min

- Les pastilles sont ensuite placées sous hotte dans des pots individuels ou 2 mL de milieu
enrichi avec 10% de SVF est ajouté; le pot est ensuite refermé de maniere étanche et placé a
37°C sous agitation douce

- A chaque point, la pastille est retirée du pot, transférée dans une plague 12 puits et est rincée
afin d’éliminer les traces de milieu restant

- Les pastilles sont séchées obliquement durant une nuit ; la quantification TBO peut se faire

le lendemain
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Il. Synthéses et caractérisations des ancres catéchols

fonctionnalisées et des entités complémentaires pour la réaction de
Diels-Alder

Il.1. Synthéses et caractérisations des ancres a base de dopamine

I.1.1. Synthese et caractérisation du composé 1

o

x o/lk/\[]/OH
\

o o

Le furfuryl alcool (10 g, 102 mmol) et I'anhydride succinique (11,2 g, 112 mmol) sont
dissous dans du dichlorométhane anhydre (200 mL), a reflux, sous atmosphére d’azote.
Quelques gouttes de triéthylamine sont ajoutées et le mélange réactionnel est agité pendant
15 heures. La phase organique est lavée par une solution d’HCI (0,5 mol.L%, 3 x 100 mL) puis a
I’aide d’une solution de K2COs3 (10 % w/v, 2 x 100 mL), le produit est transféré dans la phase
aqueuse. Celle-ci est alors acidifiée jusque pH =4 (HCI 10 % w/v) et le résidu est extrait avec
3 x 100 mL de dichlorométhane. La phase organique est ensuite séchée sur MgSO, et apres
filtration, le solvant est évaporé. Le produit est finalement obtenu sous la forme d’un solide
marron. Rendement : 18,1 g (90%).

RMN *H (300 MHz, CDCl3), & (ppm/TMS):

2,67 (m, 4H, CH>-CH2-COOH), 5,09 (s, 2H, CH2-0), 6,36 (dd, 1H, CH=C(CH.)), 6,41 (dd, 1H, O-
CH=CH), 7,42 (dd, 1H, O-CH=CH).
RMN 3C (75 MHz, CDCl3):

28,7 (CH2-CH-COOH), 28,9 (CH2-CH.-COOH), 58,4 (CH2-0), 110,6 (CH=C(CH.)), 110,8 (O-
CH=CH), 143,4 (O-CH=CH), 149,2 (CH=C(CH,)), 171,8 (O-CO-CH,), 178,2 (CH,-COOH).

I1.1.2. Synthese et caractérisation du composé 2
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Une suspension de N-hydroxysuccinimide (NHS, 2,61 g, 22,7 mmol) dans du CHxCl;
anhydre (50 mL) est ajoutée goutte a goutte dans une solution de 1 (3 g, 15,1 mmol) et de
N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (4,69 g, 22,7 mmol) dans du CH)Cl, (100 mL) sous
atmosphere inerte (N2) en présence d’un bain de glace a -5°C. Le mélange réactionnel est agité
pendant une nuit puis apres filtration, le solvant est éliminé sous pression réduite. Le produit
est finalement purifié sur colonne de silice (CH,Cl>/acétate d’éthyle 5 : 1). Rendement: 3,62 g
(81%).

RMN *H (300 MHz, CDCls), & (ppm/TMS):

2,76 (t, 2H, CH2-CO-O-N), 2,82 (s, 4H, CO-CH2-CH,-CO), 2,95 (t, 2H, (CH2-CH,-CO-0-N), 5,10 (s,
2H, CH2-0), 6,36 (dd, 1H, CH=C(CH.)), 6,42 (dd, 1H, O-CH=CH), 7,42 (dd, 1H, O-CH=CH).
RMN 3C (75 MHz, CDCl3):

25,6 (CH2-CH2-CO-O-N), 26,2 (CH-CH,-CO-O-N), 28,6 (CH2-CH2), 58,6 (CH»-0), 110,6
(CH=C(CH,)), 111,0 (O-CH-CH), 143,4 (O-CH=CH), 149,1 (CH=C(CH,)), 167,7 (O-CO-CH,), 168,9
(CO-N), 170,7 (CH2-CO-O-N).

11.1.3. Synthése et caractérisation de I’ancre Dopamine-Furane (DF)

o]
N OH
G’/\o N7
\_o 0

OH
Le chlorhydrate de dopamine (2,33 g, 12,3 mmol) est dissous dans une solution de
méthanol (20 mL) contenant de la triéthylamine (2,56 mL, 18,4 mmol). Une solution de 2 (3,62
g, 12,3 mmol) dans du dichlorométhane anhydre (100 mL), est ajouté lentement a la premiere
solution. Le mélange réactionnel est agité a température ambiante, sous atmosphére d’azote
pendant 48 heures puis les solvants sont éliminés sous pression réduite. Le résidu obtenu est
dissous dans 100 mL de CHCl, et lavé a HCI (0,5 mol.L%, 3 x 100 mL), séché sur MgSO4 et aprés
filtration, le solvant est évaporé. Le résidu est finalement purifié sur une colonne de silice
(CH2Cl2/MeOH 10 :1) pour obtenir le produit sous forme d’une huile visqueuse marron foncé.

Rendement : 2,36 g (58%).
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), 8 (ppm/TMS):
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2,43 (t, 2H, CH2-CO-0), 2,64 (m, 4H, CH2-CO-NH, CH2-CH2-NH), 3,42 (g, 2H, (CH2-NH), 5,02 (s,
2H, CH2-0), 6,07 (br, 1H, CH,-NH), 6,34 (dd, 1H, CH=C(CH,)), 6,38 (dd, 1H, O-CH=CH), 6,53 (dd,
1H, Aryl-He), 6,69 (d, 1H, Aryl-H), 6,78 (d, 1H, Aryl-Ha), 7,39 (dd, 1H, O-CH=CH).

RMN 13C (75 MHz, CDCl3):

29,4 (CH»-CO-NH), 30,8 (CH»-CO-0), 34,7 (CH2-CH2-NH), 41,1 (CH»-CH»>-NH), 58,5 (CH»-0), 110,7
(CH=C(CH2)), 111,0 (O-CH-CH), 115,2 (Caryia-H), 115,7 (Caryia-H), 120,7 (Caryie-H), 130,7 (Caryiy),
143,0 (Caryir-OH), 143,5 (0-CH=CH), 144,0 (Caryic-OH), 149,0 (CH=C(CH,)), 172,3 (CO-NH), 172,9
(co-0).

m/z: 356 g.mol* [M+Na]
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1.1.4. Synthese et caractérisation du composé 3

o
OH
N/\/\/\"/
\ o
o

L’acide 6-aminocaproique (6,72 g, 51,2 mmol) et I'anhydride maléique (5,02 g, 51,2
mmol) sont dissous dans de I'acétone anhydre (60 mL) et mis sous agitation sous azote
pendant 4 heures. De la triéthylamine (1,71 mL, 12,3 mmol) et de I'acétate de sodium (2,33 g,
28,4 mmol) sont ensuite ajoutés au milieu réactionnel, mis a reflux et sous atmosphere
d’azote. De I'anhydride acétique (10 mL, 106 mmol) est ensuite additionné lentement au
mélange et I'ensemble est agité pendant une nuit a 100°C. Apres retour a température
ambiante, la phase organique est extraite avec 3 x 100 mL d’éther diéthylique puis séchée sur
MgSO, et apres filtration, le solvant est évaporé. Le produit est alors recristallisé dans de I'eau

pour obtenir un solide brun. Rendement: 5,89 g (55%).
RMN H (300 MHz, DMSO), 6 (ppm/TMS):

1,21 (m, 2H, CH2-CH,-CH2-COOH), 1,48 (m, 4H, N-CH,-CHa; CH2-CH,-COOH), 2,18 (t, 2H, CHa-
COOH), 3,38 (t, 2H, N-CH.), 7,01 (s, 2H, CH=CH), 12,01 (br, 1H, COOH).
RMN 13C (75 MHz, MeOD):

25,6 (CH2-CH2-COOH), 27,3 (CH2-CH2-CH2-COOH), 29,3 (N-CH2-CH,), 34,7 (CH2-COOH), 38,4 (N-
CH,), 135,4 (CH=CH), 172,7 (C=0), 177,5 (COOH).

I1.1.5. Synthese et caractérisation du composé 4

Une suspension de N-hydroxysuccinimide (NHS, 2,45 g, 21,3 mmol) dans du CHxCl;
anhydre (20 mL) est ajoutée goutte a goutte dans une solution de 3 (3 g, 14,2 mmol) et de
N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (4,39 g, 21,3 mmol) dans du CHxCl, (100 mL) sous
atmosphere inerte (N2) en présence d’un bain de glace a -5°C. Le mélange réactionnel est agité

pendant une nuit puis apres filtration, le solvant est éliminé sous pression réduite. Le produit
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est finalement purifié sur colonne de silice (CH,Cl,/acétate d’éthyle 5 :1). Rendement: 3,42 g
(68%).
RMN 1H (300 MHz, CDCl3), S (ppm/TMS):

1,40 (m, 2H, CH2-CH,-CH2-CO-0), 1,62 (g, 2H, N-CH2-CH.), 1,76 (q, 2H CH»-CH,-CO-0), 2,60 (t,
2H, CH2-CO-0), 2,83 (s, 4H, CO-CH.-CH2-CO), 3,52 (t, 2H, N-CH>), 6,68 (s, 2H, CH=CH).
RMN 13C (75 MHz, CDCl3):

24,1 (CH,-CH,-CO-0), 25,6 (CO-CH2-CH2-CO), 25,9 (CH2-CH,-CH,-CO-0), 28,1 (N-CH,-CHs), 30,8
(CH,-CO-0), 37,5 (N-CH2) 134,1 (CH=CH), 168,4 (CO-O), 169.1 (CO-CH2-CH-CO), 170,9(CO-
CH=CH-CO).

1.1.6. Synthese et caractérisation de I'ancre Dopamine-Maléimide (DM)

(0}
H
N

OH
N/\/\/\n/
{ I
OH

o

Le chlorhydrate de dopamine (1,92 g, 10,1 mmol) est dissous dans une solution de
méthanol (20 mL) contenant de la triéthylamine (1,76 mL, 12,6 mmol). Une solution de 4 (2,60
g, 8,4 mmol) dans du dichlorométhane anhydre (100 mL), est ajouté lentement a la premiére
solution. Le mélange réactionnel est agité a température ambiante, sous atmosphére d’azote
pendant 48 heures puis les solvants sont éliminés sous pression réduite. Le résidu obtenu est
dissous dans 100 mL de CH,Cl, et lavé & HCI (0,5 mol.L%, 3 x 100 mL), séché sur MgSO, et aprés
filtration, le solvant est évaporé. Le résidu est finalement purifié sur une colonne de silice
(CH2Cl2/MeOH 10 :1) pour obtenir le produit sous forme d’une poudre jaune. Rendement: 0,84
g (29%).

RMN H (300 MHz, CDCls), & (ppm/TMS):

1,22 (m, 2H, CH2-CH2-CH,-CO-NH), 1,55 (m, 4H, N-CHa-CHz: CH2-CH,-CO-NH), 2,12 (t, 2H, CH,-
CO-NH), 2,66 (t, 2H, CH2-CH,-NH), 3,48 (m, 4H, N-CH,; CH2-NH), 5,77 (br, 1H, CH,-NH), 6,56
(dd, 1H, Aryl-H.), 6,68 (s, 2H, CH=CH), 6,72 (d, 1H, Aryl-Ha), 6,81 (d, 1H, Aryl-Ha)

RMN 13C (75 MHz, CDCl3):

25,1 (CH2-CH2-CO-NH), 26,1 (CHa2-CHa-CH2-CO-NH), 28,1 (N-CH,-CHa), 34,8 (CH2-Caryi), 36,4

(CH,-CO-NH), 37,6 (CH2-NH), 40,9 (N-CHa), 115,3 (Caryis-H), 115,6 (Caryia-H), 120,5 (Caryte-H),

130,6 (Caryy), 134,1 (CH=CH), 143,1 (Caryi-OH), 144,3 (Caryic-OH), 171,1 (C=0), 174,0 (CO-NH).
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m/z: 369 g.mol* [M+Na]
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Figure PE.142 : Spectre de masse de I’ancre Dopamine-Maléimide

11.1.7. Synthese et caractérisation du composé 5

Le composé 4 (1 g, 3,3 mmol) est dissous dans du CH,Cl, anhydre (50 mL) et le furane
(0,46 mL, 6,5 mmol) est ajouté. Le mélange est agité pendant 5 jours a reflux sous atmosphere
inerte (N2). Le solvant est ensuite éliminé sous pression réduite et le produit est purifié sur
colonne de silice (CH2Cly/acétate d’éthyle 5 :1). Rendement: 0,60 g (49%).
RMN *H (300 MHz, CDCls), & (ppm/TMS):
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1,40 (m, 2H, CH2-CH2-CH2-CO-0), 1,60 (g, 2H, N-CH2-CHz), 1,75 (g, 2H CH2-CH,-CO-0), 2,59 (t,
2H, CH-CO-0), 2,84 (m, 4H, CO-CH,-CH2-CO), 2,85 (m, 1,3H, CH-CO-N) et 3,52 (d, 0,7H, CH-
CO-N), 3,33 (t, 0,7H, N-CHz) et 3,49 (t, 1,3H, N-CHz), 5,26 (t, 1,3H, CH-O-CH) et 5,32 (m, 0,7H,
CH-O-CH), 6,40 (t, 0,7H, CH=CH) et 6,51 (t, 1,3H, CH=CH).

RMN 3C (75 MHz, CDCl3):

24,1 (CH,-CH,-C0O-0), 25,6 (CO-CH2-CH2-CO), 27,1 (N-CH2-CHa), 29,7 (CH2-CH,-CH2-CO-0), 30,8
(CH,-CO-0), 38,2 et 38,5 (N-CHa), 46,0 et 47,4 (CH-CO-N), 79,4 et 80,9 (CH-O-CH), 134,5 et
136,5 (CH=CH), 167,1 (CO-0), 169,1 (CO-CH2-CH,-CO), 176,3 (CO-N).

I1.1.8. Synthése et caractérisation de [I‘ancre Dopamine-Maléimide
protégée (DMp)

N oH
N/\/\/\n/ \/\@:
o

Le chlorhydrate de dopamine (0,36 g, 1.91 mmol) est dissous dans une solution de
méthanol (20 mL) contenant de la triéthylamine (0,33 mL, 2,39 mmol). Une solution de 5 (0,60
g, 1,60 mmol) dans du dichlorométhane anhydre (100 mL), est ajouté lentement a la premiére
solution. Le mélange réactionnel est agité a température ambiante, sous atmosphére d’azote
pendant 48 heures puis les solvants sont éliminés sous pression réduite. Le résidu obtenu est
dissous dans 100 mL de CH,Cl, et lavé & HCI (0,5 mol.L%, 3 x 100 mL), séché sur MgSO, et aprés
filtration, le solvant est évaporé. Le résidu est finalement purifié sur une colonne de silice
(CH2Cl2/MeOH 10 :1) et le produit est obtenu sous forme d’une poudre blanche. Rendement:
0,11 g (17%).
RMN *H (300 MHz, CDCl3), & (ppm/TMS):

1,23 (m, 2H, CH2-CH2-CH2-CO-NH), 1,58 (m, 4H, N-CHa-CHa: CHa-CH2-CO-NH), 2,10 (t, 2H, CH;-
CO-NH), 2,69 (t, 2H, CH2-CH,-NH), 2,87 (s, 1,55H, CH-CO-N) et 3,55 (dd, 0,45H, CH-CO-N), 3,32
(t, 0,45H, N-CH;) et 3,47 (t, 1,55H, N-CHz), 3,49 (t, 2H, CH2-CH-NH), 5,27 (t, 1,55H, CH-O-CH)
et 5,34 (m, 0,45H, CH-O-CH), 5,56 (br, 1H, CH,-NH), 6,41 (t, 0,45H, CH=CH) et 6,53 (t, 1,55H,
CH=CH), 6,60 (dd, 1H, Aryl-He), 6,72 (d, 1H, Aryl-Ha), 6,85 (d, 1H, Aryl-Ha).

RMN 13C (75 MHz, CDCl3):
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25,1 (CH,-CH,-CO-NH), 26,0 (CH2-CH2-CH2-CO-NH), 27,2 (N-CHz-CHy), 34,9 (CH2-CHa-NH), 36,4
(CH,-CO-NH), 38,8 (CH2-NH), 40,8 (N-CH,), 46,0 et 47,4 (CH-CO-N), 79,4 et 80,9 (CH-O-CH),
115,4 (Caryia-H), 115,7 (Caryia-H), 120,6 (Caryie-H), 130,8 (Caryy), 134,5 et 136,6 (CH=CH), 143,1
(Carylb-OH), 144,1 (Caryic-OH), 173,6 et 175,5 (C=0), 176,9 (CO-NH).
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Figure PE.143 : Spectres RMN 'H et 13C de I'ancre Dopamine-Maléimide protégé

I1.2. Synthése et caractérisation des sondes électro-actives

11.2.1. Syntheése et caractérisation de I’hydroxy-méthyle ferrocéne

HO

>

(=
Le ferrocene carboxaldéhyde (1 g, 4,68 mmol) est dissous dans du méthanol anhydre
(25 mL) et du borohydrure de sodium (0,89 g, 23,4 mmol) est ajouté par portions a la solution.
Le mélange réactionnel est refroidi a -5/-10°C puis est agité pendant 30 minutes sous
atmosphere inerte (N2). Aprés hydrolyse et élimination de I'excés de NaBHa, le produit est
extrait par 3 x 50 mL de dichlorométhane, séché sur MgSQO4 et apres filtration, le solvant est
évaporé. Le produit est finalement obtenu sous forme d’une poudre jaune avec un rendement

guantitatif.
RMN *H (300 MHz, CDCls), 6 (ppm/TMS):

1,48 (m, 1H, CH2-OH), 4,1-4,4 (m, 11H, Cr-H et CH2-OH).
RMN 13C (75 MHz, CDCl3):
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60,8 (CH2-OH), 69,1 (Crcv-H), 82,7 (Crav-CH2).

11.2.2. Synthése et caractérisation de I’azoture de méthyle ferrocene

N3

%

=

L’hydroxy-méthyle ferrocene (1 g, 4,63 mmol) et 'azoture de sodium (1,81 g, 27,8
mmol) sont dissous dans de I'acide acétique (60 mL) et mis sous agitation a 50°C pendant 3
heures. Le résidu est dilué dans 100 mL de dichlorométhane et est lavé a I'aide d’une solution
saturée de NaHCOs (3 x 100 mL), séché sur MgSOs et apres filtration, le solvant est éliminé
sous pression réduite. Le résidu est finalement purifié sur une colonne de silice (acétate
d’éthyle/éther de pétrole 1 :25) et le produit est obtenu sous forme d’une huile rouge avec
un rendement de 90%.

RMN *H (300 MHz, CDCls), & (ppm/TMS):

3,9-4,4 (m, 11H, Crc-H et CH2-N3).
RMN 13C (75 MHz, CDCl3):

52,2 (CH2-N3), 68,8 (Crev-H), 82,2 (Crev-CH2).

11.2.3. Synthese et caractérisation de I'aminométhyle ferrocéne 6

L'azoture de méthyle ferrocéne (1 g, 4,15 mmol) est dissous dans de I'éther diéthylique
anhydre (70 mL) et de I'aluminohydrure de lithium (0,47 g, 12,5 mmol) est ajouté par portions
a la solution. Le mélange réactionnel est agité pendant 30 minutes a température ambiante
sous atmospheére inerte (N2) puis I'excés de LiAlH4 est éliminé par I'ajout de 100 mL d’eau. Le

produit est alors extrait par 3 x 50 mL d’éther diéthylique puis lavé a I'aide d’une solution
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saturée de chlorure de sodium et séché sur MgSQa. Apres filtration, le solvant est évaporé et
I’'aminométhyle ferrocéne (0,81 g, 90%) est obtenu sous forme d’une poudre jaune.

RMN H (300 MHz, CDCl3), & (ppm/TMS):

3,55 (s, 2H, CH2-NH>), 4,10-4,23 (m, 9H, Cec-H).
RMN 3C (75 MHz, CDCl3):

41,1 (CH2-NH2), 67,6 (Cre-H), 82,3 (Cren-CHa).

11.2.4. Synthése et caractérisation de la sonde ferrocéne furane 7

(o]
H
@/\OJ\/\H’N\—@
\ o o

<&

L'aminométhyle ferrocéne 6 (0,4 g, 1,86 mmol) est dissous dans une solution de

R I,

dichlorométhane (20 mL) contenant de la triéthylamine (0,39 mL, 2,79 mmol). Une solution
de 2 (0,5 g, 1,69 mmol) dans du dichlorométhane anhydre (80 mL), est ajouté lentement a la
premiére solution. Le milieu réactionnel, sous agitation et sous N, est laissé a température
ambiante pendant une nuit puis est lavé par 3 x 100 mL d’eau distillée. Apres séchage de la
solution sur MgSOQq et filtration, I’évaporation du solvant conduit a la formation d’'une poudre
jaune-orange avec un rendement quantitatif.

RMN H (300 MHz, CDCl3), & (ppm/TMS):

2,47 (t, 2H, CH2-CO-0), 2.72 (t, 2H, CH2-CO-NH), 4,15 (m, 11H, CH2-NH ; Cc-H), 5,08 (s, 2H, CHz-
0), 5,82 (br, 1H, CH,-NH), 6.36 (dd, 1H, CH=C(CH.)), 6,40 (dd, 1H, CH-CH=C), 7,42 (dd, 1H, O-
CH=CH).

RMN 13C (75 MHz, CDCl3):

29,6 (CH2-CO-NH), 31,1 (CH2-CO-0), 39,0 (CH2-NH), 58,4 (CH2-0), 68,2 (Crc-H), 84,7 (CH2-Crev),
110,6 (CH=C(CH,)), 110,7 (CH-CH=C), 143,4 (O-CH=CH), 149,2 (CH=C(CH,)), 170,7 (CO-NH),
172,7 (CO-0).
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Figure PE.144 : Spectres RMN H et 13C de I’entité ferrocéne furane 7

11.2.5. Synthese et caractérisation de la sonde ferrocéene maléimide 8

o
H
N
(o} 1%e

<&

L'aminométhyle ferrocene 6 (0,4 g, 1,86 mmol) est dissous dans une solution de
dichlorométhane (20 mL) contenant de la triéthylamine (0,39 mL, 2,79 mmol). Une solution
de 4 (0,52 g, 1,69 mmol) dans du dichlorométhane anhydre (80 mL), est ajouté lentement a la
premiére solution. Le mélange réactionnel est mis sous agitation, a température ambiante et
sous atmosphére d’azote pendant une nuit puis est lavé par 3 x 100 mL d’eau distillée et séché
sur MgS0a. L’élimination du dichlorométhane sous pression réduite aboutit a la formation
d’une huile orange avec un rendement quantitatif.

RMN H (300 MHz, CDCls), & (ppm/TMS):

1,32 (m, 2H, CH2-CH,-CH,-CO-NH), 1,64 (m, 4H, N-CHa-CH2;CH2-CH,-CO-NH), 2,15 (t, 2H, CHa-
CO-NH), 3,50 (t, 2H, N-CHz), 4,14 (m, 11H, CH2-NH ; Csc-H), 5,58 (br, 1H, CH2-NH), 6.68 (s, 2H,
CH=CH).

RMN 13C (75 MHz, CDCl3):
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25,1 (CH2-CH2-CO-NH), 26,3 (CH2-CH2-CH,-CO-NH), 28,3 (N-CH2-CH,), 36,5 (CH2-CO-NH), 37,6
(CH2-N), 38,9 (NH-CH.), 68,7 (Crc-H), 84,8 (CH2-Cicv), 134,2 (CH=CH), 170,9 (CO-NH), 172,0

(C=0).
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Figure PE.145 : Spectres RMN H et 13C de I'entité ferrocéne maléimide 8

I1.3. Synthéses et caractérisations des sondes hydrophobes

11.3.1. Synthese et caractérisation de I'azoture de Zonyl 9

FF
N, F
o

7 F'8F

Le Zonyl-FSO-100 (Mn = 809 g.mol?, avec (CF2)x, x = 8 et (CH2-CH2-0)y, y = 8, donné par
RMN H et °F) (20 g, 24,7 mmol) est dissous dans 100 mL de THF distillé. De la triéthylamine
(2,8 mL, 27,2 mmol) est ajoutée et le milieu réactionnel est maintenu sous agitation et sous
Nz a -5/-10°C. Une solution de chlorure de méthanesulfonyle dans 20 mL de THF est ensuite
introduite lentement et le mélange réactionnel reste sous agitation pendant toute une nuit.
Les sels de triéthylamine sont alors filtrés et le solvant est évaporé sous pression réduite.
L'intermédiaire réactionnel ne subit aucune étape de purification et est immédiatement
dissous dans du diméthylformamide (100 mL) contenant de I'azoture de sodium (2,41 g,
37,1 mmol). Le mélange est ensuite mis a reflux et sous atmosphére d’azote pendant 24
heures. Le solvant est évaporé et le produit brut est dissous dans du dichlorométhane (100
mL). La phase organique est alors lavée a I'aide d’eau distillée (3 x 100 mL) puis séchée sur
MgSQOa. Apreés filtration le solvant est éliminé et I'azoture de Zonyl est obtenu sous forme
d’une huile marron avec un rendement de 87%.

RMN H (300 MHz, CDCl3), 6 (ppm/TMS):
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2,41 (m, 2H, CF,-CH>), 3,38 (t, 2H, CH>-N3), 3,50-3,73 (m, 26H, CH»-CH,-0), 3,76 (t, 2H, CF2-CH>-
CH,).

11.3.2. Synthese et caractérisation de I'amino Zonyl 10

FoF
H,N F
o

7 F'8F

L’amino Zonyl est obtenu par réduction de I'azoture de Zonyl 9 (5 g, 6,0 mmol) en
présence de LiAlHs dans les mémes conditions que pour la formation de I'aminométhyl
ferrocéne décrite précédemment. A l'issue de la réaction, I'amino Zonyl est obtenu sous forme
d’une huile visqueuse marron (2,8 g, 58%).

RMN *H (300 MHz, CDCls), & (ppm/TMS):

2,43 (m, 4H, CF5-CH,, CH2-NH2), 2,89 (m, 2H, CH2-NH2), 3,47-3,74 (m, 26H, CH2-CH2-0), 3,77 (t,
2H, CF2-CH,-CH>).

11.3.3. Synthese et caractérisation de la sonde Zonyl furane 11

F
@/\OJJ\/\H,N\/\‘O/\ F
\_0 o 7F 8

F

L'amino Zonyl 10 (0,50 g, 0,63 mmol) est dissous dans une solution de
dichlorométhane (30 mL) contenant de la triéthylamine (0,13 mL, 0,93 mmol). Une solution
de 2(0,20 g, 0,69 mmol) dans du dichlorométhane anhydre (70 mL), est ajouté goutte a goutte
a la premiére solution. Le milieu réactionnel est mis sous agitation et sous atmospheére d’azote
a température ambiante pendant une nuit. La solution est ensuite lavée a I'aide d’une solution
d’hydroxyde de sodium (1 mol.L; 3 x 100 mL) puis par de I'eau distillée (3 x 100 mL) et séchée
sur sulfate de magnésium. Apres filtration, I"évaporation du solvant conduit a la formation
d’une huile avec un rendement de 79%.

RMN *H (300 MHz, CDCl3), & (ppm/TMS):

2,45 (m, 4H, CF-CHz; CH2-CO-0), 2,65 (m, 2H, CH2-CO-NH), 3,40 (m, 2H, CH2-NH-CO), 3,45 (m,
2H, CH2-CH2-NH-CO), 3,50-3,70 (m, 24H, CH,-CH2-0), 3,78 (t, 2H, CF,-CH2-CHy), 5,10 (s, 2H,
CH2-0-CO), 6,36 (dd, 1H, CH=C(CH.)), 6,40 (dd, 1H, CH-CH=C), 7,42 (dd, 1H, O-CH=CH).
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RMN *°F (282 MHz, CDCl3), & (ppm/TMS):

-126,3 (m, 2F, CF2-CHa), -123,8 4 -122,0 (m, 12F, (CF2-CF)s), -113,6 (m, 2F, CF3-CF»), -81,0 (q,
3F, CF3-CF,).

IR: 3330 cm™ (v NH-CO), 1740 cm™ (v C0O-0), 1670 cm™ (v CO-NH), 1150 cm™ (v C-0).

Mnsec = 1450 g/mol, © =1,17.
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Figure PE.146 : Spectre RMN *H de la sonde hydrophobe Zonyl! furane 11

I1.3.4. Synthese et caractérisation de la sonde Zonyl maléimide (12)

F
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(o) F

Le Zonyl maléimide est obtenu par couplage entre 'amino Zonyl 10 (0,50 g, 0,63 mmol)
avec le composé 4 (0,21 g, 0,68 mmol) en présence de triéthylamine (0,13 mL, 0,93 mmol)
dans les mémes conditions que pour la formation du Zonyl furane. A I'issue de la réaction, le
produit est obtenu sous la forme d’une huile marron (0,47 g, 76%).

RMN H (300 MHz, CDCl3), 6 (ppm/TMS):

1,40 (m, 2H, CHz-CH,-CH,-CO-NH), 1,62 (m, 4H, N-CH,-CH ; CH2-CH2-CO-NH), 2,20 (t, 2H, CH,-
CO-NH), 2,45 (m, 2H, CF>-CH3), 3,40 (m, 2H, CH2-NH), 3,52 (m, 4H, N-CH2 ;CH2-CH,-NH), 3.55-
3,70 (m, 24H, CH2-CH,-0), 3,78 (t, 2H, CF2-CH,-CHs), 6,68 (s, 2H, CH=CH).

RMN *°F (282 MHz, CDCls), S (ppm/TMS):
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-126,3 (m, 2F, CF2-CH>), -123,8 4 -122,0 (m, 12F, (CF2-CF>)s), -113,6 (m, 2F, CF3-CF»), -81,0 (q,
3F, CF3-CF,).

IR: 3440 cm™ (v NH-CO), 1710 cm™ (v N-CO), 1660 cm™ (v CO-NH), 1150 cm™ (v C-O).

Mnsec = 1500 g/mol, b = 1,35.
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Figure PE.147 : Spectre RMN *H de la sonde hydrophobe Zonyl maléimide 12
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11.4. Synthéses et caractérisations des sondes hydrophiles

I1.4.1. Synthese et caractérisation du PEG acide
" N,
\n/\/\n/ (o)
54
(0] 0]

Le poly (éthyléne glycol) méthyl éther (Mn ~ 2000 g/mol, 3 g, 1.5 mmol), 'anhydride
glutarique (0,17 g, 1,5 mmol) et la triéthylamine (0,23 g, 2,25 mmol) sont dissous dans du
dichlorométhane distillé (100 mL) et sont mis a reflux et sous atmosphére d’azote pendant 24
heures. Le solvant est évaporé, le résidu est ensuite dilué dans du dichlorométhane (5 mL)
puis le polymere est précipité dans de |'éther diéthylique, filtré et séché sous vide.
Rendement: 96%.

RMN H (300 MHz, CDCl3), 6 (ppm/TMS):
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1,95 (q, 2H, CO-CH2-CH2-CH,-CO), 2,38 (t, 2H, CH2-CH2-COOH), 2,43 (t, 2H, CH2-CO-0), 3,38 (m,
5H, CH2-O-CHs ; CH2-O-CHs), 3,54 (m, 2H, CH2-CH2-O-CHs), 3,55-3,75 (m, 208H, CH2-CH2-0),
3,87 (m, 2H, CH2-CH2-0-CO), 4,24 (m, 2H, CH,-0-CO).

11.4.2. Synthese et caractérisation du PEG succinimide

Une suspension de N-hydroxysuccinimide (NHS, 0,065 g, 0,57 mmol) dans du CH,Cl,
sec (20 mL) est ajouté goutte a goutte, a -5°C et sous N3, a une solution de PEG acide (1 g,
0,47 mmol) et de N,N’-dicyclohexylcarbodiimide (DCC, 0,15 g, 0,71 mmol) dans du
dichlorométhane (100 mL) pendant une nuit. Le mélange réactionnel est alors lavé trois fois a
I'eau distillé; la phase organique est séchée sur MgSQ, et apreés filtration, le solvant est
évaporé. Le polymere est finalement purifié par précipitation dans un large excés d’éther
diéthylique et est obtenu sous la forme d’une poudre blanche avec un rendement de 69%.

RMN H (300 MHz, CDCl3), 6 (ppm/TMS):

2,07 (g, 2H, CO-CH,-CH»-CH,-CO0), 2,50 (t, 2H, CH»-CO-0), 2,71 (t, 2H, CH>-CO-0-N), 2,84 (s, 4H,
CO-CH,-CH,-C0), 3,37 (m, 5H, CH,-O-CHs; CH,-0-CH3;), 3,54 (m, 2H, CH2-CH;,-0-CHs), 3,57-3,78
(m, 208H, CH»-CH»-0), 3,87 (t, 2H, CH»-CH,-0-C0), 4,24 (t, 2H, CH,-O-CO).

11.4.3. Synthese et caractérisation de la sonde PEG furane 13

La furfurylamine (0,038 g, 0,39 mmol) est dissoute dans une solution de
dichlorométhane (20 mL) contenant de la triéthylamine (0,05 g, 0,49 mmol). Une solution de
PEG succinimide (0,77 g, 0,35 mmol) dans du CHxCl; (100 mL) est ajoutée lentement a la
premiére solution. Le mélange est mis sous agitation et sous atmosphére inerte a température
ambiante pendant toute une nuit. La phase organique est ensuite lavée a I'eau distillée

(3 x 100 mL), séchée sur MgS04 puis apres filtration le solvant est évaporé. Le PEG furane est
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finalement obtenu sous forme d’une poudre blanche par précipitation dans de |'éther
diéthylique. Rendement : 0,61 g (81%).

Mnsec = 3100 g/mol, b= 1,02.

RMN *H (300 MHz, CDCls), & (ppm/TMS):

1,98 (g, 2H, CO-CH,-CH;-CH,-C0), 2,26 (t, 2H, CH,-CO-0), 2,39 (t, 2H, CH2-CO-NH), 3,38 (m, 5H,
CHz-0-CHs; CHa-0O-CHs), 3,48-3,81 (m, 208H, CH,-CH2-0), 3,87 (t, 2H, CH2-CH,-0-CO), 4,22 (t,
2H, CH,-0-CO) 4,42 (d, 2H, CH2-NH), 6,22 (dd, 1H, CH=C(CH)), 6,31 (dd, 1H, CH-CH=C), 7,34
(dd, 1H, O-CH=CH).
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Figure PE.148 : Spectre RMN H de la sonde hydrophile PEG furane 13

11.4.4. Caractérisation de la sonde PEG maléimide commerciale 14

4 N/\/\ﬂ/“(\/\o)s’g

RMN *H (300 MHz, CDCl3), & (ppm/TMS):

1,90 (m, 2H, N-CH2-CH2), 2,35 (t, 2H, CH2-CO-0), 3,38 (m, 5H, CH2-O-CHs; CH,-O-CHs), 3,48-
3,88 (m, 234H, CH2-CH2-0), 4,21 (t, 2H, N-CH>) 6,69 (s, 2H, CH=CH).
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Figure PE.149 : Spectre RMN H de la sonde hydrophile PEG maléimide 14

Ill. Syntheses des polymeéres fonctionnalisés en extrémités de

chaine

lll.1. Syntheses et caractérisations des agents de transfert

Il.1.1. Synthése et caractérisation de I'agent de transfert CTA1

o
&S S\)\
HO \n/
s

Une solution aqueuse d’hydroxyde de sodium a 50% en masse (8,0 mL, 100 mmol) est
ajoutée goutte a goutte a une solution de 2-méthyl-1-propanethiol (9,6 mL, 88 mmol),
d’acétone (56 mL, 760 mmol) et de chlorure de tricaprylméthylammonium (1,6 mL, 9 mmol)
maintenue sous atmosphere inerte (N2) a 5°C en présence d’'un bain de glace. Lorsque
I'addition est terminée, I'ensemble est agité vigoureusement pendant 20 min. Un mélange de
sulfure de carbone (5,6 mL, 88 mmol) et d’acétone (16 mL, 217 mmol) est ensuite introduit
goutte a goutte au milieu réactionnel. La solution jaune obtenue est alors agitée pendant 30
min puis du chloroforme est ajouté (11,2 mL, 134 mmol). Une solution aqueuse de soude

NaOH a 50% en masse (26 mL, 326 mmol) est ajoutée goutte a goutte et le mélange est agité

pendant une nuit a température ambiante. Ensuite, de I'eau est ajoutée (130 mL) puis de
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I'acide chlorhydrique concentré (66 mL) afin d’amener le pH de la solution entre 1 et 2.
L’acétone restant dans le milieu est éliminé par un bullage a fort débit d’azote. La solide jaune-
orange obtenu est recueilli par filtration sur fritté et lavé a I'eau distillée. Le solide est
finalement recristallisé deux fois dans un mélange acétone/hexane (1 :20). Rendement: 12,5
g, (56%).

RMN *H (300 MHz, CDCls), 6 (ppm/TMS):

1,01 (d, 6H, CH(CH3)), 1,72 (s, 6H, C(CH3)»-CO), 1,98 (sept, 1H, CHo-CH(CHs)2), 3,20 (d, 2H, S-
CH>-CH).
RMN 13C (75 MHz, CDCl3):

22,1 (CH(CHs)2), 25,2 (C(CH3)2CO), 27,9 (CH(CHs)2), 45,4 (S-CH2-CH), 55,6 (C(CHs)2), 178,8
(C=0), 221,0 (C=S).

I11.1.2. Synthése et caractérisation de I'agent de transfert CTA2

Une suspension de N-hydroxysuccinimide (NHS, 1,37 g, 11,9 mmol) dans du CH,Cl,
anhydre (50 mL) est ajoutée lentement dans une solution de CTA1 (2 g, 7,9 mmol) et de N,N’-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (2,5 g, 11,9 mmol) dans CHxCl; (80 mL) sous atmosphére
inerte (N2) en présence d’un bain de glace a -5°C. Le mélange réactionnel est agité pendant 1
nuit puis apreés filtration, le solvant est éliminé sous pression réduite. Le produit est finalement
recristallisé dans un mélange acétone/hexane (1 : 20). Rendement: 2,28 g (83%).

RMN H (300 MHz, CDCl3), & (ppm/TMS):

1,01 (d, 6H, CH(CHs),), 1,87 (s, 6H, C(CH3),-CO), 1,99 (sept, 1H, CH2-CH(CH3)>), 2,81 (s, 4H, CO-
CH,-CH>-CO), 3,23 (d, 2H, S-CH2-CH).
RMN 13C (75 MHz, CDCl3):

22,1 (CH(CHs)2), 25,5 (C(CH3)2-CO), 25,6 (CO-CH,-CH,-CO), 27,8 (CH(CH3)z), 45,5 (S-CH,-CH),
54,3 (C(CHs)a), 168,7 (C=0), 218,9 (C=S).
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111.1.3. Syntheése et caractérisation de I'agent de transfert CTA3

T

L'agent de transfert CTA2 (1 g, 2,9 mmol) et le 2-aminométhylfurane (0,52 mL,
2,9 mmol) sont dissous dans du dichlorométhane anhydre (100 mL), a température ambiante,
sous atmosphére d’azote. De la triéthylamine est ajoutée (0,6 mL, 4,3 mmol) et le mélange
réactionnel est agité pendant 48 heures. La solution est ensuite lavée a I'eau distilée
(3 x 50 mL), séchée sur MgS0O, et apres filtration, le solvant est évaporé. Le résidu est
finalement purifié sur une colonne de silice (CH2Cl>) pour obtenir le produit sous forme d’une
huile jaune. Rendement : 0,48 g (51%).
RMN H (300 MHz, CDCls), 6 (ppm/TMS):

0,99 (d, 6H, CH(CHs)2), 1,70 (s, 6H, C(CH3)2-CO), 1,95 (sept, 1H, CH,-CH(CHs)2), 3,17 (d, 2H, S-
CH2-CH), 4,39 (d, 2H, CH2-NH), 6,20 (dd, 1H, CH-C(CH.)), 6,30 (dd, 1H, O-CH=CH), 6,75 (br, 1H,
CH,-NH), 7,31 (dd, 1H, O-CH=CH).

RMN 13C (75 MHz, CDCl3):

22,1 (CH(CHs)2), 25,8 (C(CH3)2-CO), 27,8 (CH(CHs)2), 37,3 (NH-CH,), 45,3 (S-CH2), 57,0 (C(CH3)a-
C0), 107,9 (CH=C(CH.)), 110,4 (O-CH=CH), 142,7 (O-CH=CH), 151,0 (CH=C(CH,)), 172,8 (C=0),
219,8 (C=S).
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Figure PE.150 : Spectres RMIN *H et 13C de 'agent de transfert CTA3
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111.1.4. Synthese et caractérisation du composé 15

’;{ :
N Non
(o]

L’anhydride maléique (20 g, 204 mmol) et le furane (14,47 g, 213 mmol) sont dissous dans du
toluéne distillé (100 mL) a température ambiante, sous atmosphére d’azote pendant 24
heures. Le produit précipité est ensuite collecté par filtration et lavé abondamment a I'éther
diéthylique. Sans aucune autre purification, ce produit blanc est alors dissous dans 80 mL de
méthanol anhydre puis de I'éthanolamine (12,44 g, 204 mmol) est ajoutée. La solution devient
orangée puis est mise a reflux pendant 24 heures. Aprés retour a température ambiante, le
produit cristallise et est finalement collecté par filtration sous forme de cristaux blancs.
Rendement: 15,9 g (43%).

RMN *H (300 MHz, CDCls), & (ppm/TMS):

2,093 (s, 2H, CH-CO-N), 3,41 (m, 4H, CH2-CH.), 4,78 (m, 1H, CH2-OH), 5,12 (s, 2H, CH-O-CH),
6,51 (s, 2H, CH=CH).

I11.1.5. Synthése et caractérisation de I'agent de transfert CTA4

@ "i/\o/ﬁ><s\n/s\)\

Une suspension de 15 (0,85 g, 4,1 mmol) dans du CH,Cl, anhydre (20 mL) est ajoutée
lentement dans une solution de I'agent de transfert CTA1 (1,03 g, 4,1 mmol), de N,N’-
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (1,26 g, 6,1 mmol) et de 4-diméthylaminopyridine (DMAP)
(0,05 g, 0,4 mmol) dans CH2Cl; (100 mL) sous atmosphére inerte (N2) en présence d’un bain
de glace a -5°C. Le mélange réactionnel est agité pendant 12 heures puis apres filtration, le
solvant est éliminé sous pression réduite. Le produit est finalement recristallisé dans un
mélange acétone/hexane (1 : 20). Rendement: 1,39 g (77%).

RMN H (300 MHz, CDCls), & (ppm/TMS):
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0,99 (d, 6H, CH(CHs)2), 1,65 (s, 6H, C(CH3)>-CO), 1,95 (sept, 1H, CHy-CH(CHs)2), 2.86 (s, 1,7H,
CH-CO-N) et 2,90 (s, 0,3H, CH-CO-N), 3,16 (d, 2H, S-CH2-CH), 3,78 (t, 2H, CH2-N), 4,24 (t, 2H,
CH2-0), 5,26 (t, 1,7H, CH-O-CH) et 5,29 (t, 0,3H, CH-O-CH), 6,51 (t, 1,7H, CH=CH) et 6,53 (t,
0,3H, CH=CH).

RMN 13C (75 MHz, CDCl3):

22,1 (CH(CHs)2), 25,1 (C(CH3)2-CO), 27,9 (CH(CHs)2), 37,6 (N-CHa), 45,5 (S-CH2-CH), 47,6 ((CH).-
CO-N), 56,0 (C(CHs)2-CO), 62,2 (CH2-0), 80,9 (CH-O-CH), 136,6 (CH=CH), 172,9 (CO-C(CHs),),
175,9 (CO-N), 221,9 (C=S).
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Figure PE.151 : Spectres RMN H et 13C de 'agent de transfert CTA4

I1l.1.6. Synthése du composé 16

La synthése du dérivé ferrocene 16 s’effectue en plusieurs étapes selon un protocole
adapté de la littérature . Trés succinctement, le ferrocéne réagit tout d’abord avec
I’'anhydride succinique en présence de chlorure d’ammonium. Le produit formé subit ensuite
une réduction de Clemmensen en présence de zinc (Zn) amalgamé a du mercure (Hg) a reflux
de I'acide chlorhydrique (HCl), ce qui permet de réduire la fonction carbonyle. Finalement la
réduction de la fonction acide carboxylique de cet intermédiaire en alcool en présence de

LiAlH4 permet I'obtention du produit 16.

249

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Partie expérimentale

RMN H (300 MHz, CDCl3), & (ppm/TMS):

1,19-1,58 (m, 6H, HO-CH,-CH2-CH2-CH3), 2,28 (t, 2H, CHa-Fc), 3,54 (t, 2H, O-CHz), 4,07 (m, 9H,
Fc-H)

I.1.7. Synthése et caractérisation de I’agent de transfert CTA5
o}
Q_\/\/\ J‘><s S\)\
: o \n/
e s
(S

Une suspension de 16 (0,50 g, 1,8 mmol) dans du CH,Cl> anhydre (20 mL) est ajoutée
lentement dans une solution contenant 'agent de transfert CTA1 (0,70 g, 2,8 mmol), le 1-
éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl) carbodiimide (EDCI) (0,53 g, 2,8 mmol) et 100 mL de CH,Cl,.
Le mélange réactionnel est alors mis sous agitation, sous atmosphére inerte (N2) et en
présence d’un bain de glace a-5°C pendant 12 heures. Le résidu est lavé a I'aide d’une solution
saturée de NaHCOs (3 x 50 mL), lavé a I'eau distillé (2 x 50 mL) puis la phase organique est
séchée sur MgS0a,. Apres filtration, le solvant est éliminé sous pression réduite et le résidu est
finalement purifié sur une colonne de silice (CH,Cl/éther de pétrole 1 :1) pour obtenir le
produit sous forme d’une huile jaune. Rendement: 0,78 g (94%).

RMN 1H (300 MHz, CDCl3), S (ppm/TMS):

1,01 (d, 6H, CH(CHs)2), 1,29-1,65 (m, 6H, O-CH,-CH.-CH>-CH3), 1,69 (s, 6H, C(CHs)2-CO), 1,97
(sept, 1H, CH2-CH(CHs)2), 2,16 (t, 2H, CH2-Fc), 3,21 (d, 2H, S-CH2-CH), 4,08 (t, 2H, O-CH.), 4,31
(9H, Fc-H).

RMN 3C (75 MHz, CDCl3):

22,2 (CH(CHs)2), 25,2 (C(CHs)2-CO), 27,9 (CH(CHs)z), 28,5-29,8 (O-CH,-CH2-CH2-CH2), 30,9 (CH2-
Fc), 41,6 (S-CH2-CH), 65,5 (O-CHz), 67,8 (Crc-H), 69,4 (CH2-Cic-H), 171,4 (CO-0), 220,3 (C=S).
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Figure PE.152 : Spectres RMN H et 13C de I'agent de transfert CTAS

I11.1.8. Synthese et caractérisation de la nitro-dopamine (17)

HO NO,
HOII/\NHZ
Dans un ballon tricol, de I'acide sulfurique pur (3,1 g, 31,6 mmol) est ajouté tres
lentement a une solution aqueuse (40 mL) contenant le chlorhydrate de dopamine (3 g, 15,9
mmol) et le nitrite de sodium (3,27 g, 47,5 mmol) sous agitation vigoureuse a -5/-10 °C. La
réaction retourne ensuite a température ambiante puis est laissée sous agitation pendant
12 heures. Le précipité jaune-orangé formé est alors filtré et lavé plusieurs fois a I'eau et au
méthanol glacé et le produit 17 est récolté sous forme d’une poudre jaune. Rendement: 1,77g
(61%).
RMN *H (300 MHz, D;0), S (ppm/TMS):
3,25 (t, 2H, CH>-NH,), 3,37 (t, 2H, CH2-Aryl), 3,41 (m, 2H, CH2-NH>), 6,94 (s, 1H, Aryl-H-C(CH23)),

7,73 (s, 1H, Aryl-H-C(NO2)).

111.1.9. Synthese et caractérisation de I'agent de transfert CTA6
HO NO,
I:E/\ o
)‘><s s\)\
HO N \n/
H
S

L'agent de transfert CTA2 (1 g, 2,9 mmol) et la nitro-dopamine 17 (0,96 g, 3,4 mmol)

sont dissous dans du diméthylformamide (150 mL), a température ambiante, sous
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atmosphere d’azote. De la triéthylamine est ajoutée (0,6 mL, 4,3 mmol) et le mélange
réactionnel est agité pendant 48 heures dans le noir. Le solvant est ensuite évaporé et le
produit brut est dissous dans du CH,Cl, (100 mL) puis lavé a I'eau distillée (3 x 100 mL). La
solution est séchée sur MgSQaet apres filtration, le solvant est évaporé. Finalement, le résidu
est purifié sur une colonne de silice (CH2Cl, /MeOH 10 : 1). Rendement: 0,74 g (61%).

RMN *H (300 MHz, CDCls), 6 (ppm/TMS):

0,99 (d, 6H, CH(CHs)2), 1,66 (s, 6H, C(CH3)2-CO), 1,92 (sept, 1H, CH,-CH(CHs)2), 3,06 (t, 2H, CH,-
CHa-Aryl), 3,10 (d, 2H, S-CH2-CH), 3,60 (q, 2H, NH-CH2-CH,), 6,89 (s, 1H, Aryl-H), 7,38 (t, 1H,
CH,-NH-CO), 7,55 (s, 1H, Aryl-Hy).

RMN 3C (75 MHz, CDCl3):

22,1 (CH(CHs)2), 25,7 (C(CH3)2-CO), 27,8 (CH(CHs)2), 31,3 (CHa2-CHa-Aryl), 42,1 (CH2-CHa-NH),
45,5 (S-CH-CH), 56,7 (C(CH3)2), 112,2 (Caryi-Hn), 117,1 (Caryi-Hi), 127,8 (Cary-CH2), 141, (Caryr-
NO,), 143,6 (Caryim-OH), 149,7 (Caryi-OH), 174,7 (C=0), 220,3 (C=S).
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Figure PE.153 : Spectres RMN H et 13C de I'agent de transfert CTA6

111.1.10. Synthese et caractérisation de I'agent de transfert CTA7
HO
j@\/\ o
)S<S S\)\
HO N \n/
H
S
L'agent de transfert CTA2 (5,0 g, 14,3 mmol) et le chlorhydrate de dopamine (3,0 g,

15,8 mmol) sont dissous dans du méthanol (150 mL) a température ambiante sous
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atmosphere d’azote. Aprés 20 min de réaction, de la triéthylamine (2,4 mL, 17,2 mmol) est
ajoutée progressivement et la solution est agitée pendant 48h dans le noir. Le solvant est
évaporé pour donner une huile orange. Ce produit brut est dissous dans I'éther diéthylique
(50 mL) puis lavé avec une solution saturée de NaHCOs3 (5 x 20 mL). La solution lavée est séchée
sur MgS0a. Apres filtration, la solution est évaporée. Le produit est finalement précipité dans
I’hexane sous agitation vigoureuse pour donner un solide jaune orangé. Rendement: 3,9 g
(70 %).

RMN *H (300 MHz, CDCls), & (ppm/TMS) : 0,94 (d, 6H, CH-(CHs)2), 1,59 (s, 6H, C(CHs)2), 1,89

(m, 1H, CH2-CH-(CHs)2), 2,60 (t, 2H, CHa-CHz-Aryl), 3,11 (d, 2H, S-CH2-CH), 3,37 (q, 2H, NH-CH.-
CH,), 6,49 (dd, 1H Aryl-Ho), 6,54 (t, 1H, CO-NH-CH.), 6,63 (d, 1H, Aryl-Hx), 6,72 (d, 1H, Aryl-H,).
RMN B3C (75 MHz, CDCl3) : 22,1 (C(CHs)2), 25,8 (C(CH3)2-CO), 27,8 (CH(CHs)2), 34,5 (CH2-CHa-

NH), 41,8 (CH2-CH2-NH), 45,5 (S-CH2-CH), 57,1 (C(CHs)2), 115,3 (Cary-Hn), 115,5 (Caryi-Hi), 120,7
(CaryI'Ho), 130,7 (CaryI'CHZ), 143,0 (Cary/m'OH), 144,2 (Caryl/'oH), 173,4 (C=O), 220,0 (C=S)
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Figure PE.154 : Spectres RMN *H et 13C de I'agent de transfert CTA7

l1l.2. Polymérisation par RAFT : procédure générale

L'agent de transfert, I'amorceur (AIBN), le monomeére et le solvant sont introduits dans
un tube Schlenk. La solution est dégazée pendant 45-60 minutes par bullage d’azote puis le
mélange réactionnel est mis sous agitation et plongé dans un bain chauffé a température de
polymérisation. A la fin de chaque polymérisation, le solvant est évaporé et le polymere est
purifié soit par précipitation dans un non-solvant, soit par dialyse. Les différents paramétres

utilisés pour chaque polymérisation sont répertoriés dans le Tableau PE.15.
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Tableau PE.15 : Paramétres de polymérisation employés pour I’élaboration des polymeres
fonctionnalisés en extrémités de chaine

Polymeére [M]o/[CTA]/[Alo] T(°C) Temps Solvant Monon(wge/r;/jolvant Purification
CTA3/6-POEGA 30/1/0,2 80 16h DMF 30/70 Dialyse dans acétone
CTA3/6/7-PTFEA 100/1/0,2 80 16h DMF 20/80 Dialyse dans acétone
CTA3/6-PNIPAM 100/1/0,2 80 16h DMF 25/75 Précipitation dans Et,0
CTA5-PNIPAM 100/1/0,2 80 5h Toluéne 25/75 Précipitation dans Et,0
CTA4-POEGA 30/1/0,2 75 16h DMF 30/70 Dialyse dans acétone
CTA4-PTFEA 100/1/0,2 75 16h DMF 20/80 Dialyse dans acétone
CTA4-PNIPAM 200/1/0,2 80 1h DMF 25/75 Précipitation dans Et,0

[M]o, [CTA]o et [A]o : concentration initiale respectivement du monomeére, de I'agent de

transfert et de ’'amorceur.

Calcul de la conversion de monomeére au cours des polymérisations :

e (Cas du PNIPAM :

La conversion de monomeére de NIPAM est calculée a partir des spectres RMN *H
((CD3)2CO) de I’échantillon prélevé avant la purification en étudiant la disparition des protons
vinyliques. Pour ce faire, il suffit d’effectuer le rapport entre I'intégration du signal situé a
3,86 ppm correspondant au proton aliphatique CH situés en o. du groupement NH des formes
monomeres et polymeéres (que I'on fixe a 1) et l'intégration du signal situé a 5,38 ppm

correspondant au proton du groupement vinylique du monomere (CH,-CH).

La conversion en PNIPAM est déterminée au temps t selon la relation suivante :

1 — Is3st

I538°

)

Teneamy = 100 x (

Avec Iy : intégration du massif a X ppm

Equation PE.3 : Calcul du taux de conversion en PNIPAM par RMN *H.

e Cas du POEGA et du PTFEA :

La conversion des monomeéres d’OEGA et de TFEA est également déterminée a partir

des spectres RMN 'H (CDCl3) des échantillons prélevés avant purification en étudiant la
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disparition des protons vinyliques. De la méme maniére que pour le PNIPAM, le taux de
conversion des deux monomeéres acrylates est réalisé en calculant le rapport entre
I'intégration du signal situé a 4,1 ppm correspondant aux deux protons du groupement O-CH,
des formes monomeéres et polymeres (fixé a 1) et I'intégration des signaux situés a 6,05 ppm
et 6,31 ppm correspondant aux deux protons du groupement vinylique du monomere

(CH2=CH).
La conversion en monomere acrylate est déterminée au temps t selon la relation suivante :

1— (Iost+/631%)
(16,050 +1631°)

T(POEGA ou PTFEAY) = 100 x (

Avec Iy : intégration du massif a X ppm

Equation PE.4 : Calcul du taux de conversion en POEGA ou PTFEA par RMN H.

Calcul des masses molaires moyennes en nombre des polyméres obtenus apres purification :

Pour I'ensemble des polyméres, les masses molaires moyennes en nombre ont été

déterminées par RMN 'H (Mngrwn) selon la relation suivante :

Ipoly/ Npoly
MnruN = ———— X Mmonomere + Mcta
Icra/nera

Mngrmn : Masse molaire moyenne en nombre estimée par RMN *H (g.mol?)
looly : Intégration du signal d’un groupe de protons de I'unité monomere
Npoly : Nombre de protons dans I'unité monomere correspondant a Ipoly
Icta : Intégration du signal du groupe de protons de I'agent de transfert
ncra : Nombre de protons de I'agent de transfert correspondant a lcra
Mmonomere : Masse molaire du monomére (g.mol?)

Mcra : Masse molaire de I'agent de transfert (g.mol?)

Equation PE.5 : Calcul de la masse molaire en nombre obtenue par RMN *H (Mngw)
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l1l.3. Réaction de rétro Diels-Alder sur les polyméres fonctionnalisés en
extrémité de chaine par le motif maléimide protégé

Pour réaliser la réaction de rDA, le polymeére fonctionnalisé en extrémité de chaine par
le motif maléimide protégé (nommé « CTA4-polymere ») est introduit dans un ballon
surmonté d’un réfrigérant et contenant 50 mL de toluéne. Le milieu réactionnel est mis sous
agitation et porté a 110 °C pendant deux jours. Le mélange est ensuite refroidi a I'aide d’un
bain d’eau glacée puis le solvant est évaporé. Le polymére, désormais nommé « CTA4’-
polymeére », est finalement obtenu soit par précipitation dans un non-solvant ou purifié a

I'aide d’'une membrane par dialyse.

IV. Préparation des surfaces de titane

IV.1. Préparation des échantillons

L’'ensemble des études réalisées ont été menées a I'aide de titane de grade 4 (pureté
de 99.6%, GoodFellow) commercialisé sous la forme de barre de section circulaire (diamétre
15 mm) de 2 métres de long. Dans un premier temps, les barres ont été pré-découpées en
échantillons de plus petite longueur puis des pastilles d’épaisseur 3 mm ont été obtenues a
I'aide d’une micro-trongonneuse Secotom-10 équipée d’un disque de découpe en SiC 20525
(Struers).

Les pieces de titane découpées sont tout d’abord ébavurées puis chanfreinées et subissent
ensuite un polissage mécanique par I'intermédiaire d’'une polisseuse automatique Buehler

Phoenix 4000 permettant le polissage simultané de 6 échantillons (Figure PE.155).

Figure PE.155 : Polisseuse automatique utilisée pour la préparation des échantillons de titane

256

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Partie expérimentale

Pour ce faire, les pastilles sont fixées sur des résines de taille adaptée grace a de I'adhésif
double face et sont maintenues par serrage des empreintes sur un porte-échantillon
comportant six ouvertures. Apres fixation du porte-échantillon au niveau de la téte de la
polisseuse, les échantillons subissent un polissage mécanique grace a plusieurs disques de
polissage de granulométrie différente (600/1200/2400) dont les paramétres optimaux
(pression, vitesse, lubrifiant, temps ...) sont répertoriés dans le Tableau PE.16. Finalement, un
feutre Supra 5 est utilisé avec une solution colloidale diluée dite de « superfinition » a base de
carbure de silicium (SPM) faisant office de lubrifiant et d’abrasif.

Ce polissage mécanique semi-automatique permet ainsi d’obtenir un état de surface « miroir »
dont la rugosité est comprise entre 50 et 100 nm et également de posséder une parfaite

reproductibilité en terme de préparation d’échantillons de titane.

Tableau PE.16 : Parametres utilisés pour le polissage mécanique

Disque Pression Prfassion Rotation Lubrifiant Durée
Début(ibs) Fin(lbs) (tr.min?) (min)
600 20 50 100 Eau 5
1200 20 50 100 Eau 3
2400 20 50 150 Eau 5
Supra 5 25 100 200 SPM 5

© 2014 Tous droits réservés.

Deés la fin du cycle de polissage, les surfaces de titane sont rincées abondamment a I’eau afin
d’éliminer les particules de titane abrasées et les résidus de colloides. Les échantillons sont
ensuite rincés trois fois de suite pendant 10 minutes sous ultrasons dans des bains d’eau

distillée, d’acétone et d’éthanol puis séchés sous flux d’azote.

IV.2. Oxydation des surfaces

Apres polissage des surfaces de titane, les échantillons sont traités a I'aide d’une
solution dite « piranha », composée d’un mélange d’acide sulfurique concentré et de peroxyde
d’hydrogéne (H2S04/H202 1:1) dans laguelle ils sont immergés pendant 2 min. Le temps
d’'immersion a été préalablement étudié afin de conserver I'état de surface « miroir » de

I’échantillon. Les pieces de titane sont ensuite lavées abondamment a I’eau distillée puis sous
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ultrasons dans un bain d’eau distillée, d’acétone et d’éthanol; et ce 3 fois de suite pendant 10

minutes. Elles sont finalement séchées sous courant d’azote.

IV.3. Fonctionnalisation des surfaces par les ancres catéchols

Les surfaces de titane fraichement oxydées sont placées dans des piluliers, immergées
dans une solution contenant 1 mM des ancres catéchols fonctionnalisées dans un mélange
H20/MeOH (1 :1) et sont mises sous agitation, a température ambiante pendant toute une
nuit. Aprés I'étape de greffage, les échantillons sont vigoureusement rincés dans le méme
mélange de solvants que celui utilisé pour la fonctionnalisation et sont séchés sous courant

d’azote.

IV.4. Post-fonctionnalisation des plateformes de titane modifiées a
travers la réaction de Diels-Alder ou a travers la réaction de thiol-éne

Pour réaliser les réactions de Diels-Alder ou de thiol-ene directement sur les surfaces
de titane, une solution concentrée (CH.Cl, ou DMF) de I'entité complémentaire a celle déja
présente sur la surface est déposée sur les échantillons (Figure PE.156). Ces derniers sont alors
placés dans une étuve ventilée et soumis a un traitement thermique a 60°C pendant 7 jours
(Diels-Alder) ou 3 jours (thiol-éne). Apres réaction, les pastilles sont rincées abondamment

avec le solvant utilisé pour la réaction et sont séchées sous flux d’azote.

Figure PE.156 : Illustration de la réalisation du dépét des solutions concentrées sur les surfaces de
titane permettant d’engendrer les réactions de Diels-Alder et de thiol-éne
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IV.5. Recyclage des plateformes de titane par réaction de rétro Diels-
Alder

Les réactions de retro Diels-Alder sur les pastilles de titane sont réalisées dans un
ballon a fond plat surmonté d’un réfrigérant. Les échantillons sont immergés dans du toluéne
distillé chauffé a 130°C, pendant 48h (molécules sondes) ou pendant 14 jours (polymeres
fonctionnalisés). Aprés réaction, les surfaces sont rincées abondamment avec du toluéne et
du dichlorométhane, séchées sous flux d’azote et font directement I'objet des diverses

caractérisations (XPS, CV, mesures d’angle de contact...).

IV.6. Fonctionnalisation des surfaces de CoCr par la polydopamine

La fonctionnalisation des surfaces de CoCr est réalisée par simple immersion des
échantillons dans une solution de dopamine a 2 mg.mL! dans une solution de tampon Tris a
10 mM ajustée a pH = 8,5 a 'aide d’une solution de soude (0,1 M) [les échantillons issus de ce
procédé sont nommés CoCr-PDA dans le manuscrit]. La réaction est effectuée a température
ambiante et sous agitation (400 rpm) ; I'influence de la durée de la réaction est évaluée au
cours de I'étude (1h et 16h). Les pastilles recouvertes de PDA sont ensuite rincées a |'eau
distillée puis placées ou non dans une étuve ventilée. Quatre températures de recuit sont
étudiées (150°C, 160°C, 170°C et 180°C) pour des durées variables (20, 30, 45 et 60 minutes)
[les échantillons sont notés CoCr-PDA150, 160, 170 et 180 et CoCr-PDA20, 30, 45 et 60].

IV.7. Post-fonctionnalisation des plateformes CoCr-PDA par le
polymeére de cyclodextrine

Les plateformes de CoCr-PDA recuites ou non sont ensuite immergées pendant 10
minutes (37°C, 80 rpm) dans 10 mL d’une solution contenant la Me[3CD/NaH,PO,/CTR avec un
ratio de 10/3/10 (g/100 mL d’eau ultrapure). Les échantillons sont alors séchés a 90°C pendant
30 minutes dans une étuve ventilée. Finalement, la réaction de polycondensation est étudiée
a trois températures (140°C, 150°C et 160°C) et a quatre durées de fixation (20, 30, 45 et 60

minutes) 7 [les échantillons sont nommés CoCr-PDA-polyCD]. L’excés de polymére non greffé

est ensuite éliminé grace a une étape de ringage intensive a I'eau distillée.
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Figure A.157 : (Gauche) Voltampérogramme cyclique de la plateforme Ti-DM fonctionnalisée par le
motif ferrocéne 7 apres réaction de Diels-Alder;
Conditions : solution électrolyte d’acétonitrile (TBAPFs 0.1M) ; vitesse de balayage de 50 mV.s
(Droite) Evolution de I'intensité des pics d’oxydo-réduction en fonction de la vitesse de balayage
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Figure A.158 : (Gauche) Spectres XPS de surfaces de Ti-DM avant (rouge) et apres réaction de DA avec

la sonde ferrocéne 7 (violet).

(Droite) Spectre XPS du niveau de cceur du fer Fe2p de la plateforme Ti-DM modifiée a I’aide de la
sonde électrochimique ferrocéne 7
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Figure A.159 : lllustration de la stratégie utilisée pour le recyclage des plateformes a base de titane
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Figure A.160 : (Gauche) Voltampérogrammes cycliques de la plateforme Ti-DM fonctionnalisée par le
motif ferrocene 7 avant (violet) et apreés (noir) réaction de rétro Diels-Alder;
Conditions : solution électrolyte d’acétonitrile (TBAPFs 0.1M) ; vitesse de balayage de 50 mV.s™
(Droite) Spectres XPS du niveau de cceur du fer Fe2p de la plateforme Ti-DM modifiée a I'aide de la
sonde électrochimique ferrocéne 7 avant (violet) et aprés (noir) rDA
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Figure A.161 : Spectres XPS d’une plateforme de Ti-DM recyclée avant (noir) et apres une seconde
réaction de Diels-Alder (vert) par I'intermédiaire de la sonde fluorée 11
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Figure A.162 : Voltampérogramme cyclique d’une plateforme Ti-DM recyclée fonctionnalisée par le
motif ferrocéne 7 apreés une seconde réaction de Diels Alder;
Conditions : solution électrolyte d’acétonitrile (TBAPFs 0.1M) ; vitesse de balayage de 50 mV.s™
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Figure A.163 : Etude du changement de mouillabilité d’une plateforme Ti-DM fonctionnalisée a
travers une séquence DA1 réalisée avec 11, rDA et DA2 réalisée avec 13
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Figure A.164 : (Gauche) Spectre XPS de la plateforme Ti-DM fonctionnalisée avec la sonde fluorée 11
puis avec 'oligomere de PEG 13 a travers une séquence DA1/rDA/DA2
(Droite) Spectres XPS du niveau de cceur du carbone (C1s) de la plateforme Ti-DM modifiée avec
I'oligomeére fluoré 11 (DA1) et I'oligomére de PEG 13 (DA2)
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Figure A.165 : Comparaison des spectres XPS du niveau de cceur du carbone (C 1s) de la plateforme Ti-
DF modifiée avec I'oligomeére de PEG 13 par DA1 (gauche) et par rDA/DA2 (droite)

267

© 2014 Tous droits réservés. doc.univ-lille1.fr



Thése de William Laure, Lille 1, 2014

Annexes
18 18 18 20 22 24 26
Temps (min) Temps (min) Temps (min)
[ Potymire | Mnows @.mot) | Mneec gmot) | o | “ [ Polymire | Mnaun @.mol1) | Mnee @moi) | © |
CTA3-POEGA 15050 6650 1,22 CTAS-PTFEA 11250 1,18 CTAS-PNIPAM 12900 7500 1,18

Figure A.166 : Tracés SEC des polymeéres obtenus a partir de I'agent de transfert CTA3
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Figure A.167 : Tracés SEC des polymeres obtenus a partir de I'agent de transfert CTA4
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Figure A.168 : Tracés SEC des polymeéres obtenus a partir de I'agent de transfert CTA4’ aprés réaction
de rétro Diels-Alder
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Figure A.169 : Tracés SEC des polymeéres obtenus a partir de I'agent de transfert CTA5 avant (gauche)
et apres aminolyse (droite)

JLJ\JL

18 18 20 22 2 2 5 P %% P 5 Y 16 18 2 2 % 28 28
Temps (min) Temps (min) Temps (min)
) ﬂ ll -
CTA6-POEGA CTA6-PTFEA 12900 1,67 CTAG-PNIPAM 1,23

Figure A.170 : Tracés SEC des polymeéres obtenus a partir de I'agent de transfert CTA6
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Figure A.171 : Tracés SEC du polymeére obtenu a partir de I'agent de transfert CTA7
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Annexe 3

I. Electrochimie — Voltampérométrie cyclique

Principe

La voltampérométrie cyclique consiste a enregistrer les courbes intensité-potentiel
i=f(E) donnant I'intensité du courant d’électrolyse i en fonction du potentiel E appliqué a une
électrode de travail fixe inattaquable (en général en platine). La cellule d’électrolyse est ici

composée de trois électrodes (Figure A.172) :

e L’électrode de travail, un disque de platine ou de titane de dimensions connues, sur
laquelle se produisent les réactions d’oxydation et de réduction.

e L’électrode auxiliaire, constituée d’un fil de platine, fermant le circuit d’électrolyse.

e |’électrode de référence, soit de type Ag/AgCl soit un fil d’argent, qui sert a mesurer

le potentiel de I'électrode de travail.

Allonge contenant
1a solution
d'électrolvte-support

électrode
auxiliaire (Pt)

“électrode
detravail (Pt)

Figure A.172 : Schéma et photo d’une cellule d’électrochimie
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Le composé a analyser est dissous a 103 mol.L™? dans un solvant contenant un électrolyte-
support de grande pureté a 0,1 mol.L™. Il sert a conduire le courant au sein de la solution
électrolytique. Le solvant doit étre capable de dissoudre a la fois le composé a analyser et

I'électrolyte.

Aprés un dégazage minutieux de la solution a I'argon ou a l'azote, la courbe i = f(E) est
enregistrée. Le balayage des potentiels est effectué a I’aller entre une tension initiale Ej et une

tension finale E: et au retour entre Ef et E;.

Balayage

aller retour

Balayage

Figure A.173- Evolution de la tension appliquée en fonction du temps lors d’un cycle de
voltampérométrie

L’électrode de travail est fixe et aucune agitation n’a lieu dans la cellule. Par conséquent,
I'apport des especes électroactives vers I’électrode de travail se fait uniguement par diffusion.
Dans ces conditions, la courbe i=f(E) présente un pic de courant dG au fait que I'état

stationnaire n’est pas atteint immédiatement a I'électrode (Figure A.173).

v' Régimes de voltampérométrie cyclique

- En régime de diffusion (cas standard), la valeur du courant de pic (i) est donnée par

I’équation de Sevick-Randles :
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ip = (2.69 10°).A.n32.D%2.C. v¥/2

Avec ip : courant de pic
A : surface de I'électrode
n : nombre d’électrons échangés dans la réaction d’électrode
D : coefficient de diffusion de I'espéce électroactive
C : concentration de I'espéce électroactive

v : vitesse de balayage

Donc, pour une électrode et une espéce électroactive a une concentration donnée :

ip= k.V1/2

- En régime de couche mince, la valeur du courant i, est donnée par I'équation
suivante :

ip = (9.39 10%).n2.V.C. v

avec ip : courant de pic
n : nombre d’électrons échangés dans la réaction d’électrode
V : volume de la couche
C : concentration de I'espéce électroactive

v : vitesse de balayage

Donc, dans ce cas,on a :

ip= k.V
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Il. Angle de contact

Principe

La mesure d'angle de contact rend compte de I'aptitude d'un liquide a s'étaler sur une
surface par mouillabilité. La méthode consiste a mesurer I'angle de la tangente du profil d'une

goutte déposée sur le substrat, avec la surface du substrat (Figure A.174, gauche).

Elle permet la discrimination de la nature polaire ou apolaire des interactions a l'interface

liquide/solide. On peut ainsi déduire le caractére hydrophile ou hydrophobe d'une surface.

Si on utilise I'eau comme liquide de mesure d'angle de contact, on peut déduire le caractere
hydrophobe (grand angle, faible énergie de surface) (Figure A.174, droite, a) ou hydrophile

(petit angle, grande énergie de surface) (Figure A.174, droite, b) de la surface.

gas

Figure A.174 : (Gauche) : Mise en évidence du principe de la mesure de I’angle de contact
(Droite) : Représentation de surfaces a caractére hydrophile (a) et hydrophobe (b)
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Résumé

RESUME

Le controle des propriétés physico-chimiques de surfaces des matériaux a base de titane est
souvent requis pour améliorer leurs performances, leur activité biologique ou encore pour concevoir
de nouveaux matériaux intelligents. Dans ce contexte, le greffage de (macro)molécules aux propriétés
spécifiques est une solution pertinente pour élaborer des matériaux stimulables aux propriétés
physico-chimiques modulables.

Dans ce travail de these, nous avons congu plusieurs plateformes de fonctionnalisation du titane en
exploitant les propriétés adhésives du motif catéchol combinées au concept de chimie « click » afin
d’'immobiliser des polymeres fonctionnels préparés par polymérisation radicalaire controlée. Ainsi, des
surfaces de titane recyclables a la mouillabilité programmable sur demande et des matériaux
stimulables par la température ou par rayonnement ultra-violet ont pu étre élaborés.

Enfin, les propriétés adhésives de la polydopamine ont été exploitées pour concevoir une nouvelle
génération de stents « actifs » utilisés en chirurgie cardio-vasculaire pour lutter contre le phénomene
de resténose intra-stent.

Mots clés : Titane, dopamine, polymeres, chimie « click », physico-chimie de surface, matériaux

stimulables.

ABSTRACT

Controlling the physico-chemical surface properties of titanium based materials is often
required to enhance their capabilities, their biological activity. In this context, tethering of specific
(macro)molecules appears to be a relevant method to develop stimuli responsive materials with
predictable or commutable physico-chemical properties.

In this work, several titanium based functionalization platforms have been elaborated from dopamine
derivatives incorporating “clickable” functions (maleimide/furan). These have been exploited to
conveniently graft end-functionalized polymers, prepared by controlled radical polymerization, onto
titanium surfaces, thereby affording surfaces with programmable wettability. Furthermore, we have
also demonstrated that such materials could respond to various external stimuli such as temperature
or UV light. Such stimuli have been notably used to reprogram the surface properties of materials.
Finally, the adhesive properties of the polydopamine coating were used to design a new generation of
drug eluting stent that could be employed in cardiovascular surgery in the treatment of in-stent
restenosis.

Keywords: Titanium, dopamine, polymers, « Click-Chemistry », physico-chemistry of surfaces, stimuli
responsive materials.
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